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RESUMO

O avanco da tecnologia e o aumento significativo das redes de
radiofrequéncias e telecomunicacgfes, faz com que, cada vez mais, as
pessoas figuem expostas e imersas em campos eletromagnéticos, cujos
efeitos aparentam ser controversos e parametro-dependentes, e a curto
prazo podem n&o representar um risco iminente quando aplicados de
forma controlada, no entanto, como estes comportar-se-80 com a imerséo
de formas crbnicas em nosso cotidiano é inconclusivo e sem estudos
suficientes. Por outro lado, os campos eletromagnéticos de ondas curtas
(27,12 MHz) representam uma alternativa nos tratamentos com
eletroterapias para algias e processos inflamatorios, que atingem milhares
de pessoas pelo mundo. Este trabalho realizou aplicagdo do campo de
ondas curtas em trés grupos de ratos wistar divididos pelos tempos de
exposicdo diario em 15, 30 e 60 dias consecutivos e seus controles, foi
estudado os efeitos que os campos eletromagnéticos podem gerar nos
testiculos e sobre a espermatogénese. Com esta irradiacdo observou-se
mudancas principalmente sobre as células de Leydig e uma varia¢do na
dosagem de testosterona entre os grupos, bem como uma diminuicéo do
peso da prostata a longo prazo. Embora ndo tenham ocorridas alteracfes
nos pesos testiculares e nenhum indicativo de lesGes na analise

histopatolégica com a microscopia Optica.

Palavras-Chave: Campos Eletromagnéticos, Ondas-Curtas, Radiacao

N&o lonizante, Espermatogénese, Testosterona, células de Leydig.



ABSTRACT

The advancement of technology and the significant increase in radio
networks and telecommunications, causes, increasingly, people are
exposed and immersed in electromagnetic fields, the effects appear to be
controversial and parameter-dependent, and short-term can not represent
an imminent risk when applied in a controlled manner, however, as these
will behave with the immersion chronic forms in our daily lives is
inconclusive and without sufficient studies. On the other hand, the short-
wave electromagnetic fields (27.12 MHz) represent an alternative in
treatment with electrotherapies for pains and inflammatory processes that
affect millions of people worldwide. This work conducted application of
short wave field into three groups of Wistar rats divided by daily exposure
times of 15, 30 and 60 consecutive days and controls was studied the
effects of electromagnetic fields may generate the testes and on
spermatogenesis. With such irradiation observed changes primarily on
Leydig cells and a variation in testosterone dose between groups, as well
as a reduction in long-term prostate weight. Although no alterations in
testicular weights and no indication of lesions histopathology with optical

microscopy.

Key-Words: Short-Wave, Non-lonizing Radiation, Spermatogenesis,

Testosterone, Leydig cells.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos vem sendo observado que varios segmentos da
sociedade estdo expostos cada vez mais a reagfes quimicas e agentes
fisicos de origens exdgenas, ocasionando subfertilidade entre 10 e 17 %
dos casais em fase reprodutiva durante algum periodo de suas vidas
(EBISCH et al., 2007), especialmente o sistema reprodutor masculino que
mais é vulneravel a tais agentes, sendo responsaveis por 20% dos casos
de esterilidade (WINKER e RUDIGER, 2006). Os fatores externos podem
gerar disturbios reprodutivos (KUMAR, 2004). O conjunto de causas da
reducédo da fertilidade masculina pode estar relacionado ao estilo de vida
e fatores ambientais (AGARWAL, et.al., 2001).

Os avancgos das pesquisas cientificas aumentam a especificidade e
a confianca nas andlises relacionadas aos efeitos dos campos
eletromagnéticos (CEM) em tecidos biolégicos. No processo de evolucdo
tecnolégica e eletrbnica, criam-se verdadeiros mares de ondas
eletromagnéticas cuja imersdo e exposi¢ao dos individuos estao cada vez
mais intensas e crbnicas. Esta malha eletromagnética gerada por
computadores, redes de alta tensdo, sistemas de radio e wireless, ou
mesmo, nas formas de imagens de ressonancia para avaliagdo médica,
bem como, na terapéutica por eletroterapia, termoterapia com o efeito das
frequéncias de ondas curtas (com ou sem efeito da diatermia) e micro-
ondas (MESSIAS, 2011).

A aplicacao e o estudo dos CEM apresentam, de forma extensa uma
grande variacdo de frequéncias, desde as muito baixas, como as
observadas pelas correntes elétricas, gerados por equipamentos caseiros,
até os campos de alta frequéncia produzidos pela telefonia celular. O que
as pesquisas demonstram s&o informagfes controversas e conflitantes
sobre os efeitos que os campos podem causar nos tecidos bioldgicos.
Embora o uso dos aparelhos celulares em estado de espera proximo as
regides testiculares, ndo apresentarem correlacdo aparente com o0s
tumores em canais seminiferos, seminomas (HARDEL et al.,2007), que

segundo Hardell et al. (2007) ndo descarta que o0 uso cronico ou os CEM



intercorrentes por periodos duradouros possam causar canceres, em
regides corporais como préximo aos testiculos ou mesmo ao encéfalo, uma
vez que em estudos pregressos estes autores encontraram associagfes a
alteracdes em sistemas nervosos, logo ndo descartando tais hipoéteses.

Ha diversas publicacbes conflituosas referentes aos riscos
causados por telefones celulares e redes Wi-fi, Segundo Marcilio et al.
(2009), diversas patologias aparentam estar associadas a exposi¢cao aos
CEM, dentre elas, a leucemia em criancas e adultos, bem como, tumores
no sistema nervoso central. Ja Balbani e Krawczyk (2011), relatam que nao
encontraram dados consistentes em seus estudos em relagdo aos danos
causados pelo uso de celulares, porém, relataram alteracdes no
comportamento nos individuos, inclusive disturbios no sono.

Estudos mostraram que ha efeitos carcinogénicos e alteracdes
bioguimicas em ratos Sprague-Dawley, apos a aplicacdo de CEM de
frequéncias extremamente baixas (100 e 500 microT) (AKDAG et al.,
2007). Em sua revisdo Krueger-Beck et al. (2010), mostraram que 0s
parametros aplicados com campos elétricos mais utilizados sédo de
duracao de pulso de 65 pys a 100 ps; intensidade de aproximadamente 1
mA,; frequéncia de 0 a 250 Hz. No entanto para estudos sobre a intensidade
dos campos magnéticos (CM), utilizam-se preferencialmente os campos
com intensidade de campo de 4,35 uT a8 T e frequéncia entre 0 e 54 GHz.

As ondas eletromagnéticas de ondas curtas, da ordem de
27,12MHz, usadas como recursos terapéuticos, podem vir a apresentar
além do efeito da radiacdo, um efeito de aquecimento tecidual (diatermia)
associado ao campo que pode gerar estresse tecidual e ativar algumas
proteinas de choque térmico. Desta forma, levantam-se davidas quanto a
aplicacdo, dosagem e seguranca do equipamento, sobre qual o melhor e
mais seguro modo de aplicagdo, se no modo continuo ou pulsado. As
Ondas Curtas (OC) apresentam respostas terapéuticas, entdo surgem
novos questionamentos sobre quais as respostas, a curto e a longo prazo
de irradiacdo podem se apresentar nos tecidos vivos, ou mesmo, quais
respostas sdo observadas em estruturas teciduais distintas
(SHIELDS,2003; 2004).



Uma vez que Kotnik (2000) em seu estudo, indica um maior
potencial de dissipacao de energia tende a ocorrer dentro das membranas
afetando principalmente a sinalizagéo celular ou mesmo a fungéo dos
receptores de membrana. Sdo mais utilizados para estudos dos campos
eletromagnéticos, as frequéncias das ordens de MHz a GHz, o que pode
vir a gerar alteracdes bioguimicas e biofisicas alterando as estruturas e

funcionamento celular.

1.1. Revisdao Bibliografica

1.1.1. Fundamentos da espermatogénese

A reproducdo € um evento fundamental para a perpetuacdo das
espécies animais, para tal, o testiculo precisa de um bom funcionamento e
gue os tecidos passem por um processo de maturacdo dos testiculos e
promova a espermatogénese. Logo, € preciso que uma complexa e
intrinseca relacao entre aspectos do codigo genético e suas interconexdes
entre as células somaticas e reprodutivas acontecam (VERHOEVEN, et
al., 2007).

A espermatogénese necessita de uma rede de interrelagbes
neuroendocrinas com fungdes endocrinas, paracrinas e autdcrinas
(ROSER, 2008). E que em ratos estas geram um ciclo que apresenta 55,6
dias onde ocorrem as diferenciacdes das células germinativas do epitélio
seminifero (FRANCA, 2005). O processo espermatogénico apresenta uma
subdivisdo em trés fases: (a) Fase inicial, que é a fase proliferativa ou
espermatogonial, ocorrem séries de divisbes mitéticas das
espermatogénias; (b) em seguida a fase meiotica ou espermatocitogénica,
cujos eventos nucleares importantes como duplicacdo do DNA e a
recombinacéo génica ocorrem, também ocorrem duas divisdes para formar
as espermatides (células haploides); (c) e por fim, fase de diferenciacéo ou
espermiogénica, onde ocorreram diversas alteracfes nas espermatides,
afim de formar os espermatozoides (SHARPE, 1994; FRANCA et al.,
2005).



Para melhor entendimento do processo de divisdes e diferenciacdes
celulares foram estabelecidos os estadios, que séo classificados por sua
morfologia tubular, diferenciadas em oito estadios para todas as espécies
(BERNDTSON, 1977; FRANCA et al., 1998) ou pelo analise do sistema
acrossémico (LEBLOND e CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990), na
qual, o numero de estddios varia para cada espécie, sendo espécie—
especifico com controle genotipico de cada célula germinativa (FRANCA
et al., 1998; FRANCA et al., 2005).

Ha dois tipos de células que sédo fundamentais no processo da
espermatogénese, a primeira sdo as células de Sertoli, estas funcionam
como uma base desde a membrana adlumial do tdbulo seminifero, cuja
forma um arcabouco estrutural para as células da linhagem espermatica,
servindo as células espermaticas 0s nutrientes necessarios e como
suporte estrutural. As células de Sertoli sdo influenciadas por horménios,
como o hormdnio foliculo estimulante (FSH) e a testosterona estes atuam
na divisdo, na diferenciacdo e na maturacao das linhagens espermaticas
até a liberacdo dos espermatozoides inativos no lumen tubular (GUYTON,
2006).

As células de Sertoli auxiliam no transporte dos espermatozoides,
maturacdo espermatica e auxiliam na funcdo epididimaria. Dentre os
mecanismos de regulacdo que as células de Sertoli atuam, ainda ha acao
sobres as células musculares lisas, vasos sanguineos e células
peritubulares midides, bem como, uma direta interacdo com as células de
Leydig. (SHARPE, 1994; FRANCA et al., 1998). As células de Sertoli
localizam-se nos tubulos seminiferos, e formam parte da tanica propria
atuando a partir das jungdes do tipo “gap” e jungdes de ocluséo (LUI e
CHENG, 2007). Elas formam uma barreira que é denominada barreira
hemato-testicular (BHT), esta promove um microambiente imunoprotegido,
fundamental para o desenvolvimento do processo espermatogénico A BHT
divide o epitélio seminifero em dois compartimentos. No primeiro desses
observam-se as espermatogonias e 0s espermatécitos primarios na fase
inicial da profase meiotica (compartimento da membrana basal) e um outro

compartimento, o adlumial, onde encontram-se 0s espermatocitos



primarios a partir da fase de zigoteno, espermatdcitos secundarios e
esperméatides. (SHARPE, 1994; FRANCA et al., 2005).

