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RESUMO

E crescente o nimero de usuérios de telefonia movel. Em 2013, o namero total de
telefones maveis habilitados no mundo atingiu 6,8 bilhdes. Uma queda nas taxas de
fertilidade tem sido notada em todo o mundo; embora existam muitas razdes para o
declinio dessas taxas, um dos principais motivos é a infertilidade masculina. Existe
uma preocupacdo crescente no meio cientifico com os efeitos da exposicdo a
radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia (RF-EMR) emitida por telefones
celulares em relagdo a fertilidade em homens. Este estudo teve como objetivo
avaliar a qualidade dos espermatozoides de ratos Wistar, apds exposicdo do animal
a RF-EMR. Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), com 90 dias de idade e 280 +
20 g de massa corporal, foram expostos a radiofrequéncia emitida por telefones
celulares (1,8 GHz) por periodos de 3 e 10 noites. As amostras de secrecao
epididimaria foram extraidas da cauda do epididimo dos animais. Foi realizado o
ensaio TUNEL para a marcacdo dos espermatozoides com DNA fragmentado e
estes foram quantificados por citometria de fluxo e a concentracdo de
espermatozoides, morfologia e mortalidade foram também avaliadas. As amostras
dos animais de ambos os grupos expostos, 3 e 10 noites, apresentaram um
aumento da mortalidade e uma diminuicdo da concentracdo de espermatozoides,
além de um aumento da incidéncia de fragmentacdo do DNA, o que € um indicativo
de apoptose. N&o houve diferenga significativa entre 0os grupos na porcentagem de
espermatozoides morfologicamente normais e anormais. Diante dos resultados do
presente estudo, especulamos que a RF-EMR emitida por telefones méveis afeta

negativamente a qualidade do sémen e pode prejudicar a fertilidade masculina.

Palavras-chave: Telefone celular. Radiacdo eletromagnética. Espermatozoides.

Ratos Wistar.



ABSTRACT

The mobile communication system has grown over the years. The total number of
mobile phone subscriptions reached 6.8 billion in 2013. Decreasing fecundity and
fertility in men have led to growing concern about the hazardous effects of exposure
to radiofrequency electromagnetic radiation (RF-EMR) on reproductive organs. This
study aimed to analyze the sperm quality of rats after whole-body RF-EMR exposure.
Male Wistar rats, 90 days old, were exposed to radiofrequency emitted by mobile
phones (1.8 GHz) for periods of 3 and 10 nights. Apoptosis was tested using TUNEL
assay, sperm morphology and mortality were assessed by Shorr and Eosin stain
methods respectively, and the cell count was performed. Both exposed groups
showed significantly increased mortality and reduced sperm concentration along with
significant increase in the apoptosis incidence compared to the respective control
groups. Given the results, we speculate that RF-EMR exposure negatively affects

semen quality and may impair male fertility.

Keywords: Mobile phone. RF-EMR. Spermatozoa. Wistar rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 O SISTEMA DE TELECOMUNICACAO MOVEL

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 (PDASs), aplicacbes sem fio
como Bluetooth e Wi-Fi (Wireless Fidelity), entre outras.

O sistema de telecomunicacdo moével vem crescendo significativamente, tanto
em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, e o telefone celular se tornou
indispensavel em nosso dia a dia. O numero de aparelhos moveis habilitados
chegou a 6,8 bilhdes em 2013, quase alcancando o numero de pessoas no mundo
como representado na figura 1, o que significa uma taxa de penetracdo global de
96% (INTERNATIONAL TELECOMMUNICATION UNION, 2013). Segundo dados da
Agéncia Nacional de Telecomunicacdes (ANATEL, 2014), o Brasil atingiu 271,10
milhdes de linhas ativas no final de 2013, apresentando teledensidade de 136,45

acessos por 100 habitantes.

8 71
2 Populacao
6,8
6
th 5
24
@ 3
2 . - e
Aparelhos celulares
! habilitados
0l
2005 2006 2007 2008 2009 2010 20m 2012 2013

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



17

A rapida expansdo dos servicos de telecomunicacdo movel aumentou a
guantidade de campos de irradiacdo e de energia no ambiente. Esse aumento
significa que os seres humanos estdo, cada vez mais, expostos a maiores niveis de

radiacao.

Os sinais transmitidos e recebidos pelos aparelhos celulares estédo na forma
de microondas, um tipo de radiacdo eletromagnética. A radiacdo 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.

A radiacdo eletromagnética emitida pelos telefones moéveis quando interage
com a matéria, que pode ser um tecido vivo, ndo possui energia suficiente para
arrancar elétrons de atomos que a constituem, sendo caracterizada como radiacdo
nao ionizante, com frequéncias que variam de 300 MHz a 300 GHz (GOMIDE-
JUNOR, 2008). Do espectro eletromagnético (Figura 2), apenas os raios X e gama

sdo considerados ionizantes.
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Figura 2. Espectro Eletromagnético.
Fonte: http://www.brasilescola.com
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Existem certos 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
exposicao a radiacao emitida por telefones moveis sdo apresentados como medidas
de SAR (Taxa de Absorcdo Especifica); nos Estados Unidos e Europa, os valores
limites s&o 1,6 W / Kg e 2,0 W / Kg, respectivamente (ICNRP, 1998; IEEE, 2005).

O crescimento exponencial na utilizacdo de telefones moveis veio
acompanhado do desenvolvimento de novas tecnologias. Atualmente existem quatro
geracdes de telefones méveis. A primeira geracdo (1G) foi desenvolvida na década
de 1970, operando com a tecnologia analdgica a uma frequéncia que variava de 450
a 800 MHz. Em 1990, surgiu a segunda geracdo da telefonia movel (2G), que
operava utilizando os padrdes de transmissdo digital, TDMA (Acesso Mdultiplo por
Divisdo de Tempo), CDMA (Acesso Multiplo por divisdo de Codigo) e GSM (Sistema

Global de Telecomunicacoes).

O padrao TDMA funciona de forma que varios usudrios fazem uso de um
mesmo canal ao mesmo tempo, com a transmissdo descontinua dos dados. O
padrdo CDMA funciona de forma que o aparelho celular do usuario utiliza um canal
codificado que é reconhecido pelo aparelho do receptor sem cruzamento de linhas e
assim como o padrdo TDMA atua a frequéncias entre 800 e 900 MHz. Ja o padrdo
GSM é a versao mais moderna do TDMA e funciona através de um cartdo Sim (Sim-
Card), operando a uma frequéncia que pode variar de 900 a 1900 MHz (HEALTH
PROTECTION AGENCY, 2012).

A terceira geracao (3G) foi implantada em 2005, acompanhada de grandes
avancos tecnoldgicos; a tecnologia 3G garante alta velocidade e qualidade na
transmissdo de dados, imagens, musicas, mensagens e voz e opera utilizando
frequéncias acima de 2.1 GHz. A tecnologia 4G (quarta geracdo) foi desenvolvida
recentemente e vai além da telefonia movel, sendo baseada na identificacdo dos
dispositivos (IPs). O aumento da frequéncia de operagéo esta relacionado a maior
eficiéncia na transmissdo de dados (HEALTH PROTECTION AGENCY, 2012).
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1.2 RADIACAO ELETROMAGNETICA DE RADIOFREQUENCIA

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. Assim, a radiacado emitida
pelos aparelhos celulares ¢é denominada Radiacdo Eletromagnética de
Radiofrequéncia. A figura 3 representa as bandas de frequéncias distintas usadas

para varias aplicacdes, incluindo telecomunicacao, medicina e industria.

