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“Todos os dias vocé deve progredir. Cada
passo deve render frutos. Entdo ird se
estender diante de vocé um caminho que
sempre cresce, que sempre ascende, que
sempre melhora. Vocé sabe que nunca ird
terminar essa jornada. Porém, isto estd
longe de ser desencorajante, apenas
acrescenta mais prazer e gloria na sua
escalada.”

Sir Winston Churchil
Politico Britanico (1874 -1965)
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi Investigar a agdo do campo eletromagnético
(CEM) de 60 Hz, senoidal, com intensidade de 3 uT, duas horas ao dia, durante vinte e
um dias consecutivos, na regulacao das concentracdes hormonais e metabdlicas em ratas
prenhas, submetidas a dieta balanceada e ratas prenhas submetidas a Dieta Basica
Regional (DBR), bem como o desenvolvimento reflexo e somatico e evolugao do
crescimento corporal da prole. Foram constituidos quatro grupos de animais: dois
grupos caseina (A e B), com 18% de caseina e dois grupos DBR (C e D), tratados com
dieta contendo 8% de proteina mista, com ou sem exposi¢cdo. As manipulacdes
dietéticas ocorreram durante a gestacdo. Os parametros hormonais (insulina, cortisol ,
T; e T4) e bioquimico (glicose) foram determinados no soro. Foram pesquisados,
diariamente, entre 12:00 e 14:00 horas, os reflexos congénitos: preensdo palmar (PP),
recuperagao do dectbito (RD), aversdao ao precipicio (AV), colocagdo pelas vibrissas
(CV), geotaxia negativa (GN), resposta ao susto (RS) e recuperacao do decubito em
queda livre (RDQL) e as caracteristicas fisicas: abertura do pavilhao (APA), do conduto
auditivo (ACA), do olho (AO) e erupcdo dos dentes incisivos superiores (EDIS) e
inferiores (EDII). Quanto aos parametros bioquimicos e hormonais: o grupo D
apresentou concentracao de glicose 113,09% maior em relagdo ao grupo C. O grupo C
apresentou insulina e cortisol menores (77,5% e 54,67%) que o Grupo A,
respectivamente. As concentragdes séricas de Ts oscilaram em valores percentuais
menores, (71,43%, 91,16% e 97,28%) nos grupos B, C e D respectivamente em relacdo
ao A e 69,05% no C comparado ao B. As de T4, apresentaram 37,88%, 74% e 51,38%
nos grupos B, C e D, respectivamente e 58,16% no C em relacdo a B. Quanto a
maturacao reflexa, o CEM associado a desnutri¢do (D) induziu retardo, em dias, no
aparecimento ou desaparecimento dos reflexos RD, AP, CV, GN, RS, RQDL ¢ PP em
relacdo ao grupo A (caseina sem exposi¢do ao CEM). Comparando-se a DBR a Caseina
(D e B), ambos expostos ao CEM, o retardo ocorreu nos RD, CV, GN e AP ¢ nos
grupos (C e A), o efeito foi observado nos RD, AP, CV, GN, RS e PP. Quanto ao CEM,
o grupo B diferiu do grupo A nos AP, RS, RDQL e PP e o grupo D diferiu do C apenas
no reflexo PP. Considerando os indicadores de maturacdo somatica, o grupo D
apresentou retardo em relagdo ao grupo A, nos APA, ACA, AO, EDIS e EDII.
Comparando-se a DBR a Caseina (D e B), os afetados foram APA e AO. Conclui-se
que o CEM associado a desnutrigao causou uma diminui¢ao nas dosagens de T3 e T4 das
ratas prenhas e retardo na maturagao reflexa e somatica da prole.



ABSTRACT

The aim of the present study was to observe how exposition of the pregnant rats to the
electromagnetic field (EMF) at 60Hz, 3uT for 2 hours per day, during twenty one days
and/or using the Regional Basic Diet (RBD) influenced the regulation of the hormonal
and metabolic concentrations in pregnant rats, and their influence on the reflex and
somatic maturation in offspring. Four groups were formed: two groups casein (A and B)
whose diet contained 18% of protein and two groups RBD (C and D), which were fed a
diet with 8% of protein, exposed or not to the EMF. The diet manipulation occurred
during the pregnancy. The hormonal (insulin, cortisol, T; and T4) and metabolic
concentrations (glucose) were assessed in the serum. The following reflexes were daily
assessed (between 12:00 and 14:00 h): Palma Grasp (PG), Righting Reflex (RF), CIiff
Avoidance (CA), Vibrissae Placing (VP), Negative Geotaxis (NG), Auditory Startle
(AS) and Free-Fall Righting (FFR) and also the somatic maturation indexes: Eye
Opening (EO), Auricle Opening (AO), Auditory Canal Opening (ACO), Low Incisor
Eruption (LIE) and Upper Incisor Eruption (UIE). The results of the metabolic and
hormonal serum concentrations were: Group D presented a glucose serum concentration
113.09% greater that of Group C. Group C presented lower insulin and cortisol levels
(77.5% and 54.67%) than those of Group A. The T; serum concentration presented
figures lower than the control Group A, i.e. 71.43% for Group B, 91.16% for Group C,
and 97.28% for Group D. When comparing Group C with Group B, the difference
presented was 69.05%. The T4 serum concentrations, were 37.88%, 74% and 51.38% in
the groups B, C and D, respectively. It presented a difference of 58.16% in the Group C
in relation to Group B. The association between EMF and a deficient diet caused a delay
in the appearance or disappearance of the reflexes RF, CA, VP, NG, AS, FFR and PG
when compared with Group A (fed casein). When the diets were compared, both
exposed to EMF (D and B), the delay occurred in the RF, VP, NG and CA. And in the
Groups C and A, the effect was observed in RF, CA, VP, NG, AS and PG. In relation to
the EMF, the Group B differed from Group A in CA, AS, FFR and PG and the Group D
differed from C in the PG reflex. In the somatic indexes Group D showed delay in
relation to Group A in the EO, AO, ACO, LIE and UIE reflexes. When Groups D and B
(RBD and casein) where compared the delay happened in AO and EO. In conclusion,
the association between EMF and undernutrition caused a decrease in the T3 and T4
serum concentration of pregnant rats and a delay in the reflex and somatic maturation of
the offspring.



1. INTRODUCAO

A interacdao dos campos eletromagnéticos (CEMs) com o ser humano, por meio
de correntes induzidas e campos suficientemente fortes podem resultar em efeitos
agudos a saude. Pesquisas epidemiologicas t€ém se expandido gradualmente e incluido
outras patologias além do cancer como por exemplo: efeitos neurodegenerativos,
suicidios e depressdo (SOBEL; DAVANIPOUR, 1996; AHLBOM, 2001).

Diversos estudos tém sido feitos com o propdsito de se identificar as mudangas
que ocorrem no organismo, quando expostos a radiacdo eletromagnética. No entanto,
muitas davidas ainda persistem, porém ¢é conhecido o fato de que o nimero de diversas
formas de cancer na populagdo, tais como a leucemia infantil, tumores cerebrais, cancer
pulmonar, cancer de mama, linfomas, etc. vem aumentando consideravelmente com os
avangos tecnoldgicos (LOOMIS; SAVITZ; ANANTH, 1994; BALCER; ELIZABETH,
1995; HEALTH, 1996; STEVENS; DAVIS, 1996; TENFORDE, 1996; ERREN, 1997).

Becker (1972), sugeriu que o CEM no meio ambiente era o responsavel por
algumas doencas, pelo fato do CEM produzir correntes internas no organismo que
competem com os que sao produzidos naturalmente. Seguindo a tendéncia dos estudos
em laboratorio, deve-se esperar que o CEM esteja relacionado com varias doengas e nao
apenas com o cancer. Os estudos mostram que o campo eletromagnético ¢ um estressor
biolégico e que a populagdo sendo cronicamente estressada tem uma probabilidade
maior de desenvolver doencas (MARINO; MORRIS, 1999). Segundo, Blank.; Soo;
Papstein (1995), a instalagao elétrica domiciliar ou do ambiente de trabalho, que produz
um campo eletromagnético de 60 HZ, é capaz de estressar o organismo da populagdo
exposta, devido a alteragdes nas atividades enzimaticas como, por exemplo, alteragdes

da Na, K-ATPase ¢ segundo Tonini et al (2001) o CEM, 50-60 Hz atua na membrana



celular ao nivel dos canais de célcio e nos canais de potassio calcio dependentes.
Embora os campos eletromagnéticos de 60 Hz do ponto de vista biologico sejam
classificados como nao ionizantes, isto €, incapazes de promover ionizagdo das cadeias
de DNA, alguns estudos demonstram que o efeito Joule, desenvolvido no organismo
irradiado, € capaz de provocar uma ruptura semelhante (LAI; SINGH, 1997).

Estudos similares tém sido publicados sobre o risco de efeitos adversos na
reproducdo humana, associados com a exposicdo ao CEM (CHERNOFF; ROGERS;
KAVET, 1992; BRENT; BECKMAN; LANDEL, 1993; SHAW; CROEN, 1993;
NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996;
TENFORDE, 1996; CREASEY, 2000). Segundo Juutilianem et al (1993), a exposicdo a
campos eletromagnéticos pode causar aborto. A verdade ¢ que, se ndo foi possivel
comprovar essa correlacdo, também ndo ¢ conclusivo o fato de que as ondas
eletromagnéticas sao inofensivas quando incidem, com uma certa poténcia e freqliéncia,
sobre organismos vivos (GOLDBERG, 2000). Parece ndo haver duvidas que a
irradiagdo de ondas eletromagnéticas de baixa freqii€ncia é capaz de inibir o
funcionamento da glandula pineal ¢ a secre¢do da melatonina (WILSON et al, 1981;
WELKER et al, 1983; LERCHL et al, 1990; KATO et al, 1991; LOESCHER et al,
1993; YELLON, 1994; WILSON et al, 1999). A queda na secregdo da Melatonina ¢ o
aumento na liberacdo do hormonio adrenocorticotropico (ACTH) e do Cortisol sao
sugestivos de que os corpos irradiados com as ondas eletromagnéticas de baixa
freqliéncia estdo mais expostos a niveis elevados de estresse e por conseqii€éncia, mais
susceptiveis de desenvolver doencas ou desequilibrios organicos (MARINO; MORRIS,
1999; LUCENA et al, 2002).

Grande parte da populagdo brasileira é carente sendo classificada como de baixo

poder aquisitivo e como tal, sendo vitima de uma nutrigdo inadequada e como
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conseqiiéncia sofrendo de desnutri¢do. A desnutricdo promove alteragdes danosas aos
diversos sistemas organicos, inclusive o sistema nervoso, tanto em animais de
laboratorio (CASTRO; TRACY; RUDY, 1989), como em humanos (STOCH et al,
1982). A Dieta Basica Regional foi elaborada por Teodosio et al (1981), baseando-se
em um inquérito alimentar realizado em populagdes economicamente desfavorecidas da
Zona da Mata de Pernambuco (BATISTA FILHO, 1968) e posteriormente analisada
pelo setor de Nutrigdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco (TEODOSIO et al, 1990). Essa dieta, a qual se convencionou chamar de
“Dieta Basica Regional” (DBR), corresponde a uma alimentagdo multi-deficitéria,
contendo em torno de 8% de proteina mista das quais a maior propor¢ao ¢ de origem
vegetal. Os animais submetidos experimentalmente ao consumo da DBR, apresentam
alteracdes clinicas, bioquimicas ¢ do desenvolvimento somatico semelhantes aquelas

encontradas em humanos desnutridos ( TEODOSIO et al, 1981, 1983).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. 0S CAMPOS ELETRICOS MAGNETICOS

2.1.1. Grandezas e Unidades

Enquanto que os campos elétricos sdo associados somente com a presenca de
carga elétrica, os campos magnéticos resultam do movimento fisico da carga elétrica
(corrente  elétrica). (INTERNATIONAL COMISSION ON NON-IONIZING
RADIATION PROTECTION, 1998). Um campo elétrico E, exerce forgas sobre uma
carga elétrica, e é expresso em volt por metro (V.m™).

Similarmente, campos magnéticos podem exercer forgas fisicas sobre cargas
elétricas, mas somente quando tais cargas estdo em movimento. Campos elétricos e
magnéticos tém amplitude e dire¢do (i.e. sdo grandezas vetoriais). Um campo magnético
pode ser especificado de duas maneiras — como fluxo de densidade magnética B,
expresso em tesla (T) ou como campo magnético H, expresso em Ampére por metro
(A.m™"). As duas quantidades sio relacionadas pela formula: B = pH, onde p é a
constante de proporcionalidade (permeabilidade magnética). No vacuo ou no ar, bem
como em materiais ndo magnéticos (inclusive meios biologicos), | tem o valor de
41.107 quando expresso em Henry por metro (H.m™). Portanto, na descri¢io de um
campo magnético, para finalidades de prote¢do, basta especificar uma das grandezas, B
ou H, ver tabela 1.

Numa regido distante da fonte geradora do CEM, o modelo de onda plana ¢ uma
boa aproximacao para a propagacao do mesmo. As caracteristicas da onda plana sdo:

e As frentes de onda tém uma geometria plana;

12



e Os vetores E e H e a diregdo de propagacao sao mutuamente perpendiculares;

e A fase dos campos E e H ¢ a mesma. No espago livre (vacuo), o quociente E/H ¢
igual a 377 ohm, que ¢ o valor da impedancia caracteristica do espaco livre;

e A densidade de poténcia S, i.e., a poténcia por unidade de area normal a dire¢ao
de propagagdo, estd relacionada aos campos elétrico e magnético, pela
expressao:

S=EH=E*377=377H’

A mensuragdo do CEM proximo a fonte geradora ¢ bem mais complicada,
porque os valores maximo e minimo dos campos E ¢ H ndo ocorrem nos mesmos
pontos ao longo da dire¢do de propagacao, como acontece na regido de campo distante.
Na regido de campo proximo, a estrutura do campo eletromagnético pode ndo ser
homogénea, e pode haver variagdes substanciais no valor da impedancia de onda (377 QQ
no campo distante), poderd haver quase exclusivamente campos E em algumas regides e

campos H em outras.

Exposi¢des em campos proximos sao mais dificeis de especificar, porque ambos
os campos E ¢ H devem ser medidos e porque os padrdes dos campos sdao mais

complicados; nesta situagdo, a densidade de poténcia nao ¢ mais uma quantidade

apropriada para exprimir restricdes a exposi¢cao (como ocorre no campo distante).

A exposicdo a CEM variaveis no tempo resulta em correntes internas no corpo €
absorcao de energia nos tecidos, que dependem dos mecanismos de acoplamento e da

freqiiéncia envolvida.

O campo elétrico interno e a densidade de corrente estdo relacionados pela Lei

de Ohm: J=ocE

e Onde o ¢ a condutividade elétrica do meio.
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Tabela 1 — Grandezas elétricas, eletromagnéticas, dosimétricas e unidades

correspondentes SI

Grandeza Simbolo Unidade

Condutividade c Siemens por metro (S.m™)
Corrente I ampére (A)

Densidade de corrente J ampére por m* (A.m?)
Freqiiéncia f Hertz (Hz)

Campo elétrico E Volt por metro (V.m™)
Campo magnético H Ampére por metro (A.m™)
Densidade de Fluxo magnético B Tesla (T) *
Permeabilidade magnética 1 Henry por metro (H.m™")
Permissividade € Farad por metro (F.m™)
Densidade de poténcia S Watt por m* (W.m™)
Absorg¢ao especifica SA  Joule por kg (J.kg™")

Fonte: INTERNATIONAL COMISSION ON NON-IONIZING RADIATION PROTECTION - 1998.

(*) Como em alguns trabalhos, particularmente os norte-americanos, ¢ usual a utilizagdo

de unidades do sistema CGS (Gauss), damos a seguir sua conversao:

1uT=10mG
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RESUMO

Os avangos tecnologicos tém aumentado o nuimero de equipamentos elétricos e
eletronicos, seja nas residéncias ou mesmo no ambiente de trabalho, fazendo com que a
populagdo conviva com um grande numero de fontes de irradiacdo eletromagnética,
com os mais diversos niveis de poténcia e freqiiéncia. Por muitos anos, alguns cientistas
acreditaram que o campo eletromagnético (CEM) com freqiiéncia extremamente baixa
nao pudesse causar efeitos e alteragdes significantes no material biologico. Este trabalho
tem como objetivo verificar os efeitos adversos dos CEMs, em humanos e animais, que
foram publicados nos ultimos anos, através de uma revisdo da literatura disponivel em
medline, revistas nacionais e internacionais e catdlogos de obras de referéncia na area
dos CEM (50/60 Hz). Como resultado foi observado que o CEM (50/60 Hz) ¢ capaz de
produzir diversos efeitos adversos em humanos e animais, como por exemplo:
Disturbios na reprodugdo, doengas degenerativas, efeitos psiquiatricos e psicologicos,
alteracdes citogenéticas, alteragdes mno sistema cardiovascular, nervoso e
neuroenddcrino, bem como nos parametros bioldgicos e bioquimicos. Apesar de todas
estas constatagOes e devido a muitas controvérsias entre varios autores, se faz necessario
um estudo mais especifico e aprofundado sobre este assunto.

Palavras-chave: Campo Eletromagnético, 50/60 Hz, Efeitos adversos.

ABSTRACT

The technologic development has increased the number of electric and electronic
devices for household and work environment applications. In this way, we have to cope
with a diverse quantity of electromagnetic irradiation sources, with different power and
frequency ranges. For many years, some scientists and engineers believed that low-
frequencies electro-magnetic field (EMF) could not cause any bad effect or substantial

alterations on the biologic livings. This work has the objective to perform a literature
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review of the possible effects of EMF in human beings and animals, that was published
in the past years on MEDLINE, international, and national journals about the EMF
(50/60Hz). The results showed that extremely low EMF might produce adverse effects,
1.e. cancer, reproduction disruption, degenerative illnesses, citogenetic alterations, and
cardiovascular, neurologic and neuroendocrine system alterations, in humans and
animals. The biologic and biochemical parameters suffered interference as well. Despite
all these findings, we can find some disagreements among the authors. Hence it is
necessary to extend the research about this issue.

Key words: Electro-magnetic fields, 50/60 Hz, Adverse effects.

INTRODUCAO

Os avangos tecnologicos tém aumentado o nimero de equipamentos elétricos e
eletronicos, seja nas residéncias ou mesmo no ambiente de trabalho, fazendo com que a
populacdo conviva com um grande ntimero de fontes de irradiagcdo eletromagnética,
com os mais diversos niveis de poténcia e freqiiéncia. A exposi¢do humana a radiagdes
do campo eletromagnético (CEM) ocorre por toda a parte, resultante da proximidade de
linhas de for¢a de alta voltagem e estacdes de forca de transmissdo, do uso de
eletrodomésticos e equipamentos como microondas, monitores de video e telefones
celulares. Consequentemente, ha interesse em determinar se ha riscos aos individuos
expostos de forma constante aos CEM (ESTECIO; SILVA, 2002).