Outro tipo celular fundamental séo as células de Leydig, localizam-
se no intersticio e tem acdes fundamentais para a reproducédo, como a
producédo de andrégenos a partir da molécula de colesterol (VERHOEVEN,
et al., 2007). Estas células sdo mediadas pela estimula¢cdo por hormdnio
luteinizante (LH), e este horménio é regido por um processo de
retroalimentacdo negativa realizada pela testosterona no hipotalamo
(ROSER, 2008).

A principal funcdo das células de Leydig é a producdo da
testosterona e a diidrotestosterona, principalmente nas células de Leydig
maduras, pois estas apresentam um aumento das organelas, como o
reticulo endoplasmaético e as mitocondrias, para producéo dos esteroides
e reducdo citoplasmatica (SHAN, 1992), a testosterona atua em células do
testiculo que apresentam receptores androgénicos (AR), como nas células
de Sertoli, células mibides, células musculares lisas dos vasos e nas
préprias células de Leydig, essa testosterona testicular esta diretamente
relacionada a diferenciacdo do trato genital masculino e da genitalia
externa na fase fetal, aparecimento dos caracteres sexuais secundarios,
manutencdo quantitativa da espermatogénese a partir da puberdade e
manutencdo funcional das glandulas sexuais acessoérias e epididimo
(LUKE e COFFEY, 1994; SHARPE, 1994; ROSER, 2008). (Figura 1)
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Figura 1. Espermatogénese.Fonte:www.images.slideplayer.com.br/1/287348/slides/slide



1.1.2. Fundamentos do eletromagnetismo

Os campos sao gerados quando as cargas elétricas sdo colocadas
em movimento estas produzem um campo eletromagnético que promovem
corrente elétrica (INTERNATIONAL COMISSION ON NON-IONIZING
RADIATION PROTECTION, 1998; BOORMAN et al., 1999). A producéo
do campo eletromagnético € proveniente das correntes elétricas
alternadas, este pode ser representada por ondas do campo descrita como
um modelo de onda plana (figura 2), possuem vetores de campos elétricos
e campos magnéticos com direcdes perpendiculares entre si e com fases
simétricas (FREY, 1995; HALLIDAY, 1996).

B _ Campo elétrico

oIy /al
/7, /,f/'/ /§/
s 2/
- - + & 'l( ("/ ‘fl .....
7 77
/S / Y/ o
Y P ’f’i 7 «’/, Dire¢do de
4%/); ¥ i F & propagagao

B (‘umpo magnético

Figura 2. Modelo de onda plana, onde o campo elétrico (E), e o campo magnético (B),
encontram-se em  formas  perpendiculares e de ondas semelhantes.
Fonte:www.fisica.ufmg.br/fopdist/oem

As radiacdes eletromagnéticas séo classificadas como ionizantes,
uma vez que apresentam o poder de interagir com a matéria podendo
remover elétrons dos atomos e desta maneira gerar a formacao de ions,
como por exemplo os raios-X, e parte da irradiacao ultra-violeta; a outra
classificacdo séo as radiacdes denominadas ndo-ionizantes, estas nao tém
energia suficiente para quebrar ligacbes atbmicas, ndo produzindo
ionizacdo dos atomos atingidos e fazem parte deste tipo de radiagdo os
demais espectros eletromagnéticos (LIN, 1994; LEE et al., 2004; GENUIS,
2008) (Figura 3)
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Figura 3: Espectro de ondas eletromagnéticas. Fonte:if.ufrj.br/~micha/pesquisa/imagens/espectro.



O espectro eletromagnético classifica as frequéncias de onda desde
ELF (Frequéncia Extremamente Baixa), que possuem comprimento de
onda com aproximadamente 3x107 m, até os raios gama, cujo comprimento
de onda é de aproximadamente 3x10*® m, porém, as frequéncias mais
utilizadas rotineiramente variam das ELF, entre 3 Hz e 3 KHz; até as
microondas com aproximadamente 300 MHz de frequéncia (FREY, 1995;
SCHUZ e AHLBOM, 2008). (Figura 4)

Espectro de Radiacio Eletromagnética

Regiio Comp. Onda Comp. Onda Freguéncia Energia
(Angstroms) (centimetros) (Hz) (eV)
Radio = 10° =10 <3 x10% <107
Micro-ondas 10° - 10° 10 - 0.01 3x10%-3x10%? 107 - 0.01
Infra-vermelho | 10% - 7000 0.01-7x107 3x102_43x10" 001-2
Visivel 7000 - 4000 | 7x107-4x107 |43x10-7.5x 10" 2-3
Ultravioleta 4000 - 10 4x107 - 107 75x 10" -3 x 10V 3-10°
Raios-X 10 - 0.1 107 - 107 3x 10V -3x10%? 10° - 107
Raios Gama <0.1 <10° >3x 101 > 107

Figura 4: espectro de radiacdo eletromagnética. Fonte: smar.com/uploads/images/tl.png

O campo de ondas curtas (OC) é um dos mais utilizados como forma
de tratamento por fisioterapeutas, devido a este campo apresentar um alto
poder de penetracdo e por promover aquecimento profundo do corpo, pois
h& interacao entre o campo magnético e elétrico com as moléculas de agua
do organismo, sendo esta do tipo ndo ionizante da ordem de frequéncia de
27,12 MHz (KITCHEN, 1998). Os efeitos deste campo dar-se
principalmente ao alto poder de penetracdo do CEM desta frequéncia
(CIRELLI e MOREIRA, 2006).

A terapia por ondas curtas € bastante utilizada por atingir areas mais
profundas enquanto os campos de micro-ondas séo escolhidos para areas
mais especificas e superficiais, a terapia por ondas curtas apresenta
eletrodos Indutivos e capacitivos (LEITJEB, 2010). A International
Commission On Non-lonizing Radiation Protection (ICNIRP) preconiza
como limites da taxa de absorcao (SAR) para todo o corpo de 0.4W/Kg. E



cerca de SAR = 10W/Kg para uma area especifica. A SAR € expressa na
formula:

SAR(W/Kg) = oE?/P.

Onde o é a condutibilidade do liquido e o rho (P) € a densidade do

liquido, e E os valores medidos do Campo.

1.1.3. Efeitos dos campos eletromagnéticos nos sistemas

bioldgicos

Com os avancos tecnoldgicos as redes elétricas e campos
eletromagnéticos estdo cada vez mais abundantes o que desperta o
interesse na comunidade cientifica em verificar quais interacdes e
alteracdes os varios campos, podem afetar os processos biolégicos.
Alguns estudos epidemiol6gicos alertam para 0s riSCos a exposi¢cao aos
campos desde os de baixa frequéncia 50 e 60 Hz (BLAASAAS et al., 2002;
KLIUKIENE; TYNES E ANDERSEN, 2004; DRAPER et al., 2005), até os
estudos com campos eletromagnéticos de aparelhos de telefonia mével da
ordem de 800MHz até certa de 2450GHz.

Alguns autores estudaram a relagdo entre tumores e canceres
envolvendo campos eletromagnéticos de diversas ordens de frequéncia,
como os estudos de baixa frequéncia que se relacionam a estas disfuncdes
celulares como a relagdo com aparecimento de diversas formas de cancer
(ERREN, 1997; HAKANSSON, 2002). A International Agency for Research
on Cancer (IARC) classifica os campos magnéticos entre 0 e 300 Hz
(Frequencias Extremamente Baixas) como possiveis agentes
carcinogénicos para humanos (IARC, 2010). Segundo Marcilio (2009),
diversas patologias aparentam estar associadas a exposicdo aos CEM,
dentre elas, a leucemia em criancas e adultos e tumores no SNC, contudo,
0 aparecimento do cancer de mama, ndo esté relacionado a exposi¢ao ao
CEM de altissima frequencia. Também sdo estudadas outras alteragbes
mais aprofundadas como as andlises sobre a atuacdo dos CEM a niveis

celulares e moleculares, como o0s efeitos genotoxicos (alteracdes



cromossOmicas) e doencas neurodegenerativas (ESTECIO e SILVA, 2002;
IVANCSITS et al., 2005).

Algumas pesquisas vém demonstrando alterac¢des inibitérias nas
funcdes do sistema nervoso central como da glandula pineal e na secrecéo
de melatonina em diversas condicfes de exposicdo aos CEM (YELLON,
1994; WILSON et al, 1999; LEVALLOIS et al., 2001).

Em outro estudo demonstrando que a exposi¢ao crénica ao campo
eletromagnético da ordem de 835MHz, durante 3 meses, buscou-se
identificar alteracdes nos candis de Ca'?, por estes demonstraram
interferéncias na acao sinaptica e na apoptose, podendo tambem execer
influencia sobre aprendizagem; memoria; patologias no hipocampo, bem
como, nos astrocitos imunorreativos a proteina glial fibrilar acida (GFAP),
gue estdo associados com varias funcdes celulares (citoesqueleto, sinal
via de transducgédo, metabolismo), em sua pesquisa Maskey et al. (2010)
observou no grupo exposto uma perda de interneurénios e células
piramidais e de células granulares corticais. Além disso, um total aumento
do GFAP foi observado no hipocampo. A acao apoptética, indicou que esta

exposicao pode alterar a viabilidade celular.

O campo de Ondas Curtas (OC), apresenta efeitos analgésicos,
anti-inflamatérios, melhora a extensibilidade de tecidos colagenos, esses
efeitos associam-se principalmente ao alto poder de penetracdo do CEM
de 27,12MHz podendo ocasionar efeitos de elevacdo da temperatura por
interagdo com moléculas de agua e ions (CIRELLI e MOREIRA, 2006)

A relacéo do OC neste estudo inclui o fato do CEM ser aplicado em
regides lombares, quadril e joelhos; bem como, a proximidade dos cabos
e do aparelho da regido pélvica dos profissionais. Trabalhos evidenciam
gue os equipamentos utilizados mostraram valores de densidade
eletromagnética muito alto nas proximidades da pelve do terapeuta e dos
pacientes, entretanto a utilizacdo de gaiolas de Faraday aumenta
significativamente as intensidades de campo ndo sendo recomendado ao
uso (MESSIAS, 2011).



1.1.4. Efeitos dos campos eletromagnéticos no sistema

reprodutor masculino

Vérias frequéncias e densidade de campos apresentam diversas
respostas no sistema reprodutor masculino, aparentando um efeito “janela”
sobre as estruturas e fungdes testiculares e no ciclo germinativo. Jensen
et al., (2006), relatou haver alguns efeitos causados por radiagdes de baixa
frequéncia e ndo-ionizante.

Blaasaas et al. (2002) demonstrou que a exposicdo a CEM no
ambiente de trabalho, na presenca de campos de 50Hz Ocasionou um
aumento na incidéncia de deficiéncias congénitas na geracéo subsequente
no sistema nervoso central. No entanto, um grande niamero de pesquisas
vem constatando alguns efeitos adversos no sistema reprodutivo
masculino em decorréncia da exposi¢cado a campos elétricos e magnéticos.
No trabalho de Lee et al. (2004) apesar de n&o ter havido alteracéo no peso
do testiculo, ele demonstrou um aumento na incidéncia de morte das
células germinativas induzidas por apoptose.

Da mesma maneira a exposicdo a campos eletromagnéticos
emitidos por telefones celulares, provocou diminuicdo nos parametros da
espermatogénese e maturacdo de espermatozoides em ratos Wistar
adultos (MEO et. al., 2011). Em estudos com CEM de telefonias celulares
constatou-se a diminuicdo da quantidade de sémen de homens,
submetidos aos exames de infertilidade, como na contagem, morfologia e
viabilidade dos espermatozoides (AGARWAL et al., 2008)

A aplicacdo dos diversos tipos de Campos eletromagnéticos em
areas corporais distintas como sistema reprodutor, apresentam respostas
contraditorias, pois alguns autores submeteram os animais ao campo de
cerca de 1.850MHz por 1 hora por dia durante 11 semanas, e demonstrou
gue a frequéncia de radio pulsado de baixa intensidade emitida por um
telefone celular convencional ndo prejudicou a funcéo testicular em ratos
adultos. Da mesma forma a exposi¢ao subcronica, com dois tempos de 45

minutos de exposi¢cdo intervalado por 15 minutos, em um CEM de



848,5MHz né&o influenciou a contagem e a espermatogenese (RIBEIRO et.
al., 2007).

