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RESUMO

O sistema de telecomunicacdo moével tem crescido ao longo dos anos. A
comunidade cientifica tem demonstrado uma crescente preocupag¢do sobre os
possiveis efeitos da exposicéo a radiacdo electromagnética de radiofrequéncia (RF-
EMR) emitida por dispositivos méveis sobre a saude dos usuarios. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da RF-EMR sobre a via de MAPKSs, verificando os
niveis de fosforilagdo das enzimas MEK 1 /2 e ERK 1/ 2, em células do hipotadlamo
e hipofise, sobre a secrecdo de catecolaminas, nivel de glicose sérica, consolidacéo
da memdéria de longo prazo e estabelecimento de comportamento de ansiedade.
Ratos Wistar machos, com 60 dias de idade, foram expostos a radiacdo emitida
pelos telefones celulares (1,8 GHz) em condi¢des agudas (1 e 3 horas de exposi¢ao)
e crbnicas (3 e 10 noites de exposicao). Os niveis de fosforilacdo de MEK 1/ 2 e
ERK 1/ 2 foram alterados em células hipotalamicas de animais expostos por 1 hora.
Apés 3 horas, 3 noites e 10 noites, foi observada alteracdo somente no nivel de
fosforilacdo das enzimas MEK 1/ 2, em células hipotalamicas; e nenhuma alteracao
foi constatada na fosforilacdo das enzimas MEK 1 / 2 e ERK 1 / 2, em células
hipofisarias. As exposicdes por periodos agudos promoveram aumento da secrecao
basal de catecolaminas e a glicemia foi alterada apds 1 hora e 10 noites. N&o foi
constatado comportamento estado de ansiedade pelo teste de cruz elevada em
quaisquer periodos de exposicdo. Porém, a exposicdo crbnica, por 10 noites,
aumentou a secrecdo de catecolamina, estimulada por cafeina, concomitantemente
a diminuicao a glicemia, podendo afetar a consolidagcdo da memaria. Os resultados
sugerem que a exposicdo de ratos a campos electromagnéticos emitidos por
celulares é capaz de alterar a via de MAPKs, mudar o perfil de secrecédo basal e
estimulada de catecolaminas, de glicemia, além de afetar a consolidacdo de
memoria de longo prazo.

Palavras-Chave: Radiacdo eletromagnética. Telefones moveis. MAPK.

Catecolaminas. Memobria.



ABSTRACT

The mobile telecommunication system has grown over the years. There has been a
growing concern about the possible effects of exposure to radiofrequency
electromagnetic radiation (RF-EMR) emitted by mobile devices on the health of
users. This study aimed to evaluate the effects of whole-body RF-EMR exposure on
MAPK's pathway, verifying the phosphorylation levels of MEK 1 /2 and ERK 1/ 2, in
hypothalamus and pituitary cells, catecholamine secretion, serum glucose, long-term
memory consolidation and anxiety-like behavior occurrence. Male Wistar rats, 60
days old, were subjected to electromagnetic waves emitted by mobile phones (1.8
GHz) in acute (1 and 3 hours of exposure) and chronic (3 and 10 nights of exposure)
conditions. The phosphorylation levels of MEK 1 / 2 and ERK 1 / 2 changed in
hypothalamus cells after 1 hour of exposure. After 3 hours, 3 nights and 10 nights,
we have found changes only in phosphorylation of MEK 1 / 2 (hypothalamus); no
changes were found in MEK 1 / 2 and ERK 1 / 2 from pituitary cells. The acute
exposures lead to the increase of basal catecholamine secretion and the glycemia
changed after 1 hour and 10 nights. On the other hand, the chronic exposure
increased the catecholamine release, by caffeine stimulation, but decreased the
serum glucose level, disturbing the memory consolidation. The results suggest that
exposure of rats to electromagnetic fields emitted by mobile phones is able to change
the MAPK's pathway, profile of basal and stimulated secretion of catecholamines,
and serum glucose level besides affecting long-term memory.

Keywords: Electromagnetic radiation. Mobile phone. MAPK. Catecholamines.

Memory.



Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6
Figura 7

Figura 8
Figura 9

Figura 10
Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

LISTA DE FIGURAS

Relagcdo entre populacdo mundial e nimero de aparelhos
celulares habilitados entre os anos de 2005 e 2013 ...............
Espectro eletromagnétiCo .............uvvvviiiiiiieiiieee e
Representacdo esquematica de uma onda eletromagnética
se propagando Na dIr€CAO Z .........cceeeeeeeeeveeieiiiiiiiee e e e
Representacdo da relacdo hipotalamo-hipofise com a
regulacdo de glandulas e tecidos ...........cccccccviiieiieeeiveeeiiiiins

Representacdo esquematica de uma via de sinalizacdo das

Gaiolas de experimentacao .............coeeevvvvvveviiiiiiiiieeeee e eeeeeee,
Representacdo esquematica da gaiola utilizada para
acomodar o0s animais durante 0s experimentos, e
representacado dos pontos de mensuracao de intensidade de
campo elétrico gerado pelo aparelho celular .........................
Mecanismo usado para acionar o aparelho celular .................
Representacdo esquemética da camara utilizada para as
medicdes da absorcdo da radiacdo pelo créanio e outros
L (=03 o [0 ST
Intensidade do campo elétrico em fun¢éo do tempo ...............
Intensidade do campo elétrico dentro da camara blindada
em fUNGAO0 dO tEMPO ....cvviiiiieiiiiiiee e
Valores de temperatura medidos em funcédo do tempo para
os diferentes tecidos biolOgICOS............ccceeiiiiiiiiiiiiiccee,

Efeito da exposicdo a radiacdo emitida por aparelho celular,
por 1 hora, sobre os niveis de fosforilagdo de MEK 1/ 2 e
ERK 1 / 2, em células do hipotalamo e hipdfise de ratos
WISTAL et s
Efeito da exposicdo a radiacdo emitida por aparelho celular,

por 3 horas, sobre os niveis de fosforilacdo de MEK 1/ 2 e

15
18

19

24

31
43

45
46

47
56

57

58

60



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

ERK 1 / 2, em células do hipotalamo e hipdfise de ratos
LAY = PP
Efeito da exposicéo a radiacado emitida por aparelho celular,
por 3 noites, sobre os niveis de fosforilacdo de MEK 1/ 2 e
ERK 1 / 2, em células do hipotalamo e hipdfise de ratos
LAY = PRSP
Efeito da exposicéo a radiacado emitida por aparelho celular,
por 10 noites, sobre os niveis de fosforilagdo de MEK 1 /2 e
ERK 1 / 2, em células do hipotalamo e hipoéfise de ratos
LT =
Efeito da exposicdo a RF-EMR sobre a secrecdo basal e
estimulada de catecolaminas em ratos Wistar ................c.......
Efeito da exposicdo a RF-EMR sobre o nivel sérico de
glicose em ratos WISTAN .......coooeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e
Efeito da exposicdo a RF-EMF sobre o estabelecimento de
estado de ansiedade em ratos Wistar ........ccccccceeeeeeeeeiiiiiiiinnns
Efeito da exposicdo de ratos Wistar a RF-EMF sobre o

estabelecimento memoaria de 1ongo prazo ........ccccceeecvvveeeennn,

62

64

66

68

69

70

71



1G
2G
3G
4G
ACh
ACTH
ADH
ANATEL
BMK
CDMA
CRH
DAG
DBH
DHEA
DOPA
EA
ERB
ERK
EMR
EPM
FSH
GH
GHIH
GnRH
GnRHR
GHRH
GHz
GSM
GTP
LH
mAChR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Primeira Geracao de Telefonia Mével

Segunda Geracao de Telefonia Mével

Terceira Geracao de Telefonia Mével

Quarta Geracao de Telefonia Mével

Acetilcolina

Hormdnio Adrenocorticotrépico

Hormonio Antidiurético

Agéncia Nacional de Telecomunica¢des
Grandes proteinas quinases ativadas por mitdgenos
Acesso Mdltiplo por Divisao de Cédigo
Hormonio liberador de corticotropina
Diacilglicerol

Dopamina B-hidroxilase

Desidroepiandrosterona

Di-hidroxifenilalanina

Bracos fechados do aparato de cruz elevada
Estacdes Radio-Base

Proteinas quinases reguladas por sinal extracelular
Radiagéo Eletromagnética

Erro Padrdo da Média ou Teste de Cruz Elevada
Hormadnio Foliculo-Estimulante

Hormdonio do Crescimento

Hormaonio inibidor do hormdnio do crescimento
Hormanio liberador de gonadotropina
Receptor de GnRH

Hormaonio liberador do hormdnio do crescimento
Giga Hertz

Padréo Global Movel

Trifosfato de guanosina

Hormonio Luteinizante

Receptores muscarinicos de acetilcolina



NAChR Receptores nicotinicos de acetilcolina

HSP Proteina heat-shock

Hz Hertz

ICB Instituto de Ciéncias Biologicas

ICE Instituto de Ciéncias Exatas

ICNIRP International Commission on Non lonizing Radiation Protection
IEEE Institute of Electrical and Electronics Engineers
IPs Identificacdo de Dispositivos

IP3 Fosfatidil inosiltol trifosfato

ITU International Telecommunication Union

MAPK Proteina Quinase Ativada por Mitégeno

MEK Proteina quinase-quinase ativada por mitébgeno
MHz Mega Hertz

OMS Organizacdo Mundial da Saude

OA Bracos abertos do aparato de cruz elevada
PDAs Assistentes Pessoais Digitais

PIH Hormonio inibidor da prolactina

PKC Proteina quinade dependente de calcio

PLC Fosfolipase C

PNMT Feniletanolamina-N-metil transferase

PRL Prolactina

PVC Cloreto de Polivinila

RF Radiofrequéncia

RF-EMR Radiacao Eletromagnética de Radiofrequéncia

RNI Radiagao nao-ionizante

SAPK Proteinas quinases ativadas por estresse
SAR Taxa de Absorcao Especifica

T3 Triiodotironina

T4 Tiroxina

TDMA Acesso Mdltiplo por Divisdo de Tempo
TH Tirosina Hidroxilase

TRH Hormaonio liberador de tireotropina

TSH Hormdnio Estimulante da Tiredide

UFJF Universidade Federal de Juiz de Fora



VIP Peptideo vasoativo intestinal
Wi-Fi Wireless Fidelity



Vxm?
W x m?
W /Kg
KDa
mg / kg
mM

< @

mg

v/iv

rpm
% tOA
mA

LISTA DE SIMBOLOS

Mais ou Menos

Campo Magnético

Intensidade do Campo Elétrico
Campo Elétrico

Frequéncia

Campo Magnético

Densidade de poténcia ou Intensidade
Comprimento de onda

Volts por metro

Watts por metro quadrado

Watts por kilograma

Kilo Daltons

Miligrama por kilograma

Milimolar

Microlitro

Grama ou unidade de medida gravitacional
Volts

Miligrama

Volume por volume

Numero de animais utilizados para compor grupos experimentais
Rotagbes por minuto

Tempo gasto nos bracos abertos
Miliamperes

Valor de p estatistico

Tempo



11
1.2
1.3
1.4
1.5
151
15.2
1.6

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3

3.4
3.5

3.6
3.7

3.8
3.8.1
3.9
3.10
3.11

4.1

SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt eaenens 15
O SISTEMA DE TELECOMUNICAGCAO MOVEL ....c.coovevierieieeeeeeeeeeenn, 15
RADIACAO ELETROMAGNETICA ...ooviiieeeeceeeiee ettt e ettt en s 17
RADIACAO ELETROMAGNETICA E SAUDE .......coviieeeeeeeeeeeeee e 20
O HIPOTALAMO E A HIPOFISE ..ot 23
PROTEINAS QUINASES ......cooivitiieieeeeeeeeee ettt saen e 28
Proteinas Quinases Ativadas por Mitdgenos (MAPK’S) ........cccceeeiieiiiiiiiiinnn, 28
Proteinas QUINASES C (PKC’S) ....uiiiiiiiiiiiiiiie et 33
CATECOLAMINAS E SEUS EFEITOS SOBRE A FORMACAO DE
MEMORIA ...ttt s ettt ettt te et e st et eea et etesteete e areereaes 34
(012181 = 1 LV 1 J R 41
OBJETIVO GERAL ...ttt ettt ettt en e 41
OBJETIVOS ESPECIFICOS ....coovvetieeeeeeeee e en e, 41
MATERIAL E METODOS ......oovivieiieeeteeeeeeeee sttt en e e 42
DECLARACAO DE ETICA ...ttt 42
ANIMALS ...ttt ettt et et et e e te e ate e 42
PREPARACAO DAS GAIOLAS PARA MANUTENCAO E EXPOSICAO DOS
ANIMALS ..ottt et n e 42
MECANISMO ACIONADOR DO TELEFONE CELULAR ......ccccoveeveverien. 45
MEDIDAS DA ABSORCAO DE RADIACAO PELA CALOTA CRANIANA DOS
RATOS oottt ettt ettt ettt e 46
EXPOSICAO DOS ANIMAIS ...t ee e e 47
ANALISE DE FOSFORILACAO DAS ENZIMAS MEK1, MEK2, ERK1 E
ERKZ .ottt ettt ettt et e et ee ettt ettt n et e 48
AVALIACAO DA SECRECAO DE CATECOLAMINAS ......c.cccoveveeveereeeenan, 50
Secrecado Basal e Estimulada de Catecolaminas ............ccoevvvvvvvieviiiiiiineeeeennn. 50
AVALIACAO DA GLICEMIA .....oovieieeeeee et 51
TESTE DE CRUZ ELEVADA ......ootiet ettt 52
ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt e 53
RESULTADOS ..ottt ettt teae st enseteas e s teeta e saete s anneeeneas 55

ABSORCAO DA RADIACAO PELA CALOTA CRANIANA DOS RATOS ...... 55



4.1.1
4.1.2
4.2
4.3

4.3.1

4.3.2

4.3.3

4.3.4

4.4

4.5

4.6
4.7

Intensidade do Campo Elétrico no Interior da Camara ...........ccoeeeeeeeiiinninnnnn. 55

Intensidade do Campo Elétrico no Interior da Camara com o Cranio ............ 56
TEMPERATURA DOS TECIDOS SOB EXPOSICAO A RADIACAO ............. 57
NIVEL DE FOSFORILACAO DE MEK 1, MEK 2, ERK 1 E ERK 2 EM

CELULAS DO HIPOTALAMO E HIPOFISE APOS EXPOSICAO A RADIACAO

......................................................................................................................... 58
Nivel de Fosforilacdo de MEK 1 /2 e ERK 1/ 2 apds 1 Hora de Exposicao
......................................................................................................................... 58
Nivel de Fosforilagcdo de MEK 1/2 e ERK 1/ 2 ap6s 3 Horas de Exposicdo

......................................................................................................................... 60
Nivel de Fosforilacdo de MEK 1/2 e ERK 1/ 2 ap6s 3 Noites de Exposicao

......................................................................................................................... 62
Nivel de Fosforilacdo de MEK 1/2 e ERK 1/ 2 ap6s 10 Noites de Exposicdo

......................................................................................................................... 64
SECRECAOQO DE CATECOLAMINAS ......oiiiieeeeeeee et 66
NIVEL DE GLICOSE SERICA ......ceiiiitiieieieteeeis e e 68
TESTE DE CRUZ ELEVADA ...t e e e aa e 69
ESQUIVA INIBITORIA ..ot e, 70
DISCUSSAOQ ..ottt en e 72
CONCLUSAOD oottt 81
REFERENCIAS .....ooiiiiieiett ettt sene e 83

ANEXOS e 95



15

1 INTRODUCAO

1.1 O SISTEMA DE TELECOMUNICACAO MOVEL

O sistema de telecomunicacdo moével vem crescendo significativamente, tanto
em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, de maneira que os telefones
celulares se tornaram indispensavel em nosso dia a dia. O numero de aparelhos
moveis habilitados chegou a 6,8 bilhées em 2013, quase alcancando o numero de
pessoas no mundo como representado na figura 1, o que significa uma taxa de
dispersdo global de 96 % (INTERNATIONAL TELECOMMUNICATION UNION,
2013). Segundo dados da Agéncia Nacional de Telecomunicacfes (ANATEL, 2014),
o Brasil atingiu 271,10 milh6es de linhas ativas no final de 2013, apresentando

teledensidade de 136,45 acessos por 100 habitantes.

71
Populacao

6,8

Aparelhos celulares
habilitados

Bilhdes
C = N W & OO OO N O

2005 2006 2007 2008 2009 2010 20M 2012 2013

Figura 1. Relacdo entre populacdo mundial e nimero de aparelhos celulares habilitados
entre os anos de 2005 e 2013.
Fonte: ITU World Telecommunication / ICT Indicators database, 2013.

A rapida expansao dos servicos de telecomunicagdo movel aumentou a
qguantidade de campos de irradiacdo e de energia no ambiente, pois tanto os
transmissores moveis (telefones celulares) quanto os fixos (Esta¢cdes Radio Base —
ERBs), além de outros equipamentos, operam atraves de radiacdo eletromagnética.
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Esse aumento tem suscitado, junto a opinido publica, ao meio cientifico e a
comunidade médica, uma crescente preocupacdo sobre os possiveis efeitos da

exposicao a radiacao sobre a saude dos usuarios.

O crescimento exponencial na utlizacdo de telefones mobveis veio
acompanhado do desenvolvimento de novas tecnologias, trazendo beneficios para a
vida moderna. Todavia, em contrapartida, gerou enorme impacto sobre o meio
ambiente e sobre a saude publica, diante da constante radiacdo nao-ionizante dela

decorrente, com efeitos possivelmente nocivos (REPACHOLI, 2001).