Por muitos anos, alguns cientistas acreditaram que o campo eletromagnético (CEM) de
baixa freqiiéncia ndo pudesse causar efeitos e alteragdes significantes no material
biologico. Esse raciocinio esteve fundamentado no fato de o CEM ndo provocar
ionizagdes em ligagdes moleculares do material genético e de apenas gerar uma
quantidade de calor insuficiente para elevar a temperatura do tecido corporal. Contudo

constatou-se que esses argumentos sdo incorretos, pois ha outras formas dos campos
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interagirem com cé¢lulas individuais para gerar tais alteracdes (LECHTER, 1991).
Becker (1972), foi um dos primeiros pesquisadores a sugerir que o CEM no meio
ambiente era o responsavel por algumas doengas, pelo fato de o CEM produzir correntes
internas no organismo que competem com os que sao produzidos naturalmente.
Segundo Lai & Singh (1997a) embora os CEM de 60 Hz sejam classificados como ndo
ionizantes, isto é, incapazes de romper, por vibragdo, as cadeias de DNA, alguns estudos
demonstram que o Efeito Joule, desenvolvido no organismo irradiado, é capaz de
provocar uma ruptura semelhante. Seguindo a tendéncia dos estudos em laboratodrio,
devemos esperar que o CEM esteja relacionado com diversos tipos de doenca e ndo
apenas com o cancer. Os estudos mostram que o CEM ¢é um estressor bioldgico e que a
populacdo sendo cronicamente estressada tem uma probabilidade maior de desenvolver
doengas (MARINO & MORRIS, 1999).

Alguns estudos em trabalhadores envolvidos na fabricacdo de ima indicaram varios
sintomas subjetivos e distirbios funcionais incluindo irritabilidade, fadiga, dor de
cabega, perda de apetite, bradicardia, taquicardia, queda da pressdo sangiiinea, alteragao
no eletroencefalograma, prurido, queimacdo e dorméncia (INTERNATIONAL
COMMISSION ON NON-IONIZING RADIATION PROTECTION, 1994).

Estudos similares t€ém sido publicados sobre o risco de efeitos adversos na reprodugdo
humana, associados com a exposi¢ao ao CEM (CREASEY, 2000). Segundo Juutilianem
et al (1993), a exposi¢do a campos eletromagnéticos pode causar aborto. A verdade ¢
que, se nao foi possivel comprovar essa correlacdo, também ndo € conclusivo o fato de
que as ondas eletromagnéticas sdo inofensivas quando incidem, com uma certa poténcia
e freqiiéncia, sobre organismos vivos (GOLDBERG, 2000).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo verificar os possiveis efeitos

adversos do CEM, em humanos e animais, que foram publicados nos ultimos quarenta
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anos, através de uma revisdo da literatura disponivel em medline, revistas nacionais e
internacionais e catalogos de obras de referéncia na area dos CEM (50/60 Hz).
CANCER EM HUMANOS

Becker (1977) analisou o numero de cancer, entre aproximadamente 1100 residentes de
uma area rural no norte de Syracuse, Nova York. Esta area era cruzada por linhas de alta
tensdo e continha 20 antenas. A incidéncia de cancer nesta area entre 1974 ¢ 1977, foi
quase o dobro da esperada no estado como um todo. Em 1979, Wertheimer & Leeper
apresentaram um estudo indicando que os ambientes expostos aos campos
eletromagnéticos de 50 e 60 Hz podem aumentar o risco de doengas cronicas —
mortalidade por cancer em criancas. Trés anos depois este estudo foi seguido pelo
trabalho de Milham (1982), que mostrou uma relagdo entre leucemia e trabalho em
ambientes expostos ao CEM, ao utilizar uma base de dados fundamentada em
certificados de obito, que incluia tipos de emprego e informagdes sobre a mortalidade
por cancer, em Washington. Outros estudos similares foram feitos por Wright et al
(1985) em Los Angeles e por Coleman et al (1983) na Inglaterra, onde os resultados
obtidos concordaram com os resultados de Milham.

McDowall (1983), publicou um estudo epidemioldgico envolvendo 537 mortes, por
leucemia, na Inglaterra e Pais de Gales em 1973; o grupo controle incluia todos os tipos
de morte exceto leucemia. Ele encontrou um risco relativo maior de desenvolver
leucemia os trabalhadores submetidos ao CEM em seus ambientes de trabalho. Em
estudo similar Pearce et al (1985), também reportaram que eletricistas na Nova Zelandia
tinham um risco maior de sofrer de leucemia. Li et al (1997), informaram haver um
aumento de casos de leucemia em adultos morando a menos de 50 metros de uma linha

de forga de alta tensao.
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Lin et al (1985), estudaram a relagdo entre ocupagao e mortalidade por tumor de cérebro
que ocorreram entre homens brancos residentes em Maryland entre 1969-1982. Analises
preliminares mostraram mais mortes entre trabalhadores expostos ao CEM (eletricistas,
engenheiros elétricos) do que o esperado. Foi observado um numero significativamente
diferente entre o nimero de individuos portadores de glioma e astrocitoma entre os
individuos expostos quando comparados com o grupo controle. Segundo Swerdlow
(1983), em um estudo epidemioldgico entre 1962 e 1977, onde observou uma alta taxa
de cancer de olho entre homens que trabalhavam na industria elétrica e eletronica na
Inglaterra e Pais de Gales, os valores encontrados para este grupo foram bem mais altos
que os valores encontrados entre os trabalhadores em geral para este tipo de doenga.
Vagero & Olin (1983), estudaram os casos de cancer reportados na Suécia, no periodo
de 1961-73, eles observaram uma maior quantidade de casos de cancer entre homens e
mulheres, com idade entre 15 ¢ 64 anos, no grupo formado por trabalhadores da
industria eletronica. Eles observaram um aumento na incidéncia de cancer de 15% entre
homens ¢ de 8% entre as mulheres que trabalhavam na industria eletronica quando
comparados com o restante dos trabalhadores. Trabalhadores de linha de alta tensdo no
Canada exibiram uma taxa trés vezes maior na quantidade de cancer de intestino quando
comparados com os outros trabalhadores (HOWE & LINDSAY, 1983). Em estudos
posteriores Savitz & Ahlbom (1994), que utilizaram bases de dados semelhantes;
observaram que os tipos de cancer, para os quais foram notados indices elevados,
variaram nos diversos estudos, particularmente quando foram caracterizados os subtipos
de cancer.

Segundo Stevens et al (1992), as nac¢des industrializadas apresentam um alto indice de
cancer de mama entre as mulheres. Segundo Savitz et al (1990), em um estudo realizado

em Denver, relataram uma ligacdo entre o uso pré-natal de cobertores elétricos e a
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leucemia na infancia. Um outro estudo feito em Los Angeles constatou uma associagao
entre leucemia e criangas que usavam secadores de cabelo e assistiam televisdo em
receptores monocromaticos (LONDON et al, 1991). Linet et al (1997) fizeram um
extenso estudo de casos, nos Estados Unidos (638 casos e 620 individuos de controle),
para testar se a leucemia linféide aguda na infancia esta associada a exposi¢ao a campos
magnéticos de 60 Hz. Eles observaram uma associagdo positiva, entre 0s campos
magnéticos e o risco de leucemia. Segundo Loomis et al (1998), existe uma associagao
positiva entre o risco de cancer de cérebro e a exposi¢do ocupacional ao CEM.
Conclusdes similares tém sido reportadas quanto ao desenvolvimento de cancer em
adultos, particularmente quanto ao aumento da incidéncia de tumor no cérebro e
leucemia em trabalhadores da rede elétrica nos Estados Unidos (ROBINSON et al,
1997) e na Suécia (FLODERUS et al, 1994). Feychting & ahlbom (1994), fizeram um
estudo epidemioldgico entre adultos, na Suécia, que viviam perto de linhas de alta
tensdo e observaram um aumento de leucemia e tumores no sistema nervoso central.
Feychting et al (1998), em outro estudo epidemiologico na Suécia, observaram uma
relacdo entre exposicdo ao CEM de jovens mulheres, até 50 anos, que viviam perto de
linhas de alta tensdo e o diagnostico de cancer de mama.

Juutilainen et al (2000), ao estudarem mulheres expostas ao CEM no ambiente de
trabalho, propuseram a hipotese de que a exposicdo ao CEM pode potenciar os efeitos
de agentes carcinogénicos conhecidos, mas apenas quando ambas as exposi¢des sao
cronicas. Ha indicag¢des de que o CEM pode influenciar a agdo de enzimas, o sinal de
transducdo, a expressao génica e a sintese de proteinas, que exercem atividades
importantes na regulacdo da proliferagdo celular e nos processos envolvidos na

promocao tumoral (TROSKO, 2000).
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Villeneuve et al (2000a), fizeram um estudo epidemioldgico entre 31453 trabalhadores
da industria elétrica e observaram que os CEM atuam com um agente promotor na
etiologia da leucemia em adultos. Villeneuve et al (2000b), apdés um estudo
epidemiologico em Ontario, com trabalhadores, do sexo masculino, da industria
elétrica, suportaram a hipdtese de que o CEM pode ser um agente promotor na etiologia
do linfoma “non-Hodgkin’s”.

Tynes et al (2003), suportaram a idéia de que havia uma relagdo entre o surgimento do
melanoma e a exposi¢do ao CEM, apos realizarem um estudo epidemiologico na
Noruega, utilizando adultos com idade a partir dos dezesseis anos.

CANCER EM ANIMAIS

Holmberg (1995), fez uma revisdo dos trabalhos publicados que usaram CEM com
intensidade entre, 0.5uT e 30mT, em ratos e chegaram a conclusao de que o CEM nao ¢
iniciador do desenvolvimento tumoral, mas pode ser o promotor do processo ja iniciado.
Essa hipdtese ¢ apoiada por estudos mostrando que a exposicdo ao CEM acelera a
tumorigénese em animais expostos a carcinogénicos. Os dados apresentados pela
revisdo de Loescher & Liburdy (1998) mostram indicagdes, a partir de estudos em
animais, que a exposicdo ao CEM de 50-60 Hz exerce efeito co-promotor ou promotor
de cancer em células ja iniciadas no processo cancerigeno.

REPRODUCAO EM HUMANOS

Lindbolm et al (1992) observaram mulheres gravidas submetidas ao CEM emitidos por
monitores de video e constatou um maior indice de aborto entre elas. Segundo
Juutilianen et al (1993), mulheres gravidas submetidas ao CEM no ambiente em que

vivem, estdo mais propensas a sofrer aborto.
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REPRODUCAO EM ANIMAIS

Segundo Cecconi (2000), o CEM de 50 Hz pode prejudicar o potencial reprodutivo de
fémeas mamiferas pela reducao da capacidade dos foliculos de atingirem o estagio de
desenvolvimento essencial para o sucesso da reproducao. Eles chegaram a essa
conclusao expondo células foliculares in-vitro ao CEM de 50 Hz, 1.5 mT, por um
periodo de cinco dias. Al-Akhras et al (2001), submeteram ratos Sprague-Dawley
adultos, machos e fémeas, ao CEM de 50 Hz, 50 uT, por noventa dias antes de acasalar.
Os ratos apresentaram reducdo na fertilidade e o niimero de ratas prenhas foi menor
entre as ratas que foram acasaladas com ratos expostos ao CEM, e o nimero de
reabsorcdo fetal foi maior nas ratas. Lee et al (2004), observou os efeitos do CEM de 60
Hz, 0.1 mT ou 0.5 mT, por 24 horas, durante oito semanas, nas células germinativas dos
testiculos em ratos machos adultos. Como resultado eles observaram que o CEM pode
induzir a morte de células germinativas em ratos.

DOENCAS NEURODEGENERATIVAS EM HUMANOS

De acordo com Repacholi (1998), a exposi¢do ao CEM pode gerar disfungdes do
sistema nervoso central (SNC), induzindo ao nervosismo, a ansiedade, ao estresse, a
distarbios do sono e outros.

Segundo Savitz et al (1998), ha indicagdes de que a exposi¢ao ocupacional aos campos
magnético e elétrico pode estar associada a um risco aumentado para o aparecimento de
doengas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson e esclerose amiotréfica lateral.
Sobel & Davanipour (1996), também sugeriram que haveria uma associacido entre
doenca de Alzheimer e exposicao ocupacional a campos magnéticos.

Segundo os dados obtidos por Ahlbom (2001) em uma meta-analise, utilizando o
material apresentado no Simposio sobre CEM que foi organizado pelo US National

Institute of Environmental Health Sciences em 1998, verificou que existe uma forte
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evidéncia de aumento do risco de esclerose lateral amiotréfica em pessoas que
trabalham com eletricidade. No entanto, a exposi¢do ao CEM, ¢ uma entre varias causas
possiveis. Ahlbom (2001), suporta a hipotese de que um trabalhador exposto ao CEM,
em sua profissdo, estd muito mais susceptivel a desenvolver esclerose lateral
amiotréfica do que Alzheimer.

EFEITOS PSIQUIATRICOS E PSICOLOGICOS EM HUMANOS

No final da década de 70, Reichmanis et al(1979), publicaram um trabalho indicando
que havia uma relagdo entre a exposi¢do ao CEM e suicidio. Baris et al (1996),
afirmaram existir evidéncias de uma associagdo entre suicidio e exposi¢cdo cumulativa
ao CEM. Wilson (1988), sugere que o transtorno causado pela exposi¢do ao CEM ao
ritmo circadiano da melatonina poderia estar relacionado com a depressao.

Massot et al (2000) em seus experimentos in vitro observaram que o CEM de 50 Hz, 2
uT e 2 mT, especificamente interage com os receptores 5-HTp, induzindo mudangas
estruturais da proteina resultando em uma diminui¢do da sensibilidade funcional dos
receptores. Por isso, in vivo, a exposi¢do ao CEM pode levar a mudangas fisiologicas,
particularmente no campo das alteracdes do humor onde o sistema 5-HT ¢ fortemente
envolvido.

CITOGENETICA EM HUMANOS

Alguns estudos citogenéticos realizados In vitro ndo demonstraram aumento das
freqliéncias de aberragdes cromossdmicas em células expostas ao CEM (SCARFI, et al,
1994), enquanto outros observaram diferencas significantes nas freqiiéncias de
aberragdes cromossomicas em conseqiiéncia da acdo do CEM em situagdes especificas
(KHALIL & QASSEN, 1991). Esses autores relataram ocorréncia aumentada de

aberragdes cromossdmicas em células cultivadas expostas ao CEM, de 50 Hz, 1.05 mT,
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72h, sendo atribuida uma correlacdo entre a freqiiéncia de alteragdes e o tempo de
exposicao.

Nordenson et al (1994), usando células amnidticas de humanos, publicaram que
exposicao continua ou intermitente ao CEM de intensidade 0,03 mT e com freqiiéncia
de 50 Hz levava a uma quantidade duas ou trés vezes maior de aberragdes
cromossomicas. No entanto, quando a intensidade era aumentada para 0,3 mT nenhum
efeito era observado (NORDENSON et al, 1994).

Ahuja et al (1999), ap6s expor amostras de sangue ao CEM de 50 Hz, divididas em
cinco grupos de intensidades diferentes (2, 3, 5, 7 e 10 mT) evidenciou que o CEM de
50 Hz, pode ter efeito genotoxico em linfocitos humanos, principalmente de mulheres.
Liburdy & Loscher Apud Repacholi & Greenebaum (1999), em um estudo in vitro,
afirmaram que a proliferacdo celular era aumentada em uma variedade de tipos celulares
quando expostas ao CEM de intensidade acima que 1 mT. Valjus et al (1993),
analisaram linfocitos periféricos cultivados por 48h em trabalhadores de linhas de forca,
considerados um grupo com exposic¢do elevada ao CEM de 50 Hz, e em trabalhadores
de linhas telefonicas (grupo-controle). Esses autores relataram uma taxa aumentada, em
relacdo aos controles, de células com quebras cromatidicas entre trabalhadores de linhas
de forca. Estécio & Silva (2002), também utilizaram culturas de 48h de linfocitos de
sangue venoso periférico e observaram que as quebras cromatidicas também foram o
tipo de alteracdo mais freqiientemente encontrado nos individuos expostos ao CEM
emitido pelos monitores de video dos computadores. Contudo, as caracteristicas do
CEM produzidos pelos monitores de video dos computadores sdo diferentes daquelas
dos demais experimentos. Contrariando estes resultados, Fairbairn & O’Neill (1994),
ndo detectaram quebras na cadeia simples do DNA em estudos moleculares realizados

com c¢lulas humanas cultivadas expostas ao CEM. Khalil & Qassem (1991), expuseram

25



linfécitos humanos ao CEM de 50 Hz, 1.05 mT, com tempos de exposi¢do diferentes,
sendo a primeira amostra exposta por 24h, a segunda por 48 h e a terceira por 72 h.
ApOs este experimento eles sugeriram uma correlacao entre o aumento da freqiiéncia de
alteragdes citogenéticas ¢ o tempo de exposicdo ao CEM (KHALIL & QASSEM,
1991).

Segundo Estécio & Silva (2002), também foi verificada relacdo entre aumento da idade
e capacidade diminuida das células em reparar o DNA danificado, sendo o reparo do
DNA mais eficiente em individuos mais jovens. Independentemente do mecanismo de
acdo, o CEM gera instabilidade cromossomica. Individuos com essa instabilidade
podem gerar células com uma freqii€ncia maior de mutagdes ou aberragdes
cromossomicas do que aqueles com genoma estavel, o que aumenta o risco de
desenvolvimento de cancer (HSU et al, 1986). De acordo com Estécio & Silva (2002),
sob condi¢cdes semelhantes de exposicdo ambiental, um individuo que apresenta
mecanismo de reparo de DNA ineficiente provavelmente acumula mais mutagdes e
aberragdes cromossomicas do que um com sistema de reparo de DNA normal. Assim, a
ocorréncia aumentada de certos tipos de canceres entre individuos expostos ao CEM,
encontrada em diversos estudos epidemioldgicos, poderia estar relacionada a uma
instabilidade cromossdmica.

Os resultados conflitantes obtidos pelos diferentes estudos, quanto a acdo do CEM sobre
o material genético, devem decorrer da utilizacdo de diferentes metodologias, tipos
celulares, dose e periodo de exposi¢do ao CEM. Porém, permanece ainda uma forte
sugestdo do efeito deletério do CEM sobre os sistemas biologicos (ESTECIO & SILVA,
2002).