Segundo Kumar (2011), as espécies reativas de oxigénio (ROS)
podem surgir e estas sdo as responsaveis por respostas toxicas causando
efeitos na fisiologia da reproducdo, contudo, alguns dos agentes
antioxidantes (glutationa, peroxidadse, catalase, superoxido dismutase),
agem para combater o aumento da ROS. Colaborando com esta hipotese,
Kesari (2009; 2010; 2011) demonstrou em varios de seus estudos que 0s
efeitos da radiofrequéncia; micro-ondas e 0s pulsos magnéticos podem
estimular ou controlar a producéo de ROS agindo também como protetor
nos testiculos e cérebros.

Embora a radiacdo por radiofrequéncia possa causar danos nos
tecidos como alteracdes nas cascatas de sinalizacdo que podem contribuir
para formagéo de tumores. Kesari et al. (2010; 2011) tem demonstrado
tumores em células testiculares por identificar varios fatores como a
proteina kinase C (PKC), histona quinase, apoptoses, assim como
possiveis mudancas nos ciclo celular e reducdo da contagem de células
espermaticas. Desai et al., (2009) mostrou que o campo de
radiofrequéncia sugere a presenca de tumores podem afetar a enzimas
celulares como PKC, as concentracdes de Ca++ intracelular e gerar
estresse celular.

Al-Damegh (2012), identificou que alguns agentes como as
vitaminas C e E, aparentam um efeito protetor contra as alteracdes e
efeitos deletérios dos diversos CEM, por estes agentes reduzirem 0s
estresses oxidativos produzidos pelo CEM, quando comparados aos
grupos controles, em suas pesquisas, Al-Damegh, identificou que o CEM
por 15 a 60 minutos diarios por duas semanas. Demonstrou um aumento
significativo no didmetro dos tubulos seminiferos com uma interrupc¢édo do
ciclo de esperma no grupo exposto. Evidenciam-se que diversas
frequencias podem gerar alteragdes distintas com efeito “janela” e
parametro-dependente.



2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar a influéncia do CEM de 27,12MHz no sistema reprodutor.

2.2. Objetivos Especificos

a. Mensurar 0s pesos corporais e testicular;

b. Avaliar as proporc¢des volumétricas do parénquima testicular;

c. Determinar a morfologia das células da linhagem espermatogénica;

d. Contabilizar e quantificar a populacéo celular dos tubulos seminiferos no
estagio VII do ciclo do epitélio seminifero (CES);

e. Calcular o indice Gonadossomatico;

f. Observar alteracdes Histomorfometricas e histopatologicas;

g. Medir as areas dos tubulos seminiferos pela histometria computacional.

h. Calcular a populacdo de células de Sertoli

i. Avaliar os niveis de testosterona (T) plasmaética;

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var.
albinus), provenientes do biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Os animais foram mantidos em ambiente adequado com
temperatura controlada (23+2°C), em ciclo claro-escuro de 12 horas, com

agua e alimentacéo balanceada a vontade.



3.2. Delineamento Experimental

Os animais foram selecionados aleatoriamente 8 animais por grupo
e comecgaram a ser expostos ao CEM de 27,12Mhz a partir dos 90 dias de
vida. Os ratos machos foram separados para composi¢cdo dos seguintes

grupos experimentais:

l. Grupo de ratos expostos ao CEM durante 15 dias
consecutivos, sendo uma exposicao diaria de 15 minutos;

Il. Grupo de ratos controle, submetidos ao mesmo manuseio
durante 15 dias, porém sem a exposi¢cado ao CEM;

Il Grupo de ratos expostos ao CEM durante 30 dias
consecutivos, sendo uma exposicao diaria de 15 minutos;

IV.  Grupo de ratos controle, submetidos a0 mesmo manuseio
durante 30 dias, porém sem a exposi¢ao ao CEM;

V. Grupo de ratos exposto ao CEM durante 60 dias
consecutivos, sendo uma exposicao diaria de 15 minutos;

VI.  Grupo de ratos controle, submetidos a0 mesmo manuseio
durante 60 dias, porém sem a exposi¢do ao CEM.

O protocolo experimental utilizado no presente trabalho foi aprovado
pela comissao de ética do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
(DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e
legislacbes pertinentes (Proc. N° 23082.009449/2014/DMFA-UFRPE),
estando aprovado e de acordo com 0s principios basicos para pesquisa
envolvendo animais, pré-estabelecidos pela comissédo de ética no uso de
animais (CEUA) (N.° da Licenca. 089/2014).

3.3. Exposicdo aos Campos Eletromagnéticos

Os grupos experimentais foram expostos a CEM né&o-ionizantes do
tipo senoidal, variaveis no tempo, com frequéncia de 27,12 MHz,

Comprimento de onda de 11,02m; os campos eletromagnéticos foram



mensurados usando um teslometro (PHYWE-GERMANY) na sala de
experimentacdo, bem como nos sitios de aplicacdo entre as placas e 0s
animais, e a densidade de fluxo magnético foi variavel entre 21mT e 70
mT. Os grupos dos CEM foram irradiados por equipamento de emissao de
ondas curtas, da Marca BIOSET - Brasil, 2013, Thermowave, utilizando as
placas de silicone posicionadas em série abaixo dos animais a cerca de
3cm dos mesmos, os animais foram alocados sobre o espaco total de 54cm

entre as placas, de forma que o campo oscilasse 0 menos possivel.

Os animais foram contidos em recipientes plasticos devidamente
adaptados e que permitiam movimentacao dos ratos em seu interior, a fim
de reduzir o estresse do animal, e estes foram dispostos aleatoriamente
em grupos de trés animais, entre as placas. (Figura 5). As ondas do CEM
séo facilmente bloqueadas por portas, janelas e paredes, logo durante o
periodo de irradiacdo os animais controle foram mantidos da mesma
maneira e neste ambiente ndo se verificou a presenca do CEM. Observa-
se que os campos elétricos de baixa frequéncia tém pouco poder de
penetracdo em tecidos bioldgicos, enquanto os campos magnéticos

atravessam os tecidos biologicos mais facilmente (MARKOV, 2000).

Figura 5. Foto dos animais em experimento. a) equipamento gerador do campo de
27,12MHz; b) placa de capacitancia localizadas abaixo dos animais dispostas para gerar
melhor uniformidade do CEM,; c) animais acondicionados nos recipientes adaptados.



Os Valores recomendados pela Internation Commission on Non-
lonizing Radiation Protection (ICNIRP) que engloba a radiacdo do ondas
curtas de 27,12 MHz, tem como limite ocupacional 61V/m para campo
elétrico e 0,16A/m para o campo magnético (ICNIRP, 1998). A IRPA
(International Radiation Protection Association) coloca como faixa de
exposi¢cdo maxima 0,5 mT / 24 horas em um dia ou 5 mT / 2 horas ou
menos (SLINEY e PATTERSON, 2007). Outro fator subjetivo esta na
intensidade de campo variavel com a sensibilidade do paciente no caso da
terapia por ondas curtas (MESSIAS, 2011). Por ndo haver um limite pré-
estabelecido ou recomendado, as exposi¢cdes intermitentes aos campos
eletromagnéticos parecem ter melhores resultados quando comparado a
exposicdo ao CEM de maneira constante (RAMADAN et al., 2002). E
observado que a exposicdo ao CEM de Ondas curtas com emissdo de
forma constante também gera um efeito de diatermia, causando efeitos
biolégicos térmicos, por isso foi escolhido para este estudo o modo pulsatil
de campo a fim de tentar obter uma melhor estimulacdo e reduzir ou

impedir este efeito.

3.4. Analises histomorfométricas

A histopatologia e histometria testicular foram realizadas ap6s o
periodo de exposicao de 15, 30 e 60 dias consecutivos, momento no qual
os ratos de cada grupo foram heparinizados (Heparina Sodica 125
UI/100g), anestesiados com xilazina (10mg/ Kg) e cetamina (115mg/KQ)
em seguida foi feito o aprofundamento anestésico com tiopental sédico
(100 mg/Kg), logo apos os animais foram submetidos a perfusédo
intracardiaca com solucdo fisiologica de NaCl a 0,9%, acrescida de
heparina sodica (50 Ul/litro), por um periodo de tempo aproximado de 10
minutos. Apods a lavagem do sistema vascular, prosseguiu com a perfusao
por glutaraldeido a 4% em solucdo tampéao fosfato a 0,1M e pH 7,3 por
cerca de 10 minutos, uma vez que o glutaraldeido tem como objetivo

realizar fixagc&o superficial do material em relagéo aos outros fixadores para



gue os materiais sejam incluidos em material de resina a base de
metacrilato (RUSSEL et al., 1990).

Os orgédos como coracdo, pulméo, figado, baco, bem como, as
estruturas do sistema reprodutor (testiculos, epididimos, vesicula seminal
e préstata) foram removidos e pesados, entdo foram fixados na solucéo de
glutaraldeido utilizada na perfusdo por cerca duas horas. Um testiculo de
cada animal foi utilizado para as analises histopatologicas e morfométricas
em analises microscopicas, realizadas no Laboratdorio de Histologia do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal

Rural de Pernambuco.

Para inclusdo em resina plastica a base de glicol metacrilato
(LEICA), os fragmentos transversais do testiculo seccionados
aproximadamente em 2 mm de espessura, estes foram acondicionados em
imersdo em tampdo fosfato por 2 horas, sendo posteriormente
desidratados em série crescente de alcoois e incluidos na resina plastica.
Para analise da microscopia 6ptica foram feitos cortes histolégicos de 4 um
de espessura e as laminas receberam a coracao por azul de toluidina /
borato de sédio a 1% e em seguida foram analisados morfologicamente e
morfometricamente (BRINGEL et al., 2011).

O didametro tubular e a altura do epitélio foram medidas em aumento
de 100X, usando reticulo micrométrico linear (10 mm / 100 - Olympus)
calibrado com um micrdmetro padrdo. Para as medidas dos diametros
tubulares médios foram mensurados quinze tabulos seminiferos de cada
animal, selecionados aleatoriamente e 0s que apresentaram formas
redondas ou arredondadas, em diversos estagios do ciclo do epitélio
germinativo, bem como, a altura do epitélio seguiram 0s mesmos critérios
de selecao (utilizando-se os mesmos tubulos para mensuracdo. As areas
tubulares e as areas dos epitélios (estas foram obtidas pela subtraindo a
area luminal da &rea tubular), também foi realizada a mensuragdo com o0s
mesmos tubulos utilizados para determinar o diametro tubular. Para tal, foi

usado o programa de analise de imagens (IMAGEJ).

No testiculo pode-se dividir em dois compartimentos: tubular (neste

foram avaliados a tunica prépria, o epitélio seminifero e o lume); e



intertubular ou intersticial (nos qual foram investigadas as células de

Leydig, células do tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos).

Como a densidade do testiculo € de aproximadamente 1,03 a 1,04
(SILVA et al., 2006), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu
volume. O volume de cada componente do testiculo, expresso em pL,
foram obtidos pelos valores percentuais das densidades dos constituintes
tubulares (%) e o produto com o peso liquido do testiculo (mg). O valor
deste ultimo ser& obtido pela subtracdo de 6,5 % (referente a albuginea)
do peso testicular bruto (RUSSELL e FRANCA, 1995).