Atualmente existem quatro geracdes de telefonia movel. A primeira geracéo
(1G) foi implantada na década de 1970, operando com a tecnologia analdgica e
utilizando frequéncias entre 450 e 800 MHz. Na década de 1990, surgiu a segunda
geracdo da telefonia mével (2G), utilizando os padrdes de transmissdo TDMA
(Acesso Multiplo por Divisdo de Tempo), CDMA (Acesso Mudltiplo por Divisdo de
Caddigo) e GSM (Padrao Global Mével). O padrdo TDMA funcionava de forma que
varios usuarios faziam uso de um mesmo canal a0 mesmo tempo, e isso sO era
possivel pelo fato de que a transmissao dos dados era descontinua enquanto que no
padrdo CDMA o aparelho celular do usuario utiliza um canal codificado reconhecido
pelo aparelho do receptor sem cruzamento de linhas; ambos, CDMA e TDMA,
utilizam frequéncias entre 800 e 900 MHz. J4 o padrdo GSM é um sistema de
transmissao digital, a versdo mais moderna do padrdao TDMA que opera através de
um cartdo Sim (Sim-Card), utilizando frequéncias que podem variar de 900 a 1900
MHz. Em 2005, foi implantada a terceira geracdo de telefones moveis (3G),
acompanhada de grandes avancos tecnoldgicos, permitindo o acesso a internet em
alta velocidade, qualidade na transmissdo de dados (imagens, musicas e
mensagens) e voz; tal tecnologia opera utilizando frequéncias acima de 2.1 GHz
(ANATEL, 2012). O aumento da frequéncia de operagdo esta relacionado a maior
eficiéncia na transmissdo de dados (HEALTH PROTECTION AGENCY, 2012).
Atualmente, tem sido implantada a quarta geracdo (4G), capaz de integrar diversos
dispositivos eletronicos através da identificagcdo de dispositivos (IPs) (HEALTH
PROTECTION AGENCY, 2012).
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Para ambos os tipos de telefonia moével, analogica e digital, os sinais
transmitidos e recebidos estdo na forma de microondas, um tipo de radiagéo
eletromagnética, denominada radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia (RF-
EMR).

1.2 RADIACAO ELETROMAGNETICA

A radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia é caracterizada como radiagédo
ndo ionizante, com frequéncias que variam de 300 MHz a 300 GHz (SANCHEZ,
2006). A radiacéo eletromagnética pode assumir diversas formas: luz visivel, ondas
de radio, microondas, raios X, infravermelho, ultravioleta, raios gama; cada uma
delas definida em um intervalo de comprimentos de onda, frequéncia e energia
(GOMIDE-JUNIOR, 2008), como representado na figura 2.
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Figura 2. Espectro Eletromagnético.
Fonte: http://www.brasilescola.com
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O termo radiofrequéncia (RF) refere-se as partes do espectro eletromagnético
que pode ser utilizado para comunicacdo e que se situam abaixo da regido do

infravermelho, com frequéncias entre 100 kHz to 300 GHz.

As ondas eletromagnéticas sdo compostas por um campo elétrico (Ex) e um
campo magnético (By) que vibram em planos perpendiculares entre si, oscilando
entre valores positivos e negativos em uma frequéncia f. A distancia ao longo de

uma onda, entre dois picos positivos (ou negativos) adjacentes, € chamada

comprimento de onda, A, o qual é inversamente proporcional a frequéncia (Figura 3).

Campo
Magnético

/Bv

\ z
Direcdo de

movimento

Comprimento
de onda

Campo Elétrico

Figura 3. Representacdo esquematica de uma onda eletromagnética se propagando na
direcdo z. Ex representa o campo elétrico e By, o campo magnético; A representa o
comprimento de onda.

Fonte: http://www.astro.iag.usp.br

Uma onda eletromagnética pode ser caracterizada pela intensidade do campo
elétrico E expresso em volts por metro (V x m™) e intensidade do campo magnético
H expresso em amperes por metro (A x m?). A quantidade de energia
eletromagnética, por unidade de area e por segundo, é chamada densidade de
poténcia (intensidade), S, e é expressa em watts por metro quadrado (W x m™). Os
picos dos campos, elétrico e magnético, ocorrem ao mesmo tempo nNo espago; em

outras palavras, eles estdo em fase e a densidade de poténcia é igual a intensidade


http://www.astro.iag.usp.br/
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do campo elétrico multiplicada pela intensidade do campo magnético. A densidade
de poténcia diminui com o aumento da distancia a partir da fonte (HEALTH
PROTECTION AGENCY, 2012).

1.3 RADIACAO ELETROMAGNETICA E SAUDE

As pessoas estdo diariamente expostas a radiacdo emitida por inUmeras
fontes, tais como transmissores de radio e televisdo, satélites, aparelhos celulares e
estacdes de base, radares, assistentes pessoais digitais (PDAs), aplicacdes sem fio

como Bluetooth e Wi-Fi (Wireless Fidelity), entre outras.

Essa constante exposicdo a RF-EMR tem gerado preocupacdo motivada
pelas incertezas cientificas quanto a sua nocividade a saude humana,
especialmente devido aos efeitos térmicos da absorcdo das radiacdes nédo
ionizantes (RNI). Os efeitos térmicos sdo bem conhecidos, e sdo considerados nas
normas mais difundidas que limitam a exposicdo as radiacdes nao ionizantes
(ESCOLA SUPERIOR DO MINISTERIO PUBLICO DE SAO PAULO, 2004).

Existem limites de emissdo e exposicdo a campos eletromagnéticos,
estabelecidos pela International Commission on Non lonizing Radiation Protection
(ICNIRP) e o Institute of Electrical and Electronics Engineers (IEEE). Os limites de
exposicdo a radiacdo emitida por telefones moéveis sado apresentados como medidas
de SAR (Taxa de Absorcédo Especifica); nos Estados Unidos e Europa, os valores
limites sédo 1,6 W / Kg e 2,0 W / Kg, respectivamente (ICNRP, 1998; IEEE, 2005).

A preocupacdo também envolve as estagbes Radio Base (ERBs). Via de
regra, as ERBs emitem poténcias muito maiores que os aparelhos madveis, mas
como normalmente as pessoas estdo razoavelmente afastadas das antenas das
ERBs (mais do que 50 a 100 metros em sua direcdo de maior irradiacéo), a taxa de
absorcao especifica (SAR — Specific Absorption Rate) calculada em qualquer regido
do corpo, resulta em valores abaixo dos niveis limites das normas mais difundidas,

especialmente aquelas que consideram somente os efeitos térmicos. Por outro lado,
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no caso dos telefones mdveis, observa-se que a SAR calculada na cabeca dos
usuérios dos aparelhos que utilizam as antenas tipo monopolo convencionais, nas
condicbes normais de uso, € significativamente maior que os limites estabelecidos
nas normas, mesmo aquelas que consideram apenas os efeitos térmicos (JENSEN e
RAHMAT-SAMII, 1995; ISKANDER et al., 2000; BERNARDI et al., 2001).

Obviamente, se fossem considerados também os efeitos ndo térmicos, a
situacdo seria muito mais critica para os usuarios desses telefones moveis. Isso
devido ao tipo convencional de antena usado (monopolo) que irradia de forma quase
simétrica em um plano perpendicular a elas. Em condi¢cdes normais de uso, quando
essa antena é operada muito préxima a cabeca, cerca de 2,5 centimetros ou menos,
a maior parte da energia irradiada é absorvida pelos tecidos da cabeca, como, por
exemplo, o cérebro, e uma parcela menor de poténcia € irradiada para o sentido da
ERB com a qual o equipamento se comunica. Essa situagéo € desaconselhavel uma
vez que diminui a qualidade da comunicacdo e aumentam 0s riscos a saude dos
usuarios, além do maior consumo de bateria (ESCOLA SUPERIOR DO MINISTERIO
PUBLICO DE SAO PAULO, 2004).

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

desenvolvimento de cancer sio inconsistentes e contraditérios (SANCHEZ, 2006).

Estudos epidemiolégicos se concentram na possibilidade de relacdo entre o
uso de telefones moéveis e a ocorréncia de tumores cerebrais, neuromas acusticos,

tumores de glandulas salivares, leucemias e linfomas (SANCHEZ, 2006;
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BERNHART, 1992; BRONZINO, 1995). Brahim Selmaoui, Jacques Lambrozo e Yvan
Touitou relataram em 1997 que homens russos apresentavam fadiga, dor de
cabeca, perda de sono e outros distarbios apds serem expostos a campos
eletromagnéticos de baixa frequéncia, e, além disso, reforcam a possivel associacao

entre depressao e esse tipo de radiagéo.

Os primeiros sinais de neurotoxicidade em um organismo refletem-se
primariamente em mudancas dos padrbes de comportamento e, posteriormente, nos
anatdomicos (SAILZINGER, 1994). As variacdes de comportamento dos animais sao
consequéncias de disturbios de saude, e alguns estudos mostram mudancas
comportamentais cognitivas em primatas ndo-humanos, qguando expostos a campos
de alta e baixa frequéncia e por isso, € bastante clara a necessidade de estudos em
humanos (REPACHOLI, 2001).

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

A hipdfise, também conhecida como pituitaria, € uma pequena glandula que
fica localizada na cela tlrcica — uma cavidade 6ssea na base do cérebro — e se liga
ao hipotalamo através do pedunculo hipofisario, também conhecido por infundibulo,
através do qual €é controlada por mecanismos nheuronais e hormonais
(CONSTANZO, 2011). Em humanos, ela apresenta diametro de aproximadamente 1
centimetro e pesa de 0,5 a 1 grama (GUYTON e HALL, 2006).

Fisiologicamente, a hipofise possui duas porcdes distintas: a hipofise anterior,
também chamada de adeno-hipofise e a hipofise posterior ou neuro-hipdéfise. Entre
estas duas regifes, existe outra por¢cdo chamada de pars intermédia, quase sempre

inexistente em humanos, porém, € maior e mais funcional em outros animais.

Embriologicamente, as duas porc¢des possuem origens diferentes — a hipofise
anterior surge a partir de uma invaginacdo embrionaria do epitélio faringeo chamada
de bolsa de Rathke; ja a hipoéfise posterior é derivada do crescimento de um tecido
neural a partir do hipotdlamo. A origem de cada uma dessas regibes é capaz de
explicar a natureza epitelidide das células da porcdo anterior, e a natureza neural
das células da porcéo posterior, na qual se observa um grande numero de células
gliais (GUYTON e HALL, 2006).

O hipotalamo e a hipofise atuam de forma coordenada, para harmonizar
muitos sistemas endocrinos. A unidade hipotalamo-hipofise regula o funcionamento
da tiredide, da supra-renal e gdbnadas, além de controlar, o crescimento, a producao
e ejecao de leite e a osmorregulacao, tudo isso por secrecdo de horménios (Figura
4) (CONSTANZO, 2011).
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Figura 4. Representacao da relagdo hipotalamo-hipéfise com a regulacéo de
glandulas e tecidos (CEZAR e CEZAR, 2002).

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

vasopressina (ADH) e a ocitocina.

O horménio do crescimento € produzido e secretado pelos somatotropos,
possui 191 aminoacidos em uma unica cadeia e apresenta massa molecular de 22
kilodaltons (KDa). Ele promove o crescimento de quase todos os tecidos do corpo
gue sao capazes de crescer, aumentando o nimero e tamanho das células. Além

disso, estimula a proliferacdo celular do tecido cartilaginoso, pelo aumento da
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sintese e diminuicdo do catabolismo de proteinas, aumentando o transporte de
aminoacidos e o nivel de RNA’s mensageiros nas células, além de ser responsavel
pelo metabolismo de carboidratos e lipideos controlando a utilizacdo da glicose
pelos tecidos e a lipdlise (AIRES, 2008; GUYTON e HALL, 2006).

O horménio estimulante da tiredide ou tireotropina (TSH) é uma glicoproteina
composta de uma subunidade alfa com 89 aminoacidos e uma beta com 112
possuindo, juntas, massa molecular de aproximadamente 28 Kda, e € sintetizado
pelos tireotropos. Ele é responsavel pelo aumento da protedlise de tireoglobulinas
armazenadas nas células foliculares da glandula tireéide provocando a liberacdo de
tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) que foram sintetizadas por essas mesmas células.
Também é responséavel pelo aumento da atividade da bomba de iodeto, elevando a
taxa de captacdo desse ion pelas células glandulares, além disso, gera aumento da
iodizacdo da tirosina gerando os horménios da tirebide T3 e T4, e promove 0
aumento do numero e da atividade secretdria das células tireoidianas (AIRES, 2008;
ANTUNES, et al., 2004).

A prolactina € um hormdnio peptidico de cadeia Unica com 198 aminoacidos,
possuindo massa molecular de 150 kDa, é produzida pelos lactotrofos e é
responsavel pela promocdo de secrecdo de leite pelas glandulas mamarias
(GUYTON e HALL, 2006).

O hormoénio luteinizante e o foliculo-estimulante s&o dois horménios
glicoprotéicos gonadotrépicos e sdo produzidos e secretados por tipos celulares
especializados da hipdfise anterior, chamados gonadotropos. Ambos possuem duas
subunidades, uma alfa e outra beta. A subunidade alfa do LH e do FSH possui 89
aminoacidos, porém, a beta de cada um deles € constituida de quantidades
diferentes de aminoacido, 112 e 115, respectivamente, e massa molecular de
aproximadamente 30 kDa. De formas diferentes, eles controlam o crescimento e a
atividade hormonal e reprodutiva dos testiculos e ovarios. Por um lado, o FSH regula
o desenvolvimento dos foliculos ovarianos e a espermatogénese nos testiculos, por
outro lado, o LH promove a ovulagdo e formacdo do corpo liteo nos ovarios,
estimula a producdo de estrogénio e progesterona por essas gonadas e a producéo
de testosterona pelos testiculos (LOHMEIER, 2003; LONGO e FINCH, 2003).
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O hormoénio adrenocorticotrépico é produzido e secretado por células
especializadas da adeno-hipéfise denominadas corticotropos e possui uma unica
cadeia composta por 39 aminoacidos e € o responsavel por coordenar a secrecao
dos hormonios adrenocorticais: cortisol, androgénios e estrogénios adrenais
produzidos pelas células da zona fasciculada, androgénios desidroepiandrosterona
(DHEA) e androstenediona produzidos pela zona reticular, ambas zonas do cortex
adrenal (GUYTON e HALL, 2006; LONGO e FINCH, 2003).

A neuro-hipéfise, outra regido muito importante, € composta basicamente por
pituicitos - células muito semelhantes as células gliais - e ndo sdo capazes de
secretar hormoénios. Elas servem como suporte para as inUmeras fibras nervosas
terminais e terminacdes nervosas que sao originadas dos nucleos supra-optico e
paraventricular do hipotadlamo que chegam até a neuro-hipéfise através do
pedunculo hipofisario, sendo as responsaveis pela secrecdo de dois importantes
horménios da hipoéfise posterior: o horménio antidiurético (ADH), também chamado
de vasopressina e a ocitocina (GUYTON e HALL, 2006).

O ADH é sintetizado em maior quantidade por corpos celulares de neurénios
no nudcleo supra-éptico e, em menor propor¢ao, pelo nucleo paraventricular e é
transportado e liberado pelas terminagdes nervosas até a neuro-hipéfise e logo é
captado por capilares adjacentes. Este horménio, assim como a ocitocina, € um
pequeno polipeptidio constituido por nove aminoacidos e tem a funcéo de permitir a
reabsorcdo de agua que foi excretada pelos ductos e tubulos secretores renais.
Assim, o ADH tem a funcgéo de fazer o controle osmotico e também exerce efeitos
vasoconstritores (diminuicdo do calibre de vasos sanguineos) quando liberado em
grandes quantidades na corrente sanguinea, sendo por isso, também chamado de

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

A ocitocina é sintetizada principalmente nos corpos celulares de neurénios do
nacleo paraventricular, mas também, em menor quantidade, pelo supra-optico. Tem
a funcdo de estimular a contracdo uterina de mamiferos gestantes e isso se
comprova por sua alta concentragdo plasmatica durante o trabalho de parto e pelo

fato de que em animais hipofisectomizados (animais que tiveram a sua hipdfise
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extraida por intervengdo cirurgica) apresentarem aumento do tempo de trabalho de
parto. Além disso, ela atua na ejecdo do leite pelas glandulas mamarias, fazendo
com que a o leite seja expulso dos alvéolos para os ductos mamarios, onde pode ser
sugado pelo bebé (GUYTON e HALL, 2006).

A sintese e secrec¢do de todos os hormdnios hipofisérios citados acima séo
controladas pelo hipotalamo, seja por mecanismos neurais ou hormonais
(CONSTANZO, 2011). Esta glandula se localiza abaixo do talamo e exerce,
claramente, um papel importante na regulacdo da funcdo da hipdfise. Ele é
considerado a estacéo central de coleta e integracdo de sinais vindos de diversas
regides do organismo e que os redistribui para a hipofise. O controle hormonal feito
pelo hipotalamo sobre a hipofise ocorre pela producdo e secrecdo de hormonios
estimuladores e inibidores. Tais hormdnios sdo secretados na eminéncia mediana
(regido inferior do hipotalamo) e no tuber cinereum (regido do hipotdlamo que se
estende para o pedunculo hipofisario) e sdo captados pelo sistema porta
hipotalamico-hipofisario que desembocam nos vasos sinuséides da hipdéfise. S&o os
chamados hormonios liberadores e hormdnios inibidores de horménios hipofisarios
(GUYTON e HALL, 2006; CONSTANZO, 2011).