CITOGENETICA EM ANIMAIS
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Lai & Singh (1997b), observaram um aumento nas quebras das cadeias simples de DNA
em células do cérebro de ratos expostos ao CEM de 60 Hz, 0.1, 0.25 ¢ 0.5 mT. Lai &
Singh (2004), repetiram o experimento anterior utilizando uma intensidade de 0.01 mT
por 24h e 48h e observaram quebras nas cadeias simples e duplas do DNA e este efeito
foi maior nas células expostas por 48h, mostrando um efeito cumulativo. Robison et al
(2002), demonstraram que células expostas ao CEM de 60 Hz, 0.15 mT, apresentaram
uma diminui¢do na taxa de reparo nas linhas celulares HL-60 e HL-60R.

Heredia-Rojas et al (2004), estudaram o efeito do CM de 60 Hz, 2.0 mT, em células
germinativas de ratos. Eles observaram um efeito oposto em termos de aberragdes
cromossomicas ¢ morfologia do espermatozoide, quando comparam o grupo exposto ao
CM com o grupo tratado com mitomicina C.

SISTEMA CARDIOVASCULAR EM HUMANOS

De acordo com Cook et al (1991), quando voluntarios, homens saudaveis, foram
expostos aos campos eletromagnéticos de 20 uT e 60 Hz, foram observadas mudancas
na freqliéncia cardiaca (diminui¢do). Os efeitos eram maiores logo depois que o campo
era ligado ou desligado. Estudos recentes em humanos tém revelado variagdes
temporarias e reversiveis na freqiiéncia cardiaca em humanos expostos a CEM de 20 uT
(SASTRE et al, 1998). Pelo menos um estudo epidemioldgico fala de uma associagao
entre exposi¢cdo ocupacional aos campos eletromagnéticos e morte devido a arritmias ou
infarto agudo do miocardio, apesar da auséncia de doenga cardiaca cronica (SAVITZ et
al, 1999).

SISTEMA CARDIOVASCULAR EM ANIMAIS

Jeong et al (2005), observaram que a exposi¢cdo de ratos ao CEM de 60 Hz, 20 Gauss,

durante um dia, pode suprimir o aumento da freqiiéncia cardiaca afetando a
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repolarizacao ventricular e pode retardar o sistema cardiovascular induzido pelo
agonista simpatico.

SISTEMA NERVOSO EM ANIMAIS

O CEM de 50 Hz, causou uma variedade de mudangas na estrutura neuronal nos
cérebros de coelhos expostos, incluindo alteragdes do reticulo endoplasmatico das
células de Purkinje, e a formagdo de numerosos corpos lamelares (HANSSON, 1981).
Jeong et al (2000), observaram que ratos expostos ao CEM de 60 Hz, 20gauss, durante
24h, sofreram uma inibi¢do no aumento do limiar de dor durante a noite e uma
hiperalgesia durante o dia, com o envolvimento de opidides e do sistema
benzoadiazepinico. Choi et al (2003), estudaram o efeito do CEM de 60 Hz, 1.5 mT, no
limiar de dor em ratos, sendo um grupo exposto ao CEM de 8h as 20h e o outro de 20h
as 8h, durante cinco dias. Com este estudo eles sugeriram que o CEM pode alterar o
limiar de dor diurno, atuando no sistema, que é associado com o ciclo noite-dia do meio
ambiente.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS EM ANIMAIS
Bonhomme-Faivre et al (1998), em um estudo experimental mensuraram mudangas nos
parametros bioldgicos, bioquimicos ¢ de cortisol em camundongos SWiSS com seis
semanas de idade. Os camundongos foram expostos continuamente ao CEM gerado por
transformadores. A média diaria de exposi¢do de 50 uT foi mantida por 350 dias. Os
parametros hematolégicos foram comparados com os dos ratos controles expostos a um
CEM ambiente baixo de 0,1 uT. Os parametros bioquimicos analisados no soro (sodio,
potassio, cloreto, calcio, magnésio, fosforo, amilase, creatino fosfoquinase e lactato
desidrogenase) foram quantificados depois de 28 dias de exposicdo e o cortisol depois
de 90 e 190 dias. Vinte dias apds o inicio da exposi¢do os ratos expostos mostraram

uma diminui¢do significante no numero de leucoécitos, eritrocitos, linfocitos e
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mondcitos, bem como um aumento significante nos valores da hemoglobina e do
hematocrito, enquanto que volume corpuscular médio aumentou. Noventa dias apds,
uma queda significante foi observada na quantidade de leucocitos, neutrofilos
polinucleares e eosinofilos nos animais expostos. Apos 190 dias, os animais expostos
sofreram neutropenia ¢ uma diminuicdo nos valores de cortisol (BONHOMME-
FAIVRE, 1998).

SISTEMA NEUROENDOCRINO EM HUMANOS

A teoria neuroenddcrina para explicar os efeitos biologicos do CEM induzido foi
formulada por Marino (1993), onde ele fala que o CEM ¢ detectado pelas células do
sistema nervoso e a informagdo ¢ transmitida para o hipotdlamo o qual ¢ responsavel
por liberar respostas hormonais e elétricas para se opor aos efeitos do CEM nas
interagdes elétricas que mediam processos vitais como a transcrigdo, tradugdo e as
interagdes com os anticorpos. A magnitude e direcdo de cada parametro mensuravel que
constitui a resposta em cascata sao influenciadas por fatores internos do organismo e
pelos fatores ambientais (MARINO, 1993).

Apesar de mudancas neuroendodcrinas estarem relacionadas a exposi¢cdo ao CEM, nao
existem conhecimentos das conseqiiéncias dessas mudancas para a saide (REPACHOLI
& GREENEBAUM, 1999). Segundo Stevens (1987), a supressdo da melatonina como
resultado da exposi¢do ao CEM tem levantado a hipotese de que esta exposicao pode
levar ao cancer de mama. De acordo com Wilson et al (1989), outras desordens podem
ocorrer no ser humano, através de um ou mais mecanismos, envolvendo os hormoénios
da glandula pineal. McLauchlan (1992); Scaiano et al (1994) e outros t€ém proposto que
50/60 Hz CM aumentam o tempo de vida dos radicais livres no organismo. No entanto
Valberg et al (1997), afirmaram que os efeitos biologicos do CEM reportados na

literatura ndo sdo os principais fatores para explicar o mecanismo de a¢do dos radicais
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livres no organismo. Segundo Méndez et al (1992), ao comparar trabalhadores expostos
ao CEM por dez anos com trabalhadores ndo expostos, observaram que os trabalhadores
expostos apresentaram alteragcdes no sistema imune que foram demonstradas através da
dosagem de IgG e IgA. A imunidade se encontrou diminuida tanto na roseta ativa
quanto na roseta espontanea.

Simk6 & Mattsson (2004), baseados numa extensa revisao da literatura, sugeriram que a
exposicdo ao CEM ¢ capaz de causar efeitos adversos ao organismo devido ao aumento
dos niveis de radicais livres no mesmo.

SISTEMA NEUROENDOCRINO EM ANIMAIS

Segundo Kato et al (1994), exposi¢do de ratos ao CEM (0.02 e 1.0 uT) por 42 dias, leva
a uma diminui¢do nos niveis de melatonina diurnos e noturnos. Similarmente, exposi¢ao
de ratos albinos ao CEM de 50Hz com intensidade de 0.1 mT, diminuiu os niveis de
melatonina noturna que por sua vez limitou a taxa enzimatica, N-acetiltransferase, na
glandula pineal (SELMAOUI & TOUITOU, 1995).

Experimentos baseados na hipdtese, de que o cancer de mama e outras desordens no ser
humano estariam relacionados com um ou mais mecanismos envolvendo os horménios
da glandula pineal, tem indicado que a exposi¢cdo ao campo magnético (CM) pode
aumentar o risco de cancer de mama em ratos tratados com dimetilbenzantraceno
(LOESCHER et al, 1994). Rosen et al (1998), mostraram que o CEM de 50 uT e 60Hz,
em dez experimentos, causou em média uma redu¢do de 46% na producdo de
melatonina pelas células pineais em animais de laboratorio.

Wilson et al (1999) expuseram mamiferos sensiveis ao tempo de exposi¢do a luz,
Phodopus sungorus, ao CEM de 60 Hz (0.1 mT), dividindo-os em dois grupos: um
exposto a um pequeno periodo de luz (8:16) e o outro exposto a um periodo maior de

luz (16:8). Foi observada uma alteragdo na fun¢do da glandula pineal e do eixo
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hipotalamo-pituitaria-gonadal. Estas alteracdes podem ser determinadas pela supressao
da melatonina pineal e o aumento das concentragdes de norepinefrina. Animais expostos
por 16 dias ao CEM aumentou o nivel da prolactina circulante. Animais expostos
diariamente por 30 a 42 dias ou mais obtiveram uma reducdo no peso das gonadas e
retardo no crescimento.

A exposi¢do de macacos ao CEM produziu um aumento nos niveis de corticoéides na
urina por mais ou menos seis dias, depois os niveis de corticdide retornaram ao nivel
normal apesar de continuarem expostos ao CEM (FRIEDMAN & CAREY, 1972).
Segundo Lucena et al (2002), ratos Wistar, com sessenta dias de vida, que foram
submetidos ao CEM de 60 Hz, intensidade de 3uT, durante duas horas por dia,
apresentaram um aumento nas dosagens de ACTH, cortisol e glicose circulantes,
quando comparados com o grupo controle, indicando que os mesmos foram estressados
pela exposicao ao CEM.

De acordo com Harakawa et al (2004), ratas ovarioectomizadas, expostas ao CEM de 60
Hz por 60 minutos, apresentaram um aumento estatisticamente significante nos niveis
de ACTH, glicose, lactato e piruvato plasmatico, demonstrando que o CEM altera a
resposta ao estresse € o metabolismo energético em ratas estressadas.

Rodriguez et al (2002), estudaram o efeito do CEM de 60 Hz, 30 uT, em vacas prenhas,
submetidas a dias mais curtos (8h claro/16h escuro). Eles observaram que as vacas
submetidas ao CEM apresentaram uma produ¢do maior de leite do que as vacas ndo
submetidas ao CEM, na quarta semana do experimento. Rodriguez et al (2004),
estudaram o efeito do CEM de 30uT, em vacas leiteiras, submetidas a dias curtos (8h
claro/16h escuro), durante 4 semanas, através das concentragdes séricas de melatonina e
prolactina. Eles observaram que o CEM pode modificar a resposta das vacas leiteiras a

mudangas no tempo de exposicdo a luz.
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SISTEMA IMUNOLOGICO

Montenegro et al (2003), observaram através de uma revisdo da literatura que os
campos eletromagnéticos nao ionizantes de baixa freqiiéncia, interferem na atividade
fagocitica, reconhecimento de antigenos e proliferagdo dos linfocitos no sistema imune,
provocando diversas alteracdes, tanto aumentando ou diminuindo a resposta a inducao
promovida pelos campos. Ichinose et al (2004), observaram 60 trabalhadores
submetidos ao CEM de 60 Hz durante o horario de trabalho e verificou entre eles uma
reducdo na atividade da ornitina descarboxilase, e alguns marcadores imunoldgicos
eram mais fortes.

CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO ANIMAL

Sandrey et al (2002) observaram que ratos jovens expostos a0 CEM (60 Hz), perderam
mais massa que os animais ndo expostos e que a recuperacao foi mais lenta.

Grimaldi et al (2004), mostrou que quando populagdes de girino (Xenopus laevis) eram
submetidas ao CEM de 50 Hz, 1 mT, 45% dos individuos sofriam metamorfose
enquanto que no grupo de girinos ndo expostos este percentual era de 85%.
CONSIDERACOES FINAIS

Através desta revisdo da literatura foi observado que o CEM de freqiiéncia
extremamente baixa ¢ capaz de produzir efeitos adversos em seres humanos ¢ animais,
como por exemplo: Cancer, disturbios na reproducdo, doengas neurodegenerativas,
efeitos psiquiatricos e psicoldgicos, alteragdes citogenéticas, alteragdes no sistema
cardiovascular, nervoso, neuroendocrino ¢ imunologico, distirbios no crescimento e
desenvolvimento, bem como nos pardmetros hematologicos e bioquimicos. Apesar de
todas estas constatacdes ¢ devido a muitas controvérsias entre varios autores, se faz

necessario um estudo mais especifico e aprofundado sobre este assunto.
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2.2. INTERACAO NEUROENDOCRINA (CORTEX E TIREOIDE)

Em um sentido conceitual, os sistemas endocrinos € nervosos tém importantes
semelhangas funcionais. Cada um deles ¢ basicamente um sistema de sinalizacao,
ambos funcionam de conformidade com um processo de estimulo resposta
(AXELROD; REISINE, 1984; BERTALANFFY, 1986) ¢ cada um destes sistemas
transmite sinais que em alguns casos, sdo altamente localizados e especificos quanto a
seu propodsito e, em outros casos, sua finalidade é ampla, generalizada e diversificada.
Cada um destes sistemas ¢ fundamental para o processo fisiolégico cooperativo de
células, tecidos e orgdos altamente diferenciados que compdem o organismo humano

(MIRANDA, 2001).

A fungdo hipotalamica ¢é regulada tanto por sinais mediados por hormoénio — por
exemplo, feedback negativo — quanto por impulsos neurais de varias fontes. Estes sinais
nervosos sdo mediados por neurotransmissores, como a acetilcolina, dopamina,
noradrenalina, adrenalina, serotonina, acido gama-aminobutirico e opidides. O
hipotdlamo pode ser considerado uma via final comum pela qual, sinais de multiplos
sistemas alcangam a hipofise anterior. Este sistema de interagcdes imunoendocrinas ¢
importante na resposta do organismo a varios estresses, como mostrado na figura 1,

(GREENSPAN; STREWLER, 2000; AL-AYADHI, 2005; WIDMER et al, 2005).

A ativacdo dos sistemas neuronal serotoninérgico e histaminérgico estimulam a
liberagdo do hormonio liberador da corticotrofina pelos neurdnios paraventriculares
(KJAR et al, 1992), mediando a liberagdo estresse-induzida da prolactina (PRL) e
ACTH (KNIGGE et al, 1989; JORGENSEN et al, 1996). O ACTH ¢ o hormoénio tréfico
das zonas fasciculada e reticular da hipéfise, sendo o principal regulador da produgdo de

cortisol e androgénio pelo cortex supra-renal. O ACTH, por sua vez, ¢ regulado pelo
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hipotalamo, pela vasopressina (AVP) e pelo sistema nervoso central através dos
neurotransmissores ¢ do hormonio de liberagdo de CRH e ACTH (VICENNATI et al,
2004). A secrecao de cortisol ¢ rigorosamente regulada pelo ACTH, através do controle
neuro-endocrino, € os niveis plasmaticos de cortisol acompanham os niveis de ACTH

(GREENSPAN; STREWLER, 2000; VAHL et al, 2005).

'7 Estresse

F|3|m Ermacional Qmmlcu Outms

Figura 1 — Desenho esquematico do eixo hipotalamo-hipofisario-supra-
renal, ilustrando feedback negativo pelo cortisol (F) nos niveis
hipotalamico e hipofisario. Também existe uma al¢a de feedback
negativo curta de ACTH sobre a secrecdo do hormonio de liberagdo da
corticotropina (CRH), (GREESPAN; STREWLER, 2000).

2.2.1. Mecanismos de Controle Endocrino

Os mecanismos de controle enddcrinos sdo: ritmo circadiano; responsividade ao
estresse e a inibi¢ao por feedback.
O ritmo circadiano (cortisol) ¢ superposto a secrecdo episodica (ACTH);

constitui o resultado de eventos do sistema nervoso central que regulam o nimero ¢ a
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magnitude dos episddios secretores de CRH e ACTH, figura 2. Entretanto, ha o
aumento da secrecdo de cortisol em resposta a alimentacdo e ao exercicio
(TRAUSTADOTTIR; BOSCH; MATT, 2005). Embora este ritmo tenha um padrao
uniforme, ha uma consideravel variabilidade intra e interindividual, e o ritmo circadiano
pode ser alterado por modificagcdes no padrao de sono, exposi¢ao a luz ou escuro e
horarios de alimentagdo, etc. Segundo Kok et al (2004), a obesidade altera o ritmo

circadiano do ACTH em mulheres obesas pré-menopausa.
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Figura 2 — Flutuagdes do ACTH e dos glicocorticoides plasmaticos durante
todo o dia. (GREENSPAN; STREWLER; 2000).

As secrecdes plasmaticas de ACTH e cortisol também sdo caracteristicamente
responsivas ao estresse fisico. Segundo Bauer (2002), as respostas fisiologicas as
experiéncias sensoriais ou psicologicas sdo consideradas estresse. O ACTH e o cortisol
plasmaticos sdo secretados minutos apos o inicio de estresses (VAHL et al, 2005). As

respostas ao estresse originam-se no sistema nervoso central e aumentam a secre¢ao de

45



CRH hipotalamico, e assim, a secre¢ao de ACTH hipofisario (TRAUSTADOTTIR;
BOSCH; MATT, 2005).

O estresse pode afetar muitos 6rgdos e sistemas, mas os principais mediadores
de resposta para o estresse sao o sistema nervoso simpatico € o eixo hipotalamo
pituitaria adrenal (McCANN, 2000). Muitos estresses alteram a concentracao de ACTH,
freqiientemente suplantando a ritmicidade diurna normal. O aumento dos niveis de
ACTH durante o estresse ¢ mediado pela vasopressina e, também, pelo CRH. Embora
niveis fisiologicos de cortisol ndo reduzam a resposta do ACTH ao estresse,
corticosteroides exogenos em altas dosagens o suprimem (VICENNATI et al, 2004).

O estressor, agindo sobre o organismo, gera informagdes sob forma de impulsos
nervosos no cortex cerebral, na formagdo reticular e no sistema limbico, que atuariam
no hipotalamo, como pode ser visto no esquema da figura 3. Nesta regido do encéfalo, a
informagdo alcanga certas células neuroendécrinas que agem como transdutores,
transformando os sinais nervosos em mensageiros hormonais (SELYE, 1976). Assim
por exemplo, a conseqiiente secre¢do de hormoénio liberador de corticotropina,
proveniente do hipotdlamo, provoca na circulagdo geral uma descarga de hormonio
adrenocorticotropico (ACTH) a partir da hipofise. O ACTH alcanga o cortex adrenal,
acarretando a liberacdo de corticdides. Estes, por sua vez, em varios tecidos, facilitam
reacOes metabodlicas que fornecem a energia necessaria para a realizacdo das adaptagdes
exigidas, além de possibilitar respostas outras, como as imunologicas (AXELROD;
REISINE, 1984; ALVAREZ et al, 1989; DUNN, 1989; BAUER, 2002).