Frequéncia
kHz MHz GHz THz
100 10 100 1 10 100 1
| | | | I I I |
FB FM FA FMA FUA FSA FEA
<> V-
Soldadores Telefones moveis

€ Telefones sem fio

—

Radares

Vigilancia eletronica e identificacao

>
Aquecimento Diatermia

<>
Ressonancia magnética f
Formo microondas

A
Infravermelho

Radio
< > <> <>
AM M v
I I I I I | [ |
10 1 100 10 1 100 10 1
km m mm
Comprimento de onda

Figura 3. Representacdo das bandas de frequéncias usadas para diferentes aplicacdes. As bandas
utilizadas estéo representadas de acordo com a frequéncia: FB - frequéncia baixa; FM - frequéncia
média; FA - frequéncia alta; FMA - frequéncia muito alta; FUA - frequéncia ultra alta; FSA - frequéncia
super alta; FEA: frequéncia extremamente alta.

Fonte: Health Protection Agency / Health Effects from Radiofrequency Electromagnetic Fields, 2012.
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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, como

representado na figura 4.

Comprimento z
de onda D"e?” de
movimento

Campo Elétrico

Figura 4. Representagdo esquematica de uma onda eletromagnética se propagando na dire¢do z. Ex
representa o campo elétrico e By, 0 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 (Ax m™).

A quantidade de energia eletromagnética, por unidade de area e por segundo,
€ chamada densidade de poténcia (intensidade), S, e € expressa em watts por metro
quadrado (W x m™). Os picos dos campos, elétrico e magnético, ocorrem ao mesmo
tempo no espaco; em outras palavras, eles estdo em fase e a densidade de poténcia
€ igual a intensidade 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).


http://www.astro.iag.usp.br/
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1.3 EXPOSICAO A RADIACAO E SAUDE

As potenciais consequéncias fisiologicas e comportamentais da exposi¢ao a
campos eletromagnéticos tém recebido atencdo e é crescente a preocupagdo com
0S possiveis riscos a saude gerados pelo uso de aparelhos moveis. A Organizacao
Mundial da Saude alerta que a exposicao a essa radiacéo afeta diretamente a saude
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

Diversos estudos vém sendo conduzidos para avaliar potenciais riscos
relacionados a exposicdo a radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia. Esses
estudos incluem culturas de células (DE IULLIS et al., 2009; MORETTI et al., 2013),
animais de laboratério (SALAMA et al., 2010; KIM et al., 2013; BEHARI, 2010), além
de pesquisas com seres humanos (FALZONE et al., 2011; NAKATANI-ENOMOTO et

al., 2013); porém os resultados ainda sédo inconclusivos.

Pesquisadores tém focado nas consequéncias da exposicdo a radiacdo
emitida por telefones méveis especialmente no funcionamento do cérebro, o qual € o
tecido mais afetado durante uma ligagdo devido a proximidade.
Hardell et al. (2007; 2009), baseado em estudos epidemioldgicos, associaram 0 uso
de telefones celulares por mais de 10 anos a um aumento no risco de gliomas e

neuromas.

Alguns estudos tém reportado apos exposicdo a radiacdo eletromagnética
(2.45 and 16.5 GHz), danos ao DNA das células cerebrais (PAULRAJ et al., 2006a);
outros tém demonstrado alteracbes nas enzimas antioxidantes no cérebro
(MAUSSET- BONNEFONT et al., 2004; KESARI et al., 2012); alteragdes nos niveis
de calcio (PAULRAJ et al., 1999); além de um aumento do numero de células gliais
(PAULRAJ et al., 2006b).

Os efeitos da RF-EMR sobre o hipotalamo, hipofise, tireoide e glandula pineal
também tém sido investigados, bem como alteragbes no funcionamento do sistema

enddcrino (BLACK et al., 2003). Esmekaya et al. (2010) demonstraram a ocorréncia
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de hipertrofia da glandula tireoide de ratos expostos a radiofrequéncia (900 MHz).
Além disso, Koyu et al. (2005) relataram uma diminuicdo dos niveis do hormdénio
estimulante da tiredide (TSH), triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) no soro de ratos
expostos a radiacdo eletromagnética. Mann et al. (1998) demonstraram que
humanos expostos (900 MHz) tém perfil normal de secre¢do noturna de horménio
luteinizante (LH), hormonio foliculo estimulante (FSH) e melatonina, no entanto,
apresentam secrecao de cortisol aumentada. Em um estudo realizado por De Seze
et al. (1999), o padrédo de secrecdo de melatonina nos seres humanos também
mostrou-se normal apds a exposicdo a mesma frequéncia da radiacdo. Em 2008,
Djeridane et al. demonstrou nenhuma alteracdo na secrecdo de TSH,
adrenocorticotropina (ACTH) e testosterona, horménio do crescimento (GH) e

cortisol em humanos.

Alguns efeitos da exposicao a radiacdo emitida por telefones moéveis tém sido
associados a estresse oxidativo, o qual esta relacionado ao aumento na taxa de
danos celulares que resultam em genotoxidade (KESARI et al., 2013). O estresse
oxidativo € uma condicdo induzida pelos radicais livres derivados do oxigénio
comumente conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ROS). Normalmente,
um nivel adequado de antioxidantes tais como superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e redutase controlam os niveis de
radicais livres em uma célula; porém uma diminuicdo em SOD, GPx e um aumento
na atividade de CAT tém sido demonstrados apds exposi¢do a RF-EMR (KESARI et
al., 2011a).

Varios pesquisadores apontam a radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia
como responsavel pela formacéo de espécies reativas de oxigénio, e devido a elas,
diversas mudancas podem ocorrer, tais como injuria das células endoteliais
(KOPPENOL et al., 1992; ROSSELL et al., 1992), o que pode por sua vez resultar
em alteracdo na barreira sangue-cérebro, danos ao DNA, alteragdo na integridade

celular e aumento da susceptividade da célula a toxicos (KESARI et al. 2013).

Existem estudos também relatando evidéncias de que campos

eletromagnéticos de alta frequéncia podem afetar fungbes do sistema nervoso
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(ARENDASH et al., 2012), Alguns desses estudos usam camundongos transgénicos
de Alzheimer (ARENDASH et al.,, 2010; DRAGICEVIC et al., 2011). Um estudo
realizado por Aldad et al. (2012), demonstra que a exposicdo pré-natal a radiacao
pode causar perturbacdes que afetam o comportamento dos adultos, relacionadas a

transmissao sinptica glutamatérgica em células piramidais no cortex pré-frontal.