A funcdo dos horménios hipotalamicos de liberacdo e inibicdo é controlar a
secrecdo dos horménios da hipdfise anterior e dentre os principais hormoénios
hipotalamicos estdo: o hormoénio liberador de tireotropina (TRH) que age sobre os
tireotropos estimulando a liberagdo do horménio estimulante da tiredide (TSH); o
horménio liberador de corticotropina (CRH) que atua sobre os corticotropos,
estimulando da liberacdo de horménio adrenocorticotropico (ACTH); o horménio
liberador do hormdnio do crescimento (GHRH) que age promovendo a liberagdo do
horménio do crescimento (GH) e de outro hormoénio hipotalamico, o inibidor do
horménio do crescimento (GHIH ou somatostatina); o hormdnio liberador de
gonadotropina (GnRH) que estimula a liberagdo dos horménios luteinizante e
foliculo-estimulante (LH e FSH) e por ultimo, o hormonio inibidor da prolactina (PIH)
que diminui a secrecéo de prolactina (PRL) (CONSTANZO, 2011; LOHMEIER, 2003;
LONGO e FINCH, 2003).
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Uma vez que o uso de aparelhos celulares tem aumentado, e que ocorre
exposicdo de tecidos do sistema nervoso ao campo eletromagnético durante o seu
uso, a comunidade cientifica tem buscado entender os potencias efeitos de tal no
SNC e as consequéncias sobre processos coordenados por ele. Além disso, sabe-
se que diferentes partes do cérebro sdo irradiadas por distintas magnitudes de
radiagédo, e tal fato ocorre devido a natureza tecidual de cada regido encefélica e do

modelo do aparelho emissor de ondas (Takebayashi et al. 2008).

Em 2010, Christ e colaboradores demonstraram que apdés a exposicdo de
modelos de cabeca e pesco¢co humanos (criancas jovens a adultos), constituidos de
materiais muito semelhantes a tecidos reais - Phantoms, ndo foi detectada diferenca
na quantidade de radiacdo absorvida por diferentes regides tais como cortex,
hipocampo e hipotalamo. Além disso, Eskander e colaboradores demonstraram, em
2012, que os niveis dos horm6énios ACTH, cortisol, T3, T4, prolactina e testosterona,
em humanos, foram alterados apés 1 a 6 anos de exposi¢ao a radiacao emitida por
estacdes radio-base, indicando alteracBes no eixo hipdéfise-adrenal. J& em 2013,
apos a exposicao de ratos a radiacdo com frequéncia de 1,8 GHz por 1 a 4 meses,
Aboul Ezz e colaboradores obtiveram resultados que mostravam alteracdes
significativas nas concentragbes de dopamina, noradrenalina e serotonina, os quais
apresentaram flutuacdes que poderiam indicar alteragcdes no estabelecimento de
memoria, aprendizado e inducdo de estresse. Porém, estudos ainda sao
necessarios para o melhor entendimento das possiveis consequéncias da exposi¢cao
de mamiferos a radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia emitida por aparelhos

celulares.

1.5 PROTEINAS QUINASES

1.5.1 PROTEINAS QUINASES ATIVADAS POR MITOGENOS (MAPK’s)

As proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK’s) séo proteinas que

compdem uma familia de serino / treonino quinases ativadas por fosforilacdo em
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resposta a uma variedade de estimulos extracelulares, o que dispara a fosforilagéo e
ativagcdo de numerosas proteinas intracelulares. As MAPK’s sao divididas em 3
subgrupos: proteinas quinases reguladas por sinal extracelular (ERK’s); proteinas
quinases ativadas por estresse (SAPK’s) e grandes proteinas quinases ativadas por
mitdogenos (BMK’s) (KLAUSEN et al., 2005a; YOON e SEGER, 2006; BAR-GILL et
al., 2013).

A via de sinalizagdo de MAPK’s é o principal mecanismo de regulacdo da
atividade transcricional gerada por estimulo extracelular, atuando na proliferacéo,
diferenciacdo, metabolismo e resposta ao estresse (RUBINFELD e SEGER, 2005;
SEGER e KREBS, 1995; YOON e SEGER, 2006; BAR-GILL et al., 2013; LV et al.,
2014). As enzimas ERK 1 e ERK 2 ativam diretamente fatores de transcricdo génica
de hormdnios hipofisérios tais como GH, FSH e LH (DUAN et al. 2002; KLAUSEN et
al. 2005a; LV et al. 2014). Além disso, também atuam diretamente na sintese e
secrecdo dos hormonios hipotalamicos (KLAUSEN et al., 2005a). Dentre as
proteinas que participam de vias de sinalizacdo de MAPK’s estao Ras, Raf, MEK 1,
MEK 2, ERK 1 e ERK 2 pertencentes a familia de proteinas serino / treonino
quinases cuja ativagdo € dependente da fosforilagcdo concomitante dos residuos de
serina e treonina da prépria quinase, e JNK (FRIEDMAN et al., 2007; LESZCZYNSKI
et al., 2002; UHLIROVA et al., 2005, COOK et al., 2009; LV et al., 2014), SAPK 1,
p38MAPK (SAPK 2) e BMK1 (também conhecida como ERK 5) que sdo ativadas por
sequéncias de fosforilagdo, ativando proteinas regulatorias, incluindo fatores de

transcricdo, induzindo a expressao de genes.

Segundo Joseph Friedman e colaboradores (2007), células em cultura do tipo
Ratl e HelLa apresentam aumento da expressdo de ERK 1 e ERK 2 quando
expostas a radiacdo de aparelhos celulares; tal fato pode acarretar em aumento da
proliferacdo dessas células, sendo assim, relacionada com possivel ocorréncia de
cancer. Porém, Caraglia e colaboradores mostraram, em 2005, que células KB
(células de cancer de boca humanas) nado apresentaram alteracdo na expressao
dessas enzimas apds serem expostas por 3 horas a radiacdo com 1,95 GHz de

frequéncia, emitida por um gerador de microondas.
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A via de sinalizacdo de ERK 1 e ERK 2 nas células da hipdfise inicia-se com a
ligacdo de um sinal, como por exemplo o horménio liberador de gonadotropina
(GnRH) secretado pelo hipotdlamo, a uma proteina de membrana receptora
especifica, neste caso o receptor de GnRH (GnRHR), um receptor tirosino-quinase
especifico para este hormbnio, e que, por sua vez, passa por um processo de
autofosforilagdo fazendo com que a enzima Ras receba uma molécula de GTP
(trifosfato de guanosina). A Ras torna-se ativa e, assim, adiciona um grupamento
fosfato em um residuo de aminoacido serina e outro em treonina da enzima Raf que,
por sua vez, faz 0 mesmo nas enzimas MEK 1 e MEK 2 (quinase regulada por sinal
mitdgeno extracelular), que fosforilam residuos dos aminoacidos treonina e tirosina
de ERK 1 e ERK 2 que também se tornam ativas. ERK 1 e ERK 2 ativadas entram
no ndcleo e fosforilam fatores de transcricdo que agem permitindo a expressao dos
genes referentes aos hormoénios hipofisérios. A transducdo de sinais desta mesma
via também ocorre nas células hipotalamicas, porém, a sua ativacdo se da por
outros sinais e promovem a sintese e secrecdo de horménios hipotalamicos, sejam
eles inibidores ou indutores de liberagdo de hormdnios hipofisarios (Figura 5)
(RUBINFELD e SEGER, 2005; KLAUSEN et al. 2005a; UHLIROVA et al. 2005,
COOK et al. 2009; LV et al. 2014).
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Figura 5. Representacdo esquematica de uma das vias de sinalizagdo das MAPK’s
(KHOLODENKO, 2002).

Estudos também tem demonstrado que a exposicéo de células PC12 (células
bipotentes com caracteristicas neuronais ou enddécrinas de acordo com estimulo,
porém provenientes de tumores de medula adrenal de ratos) a radiacdo com
frequéncia de 1,8 GHz, por 16 ou 24 horas, ndo modifica no funcionamento de
MAPK (VALBONESI et al., 2014). Resultados similares foram encontrados por
Shigeki Inoue e colaboradores, em 2008, apds a exposicao de PC12, por 1 hora, a
radiacdo de 2,45 GHz. Além disso, Jae-Seon Lee e colaboradores também
observaram (2006) que a exposi¢do de astrocitos, mantidos em cultura, a radiacdo
com frequéncia de 1,7 GHz, por 30 minutos ou por 1 hora, ndo promoveu alteragao
do funcionamento das enzimas ERK 1, ERK 2, JNK 1 e JNK 2. Ap0Gs a exposicdo de
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Drosophila a radiacédo eletromagnética (835 MHz), Lee e colaboradores, em 2008,
demonstraram aumento na expressao de ERK 1 e 2, o que foi relacionado com
aumento da ativacdo de vias de sinalizacdo que promovem manutencdo de
sobrevivéncia das células, uma vez que o aumento de expressdo de ERK ocorreu
paralelamente ao aumento de JNK, enzima que possui importante atuacdo no

controle de sobrevivéncia celular.

1.5.2 PROTEINAS QUINASE C (PKC’s)

As proteinas quinase C (PKC) fazem parte de outra familia de quinases serino
| treonina que estd envolvida no controle de transformacdo neoplasica,
carcinogénese, invasdo de células tumorais e resisténcia a drogas. O papel dessas
proteinas na geracdo de tumores € complexo e depende das isoformas de PKC e
dos tipos celulares / teciduais envolvidos (FIELDS e GUSTAFSON, 2003). Tais
proteinas atuam na atividade regulatéria da proliferacdo celular, diferenciacdo e
apoptose (ZHU et al. 2005; WOUTERS et al. 2014). Elas também atuam na via de
sinalizacdo de ERK 1 e ERK 2 e sua participacao se da por ativacdo da enzima Ras,
promovendo a transducédo de sinais até que ocorra a ativacdo de ERK 1 e ERK 2 por
fosforilacdo (RUBINFELD e SEGER, 2005; WOUTERS et al. 2014).

A familia PKC é uma familia heterogénea de proteinas quinases que regulam
a atividade de vérias outras proteinas. A fosforilacdo e desfosforilacdo de enzimas
sao importantes mecanismos utilizados para ativacdo e desativacdo da atividade
enzimatica (ALBERTS et al. 2010). Essas enzimas foram descobertas em 1995 por
Nishizuka e colaboradores que as descreveram como uma proteina ativadora de
histonas, cujo funcionamento é dependente de Ca®", fosfatidilserina, diacilglicerol ou
forbol éster (WILKINSON e HALLAM, 1994).

Pelo menos 11 isoformas de PKC sao conhecidas. Elas diferem entre si
devido a estrutura, cofatores requeridos para a ativacdo e especificidade para o
substrato. Estas isoformas séao divididas em trés grupos de acordo com os cofatores

requeridos para a ativacdo: 1) as proteina quinase C convencionais (a, B1, B2, v)
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que necessitam de diacilglicerol, fosfatidilserina e Ca®* para serem ativadas; 2) as
proteinas quinase C novas (0, €, n, 6, 4) que requerem apenas diacilglicerol e
fosfatidilserina para a ativacdo, sendo portanto Ca®" independentes; e 3) as
proteinas quinase C atipicas (A, I, {) que n3o precisam de Ca** e nem de
diacilglicerol para se tornarem ativadas. A regulacdo desse grupo de PKC néo esta
claramente estabelecida, mas sabe-se que sua atividade é estimulada por
fosfatidilserina (RUBINFELD e SEGER, 2005; LEVIN, 2011; SORIANO-CAROT et al.
2014).

Todas as proteinas quinase C consistem em uma Unica cadeia polipeptidica
gue contém uma regido regulatoria amino-terminal de 20-70 kDa e um dominio
quinase carboxi-terminal de aproximadamente 45 KDa (NEWTON, 1997). O
diacilglicerol se liga a primeira regido conservada (C1) do dominio regulatério da
enzima PKC (WILKINSON e HALLAM, 1994). O diacilglicerol é um produto da
clivagem do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato que esta presente em pequenas
guantidades na camada interna da bicamada lipidica da membrana plasmaética pela
fosfolipase C-B (ALBERTS et al. 2010; LEVIN, 2011; SORIANO-CAROT et al. 2014).
Como o diacilglicerol permanece ligado a face citosolica da membrana, para que
ocorra a ativacdo de proteinas quinase C convencionais e novas € necessario a
translocacdo da PKC do citosol para a face interna da membrana plasmética. A
ligacdo de Ca*' intracelular na regido C2 da PKC causa essa translocacdo
possibilitando que a isoforma de proteina quinase C seja ativada pela ligacdo de
diacilglicerol e fosfatidilserina no dominio C1 (WILKINSON e HALLAM, 1994;
NEWTON, 1997; JAKEN, 1996; WOUTERS et al. 2014).

Estudos indicam que a isoforma alfa de PKC esta presente em células do
nacleo paraventricular hipotalamico, atuando na via que induz a secrecdo de
hormdnios hipotalamicos indutores e inibidores de secre¢cdo de hormdnios
hipofisarios, como por exemplo, a secre¢do do GnRH que induz a liberacdo de LH e
FSH (Klausen, 2005b). Além disso, a PKC-alfa atua em células catecolaminérgicas
cerebrais, induzindo a secrecéo de catecolaminas (BENAVIDES, 2005).

Apbs a secrecdo de GnRH pelo hipotalamo, ocorre ligagdo deste horménio ao

seu receptor especifico (GnRHR) localizado na membrana das células
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gonadotrépicas da hipéfise. Tal evento estimula o aumento dos niveis de Ca*
citoplasmatico, derivado de estoques internos, por liberagéo ativada por IP3 (Inositol
1,4,5, — trifosfato) ou por influxo através de canais de Ca®*, tipo L, sensiveis a
voltagem, promovendo a transducdo de sinais, via PKC-alfa e MAPK’s até que
aumente a expressdo de genes dos hormonios gonadotrépicos LH e FSH (BURGER
et al.,, 2008). Tal fato ja4 havia sido relatado, em 1993, por Haisenleder e

colaboradores, ap0s testes feitos em ratos.

Klausen e colaboradores (2005b) relataram que a isoforma alfa de PKC, ERK
1 e ERK 2 estéo diretamente envolvidas na expressao do gene de GH (hormdnio de
crescimento), o que ocorre nas células somatotroficas da hipofise. Além disso,
reportaram que a via das MAPK’s pode ser ativada de maneira dependente e
independente de PKC. Nesta glandula, a PKC pode promover a ativacdo da enzima
Ras, o que acarreta na transducdo de sinais até que ocorra a expressao de

horménios hipofisarios.

Diante dessas informacOes se torna clara a grande importancia dessas
enzimas para o perfeito funcionamento da hipdfise, e, consequentemente, na

homeostase do sistema endécrino.

1.6 CATECOLAMINAS E SEUS EFEITOS SOBRE A FORMACAO DE MEMORIA

As glandulas adrenais sao oOrgaos bilaterais, localizadas na cavidade
retroperitoneal, préximas aos polos superiores de cada rim. Essas glandulas
possuem comprimento de aproximadamente 5 cm e espessura de 1 cm, e sao
consideradas complexas pelo fato de serem histologicamente formadas por dois
tecidos distintos que possuem origens embrionarias, bioquimica e caracteristicas
funcionais diferentes. Dentre eles estdo a medula adrenal, posicionada
centralmente, e que € responsavel por secretar catecolaminas, e o cortex, que
circunda a medula e secreta corticoides (DOUGLAS, 2000; CONSTANZO, 2011).
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O cortex adrenal € embriologicamente originado de células do mesoderma da
zona urogenital, que se acumulam entre os somitos e o tubo neural, formando o
primordio cortex adrenal, que posteriormente serdo divididos em trés camadas
distintas: a zona reticular, responsavel pela producdo de androgénios
desidroepiandrosterona (DHEA) e androstenediona; a zona fasciculada, que produz
cortisol, androgénios e estrogénios adrenais; e a zona glomerulosa, responsavel,
principalmente, pela producédo de aldosterona (GUYTON e HALL, 2006; LONGO e
FINCH, 2003), representando cerca de 80% da massa da glandula (LINDA, 2010).
Posteriormente, células do ectoderma de linhagem simpatoadrenal, provenientes da
crista neural se agregam na periferia do primérdio cortex adrenal e, em seguida,
migram para seu interior, constituindo a medula (AUNIS e LANGLEY, 1999), que
representa aproximadamente 20% da adrenal (LINDA, 2010). A segregacao entre as
células da medula e do cértex é um resultado da expresséo de diferentes moléculas
de adeséo entre elas (LANGLEY e AUNIS, 1984; LEON et al., 1992).

A medula adrenal € composta basicamente por células cromafins, neurénios
colinérgicos (AUNIS e LANGLEY, 1999; GUYTON e HALL, 2010; LONGO e FINCH,
2003). As células cromafins receberam tal nome por serem facilmente coradas pelo
acido crébmico e podem ser classificadas como adrenérgicas: células
microscopicamente reconhecidas por possuirem ndcleos arredondados e
homogeneamente distribuidos no citosol, produtoras de adrenalina; ou
noradrenérgicas, que possuem granulos escuros e de formato irregular, e séo
produtoras de noradrenalina (ARTALEJO, 1995; DOUGLAS, 2000). Em seres
humanos e bovinos, cerca de 75% das células cromafins das adrenais séo
adrenérgicas, o que em ratos sao aproximadamente 85% (AUNIS e LANGLEY,
1999).