ATTAL e COUROT, (1963); DORST e SAJONSKI, (1974),
empregaram a férmula para expressar o comprimento total dos tabulos
seminiferos (CT) por testiculo, em metros, esta medida foi delineada a
partir dos valores do volume ocupado pelos tdbulos seminiferos no
testiculo e pelas medidas do diametro tubular médio obtido para cada
animal, Para este calculo obtiveram-se o0 volume total dos tubulos
seminiferos (VTS), e dividi-lo pela area da seccéao transversal dos tubulos
seminiferos (TTR? ; sendo o R = diametro tubular/2). Tal formula expressa-

Se comao:

VTS

CT =
T R?

Para a andlise do parénquima testicular, os dados volumétricos
foram obtidos usando contagem de pontos por alocacao sistematica de
graticula micrométrica (Olympus) foram contabilizados aleatoriamente
6615 pontos para cada animal, divididos a partir uma contagem de 441
pontos de intersec¢do sobre a preparacdo histoldgica do testiculo em
aumento de 400X.

Para medicdo dos diametros nucleares utilizou-se do reticulo
micrométrico linear (10 mm / 100 - Olympus) adaptado a uma das oculares
de 10X e acoplada a objetiva de 100X, propiciando um aumento final de
1000X.

Para analisar o epitélio germinativo foi escolhido o estagio VII do

ciclo germinativo do rato, segundo a classificacdo de acordo com o método



acrossbmico de Russell et al., (1990), foi o escolhido para estimar os
diferentes tipos celulares que comp&em o epitélio seminifero (figura 6),
neste estagio foram realizadas as contagens dos nucleos das células
germinativas e de nucléolos das células de Sertoli. Nestas, utilizou-se 5
seccOes transversais de tubulos seminiferos para cada animal. Os ndcleos
dos seguintes tipos celulares foram contabilizados: espermatdcitos |, na
fase de pré-leptoteno/ leptéteno (SPT | PI/L); espermatdécitos |, na fase de

paquiteno (SPT | P); espermatides arredondadas (SPD Ar); nucléolo de

células de Sertoli.

Figura 6. Fotomicrografia 6ptica de testiculo de ratos Wistar adultos. Na figura 6A, notar a presenga
de tlbulos seminiferos no estagio VIl do ciclo do epitélio seminifero (seta). Aumento de 100x, azul
de toluidina borato de s6dio. Observar na figura 6B, detalhe do intertbulo (seta) delimitado por
tubulos seminiferos em diferentes estagios do ciclo do epitélio seminifero. Aumento de 100x, azul
de toluidina borato de sddio.

As contagens das células germinativas, como as espermatogébnias
do tipo A cujas apresentam nucleos ovoides, tiveram o valor utilizado obtido
pela média entre diametro nuclear maior e menor. No caso dos nameros
de células de Sertoli, contabilizadas apenas as células com os nucléolos
visiveis, foram corrigidos para o didametro nucleolar e espessura do corte
histolégico, utilizando-se a formula de Abercrombie (1946) que foi
modificada por Amann e Almiquist (1962), sendo o diametro nuclear médio
(DM), a média dos diametros de 10 nudcleos do tipo celular, para cada

animal;

Espessurado corte

2 2
Espessurado corte+ (D'Zl j - ( DIZI ]

Numero corrigido= contagem obtida x




Para a populacao total de células de Sertoli por testiculo, realizou-
se a corre¢do do numero de nucléolos de células de Sertoli por seccao
transversal de tubulo seminifero no estadio VII e do comprimento total de
tubulos seminiferos por testiculo, segundo a férmula empregada por
Hochereau-de-Reviers e Lincoln (1978), na qual o Numero corrigido de
células de Sertoli é igual ao produto do Numero de células de Sertoli por
testiculo (nimero CS Testiculo) pelo Comprimento total de tubulos
Seminiferos (um) (Comp. Tot. Tub. Sem.) e também multiplicado pelo
Numero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢ao transversal
(Num. Cor. Nucl. CS Sec. Transv); em seguida dividindo-os pela espessura
do corte (um), é representada pela formula abaixo:

Comp. Tot. Tub. Sem. x Num. Cor. Nucl. CS Sec. Transv.

NUmero CS Testiculo =
Espessura do Corte

O célculo da producdo espermatica diaria por testiculo (PED =
producdo espermatica diaria) foi obtida de acordo com Rocha et al. (1999)
e Silva Jr. et al. (2006), nas quais a PED é igual ao N° Total CS Testiculo
= Numero total de células de Sertoli por testiculo multiplicado pela
proporcao de espermatides arredondas no estagio VIl e pela frequéncia
relativa do estagio VII; divididos pela duracdo dos estagios em dias,

consoante a formula descrita:

N° Total CS Testiculox Prop. AR x Freq. R el. Est.VII
Duracao do EstagioVll

PED =

3.5. Histometria Computacional

As areas dos tubulos seminiferos foram medidas em aumento de
100X, através do uso de um programa computacional biométrico. A area
perimetro médio para cada animal foi obtido a partir da mensuragéao de

guinze tubulos seminiferos, em diversos estagios do ciclo do epitélio



seminifero, escolhidos aleatoriamente, com perfis redondos ou
arredondados. Apds a confeccdo das laminas de fragmentos do tecido
testicular, foi realizada a captura da imagem através de um microscopio
optico LEICA DM500, acoplado a uma camera filmadora digital LEICA
ICC50, conectada a um microcomputador. Para medicdo da area e
perimetro dos tubulos seminiferos utilizou-se do sistema computacional
para afericdo biométrica IMAGELAB 2000°.

3.6. Analise da Testosterona Plasmatica

As amostras de sangue foram colhidas por punc¢ao na convergéncia
das veias cava cranial e caudal, dessoradas por centrifugacédo e
acondicionadas em recipientes plasticos Eppendorf (dois por amostra). O

material sorologico foi conservado em freezer doméstico a —20°C.

Na avaliacdo da dosagem de testosterona, pelo método de enzima-
imuno-ensaio (ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), com
leitura de absorbancia em 405 nm, conforme descritos por Brown et al.
(2004). Desta forma foi feito inicialmente 66,7ul do anticorpo (Polyclonal
anti-testosterona R156/7, Coralie Munro, University of California, Davis,
USA.) foi diluido em 5 ml de tampao (coating buffer; Na2COs, NaHCOs,
H20 ultra pura, pH ajustado para 9,6) e 50ul desta solucdo de anticorpo
foram adicionados em cada poc¢o da placa (NUNC Immuno TM plates,
Maxisorp). Posteriormente, a placa foi coberta com selador plastico e
mantida a 4°C por no maximo 12 horas.

Em seguida elaborou-se a curva padrdo, séries de diluicbes de
250ul do padrédo de concentragcdo 600 pg/50ul de testosterona (17-
hydroxy-4-androsten-3-one, Steraloids, Sigma A6950) até a concentracao
de 2,3 pg/50ul, em 250ul de solucdo de ensaio de ELISA (NaH2POgy;
NazHPO4; NaCl; BSA - Sigma Aldrich, A7906; H20 ultra pura, pH ajustado
para 7,00). O horménio conjugado com a enzima HRP (Testosterone-
horseradish Peroxidase) também foi diluido (33,3ul em 5 ml da solucéo de
ensaio de ELISA).



A solucdo de substrato para ELISA foi concluida com um
combinando 40ul 0,5M H202, 125ul 40 mM ABTS (Calbiochem, ABTS™
Chromophore, Diammonium Salt) e 12,5 ml de solu¢do de substrato para
ELISA (4cido citrico; H20 ultra pura, pH ajustado para 4,00). Para cada
poco contendo o material do estudo ou controle, foi adicionado 100ul. As
placas foram cobertas e incubadas em temperatura ambiente e sob
agitagcéo (Multi-Pulse Vortexer; modelo 099A VB4, 50 / 60Hz — Glass-Cols),
até que a densidade 6ptica dos pocos zero fique entre 0.9 e 1. Entao,
procedeu-se com a leitura no leitor de microplacas (TECAN). Para evitar
maiores desvios as amostras foram lidas de forma duplicada mantendo o
coeficiente de variacao intra e inter-ensaio menor do que 10%. Os niveis
plasmaticos da testosterona dos animais foram medidos em nMol/L, ng/mL

e pela relacédo entre concentracao e volume (CV%) do horménio.

3.7. Andlise estatistica

Foi realizada a verificacdo da tendéncia de normalidade, ou seja, se
a populacdo obtida segue uma distribuicdo Gaussiana, O teste de
normalidade foi realizado pelo programa computacional INSTAT PLUS,
(Copyright® StatSoft, Inc., 2001). Dependendo da tendéncia normal dos
resultados obtidos, utilizou-se dos testes ndo paramétricos. Em virtude da
normalidade dos dados, se procedeu a realizacdo dos testes estatisticos
para verificacdo de diferencas significativas entre as médias dos grupos
experimentais, estes testes foram realizados no programa computacional
InStat (GraphPad Software, Inc., 2000). O teste de Mann-Whitney foi
utilizado entre as amostras e seus controles. Na avaliacdo das médias
intergrupos foi utilizado o teste de Turkey. Em todas as analises realizadas,
os dados foram expressos através de estatistica descritiva de tendéncia de
centralidade e dispersdo (média e desvio padrao). O tratamento estatistico
foi delineado com nivel de significancia para p < 0,05. Os graficos foram

confeccionados no programa Microsoft® Office Excel, 2013.



4. RESULTADOS

4.1 Peso Corporal

De acordo com os resultados de peso corporal expostos na figura 7
e na tabela 1 (no anexo 4), observou-se que este parametro nao sofreu
influéncia da exposicdo ao CEM durante 15 dias em relacdo ao grupo

controle.
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Figura 7. Peso corporal de ratos Wistar machos submetidos a CEM durante o periodo de
15 dias. Marcador branco animais expostos; marcador preto animal controle, ndo houve
mudanca significativas nos pesos dos animais.

Por outro lado, se observou que a exposi¢cdo ao mesmo CEM por 30
dias promoveu aumento do peso corporal nos animais expostos. Ao final
do periodo de trinta dias de exposicdo foi encontrada uma diferenca
extremamente significativa entre grupos (ratos irradiados de 348.83 + 7.66;
e dos ratos controle de 333.96 + 5.88 ; p=0.0001). Demonstrado na figura
8. (tabela 2 no anexo 4)
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Figura 8: Peso corporal dos animais expostos pelo periodo de 30 dias (linha preta); e os

animais controle (linha cinza); ha uma tendéncia de aumento do peso médio dos animais
mais acentuado que dos animais controle.

Os animais apresentaram uma tendéncia a aumento do peso médio
dos animais dos grupos submetidos ao CEM durante 60 dias, este
comportamento permaneceu até proximo aos 30 dias e a partir dai a média
de peso destes animais apresentaram um comportamento de diminuicao
das médias do peso. Na figura 9 podemos observar o comportamento do
peso corporal dos animais submetidos ao CEM por 60 dias. Na
comparacao das médias diarias dos animais ndo se constatou diferenca

estatistica (tabela 3 no anexo 6).
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Figura 9: O gréfico mostra o acompanhamento ponderal dos animais durante 60 dias de
experimento, tendo os animais controle representado na cor cinza; e 0s animais do campo
representados na cor preta. Note uma tendéncia de aumento ponderal até meados dos 30
dias e depois uma reducgédo dos pesos médios dos animais do campo.



4.2 Testosterona plasmatica

Na analise dos niveis plasmaticos de testosterona, ndo houve
diferenga estatistica entre os animais tratados e seus respectivos controles
nos diversos periodos de exposi¢cdo ao campo eletromagnético (Tabela 4).
Embora tenha sido observada tendéncia de diminuicdo dos niveis de
testosterona plasmaticos entre os grupos tratados (figura 10), estes nao
foram estatisticamente significativos.

6
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Figura 10: Niveis de testosterona (ng/ml). Os grupos estdo organizados na figura da
esquerda para direita: Animais controle 15 dias (2,17 + 1,83); Animais CEM 15 dias (2,83 +
2,6). Animais controle de 30 dias (1,13 + 0,69); Animais CEM 30 dias (1,17+ 1,47); Animais
controle de 60 dias (0,65 * 0,65). Animais CEM 60 dias (1,06 + 0,94).