Um estudo realizado no laboratorio de Biologia Celular e Molecular da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), por CAIRES et al. (2014), demonstrou
que a exposicdo de ratos Wistar a RF-EMR (1800 MHz) emitida por telefones
celulares, durante 3 dias, ndo altera a memoria de trabalho mas pode induzir

comportamentos relacionados ao estresse.

Uma das respostas celulares a exposicdo a campos eletromagnéticos, bem
descrita na literatura, € a inducdo de transcricAo de proteinas especificas
(GOODMAN et al., 2002), como as proteinas heat-shock (HSPs) (LESZCZYNSKI et
al., 2002; CARAGLIA et al., 2005). Similarmente, ondas irradiadas por aparelhos
celulares também podem afetar a expressao de proteinas, tais como as proteinas c-
Jun e c-Fos (CHAUHAN et al., 2006), e ERK 1 e ERK 2 (FRIENDMAN et al., 2007).

A via de sinalizacdo das proteinas quinases ativadas por mitbgenos (MAPKS)
€ o principal mecanismo de regulacdo da atividade transcricional gerada por
estimulo extracelular, atuando na proliferacéo, diferenciacdo, metabolismo, resposta
ao estresse e no processo de secrecdo de horménios (SEGER et al., 1995;
RUBINFELD et al., 2005; YOON et al., 2006; WORTZEL et al., 2011). Um trabalho
de mestrado desenvolvido no laboratério de Biologia Celular e Molecular da UFJF
demonstrou que a radiagcdo emitida por aparelhos celulares afeta a expressao e
fosforilacdo das proteinas da familia das MAPKSs, proteina quinase regulada por
sinal extracelular 1 e 2 (ERK1 e ERK2), em células hipofisarias (CAIRES, 2011).
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1.4 EXPOSICAO A RADIACAO E INFERTILIDADE MASCULINA

A diminuicdo das taxas de fecundidade e fertiidade em todo o mundo
(SKAKKEBAEK et al., 2006) tem levado a uma crescente preocupacgao (Figura 5).
Embora suponhamos que essa tendéncia a taxas de fertilidade mais baixas esta
relacionada a mudancas sociais e econdmicas, como a melhor contracepcdo e a
carreira de trabalho e educacdo das mulheres modernas; devemos considerar a
possibilidade de que fatores bioldgicos contribuem com tal declinio. Um dos
principais fatores envolvidos é a infertilidade masculina, que afeta aproximadamente
1 em cada 20 homens da populacdo (McLACHLAN e DE KRETSER, 2001).
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Figura 5. Taxa de fecundidade em diferentes paises nos anos de 1970 e 2002.

Na maioria dos casos, a condicdo de infertilidade esta relacionada a defeitos
funcionais nos espermatozoides. Um dos fatores ambientais potencialmente
envolvidos na etiologia dos danos aos espermatozoides € a crescente exposi¢cao a

radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia emitida por telefones moveis (DE
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IULLIS et al., 2009). Um estudo epidemiolégico realizado em 2005 por Fejes et al.
sugeriu uma correlagéo negativa entra o uso de aparelhos celulares e qualidade do
sémen, particularmente motilidade. Essa associagao tem levado a preocupacéo com
os efeitos danosos da exposicdo a radiacdo emitida por aparelhos celulares aos

orgéaos reprodutores e a qualidade dos espermatozoides.

Diversos estudos sugerem uma possivel ligacdo entre o uso de telefone
celular e potencial de fertilizacao reduzido (EROGUL et al., 2006; DEEPINDER et al.,
2007; AGARWAL et al., 2008). Kesari et al. (2010) demonstraram uma diminui¢cao
significativa na contagem de espermatozoides e na atividade da proteina quinase C
(PKC), uma enzima chave no mecanismo de transducéo de sinal para a ativacéo de
diversas funcdes celulares e controle da proliferacédo celular, em espermatozoides de
ratos expostos a RF-EMR por 2 horas / dia durante 35 dias. Yan et al. (2007)
reportaram um significante aumento na incidéncia de células mortas e a presenca de
agrupamento anormal dos espermatozoides devido a 3 horas diarias de exposicao a
radiacdo emitida por aparelho celular por 18 semanas. Em contraste, nenhum efeito
adverso das microondas emitidas por telefones celulares foi observado nos
experimentos realizados por Dasdag et al. (2003) no qual ratos Spraque-Dawley
foram expostos por 20 minutos ao dia (7 dias / semana) por 1 més a RF-EMR e
nenhum efeito foi observado na composicdo lipidica, concentracdo de
malondialdeido, nUmero de espermatozoides e estrutura histolégica dos testiculos; e
por Dasdag et al. (2008) no qual a exposicédo de ratos albinos Wistar por 2 horas /
dia (7 dias / semana) por 10 meses ndo afetou os niveis de caspase-3 ativa nos

testiculos, uma caracteristica bem conhecida em apoptose tipica.

Os efeitos da exposicdo a radiacao emitida por telefone celular na qualidade
dos espermatozoides s&o principalmente ligados a diminuicdo no numero de
espermatozoides, motilidade, vitalidade e morfologia normal (YAN et al., 2007,
WDOWIAK et al., 2007; MAILANKOT et al., 2009; KESARI et al., 2010). Entretanto,
alguns estudos também reportam diminuicdo no didmetro dos tubulos seminiferos e
peso dos testiculos e destruicdo de células Leydig (KHILLARE e BEHARI, 1998;
BEHARI e KESARI, 2006).
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Figura 6. Principais efeitos da exposicdo a radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia sobre o
potencial de fertilidade masculino.
Fonte: Deepinder et al., 2007

Recentes estudos tém ressaltado que homens inférteis sdo frequentemente
caracterizados por altos niveis de DNA fragmentado nos espermatozoides (LEWIS et
al., 2005; AITKEN et al., 2008). Pesquisadores sugerem que a presenca de danos
ao DNA no nucleo espermatico envolve uma superproducao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), a qual leva ao estresse oxidativo (AITKEN et al., 2005; DE IULIIS et
al., 2009). ROS podem danificar muitas biomoléculas, incluindo DNA, lipidios e
proteinas (KESARI et al., 2011b). O aumento da exposicdo a RF-EMR emitida por
fontes como telefones celulares pode estar envolvido na produgdo de ROS (DE
IULIIS et al., 2009).

Espermatozoides sdo especialmente sensiveis ao estresse oxidativo (OGER
et al., 2003; AITKEN et al., 2003; AITKEN et al., 2004; KOPPERS et al., 2008). Além
disso, telefones moéveis sdo comumente carregados em bolsas ou nos bolsos das
calcas proximos a cintura durante a maior parte do dia; e essa proximidade aos
orgaos reprodutores pode afetar negativamente a fecundidade e saude masculina.
Um estudo clinico realizado por Kilgallon e Simons em 2005 demonstrou que

homens que carregam aparelho celular em seus bolsos ou preso aos cintos tém um
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menor nimero de espermatozoides que homens que ndo carregam celulares.