A secre¢do de catecolaminas pelas células cromafins adrenais pode ser
modulada pela secrecdo de outros compostos tais como opidides, encefalinas,
peptideo vasoativo intestinal (VIP), somatostatina, neurotensina, peptideo
natriurético atrial, neuropeptideo Y e peptideo relacionado ao gene da calcitonina,
também estocados em granulos de tais células. Além de também serem capazes de
secretar dopamina, histamina e serotonina (BURGOYNE, 1991; ARTALEJO, 1995).
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O controle da secregdo de catecolaminas ocorre através da atuacao de fibras
pré-ganglionares simpéticas colinérgicas do nervo esplancnico provenientes da
medula espinhal (YAMAGUCHI, 1992). As células cromafins adrenérgicas e
noradrenérgicas sao inervadas por populacbes de neurdnios pré-ganglionares
distintos (EDWARDS et al. 1996), além de que cada uma é individualmente
estimulada, sendo desnecesséria a unido elétrica entre elas (LEON et al.,, 1992;
ZAIKA et al., 2004; GARCIA, 2012).

Fisiologicamente, as células cromafins sdo estimuladas pela acetilcolina
(ACh), que pode ativar duas classes de receptores de membrana: receptores
nicotinicos (NAChR) e muscarinicos (mMAChR), disparando uma complexa cadeia de
eventos que levam a secrecdo de catecolaminas (MALHOTRA, 1989; ARTALEJO,
1995). As células adrenérgicas expressam, predominantemente, NAChR , enquanto
que as noradrenérgicas expressdo mais mAChR (ZAIKA et al., 2004; GARCIA,
2012).

A eficiéncia de diferentes classes de agonistas em estimular a secrecédo de
catecolaminas pelas células cromafins depende de sua habilidade em elevar a
concentracdo citoplasmatica de fons Ca?" livres através do influxo a partir do meio
extracelular ou pela liberacdo desses ions de pools intracelulares (BURGOYNE,
1991). O principal sinal para a secrecdo de catecolaminas induzida por ACh é o
aumento da concentracao intracelular de célcio livres devido ao influxo deste ion a
partir do meio extracelular (ARTALEJO, 1995; GARCIA, 2012).

A ativacdo de receptores nicotinicos das células cromafins permite a entrada
de fons Na" e Ca*" através de canais idnicos. O influxo desses fons promove a
abertura de canais de Na* dependentes de voltagem, de modo que o processo de
despolarizacdo da membrana é dirigido essencialmente pelo Na® extracelular
(NOONEY et al., 1992; GARCIA, 2012). A despolarizacdo da membrana plasmatica
leva a abertura de vérios tipos de canais de Ca®* dependentes de voltagem e
consequente aumento da concentracdo citosélica de Ca** livre devido ao influxo
proveniente do meio extracelular (ARTALEJO, 1995; GARCIA et al, 2006).
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A estimulacdo de mAChR pela ACh gera a ativacao de fosfolipase C (PLC)
gue promove a formacao de 1,4,5 trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) a partir da
quebra de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, localizado na face interna da membrana
plasmatica. O DAG permanece ancorado a membrana e atua na ativacdo de PKC.
Ja o IP3, ativa receptores de IP3 localizados no reticulo endoplasmaético liso, gerando
o efluxo de Ca®" para o citosol (MALHOTRA, 1989; BURGOYNE, 1991). Contudo, a
estimulacdo de nAChRs também pode resultar na elevacdo da atividade da PLC
(EBERHARD e HOLZ, 1988); e o IP; também pode elevar a concentracdo de Ca?*
citosélico livre por meio do influxo de Ca®" extracelular através de canais de Ca®*
nao dependentes de voltagem (MOCHIZUKI-ODA et al., 1991).

Além do efeito da ACh sobre a secrecdo de catecolaminas, outras
substancias também podem atuar como secretagogos de catecolaminas em células
cromafins. Entre elas estdo a carbamilcolina, altas concentragdes de ions K* e
cafeina, conhecidos por serem utilizados em estudos de secrecdo de catecolaminas
(ANDREAZZI, 2011; FHANER, 2013; LUKEWICH, 2014).

A carbamilcolina € um anédlogo sintético da ACh capaz de se ligar aos
receptores de ACh localizados na membrana das células cromafins (ANDREAZZI,
2011) e tem sido utilizada em pesquisa pelo fato de ndo ser degradada pela
acetilcolinesterase (ARTALEJO, 1995). Altas concentra¢des de ions K sdo capazes
de promover a despolarizacdo de membrana plasmatica e o desparo de potenciais
de acdo com, consequente abertura de canais de Ca®" dependentes de voltagem
(FHANER, 2013). J4 a cafefna é uma molécula que promove a mobilizacdo de Ca?*
apos sua ligacao a receptores presentes no reticulo endoplasmatico (GARCIA et al.,
2006). Além disso, sabe-se que a cafeina desencadeia a liberagcdo de Ca** do
estoque intracelular, por um mecanismo de calcio induzido por célcio (CICR), pode
ser oriundo do meio extracelular (O'SULLIVAN et al., 1989) ou da mobilizagdo de
outro estoque intracelular (STAUDERMAN et al., 1991).

O processo secretorio de catecolaminas esta diretamente relacionado ao seu
processo de sintese, por isso, a secrecdo de tais moléculas ndo promove a
diminuicdo de seus estoques (DUNKLEY et al., 2004; BRIGGS et al., 2014). A

biossintese das catecolaminas se inicia com a captacdao do aminoacido tirosina, que


http://pubs.acs.org.libproxy.temple.edu/action/doSearch?action=search&author=Fhaner%2C+M+J&qsSearchArea=author
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e convertida em DOPA (di-hidroxifenilalanina), por ag¢do da enzima tirosina
hidroxilase (TH), responsavel por acrescentar um radical hidroxila ao anel benzénico
de tal aminoacido formando o grupo catecol - sitio bioativo da molécula. A TH € a
principal reguladora da via biossintética das catecolaminas e determina a velocidade
de sintese; na proxima etapa da via de sintese ocorre com a conversao de DOPA
em dopamina, por acdo da DOPA descarboxilase. Posteriormente, a dopamina sofre
acao da enzima dopamina B-hidroxilase (DBH), dando origem a noradrenalina. Ja a
sintese da adrenalina, que ocorre nas células cromafins adrenérgicas, € similar a
previamente descrita, porém, com uma etapa adicional em que a enzima
feniletanolamina-N-metil transferase (PNMT) age sobre a noradrenalina. Sabe-se
gue a PNMT é positivamente regulada pelo cortisol (GILMAN et al., 2001; WUA e
MCLEISH, 2013; BRIGGS et al., 2014).

J& é sabido que as catecolaminas liberadas pela medula adrenal em resposta
a diferentes situacdes exercem varias funcdes no controle da regulacdo de diversos
processos fisioldgicos, no desenvolvimento e manutencdo neuroldgico, psiquiatrico,
enddcrino, sistema cardiovascular (EISENHOFER, 2004), coordenacdo da
musculatura lisa e do tecido adiposo, pela ativacdo de proteinas de membrana
(BADINO et al., 2005). Além disso, ja foi demonstrado que a secrecdo de adrenalina
participa do estabelecimento de memoria em roedores e humanos (CAHILL e
ALKIRE, 2003; GOLD, 2005; KOROL e GOLD, 2007).

As memoérias sdo fendbmenos biologicos de obtencdo (aprendizagem),
formacao, conservacgao e recordacgéo de informagdes. Dentre as principais formas de
classificagdo, sdo denominadas pela funcéo e tempo de duragdo. Uma delas, a
memoria de trabalho, € caracterizada como breve e fugaz, e esta relacionada ao
"gerenciamento da realidade”, determinando o contexto em que os fatos,
acontecimentos ou outras informacdes ocorrem, e € processada, fundamentalmente,
no cortex pré-frontal. Ela mantém, por segundos ou poucos minutos, a informacao
que esta sendo processada, e pode ser exemplificada com o fato de que quando
perguntamos o numero de telefone de alguma pessoa, e tal informacgéo so é retida o
tempo necessario para decidir o que fazer que os digitos informados e logo é
esquecida (IZQUIERDO, 2002). Dados publicados pelo nosso laboratorio,

demonstraram que ratos Wistar expostos, por 3 dias, a radiacdo emitida por telefone



39

movel (1,8 GHz) ndo apresentaram alteracdo na memdria de trabalho, apesar de
terem apresentado comportamentos que indicassem estresse (CAIRES et al. 2013).

A memoria de longa duracdo € um tipo de memadria que € processada pelo
hipocampo e demanda tempo para ser consolidada, além de serem susceptiveis a
diversos fatores como traumatismos cranianos, eletrochoques convulsivos, uso de
drogas e até a ocorréncia de outras memdrias (PERRY e IZQUIERDO, 1989;
IZQUIERDO, 2002). A secrecao moderada de hormdnios, tais como adrenalina e
corticoides, logo apds o aprendizado, pode melhorar a consolidacao desse tipo de
memodria, ja o excesso, pode levar a amnésia. A memodria de curto prazo, requer as
mesmas estruturas nervosas que a de longo prazo (BARROS, 1998) e sao aquelas
gue nos permite lembrar de detalhes de algo aprendido ha poucos minutos ou horas.
Ela dura poucas horas, justamente o tempo necessario para a consolidacdo e
transformacdo de memoria de longo prazo (IZQUIERDO, 2002).

A adrenalina secretada pelas adrenais ndo € capaz de chegar facilmente ao
encéfalo devido a presenca da barreira hematoencefalica, o que impossibilita sua
acdo direta sobre as funcdes cerebrais. Porém, ela é capaz de induzir a liberacéo de
glicose estocada no figado e musculatura esquelética, que, por sua vez, chega as
células nervosas e atua na consolidagcdo da memoéria (GOLD, 2005; KOROL e
GOLD, 2007). Estudos mostraram que a utilizacdo de antagonistas bloqueadores de
receptores adrenérgicos periféricos promove o bloqueio no estabelecimento de
memoéria apos a administracdo de adrenalina exégena em ratos (STERNBERG et
al., 1986). Ja com administracdo de glicose nos mesmos animais, ocorre melhora no
estabelecimento da memodria, sugerindo que a glicose consegue chegar aos centros
controladores de memodria (MORRIS et al., 2010). Além disso, a glicose acentua a
formacdo de memoaria, em ratos que estavam em jejum por 24 horas (TALLEY et al.,
2000); e, aplicagdo de glicose nos ventriculos laterais, septo medial, hipocampo e
amigdala também leva a melhora de memoéria (KREBS e PARENT, 2005; PYCH et
al., 2006; CANAL et al., 2005; MORRIS et al., 2010).

Atualmente, existem alguns estudos considerando o cérebro e sistema
nervoso como alvos sensiveis a campos eletromagnéticos de radiofrequéncia (RF-
EMFs) (NATIONAL RADIOLOGICAL PROTECTION BOARD, 2004; ABOUL-EZZ et
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al., 2013). Também ja foi relatado que cerca de 75% da energia gerada por telefones
moveis podem penetrar profundamente a cabeca (WEINBERGER e RICHTER,
2002).

Estudos clinicos em humanos tem mostrado que a radiagdo emitida por
telefones moveis podem afetar o sono e memdéria (WIHOLM et al., 2009). Além
disso, ja foi demonstrado que o sistema nervoso de ratos pode responder de
maneiras diferentes ao nimero e duracdo da exposicao (LAl, 1997); enquanto,
pouco se sabe sobre o efeito de tal tipo de radiacdo sobre a secrecdo de
neurotransmissores como, catecolaminas, serotonina e acetilcolina, em cérebro de
mamiferos expostos a RF-EMF (ABOUL-EZZ et al., 2013), principalmente sobre a

secrecdo de catecolaminas pelas medulas adrenais.

Diante dessas informacdes se torna clara a importancia da avaliacdo dos
efeitos da radiacdo emitida por telefones moveis sobre o funcionamento da via das
enzimas ERK1 e ERK 2 no hipotdlamo e hipofise, e consequéncias sobre a
homeostase do sistema enddcrino; e avaliar os efeitos de tal radiacdo sobre o perfil
de secrecdo de catecolaminas, consolidacdo de memoéria de longo prazo e inducéo

de ansiedade em ratos Wistar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicdo a ondas eletromagnéticas irradiadas por aparelhos

celulares (1,8 GHz) sobre o sistema enddcrino de ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da exposicado a radiacdo, emitida por telefones moveis, sobre os
niveis de fosforilacdo das enzimas MEK 1, MEK 2, ERK 1 e ERK 2 em células do

hipotalamo e hipofise;

Avaliar o efeito da exposicdo a radiacdo, emitida por telefones méveis, sobre a
sintese e secrecdo de catecolaminas pela medula adrenal;

Avaliar o efeito da exposicéo a radiacdo, emitida por telefones méveis, sobre o nivel

de glicose sérica;

Avaliar o efeito da exposicdo a radiacdo, emitida por telefones moéveis, sobre a

consolidagdo de memoria de longo prazo;

Avaliar se a exposicdo a radiagdo, emitida por telefones moveis, induz o estado de

ansiedade em ratos.



42

3 MATERIAL E METODOS

3.1 DECLARACAO DE ETICA

Esse trabalho foi realizado de acordo com as recomendacdes do Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (NATIONAL RESEARCH COUNCIL U.S,,
2011). O protocolo para uso de animais foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Minas

Gerais, Brasil (NUmero de permisséo: 059 / 2012).

3.2 ANIMAIS

Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus BERKENHOUT, 1769), com 60 dias
de idade e 200 £ 20 g de massa corporal, provenientes do Centro da Biologia da
Reproducdo (CBR) da UFJF foram usados para esse estudo. Os animais foram
acomodados em grupos em gaiolas, em um ambiente com temperatura controlada
(23 £ 2 °C), fotoperiodo de 12 horas (07h00min as 19h00min - claro e 19h00min as
07h00min - escuro) no biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB). Todos os

animais receberam agua e racdo comercial (Nuvital, Colombo, PR, BR) ad libitum.

3.3 PREPARACAO DAS GAIOLAS PARA MANUTENCAO E EXPOSICAO DOS
ANIMAIS

Considerando a imobilizacdo dos animais, durante processos 0s
experimentais, como é feito na maioria dos trabalhos publicados (SALAMA et al.
2010; KESARI et al. 2010), um fator causador de estresse (KONDO et al., 2013;
HAQUE et al., 2013), manter os ratos imoveis durante exposicdo a radiacao poderia

afetar os parametros avaliados neste estudo. Por isso, gaiolas especiais (Figura 6)
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foram construidas para acomodar os animais durante os experimentos, as quais
possibilitam a exposicdo dos animais enquanto estes estdo se movimentando

livremente, evitando assim alteracdes em resposta ao estresse.

Figura 6. Gaiolas de experimentagdo. A, Gaiola usada para acomodar os animais durante
0s experimentos; B, tampa com tubo PVC acoplado, no qual o aparelho celular permanece
durante o periodo de exposicao.

Essas gaiolas possuiam as dimensdes de 35 cm de altura, 45 cm de
comprimento, 36 cm de largura e foram externamente revestidas com papel aluminio
para evitar a dispersdao da radiacdo emitida pelo aparelho celular aos animais
controle, os quais foram mantidos a uma distancia de 3 m da gaiola contendo os
animais expostos. As tampas das gaiolas tinham furos com 0,5 cm de diametro por
toda a sua extenséo, para facilitar a ventilacdo, e um furo no centro, no qual foi
colocado um tubo de cloreto de polivinila (PVC) com um diametro de 15 cm. Varios
furos de 0,5 cm de didametro foram feitos no tubo PVC, dentro do qual foi mantido o
telefone celular durante os experimentos, evitando assim o contato direto dos
animais com o aparelho. A gaiola esta esquematicamente representada na figura 7.
Todos 0s grupos experimentais, tanto controles quanto expostos, foram colocados
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em gaiolas idénticas, 3 dias antes da exposi¢céo para adaptagcédo, e mantidos durante
todo o periodo experimental.

A intensidade do campo elétrico gerado pela radiacdo emitida pelo telefone
celular dentro das gaiolas foi verificada para avaliar sua uniformidade, ja que os
animais tinham livre movimentacdo nas gaiolas. Mensuragbes da intensidade do
campo elétrico também foram realizadas dentro da gaiola dos animais controles
enquanto o aparelho celular efetuava ligacdes dentro da gaiola do animais expostos
com o objetivo de verificar se a radiacdo emitida pelo aparelho poderia afetar os
animais do grupo controle. Uma sonda EMR-300 NARDA foi usada para aferir as

intensidades de campo elétrico.

As medicdes foram feitas em trés pontos dentro gaiola dos animais expostos
(A, B e C) e em um ponto da caixa dos animais controles (D). O ponto A
corresponde ao ponto de maior aproximacdo dos animais em relacdo ao telefone
celular (3 cm); o ponto B corresponde ao ponto mais distante entre os animais e o
aparelho celular (20 cm); o ponto C corresponde ao ponto intermediario (15 cm) e o
ponto D corresponde ao local onde foi feita a medicdo na caixa dos animais
controles enquanto o aparelho celular realizava uma ligagdo dentro da caixa

contendo os animais expostos (Figura 7).

A média dos valores da intensidade do campo elétrico no interior da gaiola do
grupo exposto foi de 4,7 V x m™*, no ponto A, 4,5V x m™*, no ponto Be 3,2V xm?,
no ponto C. Assim, a intensidade média do campo elétrico no interior da gaiola do
grupo exposto foi de 4,1 V x m™; a intensidade média do campo elétrico no interior
da gaiola do grupo controle foi de 0,45 V x m™ no ponto D, cerca de dez vezes
menor, e corresponde ao residuo da radiacdo ambiente (CAIRES et al., 2011).
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Figura 7. Representacdo esquematica da gaiola utilizada para acomodar os animais durante
0s experimentos e representacdo dos pontos de mensuracdo de intensidade de campo
elétrico gerado pelo aparelho celular.