Individuos apds uma situagdo de estresse, reacdo de luto ou um episodio
depressivo apresentariam uma maior suscetibilidade a doengas infecciosas, carcinomas,

maior morbidade e mortalidade em geral, assim como doengas auto-imunes
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(ALBRECHT; HELDERMAN; SCHLESSER, 1985; ARNETZ; WASSERMAN;

PETRINI, 1987; GARCIA et al, 2000).

Hipotalamo
Hipafise

Citocinas
(TMF-x, 1L-1 IL-B)

Adrenais
(Supra-
renais)

~

4

ol
J Sy

Sistema imune
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Figura 3 — Desenho esquematico do efeito do estresse sobre a liberagdo do cortisol. O estresse ativa
o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal: a hipdfise anterior libera o horménio ACTH, que induz a
liberagdo de cortisol — principal hormonio regulador do sistema imunoldgico — pelo cortex das
glandulas adrenais, (BAUER, 2002).

O terceiro principal regulador da secre¢do de ACTH e cortisol ¢ o da inibigdo por
feedback da secre¢ao de CRH, ACTH e cortisol por glicocorticoides. A inibi¢do por
feedback pelos glicocorticdides ocorre na hipofise e no hipotdlamo, envolvendo dois
mecanismos distintos: a inibigdo por feedback rapido que é sensivel a velocidade de
alteragdo dos niveis de cortisol ¢ o feedback lento que ¢ sensivel ao nivel absoluto de
cortisol. Além do feedback negativo dos corticoides, 0 ACTH também inibe sua propria

secregdo (feedback em alga curta) (GREENSPAN; STREWLER, 2000).
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2.2.2. Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal

O eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA) estd envolvido na producdo de
CRH (Hipotalamo), ACTH (Hipofise) e Cortisol (Adrenal). Segundo Caetano; Caetano;
Kramer; (1999); Greespan; Strewler (2000); Widmer et al (2005), o hipotalamo e a
hipofise formam uma unidade que exerce controle sobre a fun¢do de varias glandulas
endocrinas e como conseqiiéncia tem-se a modulagdo da atividade do sistema nervoso
central, constituindo os principais mecanismos reguladores de praticamente todas as
atividades fisiologicas. O sistema imune também interage com os sistemas enddcrino e
nervoso. Tais interagdes neuroenddcrinas também siao importantes na fisiopatologia das
doengas.

O hormonio de liberacdo da corticotropina (CRH) ¢ secretado pelo hipotalamo
obedecendo a um ritmo circadiano, quando liberado atravessa o sistema porta
hipofisario, estimulando a secre¢do do hormdnio adrenocorticotropico (ACTH) e outros
produtos de sua molécula precursora, pro-opiomelanocortina (VICENNATI et al,
2004). A estrutura do CRH humano ¢ idéntica aquela do CRH do rato. O CRH tem uma
meia vida plasmatica longa (aproximadamente 60 minutos) e tanto o ADH quanto a
angiotensina II potencializam a secre¢ao de ACTH mediada pelo CRH. Em contraste, a
ocitocina inibe a secre¢do de ACTH mediada por CRH. Os neur6nios secretores de
CRH s3o encontrados na por¢do anterior dos nucleos paraventriculares e o CRH

também ¢ liberado pela placenta humana (GREENSPAN; STREWLER, 2000).

As medidas basais de ACTH geralmente nao constituem indicadores fidedignos
da reserva secretora hipofisaria, pois uma curta meia-vida plasmatica e secregdo

episoddica resultam em amplas flutuagdes dos niveis plasmaticos. Por isso, a
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interpretagdo dos niveis plasmaticos de ACTH requer a avaliagdo simultdnea da
secrecdo de cortisol pelo cortex supra-renal (GREENSPAN; STREWLER, 2000).

A sintese do cortisol e dos androgénios pelas zonas fasciculada e reticular
comeca com o colesterol, assim como a sintese de todos os hormodnios esterdides. As
lipoproteinas plasmaticas sdo a principal fonte de colesterol supra-renal, embora
também ocorra sintese na glandula a partir do acetato. H4 um pequeno reservatério de
colesterol livre na supra-renal para a rapida sintese dos esterdides, quando a supra-renal
¢ estimulada. Quando ocorre estimulagdo, também ha o aumento da hidrolise dos ésteres
colesterol armazenados em colesterol livre, aumento da captagdo das lipoproteinas

plasmaticas, ¢ aumento da sintese de colesterol na glandula (VICENNATI et al, 2004).

2.2.3. Efeitos Metabolicos dos Hormonios Glicocorticoides e Insulina

2.2.3.1. Atividade imunologica

O sistema imune tem como fungdes: defesa, vigilancia e manutencdo da
homeostase. A resposta imune surgiu nos organismos nucleados (células nucleadas)
para permitir aos mesmos manterem o mesmo padrao celular, distinguindo, assim, seus
proprios componentes (células e moléculas) daqueles que s3o estranhos ou ndo —
proprios (provenientes de outros organismos) (CAETANO; CAETANO; KRAMER,
1999).

O estresse psicologico cronico nas condi¢des naturais de vida da populagdo, tem
sido implicado como um fator de aumento da reatividade cardiovascular, elevacao de

catecolaminas e diminui¢do da resposta imune em varios estudos (KELLER; WEISS;
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SCHLEIFER, 1983; FLEMING; BAUM; DAVIDSON, 1987; KIECOLT; GLASER,
1995).

Os glicocorticoides sao importantes mediadores da interagdo enddcrino-imune.
Tais hormodnios desempenham fungdes imunomoduladores, produzindo efeitos
inibitorios sobre as muitas fungdes do sistema imunoldgico, tais como, reducao do
numero de linfocitos circulantes, derivado do timo (células T) e mondcitos (SONG et al,
1999; OGAWA et al, 2000; BAUER et al, 2000). Outras altera¢cdes também ocorrem
como reducdo do crescimento de células linfoides, formacdo de anticorpos e também
modifica¢des na toxidade celular, entre outros danos produzidos pelos glicocorticoides
ao sistema imune (OYA et al, 2000).

Os glicocorticoides influenciam multiplos aspectos da responsividade
imunolodgica e inflamatoria, como a mobilizagdo e a fungdo dos leucécitos. Eles inibem
a fosfolipase A,, uma enzima fundamental na sintese das prostaglandinas. Esta inibi¢ao
¢ mediada por uma classe de peptideos denominados lipocortinas ou anexinas. Eles
também comprometem a liberagdo de substancias efetoras, como a linfocina
interleucina 1, o processamento do antigeno, a producdo e a eliminagdo dos anticorpos,
bem como as outras fungdes especificas dos linfocitos, derivados da medula 6ssea e do
timo. O sistema imune, por sua vez, afeta o eixo hipotaldmico-hipofisario-supra-renal; a
interleucina-1 estimula a secre¢do de CRH e ACTH. (CAETANO; CAETANO;

KRAMER, 1999).

2.2.3.2. Regulacao metabolica

De acordo com Champe and Harvey (2002) o nivel de glicose sangliinea

controla o nivel de insulina. As concentragdes sangiiineas de glicose sdo controladas por
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dois componentes: secrecdo de insulina por células B, e sensibilidade dos tecidos
hepatico, adiposo e muscular a insulina. A perda desse controle pode resultar de falhas
na secrecao ou resisténcia dos tecidos a insulina, por modificacao da ligacdo da insulina
ao receptor ou por uma alteracdo da atividade da enzima quinase do receptor de insulina
(BARBOSA, 1987; LARNER, 1987; WILKIN, 2001).

Em 1869, Paul Langerhans descobriu ilhotas como agrupamentos de células que
estavam dispersas entre 4cinos no pancreas e, em 1893, Laguesse sugeriu a fun¢do
endocrina das mesmas, denominando-as de ilhotas de Langerhans. Sabe-se atualmente,
que as ilhotas compreendem cerca de 1 a 2% do pancreas, e constituem-se de uma
massa compacta, inervada por fibras simpaticas e parassimpaticas, nervos peptidérgicos
e sdo ricamente vascularizadas por um fluxo direto arteriolar, que entra na regido central
das ilhotas ocupadas por células e tem um papel fundamental no controle hormonal do
combustivel metabdlico e, principalmente, na homeostase da glicose (LAYCOCK,
1983).

Estruturalmente, o receptor de insulina, constitui-se de duas subunidades o e f3,
sendo que a [ esta ligada a insulina. O receptor promove a internalizacdo do horménio
insulina, isto considerando fatores como tempo, temperatura € o proprio processo
endocitdtico, requerente de energia, iniciando-se entdo, reacdo de autofosforilagdo em
cascata do residuo de tirosina da subunidade (BLOCK et al,1991).

O mecanismo de sinalizag¢do entre a ativagao do receptor de insulina e o sistema
de transporte da glicose, também pode ser conseqiiente da protease produzindo
mediadores ou pela ativagdao do fosfatidinolacitol. O fosfatidinolacitol ao ser ativado,
sofre fosforilagdo gerando como produto o trifosfato de inositol e o 1, 2 diacilglicerol. O
trifosfato de inositol provoca um breve aumento na concentragdo de Ca’ citosélico,

refletindo na liberagdo de insulina. O 1, 2 diacilglicerol, que ¢ um eficiente modulador
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da ativacdo da proteina cinase C, produz acido araquidonico essencial a sintese das
prostaglandinas (GRANPENGIESSER et al,1990; BOGGS et al,1991; JUNCO et

al,1993).

2.2.4. O Eixo Hipotalamo-Hipoéfise-Tireoide

Os horménios tireoideanos sdao formados nas células foliculares da tiredide e sdo
liberados para a circulagdo sistémica em resposta ao hormoénio estimulador da tiredide
ou tireotrofina (TSH), este sintetizado e secretado pela adenohipéfise, dependente do
horménio liberador da tireotrofina (TRH) produzido pelo hipotalamo.

A tiredide secreta predominantemente tiroxina (T4) e pequena quantidade de
triiodotironina (T3), em seres humanos essa taxa ¢ de 14:1, enquanto no rato adulto ¢ de
5:1 (PAZOS-MOURA et al, 2003; MOURA; PAZOS-MOURA, 2004). O hormonio
tireoideano metabolicamente ativo € o T3, formado a partir da sintese tireoideana e pela
desiodacdo do T4. O processo da desiodacdo ocorre pela acdo de 3 isoenzimas,
classificadas com base em critérios bioquimicos, funcionais e de distribui¢do tecidual:
desiodase tipo I (5°D-I), responsavel por gerar T; circulante, estd presente
predominantemente no figado, tiredide e rins; desiodase tipo II (5°D-II), origina T
intracelular, encontrada na hipoéfise, cortex cerebral, cerebelo, tecido adiposo marrom,
tire6ide humana e musculo esquelético; e desiodase tipo III (5D-III) que ocorre na
placenta, utero, diversos tecidos fetais como cérebro e pele, tendo a concentracio
aumentada durante a gestagdo (BIANCO et al, 2002; BIANCO, 2004). A desiodase III
inativa T4 ¢ T; por remover atomos de iodo do anel interno, que sdao facilmente
disponiveis no transporte para o feto (SCHRODER-VAN DER ELST et al, 1998;

CARVALHO, 2003). As desiodases que convertem T4 para T; inativo (rT3) aparecem
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precocemente durante a vida intra-uterina, assim o rT3 supera o T3 no soro (VAN DEN
HOVE et al, 1999). As desiodases placentarias e/ou fetais tém papel critico no
desenvolvimento (BATES et al, 1999), fazendo com que as concentragdes séricas de T3
sejam baixas no feto (SANTINI et al, 1993).

Calvo et al (1990), observaram que T4 ou T3 diminuem nos tecidos extra-
tireoideanos como no plasma, figado, rins, pulmdes, coragdo e musculo esquelético no
final da prenhez em ratos, exceto as concentragdes de T; do coértex cerebral,
possivelmente devido ao aumento da 5°D-II. O tecido adiposo marrom expressa a 5’D-
II que ¢ importante para a produ¢do do T; extra-tireoideano os recém-nascidos
eutirdideos (SILVA; MATHEUS, 1984).

Em situagdes de estresse ha uma maior liberagdo de cortisol o que leva a uma
diminui¢ao da liberacdo de TSH e como conseqiiéncia uma diminui¢do na concentragao
sérica de Ts livre, no entanto a concentragdo de T4 encontra-se normal (CHAN et al,
2002; MOURA; PAZOS-MOURA et al, 2004).

Os hormonios tireoideanos sdo essenciais para o neurodesenvolvimento fetal,
principalmente no “periodo critico” de crescimento (PORTERFIELD; HENDRICH,
1993). Disturbios como a hipoxitiroxina materna, isto ¢ baixa tiroxina livre circulante
antes do inicio da func¢do tireoideana fetal e até a metade da gestagdo, aumentam o risco
de deficiéncia no neurodesenvolvimento fetal (LAVADO-AUTRIC et al, 2003).

Mudangas no ambiente uterino ou que atuem numa etapa precoce da vida podem
ativar adaptagdes fisiologicas, chamadas de programagdo metabolica ou impressao
metabolica que podem influenciar permanentemente a fisiologia do animal (CSABA;
NAGBY, 1985; BARKER, 2000).

O Maior risco para doencgas cronicas, tais como a sindrome metabdlica, no

individuo adulto pode ter origem mesmo antes do nascimento ¢ em periodos precoces
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da vida (BARKER, 2000; HARDING; 2001). Em humanos, durante a vida intra-uterina,
exposicoes a altas concentragdes do hormdnio tireoideano podem modificar a regulagao
do sistema hipotalamo-hipofise-tiredide, como no hipertireoidismo gestacional que
provoca o hipotireoidismo congénito em criangas ( KEMPERS et al, 2003). Segundo
Barker et al (1993), um exemplo de programagdo metabdlica acontece em situagdes de
desnutricdo materna na gesta¢dao, que produz mudangas no metabolismo fetal e nas
concentragdes de hormonios fetais e placentarios.

Em animais, a desnutri¢do materna durante o periodo de lactagdo modifica a
funcao tireoideana das maes e de suas proles. Filhotes de ratas que sofreram restri¢ao
protéica durante a lactacdo apresentaram o peso corporal menor que o controle
(PASSOS et al, 2000). Quando a restrigdo protéica ocorre em diferentes periodos da
lactacdo, os filhotes apresentam redugdo significativa na concentracdo sérica de T4 livre
aos 4 dias de idade e no final da lactagdo; T3 sérico se encontra aumentado durante todo
o periodo de lactacdo sendo importante para garantir o desenvolvimento do sistema
nervoso (PASSOS et al, 2001a; PASSOS et al, 2001b). Passos et al (2002a),
observaram que aos 6 meses de vida, animais cujas maes foram submetidas a restri¢ao
protéica durante a lactacdo apresentaram concentragdes sé€ricas mais altas de Tse Ts e
aumento na captacdo de radioiodeto pela tiredide, caracterizando uma hiperfung¢do da
glandula tire6ide; enquanto os animais cujas maes foram submetidas a restricao calérica
apresentaram apenas concentragoes séricas de T; elevadas, provavelmente por ocorrer
um aumento da conversdo de T4 a T3. O efeito € programado desde a lactagdo e o tipo
de desnutricdo é importante para determinar o tipo de alteracdes na vida adulta

(PASSOS et al, 2002b).
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2.3. DESNUTRICAO

Uma nutricdo adequada ¢ aquela decorrente da ingestdo de alimentos adequados
a fim de assegurar as necessidades nutricionais do organismo que os ingere. Deve,
portanto, ser suficiente para contemplar as necessidades energéticas e de nutrientes para
as sinteses organicas; deve ser também harmoniosa, de modo que os diferentes
nutrientes guardem uma correta relagdo entre si, e adequada a situacdo biologica do
individuo (OMS, 1984).

Caso ocorra um desequilibrio e/ou uma deficiéncia de nutrientes no organismo ¢
caracterizado como desnutricdo (Martorell, 2001). Tais desequilibrios sao
freqiientemente produzidos pela deficiéncia relativa de proteinas, de carboidratos e de
gorduras, como fonte de energia, bem como pela caréncia de micronutrientes. Estas
deficiéncias sdo seguidas de alteragdes fisiopatoldgicas que primeiro refletem-se em
prejuizo funcional, e posteriormente, por danos bioquimicos e fisicos (Martinez, 2001),
podendo causar incapacidade e morte (Martorell, 2001).

As deficiéncias alimentares de macro e micro-nutrientes, por outro lado, levam a
quadros de desnutri¢cdo, reconhecidamente um grave problema mundial. A desnutri¢do
promove alteragdes danosas aos diversos sistemas organicos, inclusive ao sistema
nervoso, tanto em animais de laboratorio (Castellano e Oliverio, 1976; Morgane et al,
1978; Soto-Moyano et al, 1987; Root et al, 1988; Castro et al, 1989) como em humanos
(Nwuga, 1977; Dixon et al, 1982; Stoch et al, 1982).

Hé uma relacdo direta entre a intensidade das seqiielas causadas pela desnutri¢ao
no tecido nervoso e fatores tais como: a duracdo, a severidade, o tipo de deficiéncia
nutricional (se protéica, caldrica, vitaminica ou de elementos-trago) e o estagio de

desenvolvimento neural no qual a desnutricio atuou (MORGANE et al, 1978;
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BALLABRIGA, 1989). A nutri¢do desempenha um papel critico no desenvolvimento
pré-natal e pos-natal do cérebro em todos os niveis, incluindo estrutural, quimico
farmacologico e funcional (PRASAD, 1998; FERNSTROM, 2000). Muitas das
substancias neurotransmissoras (substidncias neuroativas) estdo presentes em nossa
alimentacdo, ou sdo ressintetizadas usando precursores fornecidos pela dieta e, portanto,
podem influenciar diretamente na quimica cerebral (PRASAD, 1998). Assim, uma
deficiéncia em nutrientes particulares durante a concepcdo, embriogénese e
desenvolvimento cerebral pode levar a notdveis efeitos no cérebro (FERNSTROM,
2000).