Considerando essa proximidade, a magnitude da contaminacdo com radiacao
e a falta de informacdes consistentes sobre seus efeitos fisiologicos, nos
conduzimos o presente estudo para analisar as consequéncias da exposicao de
ratos Wistar a campos eletromagnéticos de radiofrequéncia (1,8 GHz) a qualidade

dos espermatozoides.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicdo a radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia (1,8
GHz) emitida por telefones moveis sobre os parametros reprodutivos em ratos
Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da exposicdo a radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia

emitida por telefones mdveis sobre 0s seguintes parametros:

Morfologia dos espermatozoides;
Taxa de mortalidade dos espermatozoides;
Concentracao de espermatozoides;

Percentual de espermatozoides com DNA fragmentado;

ok~ 0N PE

Massa dos 6rgaos, testiculos, epididimos e vesicula seminal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DECLARACAO DE ETICA

O protocolo para uso de animais neste estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF),
Minas Gerais, Brasil (NiUmero de permissdo: 060 / 2012). Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com as recomendacdes do Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals (NATIONAL RESEARCH COUNCIL U.S., 2011).

3.2 ANIMAIS

Quarenta ratos Wistar machos (Rattus norvegicus BERKENHOUT, 1769), com
90 dias de idade e 280 + 20 g de massa corporal, provenientes do Centro da
Biologia da Reproducédo (CBR) da UFJF, foram usados para esse estudo. Todos 0s
animais foram acomodados em grupos em gaiolas no biotério do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) e foram manuseados pela mesma pessoa todos os dias.
As gaiolas dos animais foram mantidas em ambiente controlado, temperatura de 23
+ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas (07h00min as 19h00min - claro e 19h00min as
07h00min - escuro), e todos 0s animais receberam agua e racdo comercial (Nuvital,
Colombo, PR, BR) ad libitum.

3.3 PREPARACAO DAS GAIOLAS PARA MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Considerando a imobilizagdo dos animais, durante processos experimentais,
um fator causador de estresse (KONDO et al., 2013; HAQUE et al., 2013), manter os

ratos iméveis durante exposicao a radiacdo poderia afetar os parametros avaliados



31

neste estudo. Por isso, gaiolas especiais (Figura 7) foram construidas para
acomodar os animais durante 0os experimentos, as quais possibilitam a exposi¢céo
dos animais enquanto estes estdo se movimentando livremente, evitando assim

alteracdes em resposta ao estresse.

Figura 7. A, gaiola usada para acomodar os animais durante os experimentos; B, tampa com tubo PVC
acoplado, dentro do qual o aparelho celular permanece alojado durante o periodo de exposicao.

As gaiolas utilizadas mediam 40 cm de altura, 60 cm de comprimento, 35 cm
de largura e foram externamente revestidas com papel aluminio. As gaiolas dos
animais controles foram posicionadas a 3 m da gaiola dos animais expostos e 0
papel aluminio foi utilizado com o objetivo de evitar que a dispersdo da radiacédo
emitida pelo aparelho celular no interior da gaiola dos animais expostos atingisse os
animais controles; bem como bloguear outros campos de radiacdo externos,
atuando como uma gaiola Faraday. As tampas das gaiolas possuiam varios furos
com 0,5 cm de diametro para facilitar a ventilagdo dentro das gaiolas, e um largo
furo no centro, no qual foi colocado um tubo de cloreto de polivinila (PVC) com um
didmetro de 17 cm. Varios furos de 0,5 cm de didmetro 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 8. Como o aparelho celular estava posicionado dentro da
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gaiola, a radiagdo emitida sofreu multiplas reflexdes e, devido a isso, € possivel que
a intensidade do campo elétrico produzido pelo aparelho dentro da gaiola seja maior
que a intensidade do campo elétrico produzido pelo mesmo aparelho fora da gaiola.
Os estudos desenvolvidos por Hondou (2002) demonstram esse efeito em vagdes

de trem onde os passageiros estavam usando telefones celulares.
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Figura 8. Representacdo esquemética da gaiola utilizada para acomodar os animais durante os
experimentos.

Todos os animais foram colocados nas gaiolas especiais trés dias antes da
exposicdo para adaptacdo, e mantidos durante todo o periodo experimental. As
gaiolas dos animais expostos e controles usadas nesse estudo eram idénticas e

grupos de 5 ratos Wistar foram mantidos por gaiola.

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 movimentagdo. Mensuracfes da intensidade do campo elétrico
foram também feitas dentro das gaiolas dos grupos controles enquanto o aparelho
celular estava funcionando dentro da gaiola dos animais expostos com o objetivo de

verificar se a radiacao poderia afetar os animais controle.

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) durante 3 minutos. O ponto A
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corresponde ao ponto de maior aproximacao dos animais em relacdo ao telefone
celular (3 cm); o ponto B corresponde ao ponto mais distante entre os animais e 0
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 estava em funcionamento dentro da caixa dos

animais expostos (Figura 9).

Vista superior das gaiolas
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Figura 9. Representacdo esquematica dos quatro pontos, A, B, C e D, onde foram feitas as medicdes
da intensidade do campo elétrico gerado pela radiagdo emitida pelo telefone celular no interior das
gaiolas.

Uma sonda EMR-300 foi usada para aferir as intensidades de campo elétrico.
A EMR 300 broadband RF Survey Meter € um dispositivo da companhia NARDA
capaz de medir a intensidade do campo elétrico de uma onda eletromagnética na
faixa entre 100 kHz e 3 GHz. No entanto, as dimensdes da gaiola estdo muito perto
da dimenséo do comprimento da onda emitida pelo telefone celular (16,7 cm); o que
significa que estamos na regido de Fresnel. Nesta regido, a precisdo da medicéo
dos campos é pobre; assim, a intensidade do campo elétrico, aqui apresentada, é

apenas um valor médio.

A média dos valores da intensidade do campo elétrico no interior da gaiola do
grupo exposto foi 4,7 V x m™* no ponto A, 45V 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 4,1 V x m™. A intensidade média do campo elétrico no interior da gaiola

do grupo controle foi 0,45 V x m™* no ponto D (CAIRES et al., resultados nao
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publicados), tal valor corresponde basicamente a radiacdo background, uma vez que
permanece 0 mesmo apos desligar o aparelho celular.

O pedido de depdsito da patente “Caixa blindada para manter e expor
pequenos mamiferos de laboratorio a radiagdo eletromagnética” foi realizado em

2013, o qual segue em anexo (Anexo A).

3.4 MECANISMO ACIONADOR DO TELEFONE CELULAR

O Laboratério de Otica Aplicada, chefiado pelo professor Dr. José Paulo
Rodrigues Furtado de Mendonca, do Instituto de Ciéncias Exatas (ICE) da UFJF, em
colaboragcdo com o laboratério de Biologia Celular e Molecular do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB), desenvolveram o mecanismo acionador do telefone

celular.

O pedido de depésito da patente “Dispositivo eletronico ativador de aparelhos
emissores de radiacdo eletromagnética” foi realizado em 2013 e segue em anexo
(Anexo B).