Tabela 4. Niveis de testosterona plasmatica (ng/mL)em ratos Wistar apds 15, 30 e 60 dias
de exposicao ao CEM de 27,12 MHz em exposi¢des de 15 minutos por dia (Média + desvio
padréo). * Estatisticamente significativo (p<0,05).

Controle Exposto

Exposicéo (n=8) (n=8) P
15 dias 2,17+1,83 2,83 = 2,60(25%) 0,99
30 dias 0,88+ 0,74 1,20 + 1,45(26%) 0,79

60 dias 0,65 + 0,65 1,06 * 0,94(39%) 0,20




4.3. Peso de 6rgéaos

O peso dos orgaos dos ratos Wistar expostos ao CEM durante 15,
30 e 60 dias estao registrados nas tabelas 5, 6 e 7 respectivamente. Nao
foram encontradas mudancas na pesagem dos 6rgdos apos os 15 e 30
dias de exposicdo ao CEM. Ao verificar os pesos dos 6rgdos apos 60 dias
de irradiacao, foi identificado reducéo significativa no peso da prostata

guando comparado aos demais animais.

Tabela 5. Peso em gramas de 6rgdos em ratos Wistar adultos submetidos a campos
eletromagnéticos de ondas curtas durante 15 dias (Média + desvio padréo). IGS = Indice
Gonadossomatico. Estatisticamente significativo (p<0,05).

Peso (g) Controle (n=8) Exposto 15 dias (n=8) P
Testiculo 1,62 £ 0,07 1,58 + 0,06 0,27
Liqguido do

testiculo 1,52 £ 0,06 1,48 + 0,06 0,28
Epididimo 0,63 +£0,05 0,62 + 0,04 0,87
Préstata 0,75+ 0,30 0,77 £0,13 0,27
Vesicula 1,49 £ 0,25 1,53+ 0,16 0,72
Seminal

IGS (x 10?) 4,70 + 0,53 4,60 + 0,59 0,95

Tabela 6. Peso em gramas de 6rgdos em ratos Wistar adultos submetidos a Campos
Eletromagnéticos de ondas curtas durante 30 dias. IGS = Indice Gonadossomatico.
Estatisticamente significativo (p<0,05).

Peso (g) Controle (n=8) Exposto 30 dias (n=8) P
Testiculo 1,63+ 0,25 1,69 + 0,20 0,67
Liguido do 1,53 + 0,23 1,58 + 0,19 0,87
testiculo

Epididimo 0,71 +£0,12 0,74 +£0,10 0,91
Prostata 0,74+ 0,19 0,83+0,13 0,33
Vesicula 1,81+0,43 1,88+ 0,28 0,95
Seminal

IGS (x 10?) 4,70 £ 0,40 4,60+0,51 0,93

Tabela 7. Peso em gramas de drgdos em ratos Wistar adultos submetidos a Campos
Eletromagnéticos de ondas curtas (27,12 Mhz) durante 15 minutos uma vez ao dia durante
60 dias (Média + desvio padrdo). IGS = indice Gonadossomatico. Estatisticamente
significativo (p<0,05).



Exposto 60 dias

Peso (g) Controle (n=8) (n=8) P
Testiculo 1,61 +0,16 1,56 + 0,24 0,53
Liquido do 1,50 + 0,15 1,46 + 0,23 0,52
testiculo

Epididimo 0,74 £ 0,05 0,78 £0,10 0,53
Prostata 0,81 +0,15 0,58 + 0,14 0.01*
Vesicula

Seminal 2,15+ 0,30 2,02+0,35 0,53
IGS (x 10°%) 4,30+0,44 4,40 + 0,29 0,92

A partir da analise dos pesos dos 6érgéos do sistema reprodutor nao
apresentou diferenca significativa na maioria dos orgaos, apos os periodos
de 15, 30 e 60 dias de exposi¢cdo. O peso da proéstata foi o Unico destes
gue se verificou uma reducéo apds o periodo de 15 e 60 dias de exposicéo,
sendo estatisticamente significativa nos animais irradiados por 60 dias

consecutivos (tabela 7).

Na analise dos testiculos, ndo houveram alterac¢des significativas nos
volumes dos componentes, no entanto verificou-se alteracbes
significativas na tunica prépria dos animais expostos aos campos
eletromagnéticos apods os 15 dias (tabela 8) e ap6s os 60 dias (tabela 10),
mas estas alteracdes ndo foram observadas quando contabilizado as

medidas nos animais expostos por 30 dias (tabela 9).

Tabela 8. Volume (uL) dos componentes testiculares de ratos Wistar adultos
submetidos a Campos Eletromagnéticos de ondas curtas (27,12 Mhz) durante 15
minutos uma vez ao dia durante 15 dias (Média * desvio padrdo). *
Estatisticamente significativo (p<0,05).

Controle (n=8) Exposto 15dias

ao CEM (n=8)
f’e‘*sstf’cﬂﬂouzg;’ do 1,52 £ 0,06 1,48 0,06 0,280
Tabulo seminifero 385,82 + 7,13 386,24 + 9,19 0,790
Epitélio seminifero 350,29 + 9,62 352,38 £5,88 0,870
Lume 33,50+9,74 30,71 £ 4,37 0,380
Tanica propria 2,01 +£0,77 3,14 + 0,46 0,003*
Células de Leydig 17,83 +£0,82 16,12 £ 0,82 0,270
Tecido Conjuntivo 1,17 £ 0,50 1,43 +0,93 0,870
Vasos Sanguineos 8,40 + 3,51 6,73 = 3,86 0,500
Espaco Linfatico 27,77 + 4,52 30,46 + 5,66 0,440



Espaco Intertubular 55,18 + 7,13 54,60 + 9,18 0,720

Tabela 9. Volume (uL) dos componentes testiculares de ratos Wistar adultos
submetidos a Campos Eletromagnéticos de ondas curtas (27,12 Mhz) durante
15 minutos uma vez ao dia durante 30 dias (Média * desvio padrdo). *

Estatisticamente significativo (p<0,05).

Exposto 30 dias

Controle (n=8) (n=8) P
a0 o 1,53+0,23 1,58 + 0,19 0,87
Tabulo seminifero 380,55 + 14,09 376,08 +£ 11,28 0,44
Epitélio seminifero 351,31 + 15,04 340,69 + 13,19 0,19
Lume 28,12 +12,25 33,95+ 5,80 0,44
Tlnica prépria 1,11 + 0,46 1,43+0,73 0,37
Células de Leydig 15,83 + 2,02 15,23 £ 2,92 0,57
Tecido Conjuntivo 3,84+191 3,57 +1,02 0,95
Vasos Sanguineos 9,15+ 4,62 11,09 £ 5,05 0,38
Espaco Linfatico 31.61+8,76 35,20 + 6,63 0,34
Espaco Intertubular 60,45 + 14,09 65,10 + 11,26 0,44

Tabela 10. Volume (uL) dos componentes testiculares de ratos Wistar adultos
submetidos a Campos Eletromagnéticos de ondas curtas (27,12 Mhz) durante 15
minutos umavez ao dia durante 60 dias (Média + desvio padrao). * Estatisticamente
significativo (p<0,05).

Exposto 60 dias

Controle (n=8) (n=8) p
Peso liquido do
testiculo (g) 1,50 +£0,15 1,46 £ 0,23 0,52
Tubulo
seminifero 392,21 + 7,66 389,13 + 18,80 0,95
Epitélio 359,43 + 12,38 361,25 + 24,98 0,39
seminifero
Lume 29,50 + 9,96 22,83 + 8,65 0,33
Tlnica prépria 3,28+ 0,61 5,04 +1,73 0,01*
Celulas de 16,50 + 2,54 17,19 + 3,28 0,99
Leydig
Tecido 224 +1,00 3,09 + 1,70 0,35
Conjuntivo
Vasos
Sanguineos 4,28 +2,79 3,88 £ 2,66 0,86
Espacgo Linfético 25,76 + 3,42 2751+17,84 0,28
Espaco 48,79 + 7,66 51,69 + 18,70 0,86

Intertubular




Nas tabelas 11, 12 e 13 podemos observar os dados referentes aos
parametros esperméticos apés 15, 30 e 60 dias de exposicdo, ndo se
observou alteragbes no didametro tubular, 4reas do tdbulo (exceto nos
animais expostos a 30 dias), epitélio germinativo, altura do epitélio nos

tempos estudados.

Ha tendéncia de aumento da producdo espermética quando
comparado aos seus controles. Por outro lado, constatou-se aumento
estatisticamente significativo da producdo espermatica por grama do

testiculo nos animais expostos durante 15 dias.

Tabela 11. Parametros morfométricos testiculares de ratos Wistar adultos submetidos a
Campos Eletromagnéticos de ondas curtas (27,12 Mhz) durante 15 minutos uma vez ao
dia durante 15 dias (Média + desvio padréo). * Estatisticamente significativo (p<0,05).

Exposto 15 dias

(n=8) P

Controle (n=8)

Comprimento tubular (m) 14,96 + 2,30 16,50 = 2,53 0,28

Diametro Tubular (um) 338,61 + 21,35 291,07 £ 81,05 0,10

Altura de Epitélio(um) 114,81+ 19,88 146,96 +33,05 0,10

Area tubular (um?) x 105 90,00 + 1,10 71,00 + 2,80 0,13
Area epitelial (um?) x 103 79,60 +1,28 75,40 + 1,06 0,72
C. Sertoli / secgéo transvers 5,43 + 0,36 5,51+ 0,39 0,44
Populacéo Sertoli x 108 20,00 + 3,20 51,00 + 8,20 0,19
ICS 8,10 + 1,56 8,40 £ 0,79 0,32
PED x 10¢ 12,00 £ 2,50 14,00 £ 2,10 0,09
PED/g x 10° 8,00+1,40 9,60 + 1,50 0,03*

Tabela 12. Parametros espermaticos de ratos Wistar adultos submetidos a Campos
Eletromagnéticos de ondas curtas (27,12 Mhz) durante 15 minutos uma vez ao dia durante
30 dias (Média + desvio padrdo).* Estatisticamente significativo (p<0,05).

Exposto 30 dias

Controle (n=8) (n=8) P
(Cn?)mp”me”to tubular 15,57 + 3,83 16,49 £ 2,72 0,440
Diametro Tubular (um) 331,21 + 16,90 324,50 + 14,57 0,380
Altura de Epitélio(um) 106,30 + 3,78 102,73+562 0,230
Area tubular (um?) x 105 86,00 + 8,40 82,00 + 7,40 0,390



Area epitelial (um?) x 103

C. Sertoli / seccéo
transversal

Populagao Sertoli x 108
ICS
PED x 10¢

PED/g x 10°¢

78,60 + 7,28
5,67 +0,44
22,00 + 6,00
8,53 + 1,66
14,00 + 3,00

8,90 +1,10

77,80 7,93
5,69+ 0,38
23,00 + 3,20
9,04 +£1,15
16,00 + 3,90

9,90 + 1,60

0,001*
0,750
0,640
0,570
0,450

0,230

Tabela 13. Parametros espermaticos de ratos Wistar adultos submetidos a Campos
Eletromagnéticos de ondas curtas (27,12 Mhz) durante 15 minutos uma vez ao dia durante
60 dias (Média + desvio padrdo). * Estatisticamente significativo (p<0,05).