Para o sistema nervoso central, a deficiéncia nutricional sera tanto mais danosa
quanto mais precoce se estabelecer a desnutricdo. O desenvolvimento do sistema
nervoso (SN) envolve processos epigenéticos que ativam genes de maneira seqiiencial
em momentos diferentes (JESSEL, 1995). Esses processos incluem varios fatores
ambientais e ndo celulares que podem modificar, modular e direcionar o
desenvolvimento subseqiiente (NISHI, 1994). Portanto, somente as informacdes
genéticas de um ser vivo ndo seriam suficientes para especificar, por exemplo, toda a
formagao de interconexdes neuronais (JESSEL, 1995). Nas fases iniciais da vida, o
crescimento e o desenvolvimento do cérebro ocorrem com grande intensidade, através
dos processos de hiperplasia, hipertrofia e mieliniza¢do. A neurogénese, a gliogénese e
a migracdo neuronal realizam-se, entdo, com velocidade maxima, provocando um
rapido aumento do peso cerebral. Esta fase ¢ denominada de “periodo de crescimento
rapido do cérebro” ou “periodo critico” e é caracterizada por ser uma fase de grande
vulnerabilidade a varios tipos de agressdo, inclusive a desnutrigdo (DOBBING, 1968).
Esta fase ocorre em épocas distintas nas diversas espécies animais. Assim, o “periodo

critico” nos seres humanos inicia-se no periodo pré-natal (1ltimo trimestre de gestacao)
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continuando até os primeiros anos de vida (2 a 4 anos); nos animais, corresponde a vida
pré-natal; no rato e no cdo, ocorre no periodo de aleitamento (SCRIMSHAW;
GORDON, 1968).

Os efeitos neurais da desnutri¢do irdo depender do seu grau de severidade e
duragdo (MELO, 1994; ROCHA-DE-MELO; GUEDES, 1997). A desnutricao durante o
periodo pré e pods-natal acarreta um retardo na maturacdo reflexa e somatica e esse
retardo ¢ mais severo em animais que sofreram desnutri¢do no periodo do aleitamento
(SMART; DOBBING, 1971). Em modelos animais, um ponto de consenso a respeito
das conseqiiéncias funcionais da desnutri¢do ¢ que os animais expostos precocemente a
este insulto exibem mudangas duradouras no campo das emogdes, motivagdes e/ou
ansiedade (LEVITSKY; STRUPP, 1995), além de alteracdes morfologicas (PICANCO-
DINIZ et al, 1998), fisiologicas, bioquimicas ¢ comportamentais (RESNICK et al,
1979).

Em relacdo aos modelos experimentais de desnutri¢do, tém-se usado vérias
técnicas de privagdo nutricional em animais, como por exemplo: reducdo do teor de
proteinas (GUEDES et al, 1987; ANDRADE et al, 1990; TEODOSIO et al, 1990;
AZZOLIN et al, 1991; COLOMBO et al, 1992; PESSOA et al, 2000; SANTOS-
MONTEIRO; TEDOSIO; GUEDES, 2000; MONTEIRO et al, 2001), redugdo protéico-
calorica (EKHERT et al, 1976; DASTUR et al, 1977; NORDBORG, 1978; TEODOSIO
et al, 1981) e redugdo de outros nutrientes especificos (GOTO et al, 1986; ROOT et al,
1988; XIE; SMART, 1991). Os resultados de tais experimentos demonstraram que
todos os nutrientes estudados t€m influéncia na maturacdo do cérebro. Segundo estes
autores, a proteina parece ser o componente mais critico. Assim a sintese de proteinas

estruturais, o crescimento, a organizagdo funcional e a produ¢do de neurotransmissores
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cerebrais dependem da disponibilidade de aminoéacidos essenciais contidos nas
proteinas da dieta (MORGANE et al, 1978; WIGGINS et al, 1984).

No Nordeste do Brasil, a dieta consumida por parte da populagdo que vive na
area de cultivo da cana de agucar, Zona da Mata de Pernambuco, é conhecida como
Dieta Basica Regional (DBR) (COUTINHO, 1976). Essa dieta, a qual se convencionou
chamar de “Dieta Basica Regional” (DBR), corresponde a uma alimentacdo multi-
deficitaria, contendo em torno de 8% de proteina dos quais a maior propor¢ao é de
origem vegetal. A Dieta Basica Regional foi elaborada por Teododsio et al (1981),
baseando-se em um inquérito alimentar realizado em populagdes, economicamente
desfavorecidas, da Zona da Mata de Pernambuco (BATISTA FILHO, 1968) e
posteriormente analisada pelo setor de Nutricdo do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. Estudos pioneiros tém indicado que esta dieta
experimental, DBR, produz em ratos um tipo de desnutri¢do similar ao que prevalece
entre as criancas dessa regido do Brasil, a desnutricdo protéica-energética, com sinais
clinicos, parametros bioquimicos semelhantes aos observados no marasmo
(TEODOSIO et al, 1981, 1983). Quando esta dieta é comparada com uma dieta padrio,
observa-se que ela é deficiente em proteinas (conteudo e qualidade), calorias, gorduras,
vitaminas ¢ minerais (PESSOA, 1997). A partir destes resultados, a DBR tem sido
consolidada como modelo experimental de desnutricio (TEODOSIO et al, 1990;
PESSOA, 1997, ROCHA DE MELO; GUEDES, 1997).

No rato, do nascimento aos 21 dias de vida, ocorre alta taxa de sintese protéica
associada ao crescimento do cérebro. No periodo de crescimento rapido do encéfalo, a
falta de aminoacidos essenciais compromete a sintese protéica cerebral, alterando
consequentemente o crescimento ¢ desenvolvimento desse 6rgao (MORGANE et al,

1978).
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Em animais de laboratério a desnutrigdo protéica, em idades precoces, provoca
inimeras altera¢des no tecido nervoso, tais como: diminui¢do nos teores de glicogénio e
glicose cerebrais, aumento na utilizagdo de corpos cetdnicos, aumento na concentragao
de 4acido glutdmico e glutamina (JOHN et al, 1991; GARRIGA,; CUSSO, 1992;
COLOMBO et al, 1992). A caréncia nutricional protéica imposta durante a gestagdo
acarreta, na prole diminui¢do da concentragdo de DNA e das proteinas cerebrais, bem
como alteragdes da taxa de divisdo celular, resultando em reducdo do numero final de
células nervosas (ZAMENHOF, 1991; MORGANE et al, 1993) com diminui¢do do
peso cerebral (TEODOSIO et al, 1990). No periodo de aleitamento este tipo de
desnutricao leva a uma diminui¢do do peso do cerebelo, do hipocampo e do cortex
cerebral de ratos, evidenciando-se uma maior vulnerabilidade dessas estruturas a
agressao nutricional (FULLER; WIGGINS, 1984; MELO, 1994). Também foram
relatadas alteracdes comportamentais e eletrofisiologicas em animais desnutridos no
periodo de gestagdo e aleitamento (RESNICK et al, 1979; RESNICK; MORGANE,
1984; RUIZ et al, 1985; WOLF et al, 1986; PRASAD, 1991).

Levitsky e Barnes (1972), divulgaram a hipdtese do “isolamento funcional”, na
qual consideraram que as taxas diminuidas de crescimento e o atraso no
desenvolvimento psicomotor em individuos mal nutridos, se deveria a adaptagdo do
organismo a desnutricdo precoce. Essa adaptacdo poderia estar envolvida com a
conservagao de energia, de modo que o individuo utilizasse melhor sua cota energética,
dando prioridade a manutencdo corporal; em segundo lugar, ao crescimento e por
ultimo a alguma atividade comportamental ou cognitiva. Dessa forma, a energia
necessaria para a sobrevivéncia é poupada, apresentando esse individuo, além de

reduzidos tamanho e peso corporal, menor exploracao do seu ambiente fisico e social;
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curiosidade diminuida; habilidades motoras e intelectuais compativeis com aquelas de
um organismo jovem.

Esses autores mostram em seus trabalhos que algumas alteragdes neurais,
ocasionadas pela desnutricdo podem ser parcialmente revertidas pelo tratamento de
estimulagdo ambiental, empregado durante o processo de desnutri¢ao, ou mais tarde,
durante um periodo de recuperacao alimentar, inferindo que a estimulagdo ambiental ¢
uma condicdo que pode ajudar a prevenir ou recuperar os efeitos prejudiciais da
desnutricdo, tanto em animais de laboratério (LEVITSKY; BARNES, 1972;
FERNANDEZ et al, 1989; LIMA, 1992; SANTOS-MONTEIRO; TEODOSIO;
GUEDES, 2000), como em humanos (GRANTHAM-McGREGOR et al, 1991,

COLOMBO et al, 1993)
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3. JUSTIFICATIVAS

A associagdo da desnutricao a exposi¢ao incondicional da populacao aos campos
eletromagnéticos de diferentes freqiiéncias, densidades e intensidades, tem sido um
grande motivo de preocupacdo e questionamento por parte de pesquisadores da area e
em menor propor¢do por parte da populagdo em geral, devido a ignorancia da mesma
em relagdo ao assunto. Outro fator preocupante ¢ a associacdo da desnutrigdo com a
exposicdo ao CEM no periodo gestacional.

Apesar dessa populagdo ser carente e viver em grande privacdo, ela nao esta
livre da atuacdo dos campos eletromagnéticos, pois mesmo nos casos raros onde nao
existe nenhum eletrodoméstico no domicilio, existem as linhas de alta tensdo que
passam préximo das residéncias, fazendo com que esta populacdo também seja exposta
ao CEM. Esta situagdo aliada ao estado de ma nutricdo nos faz pensar que os CEMs
atuem de maneira muito mais intensa no organismo deste grupo ja debilitado pela
caréncia alimentar.

A gravidez ¢ um periodo de aumento da demanda metabolica, principalmente
devido a mudangas fisioldgicas na mulher e das necessidades do feto em crescimento
(KING, 2000). Durante este periodo, deficiéncia em micronutrientes causa prejuizo
tanto para a saude da mulher gravida, quanto a saude do feto em crescimento.
Deficiéncia de zinco, cobre, magnésio, ferro, acido félico e iodo tem sido associado
com perda de gravidez, anomalias congénitas, hipertensdo na gravidez, ruptura
prematura de membranas, ruptura da placenta, parto prematuro ¢ uma alta incidéncia de
bebés de baixo peso. (PRASAD et al, 1974; KUMAR, 1987; WYNN; WYNN, 1988;
YASODHARA et al, 1996; CAULFIELD et al, 1998; ALMONTE et al, 1999,

FAWCETT et al, 1999, PRIYALI et al, 2004).
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De acordo com Marino (2005) a relagdo entre fatores ambientais e doengas em
termos de uma variavel interna chamada estresse (como por exemplo: morte de uma
pessoa querida, perda de emprego, situacdo matrimonial infeliz, dieta pobre, etc.), ajuda
a entender as influéncias do campo eletromagnético (CEM) do meio ambiente.

Devido ao exposto utilizamos a DBR como dieta experimental de desnutricao
que além de ser deficiente em proteina ¢ deficiente em lipideos, vitaminas ¢ minerais
(MONTEIRO et al, 2001). A escolha da intensidade de 3uT foi devido a necessidade de
se usar uma intensidade de CEM maior do que as encontradas normalmente em
residéncias e locais de trabalho. Nesses lugares a média de intensidade dos CEMs de
50/60 Hz, deve-se encontrar entre 0,1 e 0,3uT (NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCE, 1996). Neste estudo foi utilizada uma intensidade de CEM dez vezes maior
que a intensidade esperada, pois dependendo da distdncia entre os condutores ¢ o
aterramento, as densidades do fluxo magnético podem ter media de 22mT em fun¢do da
carga da corrente na linha (SIMOM, 1992) ¢ este valor ainda pode depender da
localizagdao geografica e da natureza do material magnético préximo a area observada
(REPACHOLI; GREENEBAUM, 1999). Normalmente pode ser visto que cada
pesquisador usa uma freqiiéncia, intensidade ou densidade de CEM que as vezes nao
coincide com o que foi escolhido neste estudo o que dificulta a comparagdo dos
resultados obtidos. No entanto isto ¢ uma das coisas que caracteriza o estudo da agdo
dos campos ecletromagnéticos, pois segundo Savitz et al (1994), um dos desafios que
distingue o estudo dos efeitos do CEM a saude dos efeitos causados por muitos outros
agentes ¢ a incerteza quanto aos aspectos dos campos utilizados para definir a
exposicdo. O meio ambiente contem campos elétricos e magnéticos de variadas
freqiiéncias, incluindo harmonicas de freqiiéncia (50 ou 60 Hz), que variam durante

intervalos de tempos de milisegundos a horas, dias, meses ¢ anos. As fontes do campo
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variam também dependendo do local, pois varias fontes existem no local de trabalho, na
casa e em outros ambientes.

Os estudos dos efeitos da associagdo do CEM com a desnutri¢ao, em organismos
vivos, se faz necessario para investigar os provaveis mecanismos e compreender a
gravidade do problema, tendo como finalidade realizar um diagnostico preciso sobre o

meio ambiente e a qualidade de vida da populacgao.
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4. HIPOTESE

A associagdo do CEM a desnutri¢ao em ratas prenhas causaria alguma alteracao
hormonal e metabolica?

A associagdo do CEM a desnutri¢ao em ratas prenhas causaria alguma alteracao
na maturagdo reflexa da prole?

A associagdo do CEM a desnutri¢do em ratas prenhas causaria alguma alteragao
na maturagdo somatica da prole?

A associagdo do CEM a desnutri¢do em ratas prenhas causaria alguma alteragao

no peso corporal da prole no periodo de lactagao?
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVOS GERAIS

Investigar a agdo do campo eletromagnético variavel de 60 Hz, senoidal, com
intensidade de 3 uT, duas horas ao dia, durante vinte e um dias consecutivos, na
regulacdo das concentracdes hormonais e metabdlicas em ratas prenhas, submetidas a
dieta balanceada e ratas prenhas submetidas a dieta multicarencial da Zona da Mata
Nordestina (DBR), bem como o desenvolvimento reflexo e somatico e evolu¢ao do

crescimento corporal da prole.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as dosagens metabdlica (glicose) e hormonais (cortisol, insulina, T3 e
T4) das ratas submetidas a dieta caseina ou DBR e expostas ou ndo ao CEM,
durante a prenhez;

e Comparar os resultados obtidos das dosagens metabolica e hormonais entre os
grupos;

e Avaliar o desenvolvimento reflexo da prole proveniente de ratas submetidas a
dieta caseina ou DBR e expostas ou nao ao CEM, durante a prenhez;

e Comparar os dados obtidos do desenvolvimento reflexo da prole entre os quatro
grupos;

e Avaliar o desenvolvimento somatico da prole proveniente de ratas submetidas a

dieta caseina ou DBR e expostas ou ndo ao CEM, durante a prenhez;
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Comparar os dados obtidos do desenvolvimento somatico da prole entre os
quatro grupos;

Acompanhar o crescimento corporal da prole proveniente de ratas submetidas a
dieta caseina ou DBR e expostas ou nao ao CEM, durante a prenhez;

Comparar a evolugdo ponderal da prole entre o quatro grupos.
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6. TRABALHOS CIENTIFICOS

6.1. EFEITOS DO CAMPO ELETROMAGNETICO, 60 Hz, 3uT, NA REGULACAO

HORMONAL E METABOLICA EM RATAS PRENHAS DESNUTRIDAS.

Este trabalho foi enviado para a revista Nutrition Research e teve como objetivo
avaliar os efeitos da exposi¢do de ratas prenhas alimentadas por uma dieta
multicarencial, DBR, ao CEM de 60 Hz, 3uT, durante duas horas por dia na regulagao
metabolica, glicose sérica, e na regulacdo hormonal onde os seguintes parametros foram
estudados: insulina, cortisol T3 e T4, O CEM associado a desnutri¢cao causou alteragdes
na regulacdo hormonal e metabolica destas ratas, sendo mais notavel nas concentragdes
séricas de T e T4, com uma relagdo T4:Ts quase 18 vezes maior do que a encontrada no
grupo alimentado pela dieta caseina. Os resultados sdo preocupantes, pois como

sabemos, estes hormdnios sdo muito importantes no desenvolvimento normal da prole.
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Abstract

Epidemiological studies have implicated maternal protein-calorie deficiency as
an important public health problem in developing countries. Over the last decades, a
remarkable diffusion of electricity and an increased level of the electromagnetic field
(EMF) in the environment have characterized modern societies. Therefore, researchers
are concerned with the biological effects of 50-60 Hz, EMF. The aim of this study is to
show the effects of EMF of 60 Hz, 3 uT, exposure for two hours per day in the
regulation of the hormonal and metabolic concentrations in pregnant rats, which were
fed by Regional Basic Diet (RBD) during their pregnancy as compared with pregnant
rats fed a standard diet. Pregnant rats exposed to EMF of 60Hz, 3uT, over the
pregnancy and fed with RBD presented an increase in glucose release when compared
with the Group subjected only to the RBD ration. Rats fed RBD presented a decrease in
their insulin and cortisol serum levels when compared with the Group fed with casein.
The T and T4 concentrations presented the greatest variation among the Groups. The
relation T4:T3 was much exaggerated in the Group subjected to RDB and exposed to
EMF when compared to the others. In conclusion, the group subjected to the association
of the EMF and under nutrition suffered a decrease in its serum concentration of T4 and
T3 when compared to the well- nourished group and the relationship T4:T5 in the former
group was almost eighteen-fold the later one.
Keywords: Casein; Electromagnetic Field; Metabolism; Hormone; Regional Basic

Diet; Undernourished Pregnant Rats.
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1. Introduction

Over the last decades, a remarkable diffusion of electricity and an increased
level of the electromagnetic field (EMF) in the environment have characterized our
society. Recent epidemiological studies of occupational and residential exposure to
EMF are concerned with the biological effects of 50-60 Hz fields (extremely low
frequencies or ELF), particularly with determining an increase in cancer incidence in
individuals exposed to these types of radiation [1]. A milestone in epidemiological
research on ELF is the study of Wertheimer and Leeper [2]: it links the presence of
power lines (60 Hz) near homes with the development of childhood leukaemia in
Colorado, USA.

The main efforts of researchers have been focused on the possible link between
electromagnetic fields and cancer development; different endpoints have been assessed
[1]. The ELF field influences pineal gland activity and decreased melatonin production
[3,4]. Besides the major role of the pineal in the regulation of the circadian rhythm of
various physiological functions and seasonal adaptation through the cyclic production
of melatonin [5], this organ was found to be closely associated with the hypothalamic-
pituitary-gonad-thyroid-adrenal axis [6]. Most probably, the pineal gland converts the
environmental photic, thermic and magnetic signals into information that affects
neuroendocrine system [7].

In accordance with Marino [8], in order to understand the relationship between
environmental factors and disease in terms of an internal state variable called stress, (for
instance: death of a loved one, loss of job, an unhappy marital situation, poor diet, etc.),
it is helpful to understand the influences of environmental EMFs.

Epidemiological studies have implicated maternal protein-calorie deficiency as

an important public health problem in developing countries [9,10]. Experimental studies
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have shown that pre- or postnatal nutritional manipulation may program adult size,
metabolism, blood lipids, diabetes, obesity, blood pressure, glomerular hypertrophy,
arteriosclerosis, behaviour, and learning [11].