Esse mecanismo consiste em um dispositivo eletrdbnico micro-controlado que
funciona como um timer. O dispositivo pode ser conectado a até 12 telefones celulares
ao mesmo tempo e é alimentado através de energia elétrica, permanecendo conectado
a uma tomada, fonte de energia priméria, e a um sistema de alimentacdo secundario
(no-break), o qual garante que o mecanismo funcione mesmo quando ha interrupcao

no fornecimento de energia primaria (Figura 10).

O mecanismo acionador do telefone celular foi programado para ativar o
celular para realizar ligagbes com duracao de 25 segundos a cada 2 minutos durante
3 e 10 noites. Tanto o mecanismo acionador quanto o aparelho celular operam sem

som, luz ou vibragéo.
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Figura 10. A, dispositivo eletrénico micro-controlado; B, conexdo com os telefones celulares; C, conexao
com o no-break.

3.5 EXPOSICAO A RADIACAO

Os animais foram aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais: 2
grupos expostos e 2 grupos controles (ndo expostos); cada grupo contendo 10
animais. Os animais dos grupos expostos foram submetidos a radiacdo emitida
durante chamadas de 25 segundos a cada 2 minutos, 12 horas ao dia (19h00min as
7h00min), um grupo por 3 dias e o outro por 10 dias. A exposi¢do foi realizada
durante o periodo noturno, pois este € o periodo de atividade dos roedores
(PINHEIRO et al., 2010). Durante os intervalos de 2 minutos e durante 12 horas ao
dia (7h00Omin as 19h00min), o telefone permaneceu dentro das gaiolas, porém no
modo standby. O tempo total de exposicdo diaria a RF-EMR foi aproximadamente
2,2 horas no modo de chamada e 21,8 horas no modo standby.

O telefone celular utilizado opera no sistema GSM (Global System for Mobile
Communications) a uma frequéncia de 1,8 GHz e foi mantido conectado a tomada e

ao mecanismo acionador durante todo o periodo de exposic¢ao.

3.6 TAXA DE ABSORCAO ESPECIFICA (SAR)

A taxa de absorcao especifica (SAR) é uma medida definida pela energia
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absorvida por unidade de tempo por unidade de massa de tecido (W / kg). Em
principio, é possivel obter o valor de SAR através de analise numérica e medicdo

experimental. A média € dada por:

(SAR)= %%\Er

onde o é a condutividade elétrica (S / m) de um tecido biologico, p é a densidade do
tecido (kg / m3) e E representa a intensidade do campo elétrico (V / m) emitido pelo
telefone celular (POLK et al., 1996).

A intensidade média do campo elétrico medido dentro da gaiola dos animais
foi de 4,1 V / m. Neste caso, a condutividade elétrica do epididimo & cerca de 1,39 S
/ m (NISBET et al., 2012), o volume do epididimo de ratos é aproximadamente 0,39
cm® (WEN et al., 2000) e a massa média mensurada foi de 0,45 g. Assim, neste
estudo, o valor de SAR foi de 20 mW / kg.

3.7 AVALIACAO DA TEMPERATURA

Para avaliar se existia variagcdo da temperatura dentro das gaiolas devido a
radiacdo emitida pelo telefone celular, foram usados sensores de temperatura LM35
de precisdo (Texas Instruments) para medir a temperatura ambiental (biotério) e a
temperatura dentro das gaiolas dos animais controles e expostos. As medidas foram
realizadas antes e durante a exposi¢cdo a RF-EMR. Os valores foram registrados

durante 60 minutos.

A temperatura retal dos animais, apés periodo de exposicdo a radiacdo, foi
também mensurada no grupo exposto bem como no grupo controle; usando um
termbmetro digital (TS-101 PM Tech Line ®).
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3.8 PESAGEM DOS ANIMAIS E ORGAOS

Os animais foram pesados antes e ap0s exposi¢cdo a radiacdo em todos 0s
grupos; e apos o periodo de exposi¢ao e obtencdo das amostras para avaliacdo das
caracteristicas dos espermatozoides, os testiculos e os epididimos, direito e
esquerdo, e a vesicula seminal dos animais foram removidos e também pesados. A
massa relativa dos orgaos foi calculada, em relacdo a massa corporal do animal:

massa relativa (%) = massa do 6rgao (g) x 100 / massa do animal (g).

3.9 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DOS ESPERMATOZOIDES

3.9.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Ao final do periodo de exposi¢do, os animais foram eutanasiados utilizando
xilazina (10 mg / kg) e cetamina (90 mg / kg). Um pequeno corte foi feito na bolsa
escrotal expondo o epididimo do animal e com o auxilio de uma tesoura cirargica,
varios pequenos cortes foram feitos na cauda epididimal liberando o seu contetdo. A
quantidade referente a uma ponta de tesoura do contetdo extravasado (~5 pL) foi
coletada do epididimo esquerdo e referente a trés pontas de tesoura (~15) do
epididimo direito. Cada amostra de secrecdo coletada foi entdo transferida para 50
puL de salina isoténica (0,9 %, v / v, NaCl) em uma placa de Petri a 37 °C para
dispersédo dos espermatozoides. Tanto 0s animais quanto todos os utensilios usados

durante esse procedimento foram mantidos em uma placa aquecida a 37° C.

Ambos os epididimos foram usados; a amostra de espermatozoides coletada
do epididimo direito foi usada para avaliar a fragmentacdo do DNA espermatico e a
amostra coletada do epididimo esquerdo foi usada para avaliar a vitalidade,
morfologia e a concentragdo dos espermatozoides. Todas as analises foram

realizadas as cegas.
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3.9.2 MORTALIDADE

A avaliacdo do percentual de mortalidade foi feita imediatamente apds coletar
as amostras em todos o0s grupos; assim, as mensuracdes de mortalidade nos

animais controles e tratados foram submetidas ao mesmo tempo e manuseio.

A mortalidade foi estimada pela avaliacdo da integridade da membrana das
células. Cinco puL de cada amostra foram transferidos para uma lamina de
microscopia seguida pela adicdo de 5 pL de eosina 0,5 % (m / v) (DE IULIIS et al.,
2009). Os espermatozoides vivos, com membranas intactas (impermeaveis), nao
permitem a entrada do corante e apresentam a cabeca transparente ou rosa claro e
0S espermatozoides mortos, com membrana danificada, apresentam coloracdo
vermelha ou rosa escuro. As laminas foram preparadas e imediatamente analisadas
sob microscopia de luz (Olympus BX41) em um aumento de 400 x de acordo com o
WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human Semen
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010); a base do microscopio onde a
lamina fica apoiada durante andlise foi também aquecida previamente utilizando
uma bolsa de gel a 37° C. Ao menos 200 células foram avaliadas em cada lamina e

0s resultados expressos como porcentagem.

3.9.3 MORFOLOGIA

Vinte uL de cada amostra foram usados para avaliacdo da morfologia dos
espermatozoides; dois esfregacos (duplicata) foram preparados por amostra, sendo
10 ul para cada. Os esfregacos foram secos ao ar, corados pelo método de
coloracdo de Shorr de acordo com o WHO Laboratory Manual for the Examination
and Processing of Human Semen (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010) e
armazenados para analise posterior. Todas as analises foram feitas sob um
microscoépio de luz em um aumento de 400 x (Olympus BX41) pela mesma pessoa,

5 - 7 dias ap0s a preparagdo de esfregago. Ao menos 200 células foram avaliadas
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por [amina para anormalidades morfologicas.