3.4 MECANISMO ACIONADOR DO TELEFONE CELULAR

O Laboratério de Otica Aplicada do Instituto de Ciéncias Exatas (ICE) da UFJF,
em conjunto com o nosso Laboratério (Laboratério de Biologia Celular e Molecular -
ICB), desenvolveram um mecanismo acionador do telefone celular (Figura 8). Esse
mecanismo consiste em um dispositivo eletrdnico micro-controlado. Tal dispositivo,
além de conectado a uma fonte de alimentacdo de energia elétrica (tomada),
permanece conectado a um sistema de alimentagdo secundario (no-break), o qual
garante que o mecanismo funcione mesmo em caso de interrupg&o no fornecimento de

energia primaria.

O mecanismo acionador do telefone celular funciona como um timer e foi
programado para ativar o celular para realizar ligagdes com duragéao de 25 segundos
a cada 2 minutos. Tanto o mecanismo acionador quanto o aparelho celular operam

sem som, luz ou vibragéo.
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Figura 8. Mecanismo usado para acionar o aparelho celular, a fim de que ele realize chamadas
com duracéo de 25 segundos a cada 2 minutos, durante 3 ou 10 noites. Dispositivo eletronico
micro-controlado (A), conectado aos telefones celulares (B), e ao no-break (C).

3.5 MEDIDAS DA ABSORCAO DE RADIACAO PELA CALOTA CRANIANA DOS
RATOS

A taxa de absorcdo de energia pela calota craniana é relevante nesse estudo.
Mais especificamente, nds objetivamos avaliar a energia eletromagnética que é

convertida em calor nos tecidos expostos.

Para esta analise, foi construida uma camara blindada usada para verificar se
a radiacdo emitida por um telefone celular poderia penetrar através do crénio e
afetar o tecido encefalico (Figura 9). A camara foi revestida com papel aluminio para
evitar que a radiacdo chegasse ao seu interior, exceto pelo orificio que néo foi
revestido. A sonda isotropica EMR 300 foi posicionada no interior da camara para
mensuracdo da intensidade do campo elétrico gerada pelo aparelho celular que
executava uma ligacdo. Varias medidas foram realizadas enquanto o cranio (0ssos),
cranio mais a pele e encéfalo estavam posicionados, em momentos diferentes, no
orificio. Também foram realizadas medidas sem qualquer material no orificio (orificio
desobstruido). A EMR 300 foi mantida na posicao vertical e horizontal que estédo
relacionadas com a polarizacdo da onda incidente. Um total de 8 experimentos

foram realizados: 4 na posicéo vertical e 4 na posi¢cao horizontal.

J& as temperaturas do cranio-pele, encéfalo e ambiente foram monitoradas

com o auxilio de um sensor encapsulado por papel aluminio (para evitar que a
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radiacdo eletromagnética emitida pelo celular interferisse no funcionamento) que
foram posicionados dentro do encéfalo, entre a pele e cranio e sobre o cranio com o

propésito de medir a temperatura dos tecidos enquanto submetidos a radiacao.

Posteriormente, o aparelho celular foi posicionado a 3 cm do orificio da
camara (distancia minima os animais e o0 celular dentro da caixa). Em cada
experimento, o aparelho celular foi posicionado e programado para realizar uma
ligacdo de uma hora e a intensidade do campo elétrico e temperatura ambiente e

dos tecidos foram medidos.
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Figura 9. Representagdo esquematica da camara utilizada para as medi¢cGes da
absorcédo da radiagdo pelo crénio e outros tecidos. A camara foi revestida por papel
aluminio, exceto no orificio usado para acomodar as amostras, e o aparelho celular foi
posicionado a 3 cm do orificio. A sonda EMR 300 foi mantida na posi¢éo vertical no interior
da camara.

3.6 EXPOSICAO DOS ANIMAIS

Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos experimentais,
cada um contendo 6 animais. Os ratos de quatro dos grupos foram expostos a
ondas eletromagnéticas emitidas por um telefone celular (GSM — Global System for
Mobile) que opera a uma frequéncia de 1.8 GHz. A média da intensidade do campo

elétrico quando o telefone executava ligacdo foi de 4,1 Vxm™e, 0,1 Vx m™?, quando
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estava em stand-by. Dois grupos de animais foram expostos a radiacdo emitida
durante chamadas de 25 segundos a cada 2 minutos, um por 3 noites e outro por 10
noites (19h00min — 7h00min). Outros dois grupos foram expostos a radiacdo emitida
durante uma Unica ligacéo realizada por 1 hora (23h — 00h) ou 3 horas (23h — 02h),
sem interrupcdes. Para cada grupo exposto havia um grupo controle (ndo exposto).
A exposicéo foi realizada durante o periodo noturno, pois este é o periodo de maior
atividade desses roedores (PINHEIRO et al., 2011). O telefone celular foi mantido
ligado a tomada durante todo o periodo de exposicdo e o mecanismo acionador do

celular foi usado para realizar as ligagoes.

3.7 ANALISE DE FOSFORILACAO DAS ENZIMAS MEK1, MEK2, ERK1 E ERK?2

As analises da sinalizacdo MEK/ERK em células do hipotalamo e hipofise
tiveram como objetivo avaliar os efeitos da radiacdo emitida por telefone celular
sobre o funcionamento das células dessas glandulas, e dessa maneira entender
melhor os processos de regulacdo de mecanismos controladores da via de ERK que
influenciam na coordenacgéo da producao e secrecao de hormoénios hipotalamicos e

hipofisarios, buscando entender, também, suas consequéncias sobre o organismo.

Ao fim da exposicdo, os animais foram submetidos a anestesia (xilazina — 10
mg / kg e quetamina 90 mg / kg), seguida de eutanasia por exsanguinacdo, para
extracdo do hipotalamo e hipofise, que foram estocadas em microtubos individuais
contendo 400 pL de solucdo tampéao fosfato 0,1M, pH 7,4, na presenca de 2 mM de
ortovanadato de sédio e coquetel de inibidor de proteases (Sigma-Aldrich).
Posteriormente, os tecidos foram congelados e o homogeneizado foi centrifugado
por 5 minutos a 10.621g, seguido da determinacdo da concentracdo de proteinas
pela metodologia de Bradford (1976).

Os efeitos da exposicdo as ondas eletromagnética sobre os niveis de
fosforilacdo de MEK1/2 e ERK1/2 foram analisados por eletroforese para separacao
de proteinas em gel de poliacrilamida, seguido de Western Blot. Para isso, as
proteinas foram desnaturadas em tampdo SDS (dodecil sulfato de sdédio) na
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presenga de [-mercaptoetanol e aquecimento a 95°C por cinco minutos. A
eletroforese foi realizada usando o equipamento Mini-Protean (Bio-Rad) funcionando
a 100 V e com amperagem livre por periodo de 140 minutos para a separacdo das
proteinas em géis de poliacrilamida 10%, junto com marcadores de massa molecular
pré-corados (GE, Healthcare). Foram utilizados 100 pg de proteinas por amostra. Tal
procedimento foi seguido por eletrotransferéncia das proteinas para uma membrana
de nitrocelulose (GE, Healthcare) por periodo de 60 minutos sob a voltagem de 100

V e amperagem livre.

ApGs a eletrotransferéncia, as membranas foram lavadas com tampé&o Tris
(TBS) 20 mM, pH 7,6, por 30 segundos e incubadas em TBS com 5% de leite em pé
caseiro, durante 2 horas e 30 minutos a temperatura ambiente. A seguir as
membranas foram novamente lavadas com TBS por 30 segundos e incubadas em
solucdo TBS com 1% de leite, contendo anticorpos primarios policlonais contra as
enzimas ERK 1 e ERK 2 fosforiladas em residuos dos aminoacidos treonina
(Thrl83) e tirosina (Tyrl85), anti-coelho (Cell Signaling Tecnology, 1:1000) ou
contendo anticorpos monoclonais contra as enzimas MEK 1 e MEK 2 fosforiladas em
residuos do aminoacido serina (Ser221), anti-coelho (Cell Signaling Tecnology,
1:1000), durante, aproximadamente, 12 horas. Posteriormente, as membranas foram
lavadas trés vezes por 5 minutos com TBS e incubadas, por 1 hora, a temperatura
ambiente, com segundo anticorpo conjugado a peroxidase (Life Sciences Ltda.,
1:3000).

Logo depois, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS e incubadas
em solucao de revelagdao com luminol (Kit ECL prime; GE, Healthcare) seguida de
revelacdo (Hyperfiim — ECL, Amersham) promovendo sua exposi¢cdo, por 30
segundos para a deteccdo das bandas geradas pela marcacdo das enzimas das
enzimas MEK1, MEK2, ERK 1 e ERK 2 fosforiladas. As proteinas imunorreativas
foram digitalizadas e a avaliagdo/quantificagdo foi feita com o auxilio do programa
ABEletro v 1.0, desenvolvido e patenteado por estudantes e professores do
Laboratorio de Optica Aplicada — ICE e do Laboratério de Biologia Celular — ICB da
URJF. Os resultados foram obtidos determinando a area vezes intensidade das

bandas analisadas.
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3.8 AVALIACAO DA SECRECAO DE CATECOLAMINAS

Outros grupos de animais foram formados para a avaliacdo da secrecdo de
catecolaminas. ApGs o periodo de exposicdo e eutanasia, como descritos acima, a
glandula adrenal esquerda de cada animal foi extraida e estocada em solucéo
padrdo de Krebs-HEPES (em mM, CI” 154.2; Na* 144.0; Ca** 2.5; Mg** 1.18; SO,*~
1.2; K* 3.5; glicose 11.1; HEPES 25.0; albumina de soro bovino - BSA 0.5%) e
mantidas em banho de gelo. As medulas adrenais foram dissecadas pela retirada do
cortex, com o auxilio microscopio estereoscopico e tesoura oftalmologica. A fim de

facilitar a manipulacédo, as medulas isoladas foram empaladas em agulhas de aco.

3.8.1 SECRECAO BASAL E ESTIMULADA DE CATECOLAMINAS

Foram utilizadas placas Costar de 96 pocos; cada poco continha 200 pL de
solucédo padrdo Krebs-HEPES ou solucdo padrédo Krebs-HEPES com cafeina (25
mM), um conhecido indutor de liberacdo de calcio pelo reticulo endoplasmético
capaz de estimular secrecdo de catecolaminas (GUO et al., 1996). O pH de tais

solucdes foi mantido entre 7,0 e 7,2, a temperatura ambiente.

As medulas adrenais foram incubadas trés vezes (5 minutos), em 3 pocos
sequenciais contendo solucdo padrdo Krebs-HEPES, seguido de mais uma
incubacdo em solucdo padrdo Krebs-HEPES com cafeina (25 mM), pelo mesmo
periodo de tempo. Subsequentemente, foram adicionados 20 uL de &cido acético
P.A. a cada um dos pocos para preservar as catecolaminas e todo o volume foi
transferido para microtubos; as medulas adrenais foram armazenadas em outros
microtubos contendo 200 pL de solucdo de acido acético 10% (v / v), para posterior
extracdo, por sonicacdo (60 MHz por 10 minutos), do conteddo ndo secretado. A
quantificacdo da secrecdo basal (n = 18) e estimulada por cafeina (n = 6) e das
catecolaminas remanescentes nas medulas supra-renais foi realizada pelo método
fluorimétrico do trihidroxiindol (excitacdo: 420 nm; emissdo: 510 nm) (KELNER et al.,

1985), e com a utilizagdo do Variuskan Flash (Thermo). Os dados foram obtidos pela
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plotagem dos valores em regressao linear gerada por leitura de uma curva padrao
de adrenalina.

Os resultados foram expressos como porcentagem de catecolaminas
secretadas em relacdo ao conteudo total de cada glandula (valor total de
catecolaminas dos 4 pocos mais conteido ndo secretado), em outras palavras,
foram consideradas variagbes de tamanho de cada glandula. Além disso, o0s
resultados dos grupos expostos foram normalizados com o0s grupos controle
correspondentes (CARICATI-NETO et al., 2013).

3.9 AVALIACAO DA GLICEMIA

Outros grupos de animais foram formados para avaliacdo dos niveis séricos
de glicose. Anteriormente a eutanasia, cada grupo experimental foi submetido a um
periodo de jejum. Os grupos expostos por 1 hora, 3 horas, 3 noites e 10 noites
permaneceram em jejum por 5 horas (7 pm - 12 am), 7 horas (7 pm - 2 am), 12
horas (7 pm - 7 am) e 12 horas (7 pm - 7 am), respectivamente. Periodos de jejum
diferentes poderiam ser utilizados j4 que cada grupo exposto foi apenas comparado
com seu grupo controle correspondente, que também foi submetido ao mesmo
periodo de jejum. O horério e tempo de jejum foram estabelecidos de acordo com
estudos prévios sobre comportamento alimentar realizados pelo nosso grupo
(PINHEIRO et al., 2011).

Além disso, todos os periodos de jejum usados estdo de acordo com periodos
encontrados na literatura, o qual considera como estudo metabdlico tipico, jejum de
até 18 horas, contudo, 5 horas é um periodo suficiente para algumas avaliagdes,
dentro de um contexto fisioldgico (AYALA et al., 2010).

As amostras de sangue foram coletadas por puncédo cardiaca e centrifugadas
(6000 rpm; 5 minutos) para obten¢éo do soro (n = 6 por grupo). Os niveis de glicose
foram analisados por espectrofotometria, usando um Kit de ensaio colorimétrico de

glicose (Bioclin / Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).
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3.10 TESTE DE CRUZ ELEVADA

O teste de cruz elevada (EPM) consistiu em um aparato em forma de cruz,
com dois bracos abertos (50 cm de comprimento a 10 cm de largura) (OA) e dois
bracos fechados (50 cm de comprimento, 10 cm de largura e paredes com 40 cm de
altura) (EA), todos sem teto, e, elevados a 50 cm do chdo. Cada rato foi colocado no
centro do aparato, com a cabeca voltada para um dos bragcos abertos. Dois
observadores foram responsaveis por medir, por 5 minutos (periodo do teste), o
tempo ao qual cada animal permaneceu nos OA e EA. Em caso de estado de
ansiedade, os roedores tendem a permanecer nos EA, evitando os OA, os quais
seriam locais inseguros. Tal situacdo € apresentada pela diminuicdo na proporcao
do tempo gasto e do nimero de entradas nos OA (HOGG, 1996). Assim, o teste foi
utilizado como indicador de ansiedade. A porcentagem do tempo gasto nos bragos
abertos (% tOA) foi determinado como: tempo nos OA / (tempo nos OA + tempo nos
EA) x 100. O uso de %OA, ao invés de considerar apenas as medidas de tempo
gasto nos bracos abertos é vantajoso considerando as possiveis variacdes de
atividade locomotora de cada individuo. Os resultados dos grupos experimentais
foram normalizados com seus grupos controle correspondentes (grupo controle n =

9, grupo exposto n = 9).

3.11 TESTE DE ESQUIVA INIBITORIA

O teste de esquiva inibitéria foi utilizado como ferramenta para avaliar a
memoria de longo prazo dos animais. O aparato tinha 30 cm de comprimento, 30 cm
de largura e 50 cm de altura, com uma plataforma isolante de 5 cm de altura em
relacdo ao chdo e 7 cm de largura. Tal plataforma funcionava como abrigo contra o
choque elétrico da grade do chdo do aparato, que era constituido de barras
paralelas de aco de 2 mm de diametro, com 0.5 cm de distancia entre si. O protocolo

para o teste de esquiva inibitoria foi constituido de dois passos: recebimento do
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estimulo (choque elétrico), e medida do tempo de retengcdo (tempo que o animal
gastava para deixar a plataforma do aparato), 24 horas mais tarde. O passo de
recebimento de estimulo de choque consistiu do posicionamento do animal na
plataforma de seguranca; no momento em que o animal posicionava as 4 patas na
grade do aparato, um breve e suave choque elétrico era disparado (0.5 mA - 2
segundos). Ap6s 24 horas, cada roedor foi, mais uma vez, posicionado na
plataforma e o tempo gasto para posicionamento das 4 patas na grade do aparato
era medido - (periodo de laténcia) valor foi dado como medida de memdéria de longo
prazo; nenhum choque elétrico foi disparado nesse segundo passo. O tempo
méaximo de laténcia era de 3 minutos, valor dado como memoria de retencao; grupo
controle n = 9 e grupo exposto n = 9. Os resultados dos grupos expostos foram

normalizados com o0s respectivos grupos controles.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

As andlises de Western Blot foram apresentadas como mediana e intervalo
interquartilico, e comparados usando teste de Mann-Whitney, considerando
significativos os valores de p < 0,05. Os ajustes dos resultados de secrecao de
catecolaminas e de teste de cruz elevada foram usadas para permitir uma analise
comparativa mais clara entre 0s grupos expostos e 0s respectivos grupos controles,
reduzindo a influéncia de variagfes individuais. Elas foram obtidas pela divisdo de
cada valor dos dados individuais do grupo exposto pelo valor correspondente grupo
controle. Os resultados formam analisados usando one-way ANOVA, seguido de
Tukey post-Hoc e apresentadas como média + erro padrdo da média (EPM), assim
como os resultados de glicemia. Todos os testes avaliados com nivel de significancia
de 5% (p < 0.05) e as analises foram realizadas usando o GraphPad Prism 6
(GhaphPad Software, Inc.).
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4 RESULTADOS

4.1 ABSORCAO DA RADIACAO PELA CALOTA CRANIANA DOS RATOS

Foram realizadas medidas da intensidade do campo elétrico dentro da
camara blindada na presenca e na auséncia da calota craniana (n = 25). Medidas
também foram feitas em funcdo da intensidade da radiacdo e polarizacao da antena.
Os resultados obtidos ndo foram relevantes quando a sonda estava na posicao
horizontal e os valores da for¢ca do campo elétrico foram de aproximadamente 0,5 V
x m’; esses valores correspondem ao residuo de radiacdo, j& que n&o variaram
quando o aparelho celular foi desligado. Por isso, nés sé descrevemos os resultados
dos experimentos realizados quando a antena da sonda EMR 300 estava

posicionada verticalmente.