In North-Eastern Brazil, the diet that is consumed by the population living in the
area of sugar-cane cultivation in coastal Pernambuco is known as “Regional Basic Diet”
(RBD) [12]. The RBD was prepared by TEODOSIO et al. [13], according to data from
food consumption surveys in the Pernambuco coastal forest strip [12]. The RBD is
made with the most frequent foods and in the same proportion consumed by the
population as detected by the surveys.

When this diet is compared with the standard one, is noticed that it is deficient
in proteins (content and quality) calories, fat, vitamins and minerals [14]. Pioneer
studies have indicated that this experimental diet, RBD, produces in rats a type of under
nutrition similar to that prevalent among children from this region of Brazil, namely an
association with nutritional dwarfism, with some clinical signs of marasmus [13].

In light of the fact that pregnancy is a period of increased metabolic demands
mainly due to changes in the woman’s physiology and the requirements of the growing
fetus [15], resulting in the deficiency of micronutrients having a detrimental effect on
the health of both pregnant women and the growing fetus [16], the aim of this paper is
to show the effects of the EMF of 60 Hz, 3 uT, in the regulation of the hormonal and
metabolic concentrations in pregnant rats, which were fed RBD during their pregnancy
as compared with pregnant rats fed standard diet.

2. Materials and Methods
2.1. Animals
Twenty females Wistar rats were used in this experiment; they were 90 days old at the

onset of exposure, which started after the pregnancy was detected. The fertilization was
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detected by the presence of sperm in the vaginal washing of the mated females. They
were kept under conditions of constant temperature (23 + 2°C), light/dark cycle (12-
h/12-h) with a background magnetic field of 0.28 puT. The animals had food and water
ad libittum. Animal use was approved by the Federal University of Pernambuco
Committee on Animal Research.
2.2. Diets

The ingredients of the multideficient diet used in this experiment were beans
(Phaseolus vulgaris), manioc flour (Manihot esculenta), dried and salted meat, and
sweet potato (Ipomaea batatas) [17]. The diet was prepared in our laboratory as
follows: all ingredients (except manioc flour) were cooked, dehydrated for 24-60 h
(according the type of ingredient) at 60°C and pulverized. Each component was mixed
with manioc flour by humidifying. Meat fat was then added, and the mixture was
shaped into squares which were dehydrated for 24 h at 60-C. The centesimal
composition of the RBD, which was determined by the Department of Nutrition,
Federal University of Pernambuco, is given in Table 1. The caloric adequacy of the
RBD was calculated to be about 316 Kcal per 100g. The control diet provided 18% of
protein (commercial casein) and it was balanced according to recommendations for
pregnant rats (AIN — 93), as shown in Table 2. The diet during the mating period was
maintenance pellet chow, with 23% of protein (Purina do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP,
Brazil).
2.3. Feeding Protocol

During the mating period, all female and male rats were fed with a standard
balanced diet provided by Purina. Throughout this period, the detection of sperm in the
vagina was taken to indicate that fertilization had occurred. Fertilized females were then

immediately transferred to cages, two per cage, of 60cm length, 50cm width and 22cm
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height, put on supports made from polystyrene of 35cm width, 50cm length and 35¢cm
height [18]. Two Groups were fed RBD and two Groups were fed casein.
2.4. Exposure to EMF

The rats were divided in four Groups: Group A (n=6), composed rats that
consumed casein without exposure to EMF; Group B (n=4), composed of rats that
consumed casein and were exposed to the EMF; Group C (n=6), composed of rats that
consumed the RBD and were not exposed to EMF; and Group D (n=4), composed of
rats that consumed RBD and were exposed to the EMF. The Groups B and D were
exposed to EMF of 60 Hz, senoidal, of 3uT, measured by a gauss meter, on the scale of
0-10 uT, for two hours per day for twenty-one consecutive days, one hour in the
morning from 8:00h to 9:00h and one hour in the afternoon from 14:00h to 15:00h.
They were exposed when the pregnancy was detected and removed from exposure when
they gave birth. As the radiation source, transformers of 220/110 volts of 500 VA,
working with opened secondary, and controlled by an electronic timer were used, and
placed under the polystyrene supports. Control animals were achieved by simply not
placing the transformers under the polystyrene supports. The transformers were
previously examined and tested to confirm their working parameters at the Biomedical
Engineering Department of the Biophysics and Radiobiology Department of the Federal
University of Pernambuco. The EMF was measured inside the cage and it remained
constant independent of the position. It should be noted that, except for the weekly cage
cleaning, and the weekly measuring of their weight, the rats were not moved or handled
during this experiment. Exposed animals should be compared with control that have
been derived from the same source and simultaneously handled and assayed in the same

way, except for the presence of the fields.
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On the terminal day of the experiment, the twenty-first day, when the rats had
given birth, all animals were anaesthetized with ethylic ether. After that, blood was
taken by a cardiac puncture (3ml) to obtain the serum, always at the same time in the
afternoon, from 12:30h to 14:00h. Serum samples obtained after centrifugation were
stored at -5° C for assay of cortisol, triitodothyronine (T3), thyroxine (T4), and insulin

and glucose concentrations.

2.5. Metabolic and Hormone Assessment

Serum concentration of cortisol, insulin, T3 and T4 was measured by
radioimmunoassay technique (RIE) using the cortisol coat-A-count kit, DPC (USA) and
the analysis was made in a gamma meter of scintillation, auto-gamma, Cobrall (Packard
a Camberra Company), at the Department of Biophysics of the Federal University of
Pernambuco. Serum glucose levels were measured by the glucose oxidase method using
the PAPglucose kit — Labtest Diagnostica — Brazil. Every measure was duplicated or
triplicated.
2.6. Statistical Analysis

The results were analysed using variable average. The significance of the results
were assessed through the ANOVA and Tukey for the comparison among Groups,
considering the level of significance p<0.05.
3. Results
3.1. Effects of the under nutrition and EMF in the glucose serum concentration
The average + Standard Deviation (SD) of glucose serum concentration for the Group A
was 111.8 = 16.8 mg/dL, for Group B was 81 + 15.9 mg/dL, for Group C was 63.4 +
12.2 mg/dL, and for Group D was 135.1 £ 55.1 mg/dL, Figure 1. They only showed a
significant difference (p=0.012) between Groups C and D, where Group D was

113.09% greater than Group C.
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3.2. Effects of the under nutrition and EMF in the insulin serum concentration

The average + SD of the insulin serum concentration for Group A was 1.22 +
0.55 plU/mL, for Group B was 0.97 £ 0.45 plU/mL, for Group C was 0.28 + 0.08
ulU/mL, and for Group D was 0.83 £ 0.15 plU/mL, Figure 2. They only showed a

significant difference (p=0.03) between Groups A and C, where Group C was 77.5%

lower than Group A.
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3.3. Effects of the under nutrition and EMF in the cortisol serum concentration

The average + SD of the cortisol serum concentration for Group A was 0.75 +
0.25 pg/dL, for Group B was 0.64 + 0.33 pg/dL, for the Group C 0.34 + 0.12 pg/dL and
for Group D was 0.44 = 0.13 pg/dL, Figure 3. They only showed a significant

difference (p=0.045) between Groups A and C, where the Group C was 54.67% lower

than Group A.
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3.4. Effects of the under nutrition and EMF in the T3 serum concentration

The results show that the T3 serum concentration of the rats was significantly
different among Groups (p=0.01). The average + SD for Group A was 1.47 + 0.05
nmol/L, for Group B was 0.42 + 0.09 nmol/L, for Group C was 0.13 + 0.03 nmol/L, and
for Group D was 0.04 = 0.01 nmol/L, Figure 4. In addition, the greater difference was
between Groups A and D, where Group D was 97.28% lower than Group A, whereas
the smallest difference was between Groups B and C, where the Group C was 69.05%
lower than Group B. Therefore, the figure of Group B was 71.43% lower than the figure
of Group A, the figure of Group C was 91.16% lower than the figure of Group A.
Finally, the figure of Group D was lower than the figures of Groups B and C with a
difference of 90.48% and 69.23% respectively.
3.5. Effects of the under nutrition and EMF in the T4 serum concentration

The results show that the T4 serum average = SD concentration of the rats for
Group A was 14.89 £ 2.17 nmol/L, for Group B was 9.25 £+ 1.92 nmol/L, for Group C
was 3.87 £ 1.10 nmol/L, and for Group D was 7.24 + 3.47 nmol/L, Figure 5. Some
Groups showed a significant difference (p<0.001). The figure of Group A showed a
significant difference from Groups B, C and D, where the figures of Groups B, C and D
were 37.88%, 74%, and 51.38% lower than Group A, respectively. Therefore the figure
of Group B was significantly different from Group C, where Group C showed a figure

58.16% lower than the figure of the Group B.
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3.6. Effects of the under nutrition and EMF in the relationship T4:T3

The relationship between the serum concentrations of T4:T3 in this study is given
in Table 3. A huge difference, almost eighteen-fold, can be seen between Group A, the
group control, and Group D, the group feeding by RBD and exposed to EMF.
4. Discussion

The experimental diet used here is not only deficient in protein, but also in
lipids, vitamins, sodium and other minerals [19]. The choice of intensity of 3uT was due
to the necessity of using a higher intensity of EMF than in residences and most work
places. In those places, the average 50/60 Hz magnetic fields are between 0.1 and 0.3uT
[20]. In this study, a value ten times higher than the maximum value expected was used.
Depending on the distance between the conductors and ground, and magnetic flux
densities can average 22uT in function of the current load in the line [21] and this value
could also depend on the geographic location and the nature of the magnetic material
near the subject area [22].

Despite the numeric difference of the concentrations of glucose, insulin, cortisol,
T3 and T4 among Groups, they do not show a statistically significant difference in all
cases. However, a trend can be seen in their figures. For instance Group A, composed of
rats that consumed casein without exposure to EMF, always have the biggest

concentration when compared to the other Groups except for glucose, where the largest
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concentration was the Group D, formed of rats that consumed RBD and were exposed
to the EMF. The concentration of glucose in Group D was significantly different from
Group C, composed of rats that consumed RBD and were not exposed to EMF. This
result was unexpected, since both Groups C and D were feeding on RBD, which is
deficient. It could be explained because Group D was exposed to EMF. And in
accordance to Armario, Marti, Gil [23]; De Boer et al [24]; Marti, Armario [25],
repeated stress is associated with the sensitivity of glucose, inducing hyperglycaemia. In
accordance with Harakawa et al [26], EMF of 50 Hz increases ACTH, glucose, lactate,
and pyruvate levels in stressed rats, demonstrating that the 50 Hz EMF alters both stress

responses and energy metabolism in stressed rats.

The trend of the concentration of insulin among groups was similar to that of
glucose. However, in this case Group A, composed of rats that consumed casein without
exposure to EMF, and Group C, composed of rats that consumed the RBD and were not
exposed to the EMF, showed a significant difference, which was expected because
Group A was fed casein and Group C was fed RBD. Although Group C, composed of
rats that consumed RBD and were not exposed to EMF, and Group D, formed by rats
that consumed RBD and were exposed to EMF, do not show significant difference
between them, they had the same pattern of the glucose, where the Group D, that had
the same diet of the Group C, suffered an increase in its figures. This can be explained
by the same mechanism which increased the glucose levels, since when glucose levels
rise the level of insulin has to increase as well. According to Champe and Harvey [27],
the level of blood glucose controls the level of blood insulin. These results show that
EMF changes the body’s metabolism, because it was expected that Group B (composed
of rats that consumed casein and were exposed to the EMF) and, Group C, control

group, (composed by rats that consumed the RBD) had presented a difference
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statistically significant between their figures to agree with what happened between
Group A, composed by rats that consumed casein without to be exposed to the EMF,
and Group C (composed by rats that consumed the RBD) and were not exposed to the
EMF.

The same occurred with the cortisol dosages as occurred with the insulin
dosages in this study. These results show once more that EMF exposure affects the
body’s metabolism. In according with Stevens’ hypothesis [28,29] the field exposure
has effects not only on melatonin, but also on the reproductive hormones and the
immune system. The reason for measuring the cortisol serum concentration in this
experiment was because cortisol is well known as a stress indicator [30].

Our results regarding glucose and cortisol dosages do not agree with the results
obtained by Lucena et al [18]. They exposed adult male rats, fed maintenance pellet
chow, with 23% of protein, over thirty days to EMF with the same parameters as we
did. However, the rats that were exposed to EMF suffered an increase in their cortisol
and glucose dosage levels when compared with the control.

The serum concentrations T4 and Ts presented a greater number of Groups that
differ statistically. We can see in this study that the Groups subject to EMF and/or RBD
present a lower serum concentration for T4 and T3 when compared with the control
Group (A), the control Group. This data is in agreement with data reported by
Zagorskaya and Rodina (1990) Apud [31]. These authors found lowered concentration
of thyroid hormones during two months after a single exposure of rats to 20 mT ELF-
EMF. And our data is in agreement in part with Rajkovic et al [31], who exposed rats to
50 Hz, 50-500 uT ELF-EMF for three months when a part of them (Group I) were
sacrificed, while the rest of the animals were subjected to recovery evaluation of the

gland and sacrificed after one (Group II), two (Group III) and three (Group IV) weeks.
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They found that serum T3 and T4 concentrations were significantly lower in all exposed
animals, except in Group I. However, our data do not agree with data obtained by
Lafreniere and Persinger [32] or Selmaoui et al [33]. Lafreniere and Persinger [32] had
shown that no alterations in serum T3 and T4 concentrations were found in rats exposed
to different intensities of 0.5 Hz EMF perinatally or/and as adults. The study of
Selmaoui et al [33], reported insignificant differences in serum T and T4 levels between
sham-exposed men and men exposed to continuous and intermittent 50 Hz magnetic
field of 10 uT for one night. On the contrary, Udintsev et al (1978) Apud [31] found
increased levels of circulating T4 and TSH in rats exposed to 50 Hz EMF of 20 mT for
18h. However, differences in exposure facilities and experimental protocols among
these experiments, including our study, complicate the adequate comparison of obtained
results.

The serum concentration of T3 in all Groups in our study was much lower than
the serum concentration of T4. This can be explained by Pazos-Moura, Ortiga-Carvalho,
Moura [34] and Moura, Pazos-Moura [35]. They say that the thyroid releases T4
predominantly and small quantities of Ts. In human beings, this rate is 14:1, while in
adult rats this rate is 5:1. In this study, the difference between T4 and Ts was greater
than expected in all Groups. The difference in Group A, the control group, was the
smallest, while the difference in Group D, subjected to EMF exposition and RBD, was
the greatest. According to Moura, Pazos-Moura [35], individuals subject to acute stress
can experience a significant decrease of the serum TSH, despite the simultaneous
reduction of the serum concentrations of free T; and normal levels of Tj.

The T4:Ts relations could have been exaggerated in this study due to the
pregnant conditions of the rats. In humans pregnancy increases the mother’s needs of

T,, increasing production of that substance 25-50% [36]. However, in this experiment,
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these dosages were performed at the end of the rat pregnancy. In this period, the
dosages are normally lower [37]. The data reveals that T4 and T3 decreased in all extra
thyroidal tissues studied namely plasma, liver, kidney, lung, heart, and skeletal muscle
in normal pregnant rats between 17-22 days of gestation. In this study, we had a huge
difference in this relation, almost eighteen-fold, between Group A, the Group control,
and Group D, feeding by RBD and exposed to EMF. This can be explained by a
decrease in the amount of deiodinases or its inactivity due to the two factors acting
together, i.e. EMF and under nutrition. According to Bianco et al [38] and Bianco [39],
the active thyroidian hormone is Ts. T3 is produced by two different and relatively
independent processes, namely by direct thyroid secretion or during extra thyroidal
5’deiodination of T4. The deiodination occurs by the action of three isoenzymes,
classified by the biochemical and functional criteria, and the tissue distribution:
deiodinase type I (5°’D-I), deiodinase type II (5’D-II) and deiodinase type II1 (5’D-III).
According to Bianco et al [38] in both experimental animals and humans the
coordinated changes in the expression and activity of these enzymes ensure thyroid
hormone homeostasis and the constancy of T3 production, constituting a major
mechanism for adaptation to changes in the ingestion of iodine, starvation and changes
in environmental temperature.

The thyroidian functions may be affected by many factors during different
phases of the individual’s lifetime and in function of age, nutrition, gender, and
pregnancy. Under nutrition affects the thyroidian function [40,41,42,43,44,45]. Possible
alterations in enzyme actions involved in cytotic processes in thyroicytes and hormone
release should be taken into consideration. Results of experimental investigations that
demonstrated the EMF effect on enzymes [46,47,48,49] and alterations in the structure

and function of cellular membranes [50,51] which are appointed as primary targets of
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EMF action on biological systems [52,53], implicate the possible aspect of a direct EMF
influence on the thyroid gland (MATAVULIJ et al, 1998) Apud [31]. Therefore Tonini et
al [54] in their study demonstrated that a 50/60-Hz magnetic field interacts with cell
differentiation through two opposing mechanisms. ELF-EMF is able to prevent the shift
in surface charges potential promoted by differentiating agents. Simultaneously, it

stimulates the increase in intracellular calcium in a dose-dependent manner.

5 Conclusions

The group subjected to the association of the EMF and under nutrition suffered a
decrease in its serum concentration of T4 and T3 when compared to the well- nourished
group and the relationship T4:Ts in the former group was almost eighteen-fold the later

one.
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7 Tables

Table 1: Centesimal composition of the Regional Basic Diet (RBD) (TEODOSIO,

1990).

INGREDIENTS 0%  Proteins Carbohydrates Fats Fibers Kcal%
(g) (%) (%) (%) (%)

Beans 18.34 3.99 10.66 024 1.09 60.76

Manioc flour 64.81 0.84 48.59 0.12 5.64 198.80

Poor fat dried and salted 3.74 2.74 - 0.21 - 12.85

Dried and salted meat fat 0.35 - - 0.35 - 3.15

Sweet potato 12.76 0.30 9.99 0.03 048 4143

TOTAL 100.00  7.87 69.24 095 7.21 31699

Table 2: Centesimal composition of the Control Diet (Casein).

INGREDIENTS 0%  Proteins Carbohydrates Fats Calories

Comercial casein* 19.6 18.00 - - 72.00

Vegetable fat 7.00 - - 7.00  63.00

Biscomil 63.35 0.18 53.37 - 214.20

Salt Mixture 3.50 - - - -

Vitamin mixture 1.00 - - - -

Fibers 5.00 - - - -

L-Cistina 0.30 - - - -

Bitartarato de colina  0.25 - - - -

TOTAL 100.00 18.18 53.37 7.00 349.20

*92% of protein.