3.9.4 CONCENTRACAO

Uma diluicdo foi preparada transferindo 20 pL de cada amostra para 6 mL de
agua deionizada (1:300, v / v) para a determinacdo da concentracdo (numero de
espermatozoides por unidade de volume). As diluicbes foram feitas em duplicata e
10 pL de cada diluicdo foram transferidos para uma das camaras de contagem em
uma camara de Neubauer (Improved Neubauer — 0,1 mm de profundidade). A
contagem de espermatozoides foi realizada sob microscopia de luz (Olympus BX41)
em um aumento de 400 x. As células foram contadas nos quatro quadrantes laterais
em cada duplicata; os quadrantes estao representados na figura 11 pelos niumeros
de 1 a 4 (MARQUES et al., 2009).
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Figura 11. Representacdo dos nove quadrantes de uma das camaras de contagem da camara de
Neubauer, delineados em amarelo; os quadrantes laterais utilizados para contagem dos
espermatozoides estao representados pelos niumeros de 1 a 4.
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A aceitabilidade das contagens foi avaliada de acordo com a tabela 1. A diferenca

aceitavel é estabelecida de acordo com a soma das contagens das duplicatas.

Tabela 1. Aceitabilidade das contagens das duplicatas.

Diferenca Diferenca
Soma aceitavel Soma aceitavel
144-156 24 329-346 36
157-169 25 347-366 37
170-182 26 367-385 38
183-196 27 386-406 39
197-211 28 407-426 40
212-226 29 427-448 41
227-242 30 449-470 42
243-258 31 471-492 43
259-274 32 493-515 44
275-292 33 516-538 45
293-309 34 539-562 46
310-328 35 563-587 47

Fonte: WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human Semen. Organizacéo
Mundial da Saude, 2010.

A concentracao de espermatozoides foi calculada segundo o WHO Laboratory

Manual for the Examination and Processing of Human Semen da seguinte forma:
Concentracéo de espermatozoides / mL = (N/n) x (1/25) x FD x 10°

na qual N representa 0 numero total de espermatozoides (soma das contagens das

duas replicatas), n representa o namero total de linhas contadas e FD o fator de

diluicdo. Para este estudo n = 16, pois 0s quatro quadrantes laterais, com 4 linhas

cada (25 pL), foram contados (Figura 11) e FD = 300.

Para evitar a contagem do mesmo espermatozoide em quadrantes
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adjacentes, um espermatozoide posicionado em uma das bordas, s6 foi contado

com a cabeca na linha limite inferior ou esquerda do quadrante, formando um “L”

como mostrado na figura 12.
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Figura 12. A, representa o quadrante delimitado; B, representa o “L” formado pelas linhas limites
sobre as quais o0s espermatozoides, circulados em branco, sdo contados e em C, estdo

representados os espermatozoides que ndo sdo contados nesse quadrante, circulados em preto.

Fonte: WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human Semen. Organizacéo

Mundial da Sautde, 2010.

3.9.5 ENSAIO TUNEL

A integridade do DNA dos espermatozoides foi avaliada pelo ensaio Terminal

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL). As amostras de

espermatozoides foram suspensas em 0,5 mL de Solucdo Tampé&o Fosfato (PBS), 5

mL de solucdo de paraformaldeido 1 % (m / v) adicionados, e foram incubadas por

15 minutos a 4 °C para permeabilizacdo das células. As amostras foram entédo

centrifugadas por 5 minutos a 600 x g e o pellet ressuspendido em 5 mL de PBS

para lavagem. As amostras foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi

descartado e o pellet ressuspendido em 0,5 mL de PBS e 5 mL de etanol 70 %

gelado (v / v) foram adicionados para fixacdo das amostras. As células foram entdo

armazenadas a - 20 °C por 24 horas.

As amostras do controle positivo foram tratadas com 50 pyL de DNase | (1 mg /
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mL, Sigma) e incubadas por 30 minutos a 37 °C em banho-maria. A marcacao
TUNEL foi realizada utilizando o kit APO-BrdU™ TUNEL Assay (Invitrogen) de
acordo com as instrucdes do fabricante. lodedo de Propidio e Alexa Fluor 488 foram
usados para as analises. As amostras foram mantidas protegidas da luz e
analisadas por citometria de fluxo (Facscalibur - BD). Ao menos 10.000 células foram

analisadas por amostra. O software Cell Quest foi usado para a anédlise dos dados.

3.10 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados sdo apresentados como média = erro padrdo da média
(EPM). As variacOes estatisticas em mortalidade, morfologia e concentragdo de
espermatozoides entre 0s grupos expostos e respectivos controles bem como entre
0S grupos expostos foram analisadas pelo teste t de Student usando o software
Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc); valores de p < 0.05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os resultados provenientes de citometria de fluxo
foram analisados através da Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Dunnett
também utilizando o software Prism 5.0. Microsoft Office Excel 2007 foi usado para

fazer o grafico da avaliacdo da temperatura.
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Como mostrado na figura 13, ndo houve aumento da temperatura, devido a

exposicao, dentro das gaiolas dos animais expostos (com o telefone celular). A

temperatura variou igualmente dentro das gaiolas dos dois grupos de acordo com a

variacdo da temperatura ambiente.
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Figure 13. Diagrama das temperaturas, ambiente e dentro das gaiolas dos grupos controle e exposto.

Em t = 5 minutos o telefone celular foi acionado para realizar uma ligacdo, a qual teve duracdo de 55
minutos; os valores de temperatura foram registrados a cada 5 minutos.

Além disso, ndo houve diferenca significativa entre a temperatura retal dos

animais dos grupos controle e exposto ap0s exposicdo a radiacdo. A temperatura

meédia em °C dos animais expostos durante 3 noites foi 37,22 £ 0,16 (n = 6) e dos

animais controle, 37,07 + 0,18 (n = 6), p = 0,55; e a temperatura média dos animais
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expostos durante 10 noites foi 37,53 £ 0,22 (n = 6) e dos animais controle, 37,10 *
0,23 (n =6), p=0,21.

4.2 MASSA DOS ANIMAIS E ORGAOS

Tanto a massa corporal dos animais quanto a massa relativa dos 6rgaos, ou

seja, a massa dos Orgdos em relagdo a massa corporal do animal,

nao

apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos expostos e controles

correspondentes como mostrado na tabela 2.

Tabela 2. Massa dos animais antes (inicial) e ap6s (final) exposicdo a radiacdo emitida por telefone
celular; e massa relativa dos orgéos (testiculos, epididimos e vesicula seminal) apos exposicao.