4.1.1 INTENSIDADE DO CAMPO ELETRICO NO INTERIOR DA CAMARA

Utilizando a configuracdo do experimento descrito acima e representado na
figura 9, foi medida a intensidade do campo elétrico no interior da cAmara blindada

com o orificio aberto (sem obstrucdo de papel laminado ou tecido biol4gico).

A figura 10 mostra um grafico de intensidade de campo elétrico com
polarizagéo vertical. O telefone celular foi ligado a 3 cm do orificio da parede da
camara e, nota-se que houve uma consideravel variagdo da amplitude do campo
elétrico em relacdo aos valores de leitura observados quando o aparelho celular ndo
efetuava ligacdo. Para a distancia de 20 cm, a intensidade do campo variou entre
09e04Vxm™
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Figura 10. Intensidade do campo elétrico em funcdo do tempo. Os valores foram
medidos pela sonda que estava dentro da camara com a antena proxima a abertura, e
guando o telefone celular efetuava ligacao ou ndo, sem tecidos biolégicos. A intensidade do
campo elétrico foi medida durante uma ligagdo de 60 minutos. O aparelho celular foi
posicionado a 3 cm do orificio da camara. A ligagdo efetuada pelo aparelho celular foi
iniciada no t = 0.

4.1.2 INTENSIDADE DO CAMPO ELETRICO NO INTERIOR DA CAMARA COM O
CRANIO

A figura 11 mostra a intensidade do campo elétrico em fungdo do tempo.
Nesta situacéo, tanto o cérebro quanto os 0ssos do cranio mais a pele (ossos mais
pele) do animal foram colocados no orificio (veja a figura 9). E importante enfatizar
gue as medidas foram feitas separadamente, ou seja, hum determinado momento foi
medida a forca do campo somente com 0 cérebro e, posteriormente, 0Ssos mais a
pele.
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Figura 11. Intensidade do campo elétrico dentro da camara blindada em func&o do
tempo. As medidas da intensidade do campo elétrico foram realizadas com o cérebro do
animal ou com o0s 0ss0s do cranio mais a pele (ossos mais pele) posicionados no orificio da
camara blindada durante 60 minutos. Estas medidas foram realizadas em momentos
diferentes, primeiramente, o cérebro foi colocado no orificio e, em seguida, 0os 0ssos mais a
pele. O telefone celular foi posicionado a 3 cm de distancia do orificio na parede da camara.
O aparelho celular iniciou uma ligagdo emt = 0.

Os valores das forcas do campo elétrico a uma distancia de 20 cm foram da
ordem de 0,5 V x m™, o que corresponde a radiacéo residual. Assim, somente
descrevemos os resultados para 3 cm de distancia.

4.2 TEMPERATURA DOS TECIDOS SOB EXPOSICAO A RADIACAO

Utilizando a mesma camara, foram feitas medidas de temperatura de tecidos
da cabeca de um rato pra verificar se ocorreria variacdo de temperatura apos a

exposicdo por 1 hora, com o aparelho celular posicionada a 3 centimetros.

A figura 13 representa os valores de temperatura em funcdo do tempo para
diferentes tecidos bioldgicos. Estes resultados foram obtidos por medidas realizadas

guando o telefone celular (ligado) estava a 3 cm de distancia da parede da camara.
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No grafico, o termo "Osso + Pele" se refere as medidas de temperatura com o
sensor posicionado entre 0 0sso e a pele da cabec¢a do animal; "Cérebro” se refere a
temperatura no interior do cérebro e, "Ambiente", temperatura da sala usada durante

o teste. Os valores foram registrados durante o periodo de 60 minutos.

272 W
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9 264
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'—
248 53
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Figura 12. Valores de temperatura medidos em funcédo do tempo para os diferentes
tecidos biol6gicos. A temperatura foi medida no exterior (ambiente externo), no interior do
cérebro e entre 0s 0ssos do cranio e a pele durante 60 minutos. Estas medidas foram
realizadas em momentos diferentes, enquanto o cérebro ou 0sso e a pele estavam
posicionado no orificio da camara blindada. O telefone celular foi posicionado a 3 cm do
orificio da camara. O aparelho celular iniciou uma ligacdo emt = 0.

4.3 NIVEL DE FOSFORILACAO DE MEK 1, MEK 2, ERK 1 E ERK 2 EM CELULAS
DO HIPOTALAMO E HIPOFISE APOS EXPOSICAO A RADIACAO

4.3.1 NIVEL DE FOSFORILACAO DE MEK 1/ 2 E ERK 1 /2 APOS 1 HORA DE
EXPOSICAO

As enzimas MEK 1 e MEK 2 possuem a mesma massa molecular (45 KDa);
além disso, neste trabalho foi utilizado um anticorpo especifico para as duas. Dessa

maneira, as bandas correspondentes a MEK 1 e MEK 2 se sobrepdem.
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A figura 13A demonstra que as células hipotalamicas dos animais submetidos
a radiacdo por 1 hora, apresentaram aumento nos niveis de fosforilagdo das
enzimas MEK 1 / 2. O grupo controle apresentou mediana de 0,007 e intervalo
interquartilico 0,001 (n = 5), enquanto o grupo exposto apresentou mediana de 0,011
e intervalo interquartilico 0,005 (n = 5); U = 0; p= 0,008.

Os niveis de fosforilacdo de ERK 1 e ERK 2 (Figura 13B-C) também se
encontraram aumentados nas células do hipotalamo dos animais expostos. Quanto
ao nivel de fosforilagdo de ERK 1, o grupo controle apresentou mediana igual a
0,032 e intervalo interquartilico 0,004 (n = 5), enquanto 0 grupo exposto apresentou
mediana de 0,035 e intervalo interquartilico 0,003 (n =5); U=1; p = 0,016. A analise
do nivel de fosforilacho de ERK 2 revelou mediana de 0,036 e intervalo
interquartilico 0,004 (n = 5) para 0 grupo controle, enquanto o grupo exposto
apresentou mediana de 0,044 e intervalo interquartilico 0,004 (n = 5); U = 2; p =
0,032.

Nao houve diferenca significativa nos niveis de fosforilagdo das enzimas
MEK1 /2 e ERK1/ 2, nas células hipofisarias dos animais expostos comparados aos
animais controles, como representado na figura 13D-F. Quanto ao nivel de
fosforilacdo de MEK 1 / 2, encontramos mediana de 0,003 e intervalo interquatrtilico
0,001 (n = 5) para o grupo controle, enquanto o grupo exposto por 1 hora,
apresentou mediana de 0,002 e intervalo interquartilico 0,002 (n = 5); U =5; p =
0,151. O grupo controle apresentou mediana igual a 0,068 e intervalo interquartilico
0,013 (n = 5) e o grupo exposto, mediana de 0,055 e intervalo interquartilico 0,010 (n
= 5) correspondente ao nivel de fosforilagcdo de ERK 1; U = 5; p = 0,151; enquanto
que para ERK 2, o grupo controle revelou mediana de 0,069 e intervalo
interquartilico 0,027 (n = 5) e o0 grupo exposto apresentou mediana de 0,071 e
intervalo interquartilico 0,017 (n =5); U = 12; p= 0,944.
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Figura 13. Efeito da exposicdo a radiagdo emitida por aparelho celular, por 1 hora,
sobre os niveis de fosforilacdo de MEK 1/ 2 e ERK 1/ 2, em células do hipotdlamo e
hipéfise de ratos Wistar. A, avaliacdo do nivel de fosforilagdo de MEK 1 / 2 em células
hipotalamicas. B, avaliagdo do nivel de fosforilagdo de ERK 1 em células hipotalamicas. C,
avaliagcdo do nivel de fosforilacdo de ERK 1 em células hipotalamicas. D, avaliagédo do nivel
de fosforilagdo de MEK 1/ 2 em células hipofisérias. E, avaliagdo do nivel de fosforilacéo de
ERK 1 em células hipofisarias. F, avaliacdo do nivel de fosforilacdo de ERK 1 em células
hipofisarias. G e H, bandas representativas dos resultados obtidos por Western Blot, em
células hipotalamicas e hipofisarias, respectivamente. Cada grupo era composto por 5
animais. Os dados foram apresentados como mediana e intervalo interquartilico e
comparados usando teste de Mann-Whitney, considerando significativos os valores de p <
0,05.

4.3.2 NIVEL DE FOSFORILACAO DE MEK 1/2 E ERK 1 /2 APOS 3 HORAS DE
EXPOSICAO

Como demonstrado na figura 14A, as células hipotalamicas dos animais
submetidos a radiacdo eletromagnética por 3 horas apresentaram niveis de
fosforilacdo das enzimas MEK 1 / 2 aumentados em relacdo aos controles. O grupo

controle apresentou mediana de 0,012 e intervalo interquartilico 0,003 (n = 5),
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enquanto o exposto apresentou mediana de 0,013 e intervalo interquartilico 0,002 (n
=5);U=1;p=0,016.

Os niveis de fosforilacdo de ERK 1 e ERK 2 (Figura 14B-C) ndo sofreram
alteracdo nas células hipotalamicas dos animais expostos a radiofrequéncia. Quanto
ao nivel de fosforilagdo de ERK 1, encontramos mediana igual a 0,018 e intervalo
interquartilico 0,004 (n = 4) para o0 grupo controle, enquanto o grupo exposto por 3
horas apresentou mediana de 0,019 e intervalo interquartilico 0,004 (n =5); U=28; p
= 0,683. J4 na andlise de ERK 2, o grupo controle revelou mediana de 0,024 e
intervalo interquartilico 0,009 (n = 4) e 0 grupo exposto apresentou mediana de
0,024 e intervalo interquartilico 0,008 (n =5); U = 9;p = 0,873.

N&o houve diferenca significativa nos niveis de fosforilacdo das enzimas MEK
1/ 2, ERK 1/ 2 nas células hipofisarias dos animais expostos por 3 horas, como
representado na figura 14D-F. Quanto ao nivel de fosforilacdo de MEK 1 / 2,
encontramos mediana igual a 0,010 e intervalo interquartilico 0,001 (n = 4) para o
grupo controle, enquanto o exposto apresentou mediana de 0,009 e intervalo
interquartilico 0,003 (n = 4); U = 8; p = 0,999. O grupo controle revelou mediana de
0,062 e intervalo interquartilico 0,016 (n = 4) e o grupo exposto, mediana de 0,063 e
intervalo interquartilico 0,011 (n = 5) correspondente ao nivel de fosforilagdo de ERK
1; U =8; p=0,714; enquanto que para ERK 2, o grupo controle apresentou mediana
igual a 0,073 e intervalo interquartilico 0,017 (n = 4) e 0 grupo exposto apresentou
mediana de 0,070 e intervalo interquartilico 0,026, n=5; U = 9; p = 0,825.
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Figura 14. Efeito da exposicdo a radiacdo emitida por aparelho celular, por 3 horas,
sobre os niveis de fosforilagdo de MEK 1/ 2 e ERK 1/ 2, em células do hipotalamo e
hipofise de ratos Wistar. A, avaliagdo do nivel de fosforilagdo de MEK 1 / 2 em células
hipotalamicas. B, avaliagdo do nivel de fosforilacdo de ERK 1 em células hipotalamicas. C,
avaliacdo do nivel de fosforilagdo de ERK 1 em células hipotalamicas. D, avaliagdo do nivel
de fosforilagdo de MEK 1/ 2 em células hipofisérias. E, avaliagdo do nivel de fosforilacéo de
ERK 1 em células hipofisarias. F, avaliagdo do nivel de fosforilagdo de ERK 1 em células
hipofisarias. G e H, bandas representativas dos resultados obtidos por Western Blot, em
células hipotalamicas e hipofisarias, respectivamente. Cada grupo era composto por 4 a 5
animais. Os dados foram apresentados como mediana e intervalo interquartilico e
comparados usando teste de Mann-Whitney, considerando significativos os valores de p <
0,05.

4.3.3 NIVEL DE FOSFORILACAO DE MEK 1/2 E ERK 1 /2 APOS 3 NOITES DE
EXPOSICAO

A figura 15A demonstra um aumento nos niveis de fosforilagdo das enzimas
MEK 1/ 2 nas células hipotalamicas dos animais submetidos a 3 noites de radiacao.

O grupo controle apresentou mediana de 0,007 e intervalo interquartilico 0,004 (n =
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5), enquanto o exposto apresentou mediana de 0,009 e intervalo interquartilico 0,003
(n=5); U=0; p=0,008.

Os niveis de fosforilacdo de ERK 1 e ERK 2 (Figura 15B-C), nas células do
hipotdlamo, ndo sofreram alteragcdo nos animais expostos por 3 noites. Quanto ao
nivel de fosforilagdo de ERK 1, encontramos para o grupo controle, mediana de
0,037 e intervalo interquartilico 0,019 (n = 4), enquanto que para o exposto, mediana
de 0,036 e intervalo interquartilico 0,016 (n =5); U = 10; p = 0,999. Ja na anélise de
ERK 2, encontramos mediana igual a 0,044 e intervalo interquartilico 0,010 (n = 4)
para o grupo controle e mediana igual a 0,044 e intervalo interquartilico 0,017 (n = 5)

para o grupo exposto; U =9; p = 0,825.

As células hipofisarias ndo apresentaram os niveis de fosforilacdo das
enzimas MEK 1 / 2, ERK 1 / 2 alterados, apds exposi¢cdo a radiofrequéncia por 3
noites, como representado na figura 15D-F. A analise de MEK1 / 2 revelou mediana
igual a 0,009 e intervalo interquartilico 0,004 (n = 5) para o grupo controle e mediana
igual a 0,007 e intervalo interquartilico 0,001 (n = 5) para o grupo exposto; U=6; p =
0,222. Quanto ao nivel de fosforilagdo de ERK 1, o grupo controle apresentou
mediana de 0,042 e intervalo interquartilico 0,006 (n = 5), enquanto o grupo exposto
apresentou mediana de 0,041 e intervalo interquartilico 0,009 (n = 4); U = 8; p =
0,683. O grupo controle apresentou mediana de 0,041 e intervalo interquartilico
0,007 (n = 5) e o grupo exposto, mediana de 0,044 e intervalo interquartilico 0,008 (n
= 4) correspondentes ao nivel de fosforilagdo de ERK 2 ; U =5; p = 0,286.
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Figura 15. Efeito da exposicdo a radiacdo emitida por aparelho celular, por 3 noites,
sobre os niveis de fosforilagdo de MEK 1/ 2 e ERK 1/ 2, em células do hipotalamo e
hipofise de ratos Wistar. A, avaliagdo do nivel de fosforilagdo de MEK 1 / 2 em células
hipotalamicas. B, avaliacdo do nivel de fosforilagdo de ERK 1 em células hipotalamicas. C,
avaliacdo do nivel de fosforilagdo de ERK 1 em células hipotalamicas. D, avaliagdo do nivel
de fosforilagdo de MEK 1/ 2 em células hipofiséarias. E, avaliacdo do nivel de fosforilagdo de
ERK 1 em células hipofisarias. F, avaliagdo do nivel de fosforilagdo de ERK 1 em células
hipofisarias. G e H, bandas representativas dos resultados obtidos por Western Blot, em
células hipotalamicas e hipofisérias, respectivamente. Cada grupo era composto por 5
animais. Os dados foram apresentados como mediana e intervalo interquartilico e
comparados usando teste de Mann-Whitney, considerando significativos os valores de p <
0,05.

4.3.4 NIVEL DE FOSFORILACAO DE MEK 1/2 E ERK 1/ 2 APOS 10 NOITES DE
EXPOSICAO

Como representado na figura 16A, as células hipotalamicas dos animais
submetidos a 10 noites de radiacdo apresentaram aumento nos niveis de

fosforilacdo das enzimas MEK 1/ 2. O grupo controle apresentou mediana de 0,008
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e intervalo interquartilico 0,002 (n = 5), enquanto o exposto apresentou mediana de
0,011 e intervalo interquartilico 0,004 (n = 5); U =2; p = 0,032.

Os niveis de fosforilacdo de ERK 1 e ERK 2 (Figura 16B-C), das células do
hipotalamo, ndo sofreram alteracdo apds 10 noites de exposicdo a radiofrequéncia.
Quanto ao nivel de fosforilagdo de ERK 1, encontramos mediana igual a 0,028 e
intervalo interquartilico 0,011 (n = 4) para 0 grupo controle, enquanto o grupo
exposto apresentou mediana de 0,036 e intervalo interquartilico 0,032 (n =5); U = 7;
p = 0,524. A andlise de ERK 2 revelou mediana igual a 0,045 e intervalo
interquartilico 0,003 (n = 4) para o grupo controle, e mediana igual a 0,056 e

intervalo interquartilico 0,032 (n = 5) para o grupo exposto; U =7; p = 0,524.