Exposto 60 dias

Controle (n=8) (n=8)

Comprimento tubular (m) 15,18 £ 1,85 14,04 £ 2,23 0,39

Diametro Tubular (um) 335,97 + 18,88 341,97 + 13,66 0,69

Altura de Epitélio (um) 111,73 +£9,13 103,74 £ 4,63 0,15
Areatubular (um?) x 105 88,00+ 1,00 91,00 =+ 7,20 0,66
Area epitelial (um?) x 103 82,10 + 1,01 81,90 + 4,55 0,90
tcrafg\r/t(;! ; Isec‘?ao 5,72 + 0,29 5,78 + 0,37 0,68
Populacéo Sertoli x 10° 21,00+ 2,80 20,00 +4,30 0,46
ICS 8,38+1,15 9,21 +1,54 0,33
PED x 10¢ 13,00 £ 2,10 14,00 £ 2,70 0,25
PED/g x 10° 9,00 £ 1,40 9,50+1,70 0,53

4.4. Volumes e Populacdes de células de Leydig

As células de Leydig apresentaram um aumento de seus volumes,
sendo cerca de 45% de aumento para 0S grupos expostos por 15 dias,
31,6% de aumento por 30 dias de exposi¢do. No entanto os animais
irradiados por 60 dias continuos houve reducéo dos volumes das células
de Leydig em cerca de 36,2%. Conforme demonstrado nas tabelas 14, 15
e 16 e esquematizado na figura 11.

Os animais submetidos ao CEM apresentaram reducbes nas
populacdes totais e por grama de testiculo, das células de Leydig apés 15

dias (53,1%) e 30 dias (22%) de irradiacdo, mas ocorreu um aumento dos



numeros totais de células de Leydig em 65,5% ap0s o periodo de 60 dias
de exposicdo. Para a populacdo de células de Leydig por grama de
testiculo observou-se mudangas semelhantes nos parametros, uma
diminuicao destas populacées em 15 dias (37,8%) e em 30 dias (24,7%),
com um aumento desta populacéo por grama apos 60 dias de exposi¢cao
(67,8%). Valores observados nas tabelas sobre os volumes das células de
Leydig (tabelal4) e nas tabelas sobre as populacdes de células de Leydig
(tabelas 15 e 16 e representados nas figuras 12 e 13.
Tabela 14. Volume e populagio de células de Leydig de ratos wistar submetidos a CEM

de 27,12 MHz durante 15 dias. media + desvio padrdo.* Estatisticamente diferentes para p
< 0,05.

Grupo Controle Exposto por 15
(n=8) dias (n=8)

Volume das Celulas de  gy5 564 11398 12052+ 572,51 0,0370*
Leydig

Populacéo de células de 10,70+ 2,19 5,01+1,44 0,0002*
Leydig por testiculo (x107)

Populacéo de células de 7,07 +£1,32 3,38 + 0,96 0,0002*
Leydig por grama (x107)

Tabela 15. Volume e populacéo de células de Leydig de ratos wistar submetidos a CEM
de 27,12 MHz durante 30 dias. media + desvio padrdo.* Estatisticamente diferentes para p
< 0,05.

Exposto por 30
dias ao CEM P
(n=8)

884,35 + 221,73 1163,87 + 307,84 0,0002*

Grupo Controle
(n=8)

Volume das Célula de
Leydig

Populacéo de células de 6,50+ 1,70 5,04+ 1,88 0,19400
Leydig por testiculo (x107)

Populacédo de células de 4,20+ 0,73 3,16+ 1,05 0,03000*
Leydig por grama (x107)

Tabela 16. Volume e populagdo de células de Leydig de ratos wistar submetidos a CEM
de 27,12 MHz durante 60 dias. media + desvio padrdo.* Estatisticamente diferentes para
p <0,05.

Exposto por 60
dias ao CEM P
(n=8)

859,62 + 78,98 547,79 + 78,66 0,0003*

Grupo Controle
(n=8)

Volume da Célula das
Leydig

Populacéo de células de 6,65+ 1,51 11,01+ 4,56 0,0400*
Leydig por testiculo (x107)

Populacéo de células de 4,38 £0,77 7,35+ 2,13 0,0090*
Leydig por grama (x107)
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Figura 12: Populacgéo total de células de Leydig em animais expostos ao CEM de 27,12MHz
e seus respectivos Controles. (valores expressos em x107 ).
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ao CEM de 27,12MHz e seus respectivos Controles. (valores expressos em x107).

4.5. Andlise Histopatologica

A analise do parénguima testicular apresentaram poucas diferencas
entre 0s animais expostos e 0s seus respectivos controles, foi observado
um espessamento na tunica propria dos animais irradiados por 15 e 60
dias, no entanto ndo verificou-se nenhum achado que pudesse indicar
lesdo histolégica ou indicativo de patologias, como vacualizacfes,
formacdo de células gigantes, aspectos descamativos, neoplasias, ou
mudancgas nas concentragdes intertubular de vasos sanguineos, bem
como nao se identificou diminuigdo da area e altura do epitélio germinativo.

Demonstrado nas figuras 14,15 e 16 em anexo.



5. DISCUSSAO

5.1. Peso corporal e o campo eletromagnético

Alguns autores submeteram 0s animais aos campos
eletromagnéticos de diversas ordens e alguns deles avaliaram as
mudancas na pesagem dos animais, como Aydin et al. (2007) utilizou o
campo de 50Hz gerado por linhas de alta tens&o durante o periodo de um
a trés meses e nao identificou alteracdes do peso dos 6rgaos e dimensdes
do sistema reprodutor. Assim como o estudo de Tendrio et al. (2011a)
utilizando CEM de 60Hz e 1mT em exposi¢cdes diarias ndo identificou
mudanca ponderal em animais adultos. Neste estudo foi demonstrado que
embora tenha havido tendéncia de aumento nas médias de peso dos
animais expostos por 15 e 30 dias, e uma reducdo "‘da média do peso
corporal dos animais submetidos a periodos mais longos de exposi¢cao
mesmo esse ndo sendo estatisticamente significativo. Desta forma,
aumentando o tempo de exposi¢cdo diaria ou mesmo a utilizacdo da
emissao continua do campo eletromagnético de 27,12MHz e comprimento
de onda de 11,02mT poderia surtir maiores efeitos devido ao aguecimento
corporal produzido por este tipo de campo.

A tendéncia de variacdo corporal observada no presente
experimento, pode ter sido por influéncia em outros tecidos, como 0s
demais tipos de CEM também afetam outros sistemas, como muscular,
conforme Canata; Frieri e Pugliese, (1982) apud Tendrio et al. (2011b), ou
o proprio CEM de ondas curtas afetando o tecido 6sseo (MANJHI, 2009).

Neste trabalho ndo foi observada diferencas nos pesos testiculares
totais, ou nos pesos liquidos dos testiculos. O peso testicular fundamental
na funcdo reprodutiva, pois esta relacionada a producdo de
espermatozoides (FRANCA E RUSSELL, 1998). Tendrio (2010) embora
nao tenha observado mudancas no peso testicular, identificou mudancas
nos parametros espermaticos nos animais expostos, demonstrando que

outros fatores exdgenos podem estar relacionados ao estresse, como



choque térmico, e assim representar maior susceptividade do testiculo aos

efeitos da radiagdo dos campos eletromagnéticos.

A degeneracdao testicular pode se refletir como a deteriorizacdo da
estrutura testicular e consequentemente perda de sua funcédo (TURNER,
2007). Apesar da reducdo do peso testicular, alguns estudos néo
observaram mudancas na producdo de espermatozéides ou na eficiéncia
da espermatogénese (TENORIO, 2011a).

A reducado do peso testicular pode ser indicativo da debilidade da
espermatogénese observada nos animais expostos por 30 e 60 dias, no
entanto Tendrio (2013) concordou com os achados deste trabalho com a
irradiacdo pelo campo de 27,12MHz, onde no seu estudo em irradiagao
com 60Hz ndo observou mudanca significativa no peso testicular em ratos
adultos submetidos ao campo de baixa frequéncia desde o periodo da
gestacédo, no entanto sua pesquisa identificou alguns fatores que podem
comprometer a fertilidade.

5.2. AlteragOes na Pesagem da Proéstata.

A préstata é fundamental na reproducédo pois excreta os fluidos
necessarios para manutencdo do esperma (HAYWARD, 2000; WILSON
2002). Campos eletromagnéticos de 60Hz produziram alteracdes sobre as
células prostéticas, relacionadas ao crescimento celular e apoptose, sendo
um possivel agente indutor de cancer neste 6rgao (KOH et al., 2008).

Os animais submetidos ao CEM de 27,12 MHz apresentaram um
aumento do peso prostatico apds os 15 e 30 dias de irradiagéo, no entanto,
houve uma reducéo significativa do peso prostatico no animais apos os 60
dias de irradiagdo, em contraste, houve aumento da dosagem de
testosterona plasmatica neste periodo. Uma vez que a prostata € um 6rgao
androgeno-dependente, sendo assim depende da testosterona para seu
crescimento, diferenciacdo e manutencdo da estrutura e integridade
funcional; neste 6rgdo ocorre a conversdo da testosterona ao seu
metabdlito mais ativo, 5Sa-diidrotestosterona (LEE E JANULIS, 1998). A



perda de peso deste 0rgao pode estar relacionada com a reducdo dos
niveis de testosterona, embora neste estudo ndo foi observado esta
relacdo para os animais expostos apds 60 dias continuos.

5.3.Testosterona plasmética

Os niveis séricos de testosterona ndo diferiram com valores
estatisticos entre os grupos nos diferentes tempos de exposi¢cdo ao CEM.
Mas observa-se que os animais submetidos a 15 dias tiveram uma
tendencia de aumento de 25%, ja os animais expostos por 30 dias, tambem
tiveram tendencia de 26% de aumento, e os animais irradiados por 60 dias
observou-se um aumento de 39%. Os valores podem estar relacionados
com as alteracdes nas células de Leydig ou algum outro fator intrinseco do

testiculo como mecanismo compensatorio.

Alguns autores como Kato et al. (1994) ndo observaram alteracdes
nos niveis plasmaticos de testosterona em animais expostos ao campo de
50Hz de 1, 5 ou 50mT durante 6 semanas consecutivas. Ja na sua
pesquisa Forgacs et al. (1998) também estudando efeito dos campos
magnéticos de 50 Hz e 100 descobriu que estes podem estimular a
producédo de testosterona basal de rato em cultura primaria de células de
Leydig. No entanto, Al-Akhras et al. (2006), achou que em ratos machos
adultos expostos a 50 Hz de campo magnético, que os niveis de
testosterona diminuiram significativamente apenas apos 6 e 12 semanas
de exposicéo.

Ha uma relacao direta entre os niveis de testosterona plasmatica e
o volume das células de Leydig (EWING E KEENEY, 1993;. FRANCA et
al, 2005), uma vez que estas células apresentam grandes volumes de seus
reticulos endoplasmatico, tendo correlacdo entre sua estrutura e funcao
esteroidogénica (ZIRKIN et al., 1980).

Alguns estudos como o de Cleary (1995), demonstraram uma
atuacdo direta do CEM de baixa frequéncia na membrana celular,
influenciando no metabolismo celular, bem como nas respostas

intracelulares. Neste estudo essa atividade do CEM de 27,12MHz aparenta



ter efeitos semelhantes nas células intersticiais, mas nao nas células

intratubulares do epitélio seminifero.

5.4. Populacao e volumes das células de Leydig

As células de Leydig apresentaram aumento nos volumes celulares
e estas alteracbes podem ter ocorrido como um mecanismo compensatorio
para decorrente diminuicdo das populacdes totais e por grama de testiculo
destas células, esta relacdo foi observada nos periodos de exposi¢ao por
15 e 30 dias consecutivos.