Grupo Massa Massa
(n=6) inicial dos final dos Massa relativa dos 6rgéos (g)
- animais (g) animais ()
Vesicula

Testiculos Epididimos seminal
Exposto
(3 noites) 268,8+5,19 2950+7,14 0,43+0,01 0,14 £ 0,004 0,20+0,01
Controle 261,7+7.01 281,9+558 0,45+0,006 0,14+0,001 0,18+0,01
Exposto
(10 noites) 269,9+5,12 284,4+6,68 0,47+0,006 0,17+0,002 0,14 +0,008
Controle 2739+391 286,1+7,19 0,46+0,009 0,17+0,003 0,170,009

4.3 CARACTERISTICAS DOS ESPERMATOZOIDES

Os animais de ambos o0s grupos expostos, por 3 e 10 noites, mostraram

aumento significativo da mortalidade (% de espermatozoides mortos) e reducéo
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significativa da concentracdo (nimero de espermatozoides x 10° / mL) comparados

aos respectivos grupos controles (Figura 14).
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Figura 14. A e B, NUumero de espermatozoides nos grupo expostos a radiacdo eletromagnética de
radiofrequéncia por 3 e 10 noites e grupos controles correspondentes. C e D, percentual de
espermatozoides mortos nos grupos expostos a radiagéo eletromagnética de radiofrequéncia por 3 e

10 noites e grupos controles correspondentes. * Diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05).

Como demonstrado na figura 14, a concentracdo de espermatozoides foi reduzida

em 38,67 % nos animais do grupo exposto a RF-EMR por 3 noites comparado ao

grupo controle (14®) e o percentual de espermatozoides mortos foi 43,08 % maior

comparado ao grupo controle (14B). Os grupos controles apresentaram média de
15,62 + 1,50 % (n = 10) e 167,8 + 15,03 x 10° / mL (n = 10), enquanto 0S grupos
expostos apresentaram média de 22,35 + 2,09 % (n = 10) e 102,9 + 13,37 x 10°/ mL
(n =10); p=10,0089 e p = 0,0435 respectivamente.
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Como também demonstrado na figura 14, a concentracdo de espermatozoides foi
reduzida em 31,78 % nos ratos do grupo exposto a RF-EMR por 10 noites,
comparado ao grupo controle (14C) e o percentual de espermatozoides mortos foi
41,94 % maior comparado ao grupo controle (14D). Os grupos controles
apresentaram média de 15,33 £ 0,86 % (n = 10) e 150.0 *+ 8.48 (n = 10), enquanto os
grupos expostos apresentaram média de 21,76 £ 1,19 % (n = 10) e 102.3 £ 9.26 (n =

10); p = 0,0039 e p = 0,0005 respectivamente.

Estatisticamente comparando os grupos expostos, ndo houve diferenca significativa
entre o grupo de animais expostos por 3 noites e por 10 noites nos parametros

mortalidade e concentracdo avaliados (Figuras 15).
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Figura 15. A, percentual de espermatozoides mortos nos grupos expostos a radiacdo
eletromagnética de radiofrequéncia por 3 e 10 noites. B, nUmero de espermatozoides nos grupos
expostos a radiagdo eletromagnética de radiofrequéncia por 3 e 10 noites. * Diferenga
estatisticamente significativa (p < 0.05).

Ndo houve diferenca estatisticamente significativa no percentual de
espermatozoides com morfologia anormal entre os grupos. Os dados estao

apresentados na tabela 3.
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Tabela 3. Percentual de espermatozoides morfologicamente normais e anormais nos grupos expostos

a radiacdo eletromagnética de
correspondentes. Valores expressos como média £ EPM.

radiofrequéncia, por 3 e 10 noites,

e grupos controles

Grupo Espermatozoides
(n=20) morfologicamente  Espermatozoides morfologicamente anormais (%)
- normais (%)
Anormalidades Anormalidades Total de
na cabeca na cauda anormalidades
Exposto
. 98,86 + 0,17 0,64 £ 0,16 0,49+0,12 1,14 + 0,17
(3 noites)
Controle 98,53 £ 0,16 0,85+ 0,15 0,61+0,11 1,17 + 0,16
Exposto
. 98,12 £ 0,21 0,89+0,14 0,98 £ 0,17 1,87 +0,21
(10 noites)
Controle 98,46 + 0,16 0,87+ 0,11 0,66 £ 0,11 1,53+0,16

A figura 20 representa um espermatozoide considerado morfologicamente normal

fotografado através de um microscépio Nikon TS100F. Espermatozoides com cauda

quebrada (Figura 21), com cabeca quebrada, sem curvatura ou com duas cabecas

(Figura 22) foram classificados como anormais. Cabecas decapitadas ou somente

caudas foram considerados defeitos da técnica (Figura 23).

Figura 16. Espermatozoide de rato Wistar com morfologia normal.
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Figura 17. Espermatozdide de rato Wistar com anormalidade na cauda; * cauda quebrada.

Figura 18. Espermatozoides de ratos Wistar com anormalidades na cabega. A, espermatozoide com
cabeca quebrada; B, C e D, espermatozoides com duas cabecas; E, espermatozdide com cabeca
sem curvatura.
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Figura 19. Espermatozoides considerados defeitos da técnica. A, cauda sem cabeca; B, cabeca
decapitada.

4.4 ENSAIO TUNEL

Como demonstrado na figura 24, os animais apresentaram um aumento significativo
no percentual de espermatozoides com DNA fragmentado apos exposicdo a RF-
EMR por 3 e 10 noites, comparado aos animais dos grupos controles

correspondentes.
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Figure 20. Percentual de espermatozoides com DNA fragmentado nos grupos expostos a radiagado
eletromagnética de radiofrequéncia, por 3 e 10 noites, e grupos controles correspondentes. O
quadrante superior esquerdo representa as células marcadas somente com lodeto de Propidio; o
quadrante superior direito representa as células marcadas com Alexa Fluor 488 e lodeto de Propidio,
representando as células com fragmentacdes no DNA; a porcentagem indicada neste quadrante
representa o percentual de espermatozoides com DNA fragmentado. Os quadrantes inferiores, que
representam as células ndo marcadas ou fragmentos de células, ndo foram considerados. A, Grupo
controle (C) correspondente ao grupo exposto por 3 noites (n=4); B, Grupo exposto (E) a RF-EMR por
3 noites (n=5); C, Grupo controle positivo (CP), amostras tratadas com DNase | (n=3); D, Grupo
controle (C) correspondente ao grupo exposto por 10 noites (n=4); E, Grupo exposto (E) & RF-EMR
por 10 noites (n=5); F, Grupo controle positivo (CP), amostras tratadas com DNase | (n=3). G e H,
Comparacao estatistica entre os grupos por ANOVA e teste de Dunnett. * Diferenca estatisticamente
significativa (p < 0.05).
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5 DISCUSSAO

Esse estudo demonstra que a radiagdo eletromagnética de radiofrequéncia emitida
por telefones moveis afeta a qualidade dos espermatozoides, o que pode contribuir
para a infertilidade masculina. Os resultados revelaram um aumento na mortalidade
e diminuicdo na concentracdo de espermatozoides (Figura 14) juntamente com um
aumento no namero de células com DNA fragmentado (Figura 20) em ratos Wistar
expostos a campos eletromagnéticos com 1,8 GHz de frequéncia. E importante
considerar a soma dos efeitos observados sobre os parametros avaliados neste
estudo. Os animais expostos possuem um numero maior de espermatozoides
mortos em um reduzido nimero de espermatozoides, restando assim um numero de

células viaveis significativamente inferior.