N&o foram encontradas alteracdes significativas nos niveis de fosforilacdo das
enzimas MEK 1/ 2, ERK 1 e ERK 2 nas células hipofisarias dos animais expostos
(Figura 16D-F). Quanto ao nivel de fosforilacdo de MEK 1 e MEK 2, o grupo controle
apresentou mediana de 0,011 e intervalo interquartilico 0,007 (n = 5), enquanto o
exposto apresentou mediana de 0,009 e intervalo interquartilico 0,005 (n =5); U = 9;
p = 0,532. O grupo controle apresentou mediana igual a 0,025 e intervalo
interquartilico 0,013 (n = 4) e o0 grupo exposto apresentou mediana de 0,025 e
intervalo interquartilico 0,011 (n = 5) para ERK 1; U = 10; p = 0,999. A analise de
ERK 2 revelou mediana igual a 0,027 e intervalo interquartilico 0,015 (n = 4) para o
grupo controle e mediana igual a 0,026 e intervalo interquartilico 0,005 (n = 5) para o
grupo exposto por 10 noites; U =9; p = 0,873.
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Figura 16. Efeito da exposicdo a radiacdo emitida por aparelho celular, por 10 noites,
sobre os niveis de fosforilagdo de MEK 1/ 2 e ERK 1/ 2, em células do hipotalamo e
hipofise de ratos Wistar. A, avaliacdo do nivel de fosforilagdo de MEK 1 / 2 em células
hipotalamicas. B, avaliacdo do nivel de fosforilagdo de ERK 1 em células hipotalamicas. C,
avaliacao do nivel de fosforilagdo de ERK 1 em células hipotalamicas. D, avaliagao do nivel
de fosforilagdo de MEK 1/ 2 em células hipofisarias. E, avaliacdo do nivel de fosforilagdo de
ERK 1 em células hipofisarias. F, avaliacdo do nivel de fosforilacdo de ERK 1 em células
hipofisarias. G e H, bandas representativas dos resultados obtidos por Western Blot, em
células hipotalamicas e hipofisérias, respectivamente. Cada grupo era composto por 5
animais. Os dados foram apresentados como mediana e intervalo interquartilico e
comparados usando teste de Mann-Whitney, considerando significativos os valores de p <
0,05.

4.4 SECRECAO DE CATECOLAMINAS

Os animais do grupo exposto por 1 hora apresentaram secrecdo basal de
catecolaminas 77,9% maior do que o grupo controle (p = 0,023). Apds 3 horas de
exposicao, a secrecao basal foi 93,3% maior (p = 0,007) (Figura 17A). Ndo houve
diferenca entre os valores de secrecdo dos grupos expostos por 1 e 3 horas (p =

0,827). Além disso, os animais expostos por 3 e 10 noites ndo apresentaram valores
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de secrecdo basal alterados quando comparados com 0S respectivos grupos
controles (p = 0,236; p = 0,133 respectivamente), como mostrado na figura 17B.
Também nao houve diferenca quando comparados os valores apresentados pelos

grupos expostos por 3 e 10 noites (p = 0,935).

A secrecdo de catecolaminas, estimulada por cafeina, ndo foi alterada nos
animais do grupo irradiado por 1 hora (p = 0,75). Porém, apds 3 horas de exposicao,
ocorreu aumento de 77,3% na secrecdo estimulada (p = 0,037); e nenhuma
diferenca significativa foi observada entre os grupos expostos a radiagédo por 1 e 3
horas (p = 0,094) (Figura 17C). Ap6s 3 e 10 noites, as meédias da secrecao
estimulada foi 78,5% e 61,3% maior do que 0s animais controles correspondentes (p
= 0,0003 e p = 0,001 respectivamente) (Figura 17D); além disso, ndo houve

diferenca entre os dois grupos expostos (p = 0,197).
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Figura 17. Efeito da exposi¢cdo a RF-EMR sobre a secrecéo basal e estimulada de
catecolaminas em ratos Wistar. A, Secrecao basal de catecolaminas dos grupos expostos
por 1 e 3 horas. B, Secrecdo basal de catecolaminas apos 3 e 10 noites de exposigéo. C,
Secrecao de catecolaminas estimulada por cafeina dos animais expostos por 1 e 3 horas. D,
Secrecao de catecolaminas estimulada por cafeina dos animais expostos por 3 e 10 noites.
Todas as andlises foram realizadas comparando animais de um grupo exposto com o grupo
controle correspondente. Cada grupo utilizado para avaliar a secrecdo basal de
catecolaminas era constituido por 18 animais, enquanto que os cada grupo utilizado para
avaliar a secrecdo estimulada por cafeinas era constituido por 6. Dados expressos como
média + SEM. (*), (**) e (***) representam diferencas significativas com, p < 0,05, p < 0,01, p
< 0,001, respectivamente.

4.5 NIVEL DE GLICOSE SERICA

Apé6s uma 1 hora de exposicdo, 0s animais apresentaram glicemia 25,6%
aumentada (n = 6; p = 0,018); os animais expostos por 3 horas ndo apresentaram
alteracdo de glicemia (n = 6; p = 0,598) e tais animais apresentam reducao
significativa em relacdo aos animais expostos por 1 hora (n = 6; p = 0,009) (Figura
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18A). ApOs a exposicdo de animais por 3 noites, ndo foram encontradas
modificacdes nos niveis de glicose (n = 6; p = 0,999), porém, 0s animais expostos
por 10 noites apresentaram niveis de 10,8% menor que 0s animais do grupo
controle (n = 6; p = 0,012) (Figura 18B). Nado houve diferenca estatistica entre

grupos expostos por 3 e 10 noites (n = 6; p = 0,156).
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Figura 18. Efeito da exposicdo a RF-EMR sobre o nivel sérico de glicose em
ratos Wistar. A, Niveis séricos de glicose em animais expostos por 1 e 3 horas. B, Niveis
séricos de glicose em animais expostos por 3 e 10 noites. Cada grupo era composto por 6
animais. Dados expressos como média * SEM. (*) e (**) representam diferencas
significativas com, p < 0,05, p < 0,01, respectivamente.

4.6 TESTE DE CRUZ ELEVADA

Apoés 1 hora de exposicdo, o tempo gasto pelos animais nos bracos abertos
(% tOA) nao foi significativamente diferente do tempo gasto pelos animais controle
mas foi observada uma tendéncia a diminui¢cdo de 19,2 % (p = 0,309). Um resultado
bastante similar foi obtido apds a avaliagdo dos animais expostos por 3 horas; uma
tendéncia de diminuicdo de 18,47% na exploracdo dos bracos abertos (p = 0,518),
como mostrado na figura 19A. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
expostos por 1 e 3 horas (p = 0,890). Além disso, ndo foram encontradas alteracdes
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nas meédias entre os grupos de animais exposto por 3 e 10 noites e seus respectivos
controles (p = 0,693 e p = 0,704 respectivamente). Nao existiu diferenca entre os
grupos expostos por 3 e 10 noites (p = 0,999) (Figura 19B).
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Figura 19. Efeito da exposicdo a RF-EMF sobre o estabelecimento de estado de
ansiedade em ratos Wistar. A, atividade dos animais expostos por 1 hora, 3 horas nos
bragos abertos do aparato de Teste de Cruz Elevada. B, atividade dos animais expostos por
3 noites e 10 noites nos bracos abertos do aparato de Teste de Cruz Elevada. Dados
expressos como média + EPM para os valores referentes a atividade nos bracos abertos do
aparato de Cruz Elevada. (*) representa significancia estatistica com p < 0,05.

4.7 ESQUIVA INIBITORIA

Os animais expostos por 1 hora apresentaram tendéncia a aumentar o tempo
gasto na plataforma de seguranca do aparato de esquiva inibitoria - tempo de
laténcia, que em outra palavras, pode significar uma tendéncia ao aumento da
consolidacédo de memoria de longo prazo. O grupo controle apresentou mediana de
8,350 e intervalo interquartilico 8,525 (n = 9), enquanto 0 grupo exposto apresentou
mediana de 180 e intervalo interquartilico 171,675 (n = 9); U = 23,50; p = 0.133.
Apbs 3 horas exposicao, ndo foi observada alteracéo no tempo de permanéncia dos
animais na plataforma. O grupo controle apresentou mediana de 40,35 e intervalo
interquartilico 165,72 (n = 9), enquanto o0 grupo exposto apresentou mediana de
14,70 e intervalo interquartilico 127,37 (n = 9); U = 31,50; p = 0,447 (Figura 20A). Os
animais expostos por 3 noites ndo apresentaram alteracdo no tempo de laténcia. O

grupo controle apresentou mediana de 42,10 e intervalo interquartilico 107,42 (n =
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9),
interquartilico 56,18 (n = 9); U = 27; p = 0,249. Porém, apés 10 noites, 0 grupo

enquanto 0 grupo exposto apresentou mediana de 17,10 e intervalo
exposto apresentou diminuicdo do tempo gasto na plataforma. O grupo controle
apresentou mediana de 52,45 e intervalo interquartilico 160,99 (n = 9), enquanto o
grupo exposto apresentou mediana de 10,20 e intervalo interquartilico 12,95 (n = 9);
U=09; p=0.007 (Figura 20B).
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Figura 20. Efeito da exposicdo de ratos Wistar a RF-EMF sobre o estabelecimento
memoéria de longo prazo. A, tempo gasto pelos animais expostos por 1 hora, 3 horas sobre
a plataforma de seguranca do aparato de Teste de Esquiva Inibitoria (tempo de laténcia). B,
tempo gasto pelos animais expostos por 3 noites e 10 noites sobre a plataforma de
seguranca dos aparato de Teste de Esquiva Inibitéria (tempo de laténcia). Dados expressos
como mediana e intervalo interquartilico. (*) representa significancia estatistica com p <
0,05.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivos, avaliar os efeitos da radiacao
eletromagnética de radiofrequéncia, emitida por telefones moveis, sobre o
funcionamento do hipotalamo, hipofise e glandulas supra-renais, sobre a
consolidacdo da memoria de longo prazo e inducdo do estado de ansiedade em
ratos Wistar machos. Para isso, foram avaliados os niveis de fosforilacdo das
enzimas MEK 1, MEK 2, ERK 1 e ERK 2 em células hipotalamicas e hipofisarias, os
niveis de secrecdo de catecolaminas, basal e estimulada, os niveis de glicose
sérica, além do comportamento dos animais nos testes de cruz elevada e esquiva

inibitéria.

Nas células do hipotdlamo e hipodfise, a via de sinalizacdo celular da qual
participam as enzimas MEK1 / 2 e ERK 1 / 2, tem papel central na regulacdo da
expressao génica e secrecdo de diversos horménios (DUAN et al., 2002; KLAUSEN
et al., 2005a; BLISS et al., 2010). A regulacdo da secrecdo de catecolaminas e o
controle da glicemia sdo importantes para coordenar processos metabélicos (SALA
et al., 2008; SILVA e BIANCO et al., 2008) e estéo relacionados a consolidacéo de
memoria (GOLD et al., 2005); e alteracbes no perfil de secrecdo de catecolaminas
podem estar associadas ao estado de ansiedade (SOETER e KINDT, 2011a, 2011b;
KINDT e SOETER, 2013). Com base nessas informacdes, nds realizamos um
estudo avaliando os efeitos da radiacdo, emitida por aparelhos celulares, sobre o

funcionamento do sistema endocrino em ratos Wistar.

Nesse trabalho, nés avaliamos os efeitos da exposicdo a radiacdo
eletromagnética em duas condi¢cdes distintas, aguda e sub-crbnica; para isso
adotamos dois protocolos de exposicdo: ligacdo unica com duracdo de 1 ou 3 horas
ou multiplas ligacfes (25 segundos) por periodo de 3 ou 10 noites. A exposicao foi
realizada durante o periodo noturno, pois este é o periodo de maior atividade dos
roedores (PINHEIRO et al., 2011), com a inten¢do de simular a forma pela qual os
seres humanos estdo expostos a tal tipo de radiacdo, durante o seu periodo de

maior atividade, o dia.
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As medidas da intensidade do campo elétrico, gerado pelo aparelho celular no
interior das gaiolas (Figura 7), comprovaram a eficiéncia da blindagem, pois a
radiacdo emitida durante a exposicdo dos animais do grupo tratado ndo era capaz
de atingir os animais do grupo controle, os quais estavam localizados a uma
distancia de 3 metros. Além disso, a intensidade do campo elétrico no interior da
gaiola dos animais expostos foi similar em todos os trés pontos aferidos,
apresentando uma média de 4.1 V x m™; assim, podemos afirmar que os animais

foram expostos a radiacédo, independentemente da posi¢cao dentro da gaiola.

Como demonstrado, a RF-EMR é capaz de atravessar tecidos como pele e
ossos do cranio de ratos, podendo, assim alcancar os tecidos aqui estudados
(Figura 11). A radiacdo emitida pelos telefones mdveis chega até os 6rgaos no
interior da caixa craniana, porém nao é capaz de provocar aumento de temperatura
desses tecidos, como representado na figura 12. Assim, é possivel que os efeitos
observados nesse estudo, como as modificacbes na via das MAPKs, estédo
relacionados aos efeitos ndo térmicos da radiacdo eletromagnética de
radiofrequéncia, e ndo ao calor (efeitos térmicos). A ideia de efeito ndo térmico da
radiacao é reforcada pelos estudos de fosforilagdo de MEKs e ERKSs, proteinas que
foram afetadas no hipotdlamo, mas ndo apresentaram variagdo na hipdfise.
Considerando que esses dois tecidos sdo anatomicamente muito préximos, se o
efeito observado fosse térmico, era de se esperar algum efeito também nesta

glandula.

Também é importante considerar que o mecanismo ativador do aparelho
celular, que consiste em um microcontrolador que coordena o funcionamento dos
telefones por sinal eletronico, ndo emite som ou luz visivel para os ratos, assim
como os aparelhos celulares, os quais tiveram seus sistema de som desligados e

todas as fontes de luz foram devidamente bloqueadas.

A exposicdo dos animais a radiacdo, por 1 hora, promoveu aumento nos
niveis de fosforilagdo das enzimas MEK 1, MEK 2, ERK 1 e ERK 2, em células
hipotalamicas (Figura 13A-C), mas ndo alterou significativamente os niveis de
fosforilacdo dessas enzimas em células hipofisérias (Figuras 13D-F). Um estudo

realizado em 2007, por Friedman e colaboradores, demonstrou um aumento na



73

atividade das proteinas p38 e ERKs em células Rat-1 e HelLa, 2 minutos apés a
exposicdo a radiagdo emitida por uma antena (FRIEDMAN et al., 2007). O aumento
dos niveis de fosforilacdo dessas enzimas esta relacionado ao aumento de sua
atividade, porém, a adicdo de apenas um grupamento fosfato ndo é suficiente para a
ativacdo, mas sim a adicdo de dois; e a retirada de apenas um desses dois
grupamentos € suficiente para sua completa inativagdo (ARMSTRONG et al., 2009;
WORTZEL e SEGER, 2011).

Sabendo que a via de ERK exerce controle sobre a expressédo de genes de
horménios hipotalamicos, tais como GnRH e GHRH, e hipofiséarios, LH, FSH e GH,
pela ativacéo de fatores de transcricdo (KLAUSEN et al., 2005a; DUAN et al., 2002;
BLISS et al., 2010), modificacbes nessa via, como o0 aumento da fosforilagcdo dessas
proteinas aqui observado, poderiam estar ligadas a alteracbes dos niveis
plasmaticos dos hormdnios hipotalamicos. Porém, como néo foi detectada alteracéo
no funcionamento da via estudada em células da hipofise dos mesmos animais, n6s
propomos que o processo de ativacdo dos genes dos hormdnios hipotalamicos
controlados por ERK provavelmente n&o teria sido completado, e que néao tenha
havido tempo suficiente para maior secrecdo hormonal, ou ainda, que podem estar
ocorrendo alteracdes nos mecanismos de controle pos-traducionais referentes aos
RNAmM de GnRH e / ou de GHRH, e com isso, ndo alterando significativamente a via
de ERK na hipdfise. Outros estudos sdo necessarios para avaliacdo dos niveis
plasmaticos desses hormoénios, além da avaliacdo da expressdo dos genes a eles

relacionados.

Diante disso, n6s consideramos possivel que os niveis plasmaticos dos
hormoénios hipofisarios ndo estejam alterados, porém, uma diminuicdo nao
significativa nos niveis de fosforilagdo de MEK 1 / 2 e ERK 1 foi encontrada em
células hipofisérias, e por isso € importante deixar claro que alteragbes nao

significativas ndo conferem, necessariamente, a auséncia de respostas bioldgicas.

O aumento dos niveis de fosforilacdo de ERK 1 e ERK 2 nas células do
hipotalamo apés 1 hora de exposicdo, aqui demonstrados, corroboram os dados do
grupo de Friedman, que também apresentaram aumento significativo nos niveis de

fosforilacdo de ERK 1/ 2 ap0s a exposicao de células em cultura. Porém, devemos
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ressaltar que os resultados publicados por Friedman e colaboradores (2007) foram
obtidos apds a exposi¢cdo de células em cultura, por periodos de 2 a 30 minutos, a
radiacdo eletromagnética em uma frequéncia de 875 MHz. Em nossos estudos
realizados in vivo, ratos foram expostos a radiacdo utilizando frequéncia de 1800
MHz, por periodos de 1 hora, 3 horas, 3 noites ou 10 noites. Assim, as células
avaliadas estavam sujeitas a comunicagdo com células do mesmo ou de diferentes
tecidos. Além disso, diferentes tipos de células podem apresentar distintos

mecanismos de regulacdo de MEK1 /2 e ERK 1/ 2.