Da mesma forma nos estudos de Tendrio (2013), os campos de
baixa frequéncia (60Hz), a testosterona plasmética ndo sofreu alteracbes
apos 15, 30 e 60 dias de exposicao, embora em condicdes fisioldgicas esta
testosterona esteja diretamente relacionada ao tamanho e ao niumero de
células de Leydig. Este mesmo estudo concordando com seus estudos
anteriores sobre campos de baixa frequencia a testosterona plasmatica
parece concordar com o volume das células de Leydig, que devido a
pequena variacdo deste hormdnio, parece nao ter interferido nestas células
em suas capacidades estereoidogénicas. (Tendrio 2011a, 2012)

As células de Leydig apresentam cinco células na sua linhagem
(células precursoras mesenquimais, células progenitoras, novas formas
adultas, células de Leydig imaturas e células de Leydig maduras) e que
estas células sao influenciadas por diversos fatores hormonais, como o0s
fatores de crescimento (IGF-1, TGFa e TGFB) que estimulam as mitoses
das células de Leydig quando na presenca do LH (ARIYARATNE e
MENDIS-HANDAGAMA, 2001). As células de Leydig produzem a maior
parte da testosterona testicular e estas, atuam nos tubulos seminiferos.
Apresentando um sistema de retroalimentacdo negativa com a glandula
pituitaria e hipotdlamo no controle da testosterona (CARL, ASHWOOD e
BRUNS, 2006).

Ha uma relacao linear entre os niveis de testosterona circulante com
0 numero e o tamanho das células de Leydig, bem como do volume do

reticulo endoplasmatico nestas células, uma vez que estes sdao bons



indicativos da capacidade destas células produzirem testosterona
(FRANCA et al., 2005).

Embora ndo tenham ocorrido respostas significativas na
testosterona plasmatica apos os 60 dias de exposicdo ao CEM de ondas
curtas, entre os grupos controles e tratados. Apds este periodo, houve
aumento das populacdes destas células e redugdo do volume das células
de Leydig, mesmo tendo apresentado um aumento da testosterona no
periodo de 60 dias de exposicao.

Nos animais expostos ao CEM durante 60 dias, foi observado uma
diminuicdo de 36,2% dos volumes das células de Leydig e de forma
compensatodria apresentaram aumentos nos numeros de células de Leydig
por grama de testiculo (67,8%) e na populacao total (65,5%), de forma
estatisticamente significante.

Meo, Al-drees e Husain (2010), demonstraram que as
concentragcfes de testosterona e FSH diminuiram com 3 e 6 semanas de
exposicao a radiacdo de telefonia celular (900MHz), jA& na comparacao
entre a terceira e a sexta semana, a testosterona diminuiu enquanto e o
FSH aumentou quando comparado apés essas trés semanas.

Ha evidéncias que o CEM de radiofrequéncia utilizado em telefonia
celular reduz os niveis séricos de testosterona, promove retracao do tabulo
seminifero e reducdo da motilidade e contagem dos espermatozoéides. E
também possivel que ocorram alteracdes na funcdo das células de Leydig
diminuindo os niveis de testosterona nos testiculos, podendo gerar
infertilidade (KESARI, 2013).

No trabalho de Tenério (2010) com campos de 60Hz, apresentou
um aumento da populacdo das células de Leydig e reducdo do volume
dessas células sugerindo que esta resposta pode representar algum
mecanismo compensatorio, afim de manter os niveis séricos de
testosterona e a concentragdo da area que estas células ocupam no
espaco intertubular, contudo ao examinar através da microscopia
eletrbnica, demonstrou haver lesdes patologicas em algumas das células

de Leydig.



Hardy (2008), relata haver maior concentracdo de testosterona
intratesticular nas células maduras de Leydig em prol do desenvolvimento
dos caracteres sexuais secundarios, e das suas influéncias na
espermatogénese. Sugerindo que os campos eletromagnéticos poderiam
apresentar alteracdes mais significativas em ratos mais jovens quando
comparado aos adultos, pois neste estudo todos os animais ja iniciaram a

exposicao na fase adulta.

5.5. Histomorfometria testicular

Neste estudo, um achado interessante foi 0 aumento na producéo
espermatica em todos os grupos tratados 15, 30 e 60 dias quando
comparados aos seus respectivos controles, e de forma mais evidente, foi
0 aumento da producdo espermatica diaria por grama do testiculo no grupo
de animais expostos ao Campo de 27,12 MHz durante 15 dias
consecutivos, cujos valores tiveram significancia estatistica.

Em seu estudo Tendrio, (2011a) observou reducgédo significativa no
volume do epitélio do lume dos tubulos seminiferos, porém né&o
encontraram les@es que indicassem alteracdes patoldgicas nos testiculos
de ratos expostos a CEM de baixa frequéncia. Ja Ozguner, (2002),
demonstrou a influéncia do campo de 50Hz por 10 dias na diminuicao da
populacdo das células germinativas, neste caso. Observaram a exposi¢ao
apos o choque térmico, mas ndo avaliaram o testiculo em sua regeneracéao
e sim a influéncia de alteracbes prévias que podem aumentar a

sensibilidade dos testiculos ao campo.

Em outro estudos com campos de baixa frequéncia, Tenorio (2013)
verificou algumas mudangas nos parametros morfométricos em animais
expostos por 15 dias como redugdo do espaco ocupado pelos tubulos
seminiferos, relacionados a descamacéo do epitélio seminifero, apos 30
dias também observou reducéo do espaco linfatico e intertubular e dos
vasos sanguineos, neste periodo também houve aumento da tunica
propria, Com a exposi¢ao por 60 dias continuos apresentaram reducao do

volume tubulo e epitélio seminifero, bem como aumento do volume tubular,



espaco linfatico e intertubular, e das células do tecido conectivo, o que
concorda com este trabalho no que se refere ao espessamento da tinica
propria encontrado nos animais expostos apos os 15 e 60 dias.

Analisando os parametros histomorfométricos nos animais adultos
como a altura do epitélio seminifero, a quantidade de células de Sertoli por
seccao transversal, o peso liquido dos testiculos revelaram ndo haver
alteracOes estatisticamente significativas entre 0s grupos experimentais.
Bem como, ndo houve alteracbes com relevancia estatistica para a
populacdo de células de Sertoli, o ICS, nem mesmo nas producdes
espermaticas por grama de testiculo. Ndo houve nenhuma alteracao
estatistica dos componentes testiculares na proporc¢ao volumétrica.

Neste estudo ndo foram observadas alteracBes em praticamente
todas as pesagens dos oOrgdos de forma relevante, nem do indice
gonadossomatico (IGS), n&o influenciando na nos parametros
morfométricos, no entanto a espermatogénese demonstrou uma tendéncia
de aumento na producdo nos animais expostos, embora tenha sido
observado aumento significativo da tinica propria nos animais expostos ao
CEM por 15 e 60 dias, que pode estar relacionado com outro fator de
regulacéo da espermatogénese ou mesmo influéncia do campo em alguma
regido celular distinta. Estas alteracbes podem estar relacionadas com o
espessamento do tibulo ou mesmo alteracéo na barreira hemato-testicular
e pode ter apresentado uma alteracdo em alguma outra fase do ciclo do
epitélio germinativo.

Nessa pesquisa, em ambos os grupos de 15 e 60 dias consecutivos
nao demonstraram alterac6es na contagem das células de Sertoli, mas um
indicativo que estas podem ter sofrido alguma influéncia do campo de
ondas curtas, pois observou-se variacdes nas populacdes das células de
Leydig e estas apresentam relagbes com as células de Sertoli. Estas
células tendem a ser os objetivos finais dos andrégenos, esta interacao
comeca a acontecer pelos receptores androgénicos (AR), estes receptores
modulam a concentracdo de testosterona intracelular (ITT) e estdo

relacionados com a manutencgao, vida ou morte das células germinativas



(HILL et al., 2004), o que pode ter ocasionado aumento na producao
espermaética.

No estudo de Tendrio (2010) demostrou com sua andlise
histomorfométrica que CEM de 60Hz parece interferir na formacédo da
barreira hematotesticular. Estas apresentam areas que sao
especializagcbes formadas também por juncdes de oclusdes (HOLSTEIN et
al., 2003). Os campos eletromagnéticos aparentam ter um efeito sobre os
tecidos de conexbes, estas apresentam diferentes mecanismos
regulatorios entre estimulos quimicos e mecanicos, diferentes tipos de
enzimas quinases podem também estar presentes, alguma proteina
associada LIKE L (Saha et al., 2001) ou proteinas de canais dependente
de Ca*?, que regulam a permeabilidade e resisténcia entre os epitélios
adjascentes (ITALLIE VAN et al., 1995).

Os campos elétricos e magnéticos podem afetar diferentes
mecanismos mediados por canais de ions Ca*? (TONINI et al., 2001;
MANIKONDA et al., 2007), é possivel que em animais expostos no periodo
de desenvolvimento embrionario tenham havido atrasos na formacéo de
juncdes de oclusao promovido CEM de 60 Hz e estes estejam relacionados
com o sistema de proteinas de canais dependente de Ca*2 (TENORIO,
2011b), como o campo de ondas curtas podem estimular a membrana
celular na absorcéo de ions, podendo apresentar respostas relacionadas
com a absorgdo de Ca*? pelas membranas a partir do CEM de 27,12MHz
(MANJHI, 2009).

A producédo espermaética diaria variou entre 13 e 16 milhdes, embora
alguns autores relatarem dados para producao diaria como Franca et al.
(2005), que indica que a producdo espermética diaria normal em ratos é
de 17 a 24 milhdes de espermatozoides, mas nao especifica a idade dos
animais. Outras pesquisas indicam uma relativa diminuicdo na
espermatogénese através da analise quantitativa de tubulos seminiferos
expostos a CEM (LEE et al., 2004). Neste estudo embora tenha havida
uma variacdo entre os parametros pré-estabelecidos na literatura, mas
com o comparativo em grupos de mesmo periodo, demonstrou uma
tendéncia de aumento desta produc¢do nos animais submetidos ao campo

de ondas curtas.



5.6. Analise histopatoldgica

Alguns autores concordam com a informacdo de que os campos
eletromagnéticos de baixa frequéncia podem promover alteracdes
degenerativas no epitélio germinativo e desta forma, impedir ou reduzir a
fertilidade, como nos estudos de De Vita et al. (1995), onde o campo de
50Hz induziu alteracdes na diferenciacdo das espermatogdnias, sugerindo
que estas células podem apresentar afinidade por estimulos distintos,
como por exemplo a radiagéo nao ionizante em frequéncia especifica. Para
Al-Akhras et al., (2001) além da especificidade celular, as variaveis
bioeletromagnéticas podem estar relacionadas as linhagens dos animais.

Alguns fatores relacionados a influéncia dos campos
eletromagnéticos podem gerar degeneracdo tecidual como a
desestruturacdo do citoesqueleto quebrando as jungdes intercelulares de
Sertoli com as células germinativas (TUNER, 2007). Tal fato pode provocar
descamacdes do epitélio e aumento na apoptose dessas células (LEE et
al., 2004, KIM et al., 2009).

Apesar de alguns estudos mostrarem alteracdes degenerativas no
epitélio germinativo, neste trabalho ndo foi encontrado nenhum aspecto de
descamacdo, degeneracao e/ou ma formacéo, como células polinucleadas
gigantes, em nenhum dos grupos avaliados, desta forma o CEM de ondas
curtas de 27,12 MHz durante aplicacdes diarias de 15 minutos nédo foi
capaz de promover aspectos de degeneragao ou do epitélio germinativo.

Outros estudos demonstraram que o CEM ndo promoveu alteracdes
nos parametros espermaticos em ratos, como a pesquisa de Chung et al.
(2005) que embora tenha sido um campo de baixa frequencia e alta
intensidade 5, 83.3 e 500mT mas de dose Unica, ndo encontraram
respostas de lesdes ou aspectos degenerativos sobre a espermatogénese
em ratos adultos expostos a CEM de 60 Hz. Bem como nos estudos de
Heredia-Rojas et. al. (2004), também n&o encontraram alteragbes na
morfologia espermatica que indicasse infertilidade.