A fragmentacdo do DNA é uma caracteristica das células em processo apoptético
(ALBERTS et al, 2014), ou seja, podemos associar a maior incidéncia de
espermatozoides com DNA fragmentado em animais expostos com maior nimero de

células em apoptose.

Em 2009, De luliis et al. e Agarwal et al. reportaram que a exposi¢cdo a RF-EMR
emitida por aparelhos celulares diminuem a vitalidade em espermatozoides in vitro.
Estudos in vitro sdo limitados pelo tempo de sobrevivéncia dos espermatozoides em
um meio de cultura. No entanto, efeitos na vitalidade dos espermatozoides foram
também observadas em experimentos in vivo, por exemplo, Lee et al. (2004)
demonstraram a inducdo de apoptose em espermatozoides de camundongos
expostos a RF-EMR e Agarwal et al. (2008) reportaram uma diminuicao significativa
da vitalidade em 3 grupos de homens que usavam celular por periodos variaveis de

tempo, comparados aos que nao usavam.

Um aumento de apoptose e uma diminuicdo significativa na contagem de
espermatozoides foram também observadas em ratos Wistar expostos a radiacao
emitida por telefones celulares por Kesari et al. (2010). Yan et al. (2007) e Kilgallon e

Simmons (2005) também relataram um aumento significativo na incidéncia de



52

espermatozoides mortos e uma diminuicdo na concentracdo de espermatozoides
devido a exposicdo a RF-EMR, respectivamente. Esses achados suportam nossos

resultados.

Os efeitos da RF-EMR ao DNA tém sido relatados em vérios estudos nas ultimas
décadas (GARAJ-VRHOVAC et al., 1990; LAl e SINGH, 1996). De luliis et al. (2009)
demonstraram fragmentacdo do DNA em espermatozoides humanos in vitro apés
exposicao a radiofrequéncia, o que também é consistente com nossos resultados.
Muitos pesquisadores tem associado a perda de funcéo e os danos ao DNA a um
estresse oxidativo devido a elevada producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (DE IULLIS et al., 2009; KESARI et al., 2011b). Lai e Singh demonstraram em
1997 que protetores contra radicais livres bloquearam os efeitos da RF-EMR ao DNA
de espermatozoides de ratos. Segundo a literatura cientifica existente, o aumento
das quebras no DNA observado neste estudo pode estar relacionado a danos
oxidativos ao DNA dos espermatozoides culminando na sua fragmentacdo. A
fragmentacdo do DNA de células germinativas estd associada a infertilidade,
desenvolvimento embriondrio comprometido, altas taxas de aborto espontaneo e
aumento da morbidade da prole incluindo desenvolvimento de cancer na infancia
(EVENSON et al., 2006).

Neste estudo, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos na incidéncia de anormalidades nos espermatozoides ap0s exposicao a
radiacdo por 3 e 10 noites entre grupos expostos e controles correspondentes
(Tabela 2). Contréario a este resultado, uma analise feita por Wdowiak et al. (2007)
dos parametros de espermatozoides de 304 homens, os quais usavam telefone
celular por mais de 1 ano, revelou um aumento na porcentagem de espermatozoides
com morfologia anormal. Essas anormalidades estdo diretamente relacionadas com

a duracdo da exposicao a radiacéo (LA VIGNERA et al., 2012).

O ciclo do epitélio seminifero leva 13,3 dias em ratos Wistar pos-puberes e a
duracdo de todo o processo de espermatogénese leva mais de 50 dias (HUCKINS,

1965), de modo que nao era esperado que o periodo de exposicdo avaliado neste
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estudo, 3 ou 10 dias, provocasse quaisquer alteracbes morfolégicas nos

espermatozoides.

No que se refere a 3 noites vs. 10 noites de exposicao, a diferenca na percentagem
de espermatozoides anormais pode ser explicada pela fisiologia do rato. Os
tratamentos de 3 ou 10 dias realizadas neste trabalho ndo causaram anomalias
morfologicas, porém, os espermatozoides podem levar até uma semana para se
deslocar dos tubulos seminiferos nos testiculos para a cauda do epididimo e durante
todo este tempo eles permanecem vulneraveis a exposicdo a RF-EMR (TURNERR,
1995) e este efeito é visivel apenas no grupo exposto durante 10 dias.

Alguns pesquisadores acreditam que os efeitos da exposicao a radiacao emitida por
telefones mdéveis podem ser devido aos efeitos cumulativos do calor gerado e da
RF-EMR emitida, enquanto alguns tém sugerido que a contribuicdo do componente
nao-térmico € minima (BLACK et al., 2003; MELTZ et al., 2003). No entanto, outros
pesquisadores tém demonstrado que a radiacdo emitida por celulares tem efeitos
ndo térmicos (LESZCZYNSKI et al., 2002; FRIEDMAN et al., 2007). Em nosso
estudo, os animais foram mantidos em gaiolas especiais, em que o telefone celular
foi mantido dentro de um tubo de PVC instalado na gaiola para evitar o contato
direto dos animais com o telefone e permitir seu movimento livre; além disso, as
gaiolas foram mantidas em ambientes bem ventilados. A temperatura ambiente foi
medida e as temperaturas no interior das gaiolas dos grupos controle e exposto,
bem como a temperatura dos animais ap0s exposi¢do, o que confirmou a auséncia
de aumento de temperatura devido exposicdo (Figura 13). Em contraste com as
mensuracdes feitas por Dasdag et al. (1999), ndo houve diferenca significativa na

temperatura entre grupos expostos e controles.

Diante de todas as informac¢des aqui tratadas, sdo necessarios estudos mais
detalhados para maior entendimento dos mecanismos envolvidos nos danos ao DNA

e na modificacdo da concentracgéo e vitalidade do sémen.



54

6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia
emitida por telefones moveis afeta a qualidade dos espermatozoides. Os dados
apresentados sao consistentes com estudos previamente publicados, demonstrando
efeitos adversos da RF-EMR e validando a observacdo de que o uso de telefones
celulares pode desempenhar um importante papel na reducdo do potencial de
fecundidade dos espermatozoides. Este estudo tem implicagcdes adicionais no que
diz respeito a saude e seguranca do uso extensivo de telefones moveis por homens

em idade reprodutiva, enfatizando a relevancia clinica e biolégica desses achados.
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ANEXOS

Pedido de depésito da patente “Caixa Blindada para Manter e Expor
Pequenos Mamiferos de Laboratério a Radiagdo Eletromagnética”
Pedido de depodsito da patente “Dispositivo Eletronico Ativador de
Aparelhos Emissores de Radiacdo Eletromagnética”

Pedido de depdsito da patente “Dispositivo Estimulador de Ejaculagéao
para Pequenos Mamiferos de Laboratério”

Artigo intitulado “Effects of Radiofrequency Electromagnetic Radiation

on sperm quality in Wistar rats”
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