Por outro lado, os resultados referentes as células hipofisarias, divergem de
outros dados de nosso laboratério, que demonstraram diminuicdo significativa dos
niveis de fosforilacdo de ERK 1 / 2 em células da hipofise de ratos Wistar, apés 1
hora de exposicéo durante o dia (CAIRES, 2011). No presente estudo, 0s animais
foram expostos durante o periodo de maior atividade inata, o periodo noturno
(PINHEIRO et al., 2011), o que nos permite especular a possibilidade de haver
diferencas no funcionamento nos processos de sinalizacdo intra e / ou extracelular
de determinados tipos de células, se comparados como os dados obtidos apds
exposicdo a radiacdo no periodo diurno.

Apos 3 horas de exposicdo, as células hipotalamicas apresentaram um
aumento significativo apenas nos niveis de fosforilagcdo das enzimas MEK 1 e MEK 2
(Figuras 14A), e ndo foram observadas modificagbes em células hipofisérias
(Figuras 14D-F). E possivel que ap0s tal periodo de exposi¢do, as células do
hipotalamo e hipofise estejam passando por um processo de adaptagdo, de forma
que o aumento no nivel de fosforilacdo de MEK 1/ 2, nas células hipotalamicas, nédo
seja suficiente para fosforilar quantidades consideravelmente maiores de proteinas
ERK 1 e ERK 2, de maneira que possa ser detectada pelo método usado. Nas
células hipofisarias, a tendéncia a diminuicdo do nivel de fosforilacdo da enzima
ERK 1 observada apés 1 hora de exposi¢do (Figura 13B), desapareceu apos 3
horas (Figura 14B). Além disso, os valores das medidas de ERK 1 e ERK 2
fosforiladas dos grupos controle e tratado, no hipotalamo, sdo muito proximas e, por
iSso, ndo esperamos que existam variacdes nos niveis plasméticos hormonais
(GnRH e GHRH). Consideramos possivel a existéncia de niveis plasmaticos normais

dos horménios hipofiséarios, LH, FHS e GH, mas também ndo podemos descartar a
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existéncia de alguma resposta biologica a diminuicdo ndo significativa da
fosforilagdo de MEK 1 / 2 na hipdfise, tendo com consequéncia alteragbes no
funcionamento das células. Em 2005, um estudo realizado por Caraglia e
colaboradores demonstrou que a exposicéo de células KB a radiacdo com 1,95 GHz
de frequéncia levou a reducédo na atividade de ERK 1 / 2, o que foi relacionado a
inducdo de apoptose, porém, tais resultados foram obtidos in vitro o que é
importante a ser considerado, uma vez que a realizacdo de experimentos com
células em cultura podem gerar resultados diferentes devido a auséncia de

comunicagdo com diferentes células e sinais de outros tecidos.

Os animais expostos por 3 ou 10 noites, apresentaram alteracfes apenas nas
enzimas MEK 1 e MEK 2 das células hipotalamicas (Figuras 15A e 16A) e ndo foram
detectadas modifica¢des significativas em células hipofisarias (Figuras 15D-F e 16D-
F). Assim como nos resultados obtidos com os animais expostos por 3 horas, 0s
valores dos niveis de fosforilacdo das enzimas MEK 1 / 2 encontradas nos animais
dos grupos controle e expostos por 3 ou 10 noites sdo proximos, ndo sendo
constatadas significancias (Figura 15A e 16A). Dessa maneira, € possivel que os
animais expostos em cada um desses dois tratamentos apresentem semelhantes
perfis de niveis plasmaticos dos horménios hipotalamicos e hipofisarios esperados

para 0s animais expostos por 3 horas.

O estudo prévio realizado em nosso laboratério, além da diminuicdo dos
niveis de fosforilagcdo de ERK 1/ 2 apds 1 hora de exposi¢éo a radiacao (1800 MHz)
durante o periodo diurno, citada anteriormente, também revelou diminuicdo desses
niveis apos 3 horas de exposi¢cdo. Somente apos 3 dias, foi observado diminuicéo
dos efeitos da RF-EMR sobre a fosforilagho de ERK 1 / 2, e auséncia de
modificacdes apos 10 dias (CAIRES, 2011). Assim, comparando esses dados
prévios com o0s atuais, € possivel perceber que a mudanga no protocolo de
exposicdo, do periodo diurno para o periodo noturno, conferiu maior velocidade as
células, para que se adaptassem ao estresse gerado pela radiacdo. No presente
estudo, a diminuicédo dos efeitos sobre os niveis de fosforilagdo das proteinas ERK 1

e ERK 2 ja é percebido apo6s 3 horas de exposicéo.
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Outros estudos s&@o necessarios para maior entendimento dos efeitos da
radiacdo emitida por aparelhos celulares sobre os processos de sinalizacdo intra e
extracelular. Além disso, estudos mais detalhados sobre a expressao génica das
enzimas MEK 1 /2 e ERK 1/ 2 e dos hormdnios hipotalamicos e hipofisarios aqui
tratados podem gerar maior entendimento sobre os processos de adaptacéo
(plasticidade) na regulagéo da via das MAPKSs.

De acordo com a figura 17A, os animais expostos, por 1 e 3 horas a radiacao,
apresentaram um aumento significativo na secrecdo basal de catecolaminas. Esse
aumento estd relacionado a condicbes de estresse (EISENHOFER et al., 2004;
CORTEZ et al.,, 2012), uma vez que a liberacdo de catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) pela medula adrenal, € um indicador de resposta ao estresse
(KNOWLES et al., 2011). As células cromafins sdo colinergicamente inervadas pelo
nervo esplénico (sistema nervoso simpatico) e a acetilcolina secretada, sob
estimulacdo desse nervo, ativa receptores nicotinicos de acetilcolina nas células
cromafins, promovendo a inducdo da despolarizacdo de membrana que promove a
abertura de canais de célcio sensiveis a voltagem, e assim, permitem a entrada
desse ion, induzindo a liberacdo de catecolaminas (DOUGLAS e RUBIN, 1961;
FENWICK et al.,, 1982). Além disso, a acetilcolina também estimula receptores
muscarinicos, que leva a ativacdo de fosfolipase C (PLC), acarretando na produc¢éo
de IP3;, que é capaz de induzir a liberacdo de fons Ca** mobilizados em estoques
intracelulares (GARCIA, 1998). Portanto, a secre¢ao basal de catecolaminas pode
ser um indicativo de hiperativacdo do sistema nervoso simpatico e existem estudos
gue mostram que situagdes de estresse sdo capazes de estimular tal sistema e,
consequentemente aumentar a secrecdo de catecolaminas pelas adrenais
(AXELROD et al., 1984, ADAMEOVA et al., 2009).

Apbs 3 e 10 noites de exposicdo a RF-EMR, o perfil de secrecédo basal de
catecolaminas dos animais néo foi afetado (Figura 17B), o que poderia ser explicado
como um processo de adaptacdo que pode ocorrer, entre outras formas, pela
reducdo de resposta da medula adrenal, por processos de downregulation de
receptores colinérgicos das células cromafins, devido ao estresse crénico
(KONARSKA et al., 1989).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Adameova%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19767873
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A estimulacdo de secre¢do de catecolaminas por cafeina ocorre através de
mobilizacdo de calcio proveniente de estoque citoplasmatico (ROUSSEAU, 1988). A
cafeina é capaz de elevar a frequéncia de abertura de canais de ions calcio
presentes no reticulo endoplasmatico, gerando aumento da concentracdo desse ion
no citoplasma e consequentemente, induzindo a secregdo de catecolaminas
(GARCIA et al.,, 1995). Como mostrado na figura 17C, nenhuma alteracdo na
secrecdo de catecolaminas, foi detectada apds 1 hora de exposicéo; no entanto os
animais expostos por 3 horas, 3 noites e 10 noites a radiacdo eletromagnética,
apresentaram aumento da secrecdo de catecolaminas estimulada por cafeina
(Figura 17C e 17D). Esses dados sugerem que as células cromafins destes animais
estavam mais sensiveis aos estimulos desencadeados pelo efluxo de céalcio. Mesmo
sem alteracbes na secrecdo basal nos animais expostos por 3 e 10 noites, foi
observado aumento da sensibilidade ao efluxo de célcio e tal fato pode ser um
indicativo de adaptacéo do sistema fisioldgico. E importante ressaltar que os pools
intracelulares de calcio regulam a secrecdo de catecolaminas estimulada pela
entrada de calcio do meio extracelular (LARA et al., 1997; GARCIA, 1998) Ja a
auséncia de modificagdo no perfil de secrecdo estimulada apos a exposi¢cao por 1
hora, poderia ser explicada pelo fato de que esse curto periodo, 1 hora, ndo seja
suficiente para afetar processos de controle e estoque de célcio no reticulo ou
processos de sinalizacéo upstream.

Como esperado, apds 1 hora de exposi¢do, o nivel de glicose seguiu a
mesma tendéncia do perfil de secrecéo basal de catecolaminas encontrado, veja a
figura 18A. Os animais expostos por 1 hora apresentaram aumento no nivel de
glicose, o0 que esté relacionado com o0 aumento da secre¢édo basal de catecolaminas.
O nivel de glicose sérica € rapidamente e diretamente afetado pela secrecédo de
catecolaminas na circulacdo sanguinea (WANG et al., 2013), pois as catecolaminas
sdo responsaveis por promover glicogendlise nos musculos e figado (DUFOUR,
2009, YOUNG, 1985). Apo6s a exposicdo por 3 horas, ndo foi encontrada alteragéo
na glicemia dos animais (Figura 18A), apesar do aumento da secrecdo basal de
catecolaminas (Figura 17A), o que poderia ser explicado pela ocorréncia de
processo de contrarregulacéo ao excesso de catecolaminas secretadas. Quanto aos
animais expostos por 3 noites, nenhuma alteracdo de glicemia (Figura 18B) e

secrecdo basal de catecolaminas (Figura 17B). Porém, os animais expostos a RF-
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EMR por 10 noites apresentaram diminuicdo no nivel glicémico (Figura 18B),
enquanto que a secrecao de catecolaminas nao foi alterada (Figura 17B). Tais
resultados indicam a complexidade da relacdo entre a secrecao de catecolaminas e

glicemia.

O teste de cruz elevada nos permitiu avaliar o perfil comportamental dos
animais apos exposicao a radiacdo. Como representado na figura 19A, os animais
expostos por 1 e 3 horas apresentaram diminuicdo nao significativa da atividade nos
bracos abertos da cruz elevada, porém, as diferencas entre as médias dos grupos
expostos com seus respectivos controles foram, em ambos o0s casos, de
aproximadamente 20%, o que poderia ser relevante na indicacdo de resposta
biolégica, mesmo sem significancia estatistica. A atividade nos bracos abertos da
cruz elevada avalia a atividade inata de exploracdo de ambientes desconhecidos,
paralelamente a preferéncia pela busca de areas consideradas seguras (bracos
fechados) (WALF e FRYE, 2007). Quando em estado de ansiedade, os roedores
tendem a explorar os bracos fechados da cruz, evitando os bracos abertos, que os
sujeitariam a condicao de inseguranca (HOGG et al.,, 1996). Dessa maneira, tais
dados nos permitem sugerir que 0os animais expostos a radiofrequéncia, por 1 e 3
horas, apresentaram uma tendéncia ao estado de ansiedade, o que estaria de
acordo com o aumento do perfil de secrecdo basal de catecolaminas apds tais
periodos de exposicdo. Os resultados obtidos pelo teste de cruz elevada sé&o
similares aos encontrados por Narayanan et al., em 2013, porém, em seu estudo
foram utilizados diferentes protocolos de exposicdo. Apos a exposicao por 3 e 10
noites, ndo foram observadas diferencas na exploragdo dos bracos abertos, e,
considerando o perfil de secrecédo basal de catecolaminas, o qual também néo foi
alterado, sugerimos que tais animais ndo apresentaram estado de ansiedade (Figura
19B), o que indica que se houve alguma inducdo de estresse pela exposicado a
radiacdo por 1 ou 3 horas, esse efeito desaparece com exposi¢cdes mais longas,

reafirmando um processo de adaptacdo ocorrente em mamiferos.

O teste de esquiva inibitéria, utilizado para avaliar a consolidacédo de memoéria
de longo prazo (24 horas), revelou que apdés 1 hora de exposicdo, 0s animais
apresentaram tendéncia a melhora da memdéria, uma vez que uma grande parte dos

animais levou mais tempo para explorar a grade estimuladora (Figura 20A). Nao foi
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encontrada alteracdo da consolidagdo da memadria nos animais expostos a radiacao
eletromagnética por 3 horas e 3 noites, porém, foi observada diminuicdo no
estabelecimento de memoria nos ratos expostos por 10 noites, como representado
na figura 20. Diversos estudos tem mostrado que o aumento dos niveis de secrecao
de catecolaminas pelas adrenais pode aumentar a consolidacdo de memoria em
humanos e roedores (CAHILL e ALKIRE, 2003; GOLD, 2005; KOROL e GOLD,
2007), o que poderia explicar uma possivel melhora da memdéria dos animais
expostos a radiagdo por 1 hora. Mesmo ndo atravessando a barreira
hematoencefélica, as catecolaminas exercem controle de mecanismos periféricos
capazes de modificar o funcionamento cerebral, incluindo a j& mencionada
glicogendlise no figado e musculos, permitindo a melhora da meméria (GOLD, 2005;
KOROL e GOLD, 2007). Tal processo € possivel devido a habilidade que as
moléculas de glicose em chegar aos neurénios (STERNBERG et al., 1986, GOLD et
al., 1986, TALLEY et al., 2000), e afetar o estabelecimento de memadria em varias
regides do cérebro, tais como ventriculos laterais, septo medial, hipocampo e
amigdalas (RAGOZZINO et al., 1996, 1998, SCHROEDER e PACKARD, 2003;
KREBS e PARENT, 2005; PYCH et al., 2006; CANAL et al., 2005). Alguns estudos
tem também relatado, que a diminuicdo, aumento em excesso ou constante alto
nivel de secrecdo de glicose também podem prejudicar a formacdo de memoria
(KREBS e PARENT, 2005; PYCH et al.,, 2006; CANAL et al.,, 2005); e assim,
consideramos que o aumento do nivel de glicose no grupo exposto por 1 hora e a
diminuicdo nos animais expostos por 10 noites, estdo relacionados a melhora e

prejuizo no estabelecimento de memdria de longo prazo, respectivamente.

Diante dos dados aqui apresentados, podemos sugerir que a radiagédo emitida
por aparelhos celulares que operam nas mesmas condi¢des dos aparelhos utilizados
neste trabalho podem afetar o funcionamento de tecidos do sistema nervoso e
enddcrino; porém, estudos mais detalhados ainda sdo necessarios para o melhor
entendimento dos efeitos da RF-EMR sobre a o processo de sinalizacdo intracelular
em células do hipotalamo e hipdfise, secrecdo de catecolaminas, controle da
glicemia, inducdo de ansiedade e formacdo de memoria de animais expostos e
sobre os efeitos da modificacdo do funcionamento do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal sobre as alteracdes da secrecao de catecolaminas aqui apresentadas.
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Também vale ressaltar que, em alguns casos, em gque pessoas que exercem
profissGes as quais exigem a utilizagédo constante de aparelhos celulares, ou
pessoas, que apresentam situacdes especiais de saude, como, por exemplo,
mulheres gravidas, podem ser mais afetadas por esse tipo de radiacédo, o que deve

ser considerado como indicativo de alerta.

6 CONCLUSOES

Os resultados que obtivemos neste modelo experimental nos permite afirmar que:

¢ Aradiacao é capaz de atravessar tecidos como cérebro, 0sso e pele do cranio

de ratos;

¢ Na&o houve aumento da temperatura dos tecidos, cérebro, 0sso e pele, apos a

exposicao a radiacao eletromagnética de radiofrequéncia,

e A via de sinalizacdo das MAPKs é alterada em células hipotalamicas, mas

nao ha modificacdo em tal via, em células hipofisarias, apds a exposicao;

e Os niveis de fosforilacdo de MEK 1/ 2 e ERK 1/ 2 séo alterados em células

hipotalamicas de animais expostos por 1 hora;

e Ap6s 3 horas, 3 noites e 10 noites, é observada alteracdo somente no nivel

de fosforilagéo das enzimas MEK 1/ 2, em células hipotalamicas;

e Nenhuma alteragéo no nivel de fosforilagdo das enzimas MEK 1 /2 e ERK 1/

2 € observada em células hipofisarias;

e A radiacdo eletromagnética promove aumento da secrecdo basal de

catecolaminas em animais expostos por 1 e 3 horas;
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e A radiacdo promove aumento na secrecdo de catecolaminas, estimulada por

cafeina, em animais expostos por 3 horas, 3 noites e 10 noites;

e ApOs a exposicado dos animais por 1 hora, é observado aumento de glicemia,

porém, apos 10 noites, ocorre diminuicao;

e A radiacdo ndo promove comportamento de ansiedade nos animais expostos

de quaisquer grupos;

¢ A radiacdo nado afeta a consolidacdo de memdria de longo prazo nos animais
expostos por 1 hora, 3 horas ou 3 noites, porém, é observada diminuicdo na
mem©éria dos animais do grupo exposto por 10 noites;

e A radiacdo emitida por telefones moveis pode modificar a fisiologia de ratos
Wistar.
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