Table 3: relationship serum concentration T4:Ts. The serum concentrations of T4 and T

were shown in mean + Standard deviation.

T4 (nmol/L) T4 (nmol/L) T4 T

Group A 14.89 £2.17"°  1.47 +0.05° 10:1
Group B 9.25+1.92"  0.42+0.09° 22:1
Group C 3.87+1.10°  0.13 +0.03° 30:1
Group D 724+347° 0.04+0.01° 181:1

Letters indicate significant differences between the groups (p<0.05).
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8 Legends for Figures

Figure 1 — Determination of glucose serum concentration in mg/dL of
the four Groups: Group A, rats that consumed casein; Group B, rats
subjected to casein and EMF; Group C, rats that consumed the RBD; and
Group D, rats subjected to RBD and EMF. Figures are mean(s) £ standard
deviation (*p=0.012).

Figure 2 — Determination of insulin serum concentration in plU/mL of
the four Groups: Group A, rats that consumed casein; Group B, rats
subjected to casein and EMF; Group C, rats that consumed the RBD; and
Group D, rats subjected to RBD and EMF. Figures are mean(s) + standard
deviation (*p=0.03).

Figure 3 — Determination of cortisol serum concentration in pg/dL of the four Groups:
Group A, rats that consumed casein; Group B, rats subjected to casein and EMF; Group
C, rats that consumed the RBD; and Group D, rats subjected to RBD and EMF. Figures
are mean(s) + standard deviation (*p=0.045).

Figure 4 — Determination of T3 serum concentration in nmol/L of the
four Groups: Group A, rats that consumed casein; Group B, rats
subjected to casein and EMF; Group C, rats that consumed the RBD; and
Group D, rats subjected to RBD and EMF. Figures are mean(s) + standard
deviation (*p=0.001).

Figure 5 — Determination of T4 serum concentration in nmol/L of the
four Groups: Group A, rats that consumed casein; Group B, rats
subjected to casein and EMF; Group C, rats that consumed the RBD; and
Group D, rats subjected to RBD and EMF. Figures are mean(s) + standard

deviation (p<0.001).

90



6.2. ACAO DO CAMPO ELETROMAGNETICO DE 60 HZ, 3uT, NA MATURACAO
REFLEXA DA PROLE DE RATAS SUBMETIDAS A DIETA BASICA REGIONAL
DURANTE A PRENHEZ.

Este trabalho foi enviado para a revista Nutritional Neuroscience e teve como
objetivo avaliar os efeitos da exposicdo de ratas prenhas alimentadas por uma dieta
multicarencial, DBR, ao CEM de 60 Hz, 3uT, durante duas horas por dia, na maturagao
reflexa da prole durante o periodo de lactacdo. Os reflexos estudados foram sete:
preensdo palmar, recuperacdo de decubito, colocacdo pelas vibrissas, aversdao ao
precipicio, geotaxia negativa e resposta ao susto. Todos estes reflexos apresentaram
retardo no tempo de aparecimento ou desaparecimento no caso da preensao palmar, nas
proles provenientes de ratas desnutridas e expostas ao CEM. Estes resultados nos levam
a crer que as alteragdes hormonais e metabolicas apresentadas pelas ratas prenhas
submetidas ao CEM, no artigo anterior, principalmente em relagdo as concentragdes
séricas de T3 e T4 foram decisivas para este retardo generalizado na maturagdo reflexa

da prole.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to observe how the exposition of the pregnant rats to
the electromagnetic field (EMF), 60Hz for 3uT 2 hours per day and/or using the
Regional Basic Diet (RBD) influenced the reflex maturation in their offspring. Four
groups were formed: Group A (casein), B (casein and EMF), C (RBD) and D (RBD and
EMF). The diet manipulation occurred during the pregnancy. The reflexes were
assessed daily, between 12:00 and 14:00 h: Palm Grasp (PG), Righting Reflex (RR),
Cliff Avoidance (CA), Vibrissae Placing (VP), Negative Geotaxis (NG), Auditory
Startle (AS) and Free-Fall Righting (FFR). The association between EMF and deficient
diet caused a delay in all reflexes when compared with Group A. When the diets were
compared with both groups exposed to EMF, the delay occurred in the RR, VP, NG and
CA. And in the Groups C and A the effect was observed in RR, CA, VP, NG, AS and
PG. In relation to the EMF Group B differed from Group A in CA, AS, FFR and PG
and Group D differed from C in the PG. In conclusion, the entire reflexes studied in this
research were delayed by the association of the EMF with undernutrition during
pregnancy.

Keywords: Casein; Electromagnetic Field; Neurodevelopment; Reflex Maturation;
Regional Basic diet.

INTRODUCTION

Epidemiological studies have implicated maternal protein-calorie deficiency as an
important public health problem in developing countries (Pissaia et al., 1980;
Olubodun, 1992). In North-Eastern Brazil, the diet that is consumed by the population
living in the area of sugar-cane cultivation in coastal Pernambuco is known as ‘Regional
Basic Diet” or RBD (Coutinho, 1976). The RBD was prepared by Teodosio et al. (1981)

according to data from food consumption surveys in the Pernambuco coastal forest
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strip. The RBD is made with the most common foods and in the same proportion as that
consumed by the population, as detected by surveys. Pioneer studies have indicated that
this experimental diet, RBD, produces in rats a type of undernutrition similar to that
prevalent among children from this region of Brazil, which is associated with nutritional
dwarfism, and some clinical signs of marasmus (Teodosio et al., 1983). When this diet
is compared with the standard one, it is seen to be deficient in proteins (content and
quality), calories, fat, vitamins and minerals (Pessoa, 1997). From the results obtained,
the RBD has been consolidated as an experimental model of malnourishement
experimental model (Guedes et al., 1986, Teodosio, et al., 1990; Pessoa, 1997; Rocha

de Melo et al., 1997).

The development of the nervous system (NS) involves epigenetic processes that activate
the genes in a sequential manner at different times (Jessel, 1995). These processes have
many environmental and non-cellular factors that can change, modulate and direct the
next stage of development (Nishi, 1994). Hence only the genetic information in a living
being may be insufficient to specify the whole neuronal interconnections (Jessel, 1995).
Dobbing (1968) showed that the NS development in mammals happens according to
‘time planning’ in which the different phases follow a predetermined chronology. This
fast growth period of the NS is named the ‘critical or vulnerable’ period, being
considered as the unique opportunity for its development. In the meanwhile its
beginning and duration are different for different species. In men this ‘critical period’
begins in the womb (the last three months of the pregnancy) and lasts until the
beginning of the post-natal phase (two to four years old). In rats this happens after the

birth (suckling period). The series of events presented by the NS during the ante-natal
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and post-natal development determines the neurochemical composition and the definite
morphofunctional structure present in adults (Morgane et al., 1993).

Much experimental and clinical evidence has shown that aggression during those
critical periods can change the ontogenesis sequence of events with diverse and
persistent effects on the NS (Dobbing, 1970; Lynch et al., 1975; Morgane et al., 1993;
Manhaes de Castro et al., 2001). In trying to understand these effects and the living
beings’ capability to adapt to different forms of aggression, many researchers have been
investigating the effects of different kinds of nutritional injury to the nervous system in
the early phases of its development. These studies have shown morphologic,
neurochemical, endocrine and functional alterations (Morgane et al., 1993; Del-Prado,

1997).

Over recent decades a remarkable diffusion of electricity and an increased level in the
electromagnetic field (EMF) in the environment have characterized our society. Recent
epidemiological studies of occupational and residential exposure to EMF are concerned
with the biological effects of the 50-60 Hz fields (extremely low frequencies or ELF),
particularly in relation to determining an increase in cancer incidence in individuals
exposed to these types of radiation (Galloni and Marino, 2000). In accordance with
Marino (2005), in order to understand the relationship between environmental factors
and disease in terms of an internal state variable called stress, (for instance, death of a
loved one, loss of job, an unhappy marital situation, poor diet, etc.), it is helpful to

understand the influences of environmental EMFs.

Experiments investigating the possible effects of EMF associated with under nutrition

during pregnancy on development period, pregnancy and the ontogenesis of the
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congenital reflexes of the offspring are scarce. The aim of the present study was to
observe how the exposition of pregnant rats to a 60 Hz, 3 uT, EMF, for two hours per
day, and/or using RBD, influenced the neurosomatic development of their offspring.
MATHERIALS AND METHODS

Animals

In this experiment 66 male, newborn rats, from the Wistar strain were used. The female
rats were 90 days old when they mated. Fertilization was detected by the presence of
sperm in the vaginal washing of the mated females. Fertilized females were then
immediately transferred to cages, two per cage, which were 60cm long, 50cm wide and
22cm high and put on supports made from polystyrene 35cm wide, 50cm long and
35cm high (Lucena et al., 2002).The pregnant rats were divided in four Groups: Group
A, composed of rats that consumed casein without being exposed to EMF; Group B,
composed of rats that consumed casein and were exposed to EMF; Group C, composed
of rats that consumed the RBD and were not exposed to EMF; and Group D, composed
of rats that consumed RBD and were exposed to EMF. They were kept in conditions of
constant temperature (23 + 2°C), and a light/dark cycle (12-h/12-h) with a background

magnetic field of 0.28 uT.

When the rats gave birth, the newborn individuals were put together with the other ones
who had been born on the same day, to rats in the same conditions and after that they
were selected at random to form new groups. In this way the genetic factor did not
interfere with the experimental results. Every group from each female was reduced to
six individuals on the second day after birth. Only male rats were used. Animal use was

approved by the Federal University of Pernambuco Committee on Animal Research.
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Diets

The ingredients of the multideficient diet used in this experiment were beans (Phaseolus
vulgaris), manioc flour (Manihot esculenta), dried and salted meat, and sweet potato
(Ipomaea batatas) [17]. The diet was prepared in our laboratory as follows: all
ingredients (except manioc flour) were cooked, dehydrated for 24-60 h (according the
type of ingredient) at 60°C and pulverized. Each component was mixed with manioc
flour by humidifying. Meat fat was then added, and the mixture was shaped into squares
which were dehydrated for 24 h at 60-C. The centesimal composition of the RBD,
which was determined by the Department of Nutrition, Federal University of
Pernambuco, is given in Table 1. The caloric adequacy of the RBD was calculated to be
about 316 Kcal per 100g. The control diet provided 18% of protein (commercial casein)
and was balanced according to recommendations for pregnant rats (AIN — 93), as shown
in Table 2. The diet during the mating period was maintenance pellet food, with 23% of
protein (Purina do Brasil Ltd., Sao Paulo, SP, Brazil).

Feeding Protocol

During the mating period all female and male rats were fed a standard balanced diet
provided by Purina. In this investigation the diets (RDB and casein) were only used
when the rats presented a positive test for pregnancy. The animals had food and water
ad libittum. Two Groups were fed RBD (Groups C and D) and two Groups were fed
casein (Groups A and B).

Exposure to EMF

The groups of pregnant rats fed casein and RBD, Groups B and D respectively, were

exposed to a 60 Hz senoidal, of 3uT EMF, measured by a gaussmeter, on the scale of 0-

10 uT, for two hours per day for twenty-one consecutive days, one hour in the morning

from 8:00h to 9:00h and one hour in the afternoon from 14:00h to 15:00h. They were
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exposed when the pregnancy was detected and removed from exposure when they gave
birth. As the radiation source, transformers of 220/110 volts of 500 VA, working with
opened secondary, and controlled by an electronic timer were used and placed under the
polystyrene supports. Control groups of animals, Groups A and C, fed with casein and
RBD, respectively, were obtained by simply not placing the transformers under the
polystyrene supports. The transformers were previously examined and tested to confirm
their working parameters at the Biomedical Engineering Department of the Biophysics
and Radiobiology Department of the Federal University of Pernambuco. The EMF was
measured inside the cage and it remained constant irrespective of its position. It should
be noted that, except for the weekly cage cleaning and the weekly measuring of their
weight, the rats were not moved or handled during this experiment. Exposed animals
should be compared with control animals that have been derived from the same source
and simultaneously handled and assayed in the same way, except for their exposure to
the fields.

Reflex Development

The reflexes were investigated on a daily basis from the second day following birth to
the twenty-first day, until they become consolidated, appeared or disappeared, when the
reflex response to a specific stimulus happened and was repeated for 3 days in a row,
between 12:00 and 14:00 h. The investigated reflexes followed the experimental model
for rats suggested by Smart and Dobbing (1971): Palm Grasp (PG), Righting Reflex
(RR), Negative Geotaxis (NG), Cliff Avoidance (CA), Vibrissae Placing (VP), Free-fall
Righting (FFR), and Auditory Startle (AS). In the procedure a maximum observation

time of ten seconds was maintained.
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Statistical Analysis

The results of the reflex development were analysed by the Kruskal-Wallis one-way
analysis of variance followed by Dunn’s test for multiple comparison among groups,
with the significant level considered to be p<0.05.

RESULTS

The offspring from mothers exposed to the EMF and RBD during pregnancy (Group
D), taken together showed a delay in the consolidation of all reflexes in this research
study, when compared to Group A, composed of offspring from mothers fed casein,
(p<0.05), (Table 3). Therefore the Group C, formed from offspring whose mothers were
fed RBD without being exposed to the EMF during their pregnancy, shown a delay in
the terms of days in appearance of the NG and VP, when compared to Group B,
composed of offspring from mothers fed casein and exposed to the EMF during

pregnancy.

In relation to the diet, it was observed that the sucklings from malnourished mothers
(Group C) showed a delay in six out of seven reflexes only the appearance of the Free-
Fall Righting was not delayed, when compared to Group A, Both groups were not
subject to the EMF (P<0.05), (Table 3). Group D, formed from offspring whose mothers
were fed RBD and exposed to the EMF showed a delay in the appearance of the reflexes
RR, NG and VP, (P, 0.05) and in the disappearance of the PG (p<0.05) when compared
to Group B, composed of offspring from rats fed casein and exposed to the EMF during

pregnancy; both were exposed to the EMF, (Table 3).

In this study can be seen that the EMF caused a delay in the disappearance of the PG

reflex of the offspring in the Group D, when compared with these in Group C; both
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groups of offspring were from mothers malnourished during the pregnancy. However, a
delay in four out of seven reflexes was caused by the EMF when the Group B and A
were compared, both from mothers fed casein during pregnancy. The delayed reflexes
were the disappearance of the PG, (P<0.05) and the appearance of the CA, FFR and AS
(P<0.05) (Table 3).

DISCUSSION

The choice of intensity of 3uT was due to the necessity of using a higher intensity of
EMF than in residences and most work places. In those places the average 50/60 Hz
magnetic fields, as determined by the National Academy of Science (1996), are between
0.1 and 0.3uT. In this study a value ten times higher than the maximum value expected
was used. Depending on the distance between the conductors and the ground and the
magnetic flux densities can average 22uT in function of the current load in the line
(Simon, 1992) and this value could also depend on the geographic location and the

nature of the magnetic material near the subject area (Repacholi and Greenebaum,

1999).

The RBD was chosen as the experimental diet in this study, because it is not only
deficient in protein, but also in lipids, vitamins, sodium and other minerals (Teodosio et
al., 1981; Monteiro et al., 2001). The pregnant rats were fed casein or RBD when they
presented a positive test for pregnancy. According to Frazer and Huggett (1970), the
fetus competes with the mother for the nutrients, but only for those that are ingested and
stored throughout the pregnancy. They do not compete for those already absorbed by

the mother’s tissues at the moment of the conception.
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In this study, the reflexes were investigated, from the second day following the birth to
the twenty-first day, because this period corresponds to the breast-feeding period and is
considered as the critical period for development. The observation of the normal
sequence of the stages of development in the ontogenesis of the reflexes and acquisition
of the mature standard of the locomotive activities can be valuable indexes of the
maturation and development of the neurological system (Smart and Dobbing, 1971;
Walton et al., 1992; Barros, 1999). In rats, these patterns are estabilished in the first

three weeks after birth (Gramsbergen, 1998).

The offspring from rats exposed to EMF and RDB, taken together, presented a delay in
all parameters of the reflex maturation. In accordance with Anselmo, 2005 [31],
pregnant rats fed RBD and exposed to a 60Hz, 3uT EMF for two hours per day showed
a low dosage of serum Ts. The results showed by Anselmo, 2005 [31] could explain the
results obtained in this study. According to Porterfield and Hendrich [32], Reyns et al.
[33], thyroid hormones are very important for the embryonic development in all
vertebrates. In humans, this is more evident in the central neurological system where the
thyroid hormone deficit during the fetal and the neo-natal periods results in the
syndrome of cretinism, which is characterized by hearing impairment, ataxia, mental
disability, and abnormal growth. According to Vara et al. (2002), the hypothyroidism
which appears during the development of rats, results in learning difficulties, delay in

the locomotion and cerebral skills and shortened interneuron connectivity.

In this study the RBD caused a delay in six out of seven reflexes, only the Free-Fall

Righting was normal. This result agrees in part with Smart e Dobbing (1971), they

showed that the offspring of rats undernourished had a delay in all reflex appearance.
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In this study it was found that the EMF caused delay in the Palm Grasp, Cliff
Avoidance, Free-Fall Righting and in the Auditory Startle in the rat offspring, whose
mothers were fed casein during the pregnancy. Zusman et al. (1990) did not observe
any change in the Righting reflex of offspring from rats exposed to EMF of 20, 50, and
100 Hz, with a tension of 0.6 V/m, during pregnancy. This finding matches our results
because we found no difference of the RR time when comparing the offspring from rats

exposed to EMF and those not exposed to EMF, both fed with the control diet (casein).

Our results match in part with the data obtained by Matos et al (2001). They divided
newborn rats from mothers fed maintenance pellet food, with 23% of protein with 23%
of protein (Purina do Brasil Ltda., Sao Paulo, SP, Brazil), during pregnancy, into two
groups: one exposed to the 60 Hz and the other not. After that, they concluded that
exposition of newborn rats to non-ionizing radiations does not incur modification in
ontogenesis of the reflexes. However, it is difficult to compare the data because Matos
et al (2001) did not work with the same experimental conditions as ours. In accordance
with Sienkiewicz et al. (1994), offspring from rats exposed to 50 Hz, 20 mT, EMF
during pregnancy did not show any morphological or functional impairment in the
postnatal development. Nishikawa et al. (1986) reported no effects on negative
geotaxis in suckling mice exposed to pulsed fields of 1.6 mT during pregnancy, but did
not an increase in the time of appearance of the Righting Reflex. The data found by
Nishikawa et al. (1986) match in part with our results because in this study no delay
was observed in the time of appearance of the Righting Reflex in offspring whose

mothers were fed casein during pregnancy and who were exposed to EMF.
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What was done in this study is called programming because according to Lucas (1994),
the nutrition and metabolic changes that act in the early stages of survival of individuals
will permanently affect changes in the animal’s physiology. Experimental studies have
shown that nutrition manipulation pre- and post-natal can programme the size of the
adult individuals, their metabolism, blood lipid levels, diabetes, obesity, blood pressure,
glomerular hypertrophy, arteriosclerosis, behaviour and learning skills (Lucas, 1998;

Waterland and Garza, 1999).