Em um outro estudo foi observado um aumento significativo dos

didmetros dos tubulos seminiferos (DASDAG et al., 1999). Ha também nas



pesquisas de Dasdag et. al. (2008), onde utilizaram o0s campos
eletromagnéticos de alta frequencia (telefonia celular), e avaliaram as
apoptoses das espermatogonias e ndo identificaram diferencas
significativas. No entanto, Ozguner et. Al. (2005), também realizando
pesquisa com frequencia de telefonia movel, verificou diminuicdo
significativa dos diametros tubulares e dos niveis de testosterona.

No estudo de Celik et. al. (2012), cuja avaliacdo de 30 animais
submetidos as radiacdes eletromagnéticas, observaram espessamento da
lamina proépria, bem como aumento na densidade das fibras de colageno
e membranas celulares de contornos irregulares, observados via
microscopia eletronica. Mesmo n&o havendo diferencas significativas nos
tubulos seminiferos a microscopia Optica.

Em campos eletromagnéticos de altissimas frequéncias (30-
300GHz), mostrou-se que 0s ratos expostos por 15 minutos diarios,
promoveu alteracdes da linhagem espermética, como polifomorfismo e
degeneracao dos espermatozoides (SUBBOTINA et. al., 2006). Bem como
Yan et. al. (2007) demonstraram que 0 aumento da incidéncia de lesdes
testiculares pode estar relacionado ao tempo de exposicdo, pois em seu
trabalho irradiou os animais com o CEM (1,9GHz) por 3horas diarias, e
observou maiores deformacdes e niumero de espermatozoides mortos.
Logo, alguns fatores podem influenciar as respostas dos tecidos ao campo
de ondas curtas como a dosagem de densidade de campo, a frequéncia
utiizada, o tempo de exposicdo diario, fatores externos ou alguma
patologia prévia podem ser primordiais na influéncia dos campos

eletromagnéticos sobre os tecidos.

6. CONCLUSOES

1. O CEM mostrou diferengas nas meédias dos pesos dos animais para 0s
grupos expostos por 15, 30 e 60 dias.

2. Houve diminuicdo no peso prostatico apos 60 dias de exposi¢cdo ao
CEM.



3. O ondas curtas promoveu aumento da testosterona plasmatica entre
0S grupos exposto de 15, 30 e 60 dias

4. O Campo atuou diretamente aumentando os volumes das células de
Leydig durante 15 e 30 dias de exposicdo, e reduzindo suas
populacdes.

5. A acdo do campo eletromagnético de promoveu uma reducdo dos
volumes das células de Leydig apds 60 dias de exposi¢cdo com reducao
das populacoes.

6. As analises histomorfométricas demostraram que este CEM néo
induziu alteracdes significativas nos parametros das células
germinativas.

7. O Campo do Ondas curtas ndo promoveu alteracées no parénquima
testicular, nem alteracdes histopatoldgicas.

8. O CEM néo afetou a quantidade de células de Sertoli, o diametro
tubular, a altura do epitélio seminifero, portanto ndo comprometeu a

producdo espermatica dos animais expostos.
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ANEXO 1

Figura 14: Fotomicrografias do parénquima testicular dos animais controle (14a), expostos ao CEM ap6s
15 dias (14b), expostos por 30 dias (14c) e expostos ao CEM por 60 dias (14d). Notar auséncia de
alteragOes degenerativas testiculares tais como: células germinativas em descamacdo nem presenca de
vacuolizagBes em nenhum dos grupos analisados. Tubulos seminiferos no estagio VII (seta) (10mm =
150pm) .



ANEXO 2

Figura 15: Fotomicrografias do epitélio seminifero no animal controle (15a) e dos animais expostos ao
CEM ap0ds 15 dias (15b) animais expostos por 30 dias (15c) e dos animais expostos ao CEM por 60 dias
(15d). Observar nas figuras que as células germinativas nao apresentaram descamacdes, nem presenca
de vacuolizagdes, ou ma formacgdes indicativos de neoplasias ou indicativo de apoptoses em nenhum dos
grupos analisados. As setas apresentam os epitélios germinativos no estagio VII, (10mm = 70um).



ANEXO 3

Figura 16: Fotomicrografias do intersticio dos tabulos seminiferos no animal controle (16a) e dos animais
expostos ao CEM apds 15 dias (16b) animais expostos por 30 dias (16c) e dos animais expostos ao CEM
por 60 dias (16d). Observar nas figuras que as células intersticiais ndo apresentaram caracteristicas que
indiguem degeneracao, neoplasias ou indicativo de apoptoses em nenhum dos grupos analisados. As setas
apresentam os as células de Leydig (10mm = 56 um).



ANEXO 4

Tabela 1. Peso corporal de ratos Wistar submetidos ao CEM de 27,12 MHz durante 15 dias
e seus respectivos controles, ndo mostrando variagbes diarias consideradas
estatisticamente significante (Média + desvio padrdo). * Resultado estatisticamente
significante para p<0,05.

DIAS CAMPO 15 DIAS CONTROLE 15 DIAS P

1 31125 + 384 317,75 49,9 0,46
2 318,63 + 352 326,00 £ 31,9 0,79
3 32425 + 350 335,38 + 35,7 0,49
4 328,38 + 34,7 335,75 £ 38,3 0,52
5 326,50 *+ 338 326,13 + 314 0,99
6 326,63 *+ 348 356,88 £ 38,1 0,04
7 321,38 = 34,0 336,00 + 37,7 0,50
8 345,00 *+ 359 330,13 £ 29,7 0,38
9 328,88 *+ 345 341,88 + 41,1 0,50
10 326,13 + 357 344,25 £ 37,6 0,44
11 33500 =+ 374 343,50 + 40,4 0,83
12 346,38 + 319 340,75 £ 38,1 0,99
13 334,88 + 355 341,75 39,5 0,72
14 343,13 + 37,7 344,38 £ 40,8 0,95
15 337,00 + 358 339,13 + 33,4 0,79




ANEXO 5

Tabela 2. Peso corporal dos animais submetidos ao CEM de 27,12 MHz durante 30
dias e seus respectivos controles, ndo mostrando variagbes diarias consideradas
estatisticamente significante (Média + desvio padrdo). *Resultado estatisticamente
significante para p<0,05.

DIAS CAMPO 30 CONTROLE 30 P
1 338,13 + 24,0 334,50 + 22,5 0,95
2 338,50 + 241 334,50 + 39,9 0,99
3 338,25 + 26,7 332,13 + 423 0,95
4 339,13 + 248 351,88 + 40,6 0,59
5 332,75 + 251 329,00 + 40,6 0,72
6 340,00 + 247 325,38 + 404 0,44
7 341,13 + 264 329,38 + 423 0,57
8 344,38 + 29,1 327,38 + 417 0,57
9 341,13 + 285 331,88 * 441 0,67
10 348,25 + 26,9 329,13 + 433 0,27
11 347,00 + 30,3 331,00 = 44,7 0,59
12 344,13 + 29,1 326,50 + 42,6 0,37
13 354,88 + 28,0 329,25 + 419 0,19
14 346,88 + 29,1 334,13 + 34,3 0,44
15 345,75 + 284 330,00 + 43,5 0,44
16 350,25 + 30,1 331,75 + 42,0 0,46
17 352,38 + 2738 330,13 + 423 0,28
18 352,13 + 29,8 332,75 + 34,6 0,23
19 353,63 + 299 330,25 + 39,7 0,27
20 351,25 + 299 331,75 + 431 0,38
21 352,75 + 320 334,13 + 424 0,52
22 353,13 + 30,6 335,38 + 420 0,27
23 359,25 + 323 333,25 + 42,0 0,23
24 357,38 + 324 337,38 + 398 0,27
25 355,00 + 321 338,38 + 44,2 0,29
26 357,88 + 322 339,25 + 418 0,27
27 353,75 + 30,2 338,63 + 44,2 0,44
28 360,00 + 319 343,00 + 43,0 0,27
29 355,00 + 33,5 343,00 + 441 0,40

w
o

361,00

I+

32,6 344,00

I+

43,5 0,29




ANEXO 6

Tabela 3. Variacdo ponderal dos animais submetidos ao CEM de 27,12 MHz
durante 60 dias e seus respectivos controles, ndo mostrando variag@es diarias
consideradas estatisticamente significante (Média + desvio padrdo. *Resultado
estatisticamente significante para p<0,05.

DIAS CAMPO 60 CONTROLE 60 P
1 319,86 +42,8 322,00 + 36,6 0,90
2 320,57 +£40,4 326,13 + 30,8 0,86
3 320,71 £44,7 330,75 £ 33,6 0,72
4 322,43 £41,6 328,50 + 34,7 0,86
5 322,71 £38,5 327,50 +31,4 0,95
6 326,43 +£42,6 331,00 + 32,2 0,72
7 325,86 41,9 328,38 + 33,6 0,81
8 328,71 +£44,3 331,88 +37,2 0,95
9 328,71 £42,2 330,75 £33,0 0,77
10 325,57 £ 35,6 331,88 + 33,7 0,56
11 334,14 +34,8 334,13 + 34,2 0,86
12 335,43 £ 34,7 330,63 + 36,2 0,95
13 325,57 £ 36,7 329,13 + 26,6 0,64
14 326,43 +37,0 332,50 + 35,3 0,61
15 328,71 £ 38,9 334,88 + 36,8 0,61
16 331,00 +44,8 336,88 + 35,6 0,61
17 333,71 £49,7 333,75 £ 35,6 0,90
18 333,43 £47,1 327,88 £43,2 0,90
19 333,57 £46,3 327,75 £ 30,9 0,86
20 337,86 £46,1 336,63 + 34,9 0,86
21 336,57 +£46,4 337,25 £35,5 0,61
22 336,71 +£44,8 342,75 £35,9 0,69
23 342,57 £439 336,38 + 35,6 0,86
24 339,00 £49,1 340,25 £ 36,5 0,86
25 337,14 £48,2 344,50 £ 41,6 0,46
26 327,00 58,0 345,50 + 36,8 0,39
27 341,43 £453 342,25 + 38,4 0,81
28 342,57 £49,7 347,00 + 38,2 0,77
29 344,86 + 46,8 350,25 £41,6 0,77
30 348,00 * 55,2 347,75 + 38,4 0,86

w
=

341,29 £49,3 347,25 £ 39,6 0,53



32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

340,71
342,14
337,29
342,71
336,57
336,71
335,71
336,57
335,57
340,00
338,14
339,29
338,14
342,86
343,14
343,29
349,29
348,71
350,71
346,29
346,14
349,86
346,71
348,57
350,29
350,00
347,57
351,57
352,43

+51,2
+51,9
+52,8
+50,2
+50,6
+45,1
+427
+ 4538
+ 46,7
+46,8
+428
+46,5
+ 44,6
+ 45,7
+ 44,4
+ 45,6
+47,0
+ 452
+43,4
+ 46,4
+ 457
+475
+ 454
+43,38
+428
+435
+ 46,7
+42,0
+41,2

349,00
349,25
349,13
348,75
351,25
348,50
348,50
354,63
351,00
357,88
357,25
360,63
357,75
357,13
362,00
361,50
376,50
360,75
364,25
365,25
367,88
366,13
359,88
362,00
357,63
362,13
364,38
361,63
359,63

+ 36,3
+ 33,7
+39,1
+35,0
+39,8
+ 38,6
+37,1
+39,3
+ 38,7
+42,8
+40,2
+44,1
+40,5
+ 42,7
+41,8
+42,5
+34,0
+40,3
+41,9
+41,0
+43,3
+41,6
+28,5
+29,1
+22,8
+255
+29,5
+31,1
+ 30,3

0,69
0,77
0,53
0,69
0,33
0,46
0,41
0,28
0,28
0,33
0,23
0,23
0,23
0,41
0,22
0,23
0,29
0,33
0,33
0,23
0,27
0,33
0,35
0,28
0,46
0,28
0,24
0,41
0,61