It can be observed that former research studies employed an EMF that did not match the
frequency or intensity of our study, making the comparison of results difficult. This is
one of the things that characterises the study of EMF action. According to Savitz et al.
(1994), one of the challenges that distinguish the studies of the effect of EMF on human
health from other agents is the uncertainty about the field aspects which are used to
characterise the exposition. The environment has electric and magnetic fields of varied
frequencies, including frequency harmonics (50 or 60 Hz), varying in time intervals
from the order of milliseconds to years. These field sources also vary according to their

sites, i.e. offices, houses and other communal environment.

5 CONCLUSIONS

The total reflexes studied in this research were delayed by the association of the EMF
and under nutrition during pregnancy. Six out of seven reflexes were delayed by the
undernourished diet. The EMF caused a delay in the PG, CA and FFR between the

groups fed casein and it caused a delay in the PG between the groups fed RBD.
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7 TABLES

Tablel: Centesimal composition of the Regional Basic Diet (RBD)(TEODOSIO, 1990).

INGREDIENTS 9%  Proteins Carbohydrates Fats Fibers Kcal%
(g) (%) (%) (%) (%)

Beans 18.34 3.99 10.66 0.24 1.09 60.76
Manioc flour 64.81 0.84 48.59 0.12 5.64 198.80
Poor fat dried and salted 3.74 2.74 - 0.21 - 12.85
meat fat

Dried and salted meat fat 0.35 - - 0.35 - 3.15
Sweet potato 12.76 0.30 9.99 0.03 048 4143
TOTAL 100.00  7.87 69.24 095 7.21 31699

Table 2: Centesimal composition of the Control Diet (Casein).

INGREDIENTS g%  Proteins Carbohydrates Fats Calories
Comercial casein* 19.6 18.00 - - 72.00
Vegetable fat 7.00 - - 7.00  63.00
Biscomil 63.35 0.18 53.37 - 214.20
Salt Mixture 3.50 - - - -
Vitamin mixture 1.00 - - - -
Fibers 5.00 - - - -
L-Cistina 0.30 - - - -
Bitartarato de colina  0.25 - - - -
TOTAL 100.00 18.18 53.37 7.00 349.20
*92% of protein.

Table 3 — Reflex maturation of offspring. The groups are: Group A (n=12), formed by
offspring from rats fed casein and not subjected to EMF, Group B (n=24), formed by
offspring from rats fed casein and subjected to EMF, group C (n=18), formed by
offspring from rats fed RBD and not subjected to EMF and the group D (n=12), formed
by offspring from rats fed RBD and subjected to EMF. The data show the age in
median, in days, with quartile (Q25-Q75) of the day when the reflex answer expected
occurred. Reflex: Palm Grasp (PG), Righting Reflex (RR), Negative Geotaxis (NG),
Cliff Avoidance (CA), Vibrissae Placing (VP), Free-Fall Righting (FFR) and Auditory
Startle (AS). The results were evaluated through the ANOVA one-way (Kruskal-
Wallis) and through the Dunn’s test for effect of comparison of among the groups,
considering the significant level p < 0.05. Letters indicate significant differences
between the groups.

GROUPS A (12) B (24) C (18) D (12)
PG 6 (5.5-6.5)" 7 (7-10)* 8 (7-10) 13 (12.5-14)™°
RR 3 (2-4.5)® 4 (4-5)° 6 (4-7)¢ 6 (5.5-6.5)™
NG 7 (6-9)" 8 (6.5-9.5) 11 (9-13)* 10.5 (9-12)"
CA 3 (2-3.5)™° 4 (4-5)" 6 (4-12)" 5 (4-6)°
VP 6 (5-6) 8 (7-9)° 12 (10.25-13)" 11 (10-12)%
FFR 14 (13-14)" 17 (17-17)' 15 (14-15.75) 16.5 (15-17)"
AS 10.5 (10-11)™ 12 (12-13)" 12 (12-13)" 13 (13-13)
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6.3. ACAO DO CAMPO ELETROMAGNETICO DE 60 HZ, 3uT, NA
MATURACAO SOMATICA DA PROLE DE RATAS SUBMETIDAS A DIETA
BASICA REGIONAL DURANTE A PRENHEZ.

Este trabalho foi enviado para a revista Nutrition Research e teve como objetivo
avaliar os efeitos da exposicdo de ratas prenhas alimentadas por uma dieta
multicarencial, DBR, ao CEM de 60 Hz, 3uT, durante duas horas por dia, na maturacao
somatica e evolugcdo ponderal da prole durante o periodo de lactagdo. Os indices de
maturagdo somatica estudados foram cinco: abertura do pavilhdo auditivo, abertura do
conduto auditivo, resposta ao susto e recuperacdo do decubito em queda livre. Todos
estes indices apresentaram retardo no tempo de aparecimento, nas proles provenientes
de ratas desnutridas e expostas ao CEM. Estes resultados nos levam a crer que as
alteracdes hormonais e metabodlicas apresentadas pelas ratas prenhas submetidas ao
CEM, primeiro artigo, principalmente em relagdo as concentragdes séricas de Tz e Ty
foram decisivas para este retardo generalizado na maturacao reflexa da prole.

Quanto a evolugdo ponderal, as proles apresentaram maiores alteragdes, entre os
grupos, do primeiro ao sexto dia de vida, onde as proles de ratas desnutridas sempre

apresentaram pesos menores.
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Abstract

The aim of the present study was to observe how the exposition of the pregnant
rats to the electromagnetic field (EMF), 60Hz, 3uT for 2 hours per day and/or using the
Regional Basic Diet (RBD) influenced the somatic maturation in their offspring. Four
groups were formed: Group A (casein), B (casein and EMF), C (RBD) and D (RBD and
EMF). The diet manipulation occurred during pregnancy. The somatic maturation
indexes were assessed daily, between 12:00 and 14:00 h: Eye Opening (EO), Auricle
Opening (AO), Auditory Canal Opening (ACO), Lower Incisor Eruption (LIE), and
Upper Incisor Eruption (UIE). The EMF associated with undernutrition caused delay in
all Somatic Maturation Indexes (SMI) and the RBD caused delay only in the AO.
Therefore the EMF caused delay in AO, ACO, LIE. In relation to the body weight, the
EMF caused change at the sixth day of life. The RBD, during pregnancy, caused lower
body weight in the offspring in the first and third day of life. The body weight of the
offspring whose mothers were fed casein and exposed to the EMF during pregnancy
was lower in the third and sixth day of life. In conclusion, the EMF associated with
under nutrition caused delay in all SMI. In relation to the body weight, the EMF
associated with undernutrition caused a decrease in the body weight at the sixth day of
life.
Keywords: Casein; Electromagnetic Field; Neurodevelopment; Somatic Maturation;

Regional Basic Diet.
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1. Introduction

Epidemiological studies have implicated maternal protein-calorie deficiency as
an important public health problem in developing countries [1,2]. In North-Eastern
Brazil the diet that is consumed by the population living in the area of sugar-cane
cultivation in coastal Pernambuco is known as the Regional Basic Diet or RBD [3].

The RBD was prepared by Teodosio et al. [4] according to data from food
consumption surveys in the Pernambuco coastal forest strip. The RBD is made from the
most common foods and in the same proportion as that consumed by the population, as
detected by surveys. Pioneer studies have indicated that this experimental diet, RBD,
produces in rats a type of undernutrition similar to that prevalent among children from
this region of Brazil, which is associated with nutritional dwarfism and some clinical
signs of marasmus [5]. When this diet is compared with the standard one, it is seem to
be deficient in proteins (content and quality), calories, fat, vitamins and minerals [6].
From the results obtained, the RBD has been consolidated as an experimental model of
malnourishement [6,7,8].

The development of the nervous system (NS) involves epigenetic processes that
activate the genes in a sequential manner at different times [9]. These processes have
many environmental and non cellular factors that can change, modulate and direct the
next stage of development [10]. Hence only the genetic information in a living being
may be insufficient to specify the whole neuronal interconnections [9]. Dobbing [11]
showed that the NS development in mammals happens according to ‘time planning’ in
which the different phases follow a predetermined chronology. This fast growth period
of the NS is named the ‘critical or vulnerable’ period, being considered as the unique
opportunity for its development. Therefore its beginning and duration are different for

different species. In men this ‘critical period’ begins in the womb (the last three months
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of pregnancy) and lasts until the beginning of the postnatal phase (two to four years
old). In rats this happens after the birth (suckling period). The series of events presented
by the NS during the antenatal and postnatal development determines the neurochemical
composition and the definite morphofunctional structure, present in adults [12].

Much experimental and clinical evidence has shown that aggression during
those critical periods can change the ontogenesis sequence of events with diverse and
persistent effects on the NS [12,13,14,15]. Experimental studies have shown that pre- or
postnatal nutritional manipulation may programme adult size, metabolism, blood lipids,
diabetes, obesity, blood pressure, glomerular hypertrophy, arteriosclerosis, behaviour,
and learning [16]. In trying to understand these effects and living beings’ capability to
adapt to different forms of aggression, many researchers have been investigating the
effects of different kinds of nutritional injury to the nervous system in the early phases
of'its development. These studies have shown morphologic, neurochemical, endocrine
and functional alterations [12,17].

Over recent decades a remarkable diffusion of electricity and an increased level
in the electromagnetic field (EMF) in the environment have characterized our society.
Recent epidemiological studies of occupational and residential exposure to EMF are
concerned with the biological effects of the 50-60 Hz fields (extremely low frequencies
or ELF), particularly in relation to determining an increase in cancer incidence in
individuals exposed to these types of radiation [18]. In accordance with Marino [19], in
order to understand the relationship between environmental factors and disease in terms
of an internal state variable called stress, (for instance, death of a loved one, loss of job,
an unhappy marital situation, poor diet, etc.), it is helpful to understand the influence of

environmental EMFs.
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Experiments investigating the possible effects of EMF associated with under
nutrition during pregnancy on development and somatic maturation of the offspring are
scarce. The aim of the present study was to observe how the exposition of pregnant rats
to a 60 Hz, 3 uT, EMF for two hours per day and/or using a RBD influenced the
somatic maturation indexes in their offspring.

2. Materials and Methods
2.1 Animals

In this experiment 66 male, newborn rats from the Wistar strain, whose mothers
were submitted to four different conditions, were used. The female rats were 90 days
old when they mated. Fertilization was detected by the presence of sperm in the vaginal
washing of the mated females. Fertilized females were then immediately transferred to
cages, two per cage, which were 60cm long, 50cm wide and 22c¢m high and put on
supports made from polystyrene 35cm wide, 50cm long and 35c¢m high [20].The
pregnant rats were divided in four Groups: Group A, composed of rats that consumed
casein without being exposed to EMF; Group B, composed of rats that consumed casein
and were exposed to EMF; Group C, composed of rats that consumed the RBD and
were not exposed to EMF; and Group D, composed of rats that consumed RBD and
were exposed to EMF. They were kept in conditions of constant temperature (23 + 2°C)
and a light/dark cycle (12-h/12-h) with a background magnetic field of 0.28 uT.

When the rats gave birth, the newborn individuals were put together with the
other ones who had been born on the same day from mothers in the same conditions,
and after that they were selected at random to form new gourps. In this way, the genetic
factor did not interfere with the experimental results. Every group from each female was

reduced to six individuals on the second day after birth. Only male rats were used.
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Animal use was approved by the Federal University of Pernambuco Committee on
Animal Research.
2.2. Diets

The ingredients of the multideficient diet used in this experiment were beans
(Phaseolus vulgaris), manioc flour (Manihot esculenta), dried and salted meat and
sweet potato (Ipomaea batatas) [4]. The diet was prepared in our laboratory as follows:
all ingredients (except manioc flour) were cooked, dehydrated for 24-60 h (according
the type of ingredient) at 60°C and pulverized. Each component was mixed with manioc
flour by humidifying. Meat fat was then added, and the mixture was shaped into balls
which were dehydrated for 24 h at 60°C. The centesimal composition of the RBD,
which was determined by the Department of Nutrition, Federal University of
Pernambuco, is given in Table 1. The caloric adequacy of the RBD was calculated to be
about 316 Kcal.per 100g. The control diet provided 18% of protein (commercial casein)
and was balanced according to recommendations for pregnant rats (AIN — 93), as shown
in Table 2. The diet during the mating period was maintenance pellet food (Purina do
Brasil Ltd., Sao Paulo, SP, Brazil).
2.3. Feeding Protocol

During the mating period all female and male rats were fed a standard balanced
diet provided by Purina. In this investigation the diets (RDB and casein) were only used
when the rats presented a positive test for pregnancy. The animals had food and water
ad libittum. Two Groups were fed RBD (Groups C and D) and two Groups were fed
casein (Groups A and B).
2.4. Exposure to EMF

The groups of pregnant rats fed casein and RBD, Groups B and D respectively,

were exposed to a 60 Hz senoidal, of 3uT EMF, measured by a gaussmeter, on the scale
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of 0-10 uT, for two hours per day for twenty-one consecutive days, one hour in the
morning from 8:00h to 9:00h and one hour in the afternoon from 14:00h to 15:00h.

They were exposed when the pregnancy was detected and removed from
exposure when they gave birth. As the radiation source, transformers of 220/110 volts
of 500 VA working with opened secondary and controlled by an electronic timer were
used and placed under the polystyrene supports. Control groups of animals, Groups A
and C, fed with casein and RBD respectively, were obtained by simply not placing the
transformers under the polystyrene supports. The transformers were previously
examined and tested to confirm their working parameters at the Biomedical Engineering
Department of the Biophysics and Radiobiology Department of the Federal University
of Pernambuco. The EMF was measured inside the cage and it remained constant
independent of its position. It should be noted that, except for the weekly cage cleaning
and the weekly measuring of their weight, the rats were not moved or handled during
this experiment. Exposed animals should be compared with control groups that have
been derived from the same source and simultaneously handled and assayed in the same
way, except for their exposure to the fields.
2.5. Somatic Maturation Indexes

The following somatic maturation indexes were investigated on a daily basis,
between 12:00 and 14:00 hours from the second day after the birth until when somatic
maturation had occurred, namely Eye Opening (EO), Auricle Opening (AO), Auditory
Canal Opening (ACO), Low Incisor Eruption (LIE) and Upper Incisor Eruption (UIE)
[21]. They were considered positive when the two eyes, the two auricles and the two
auditory canals were opened and the two lower and upper incisors had appeared.
2.6. Somatic Growth

2.6.1. Pups’ body weight
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The animals were weighed at 1%, 3, 6™, 9™ 12" 15™ and 21* day of life. The
scale used was a digital model, Quimis, with 0.1 g sensitivity.
2.7. Statistical Analysis

The results of the somatic maturation development were evaluated by Kruskal-
Wallis analysis of variance, followed by Dunn’s test for multiple comparisons among
groups, with considering the significant level considered to be p< 0.05.

The Variance Analysis for Repeated Measures followed by the Tukey test was
employed for comparisons of the body weight. When the normality test had been
passed, the One Way Analysis of Variance (ANOVA) was used followed by the Tukey
Test for multiple comparisons among groups. When the normality test had been failed,
the Kruskal-Wallis analysis of variance was used followed by Dunn’s test for multiple
comparisons among groups, considering the significant level considered to be p< 0.05.
3. Results
3.1. Somatic Maturation Indexes

Comparing the suckling group from mothers exposed to EMF and malnourished,
during pregnancy (Group D) to the suckling group from mothers fed casein (Group A),
a delay was observed in the day (in median) that the following somatic maturation
indexes appeared: AO, ACO, EO, UIE and LIE, (p< 0.05), (Table 3).

When the different diets were considered, the offspring whose mothers were fed
with a deficient diet and exposed to the EMF during pregnancy (Group D) showed a
delay in the AO and EO indexes when compared to Group B whose mothers were fed
casein and exposed to the EMF during pregnancy (p<0.05) (Table 3).

When comparison was made between the offspring whose mothers were fed
RBD, one group of which was exposed and the other group not exposed to EMF

(Groups D and C), during pregnancy, only a delay in the AO somatic index was noticed
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in Group D (p< 0.05) (Table 3). When comparing the groups whose mothers were fed
casein diet, one group of which was exposed to EMF and the other group not during
pregnancy (Groups B and A), the Group B presented a delay in the following somatic

maturation indexes: AO, ACO and LIE (p<0.05) (Table 3).
3.2. Body Weight

After performing the statistical analysis of the body weight of the suckling over
the first twenty-one days of live, there was no statistical difference observed between
the weights measured from the first to the third day. However, from the fourth day a
statistical weight gain was observed in all the groups.

Table 4 shows the suckling average weight & standard error for the Groups A, B,
C and D during the 1%, 3", 6™, 9™ 12" 15" and 21* days after birth. At the twenty first
day of life it was observed that the diet associated with the EMF, taken together,
changed the body weight of offspring, where as Group C (formed from offspring of rats
fed RBD but not subjected to EMF) showed lower body weight than Group B (formed
from offspring of rats fed casein and subjected to EMF during pregnancy).

When the diet were considered, the offspring whose mothers were fed RBD
during pregnancy (Groups C and D) had lower weight at the first and third day of life
than the offspring whose mothers were fed casein (Groups A and B).

The EMF caused a decrease in the weight mean of offspring from rats fed casein
and exposed to the EMF, during pregnancy (Group B), at the third and sixth day of life
when compared with offspring of rats fed casein during pregnancy (Group A).

4. Discussion

The choice of intensity of 3uT was due to the necessity of using a higher

intensity of EMF than in residences and most work places. In those places the average

50/60 Hz magnetic fields, as determined by the National Academy of Science [22], are
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between 0.1 and 0.3uT. In this study, a value ten times higher than the maximum value
expected was used. Depending on the distance between the conductors and the ground

and the magnetic flux densities can average 22uT in function of the current load in the

line [23] and this value could also depend on the geographic location and the nature of
the magnetic material near the subject area [24].

The RBD was chosen as the experimental diet in this study because it is not only
deficient in protein, but also in lipids, vitamins, sodium and other minerals [4,25]. The
pregnant rats were fed casein or RBD when they presented a positive test for
pregnancy.According to Frazer and Huggett [26], the foetus competes with the mother
for the nutrients, but only for those that are ingested and stored througout the
pregnancy. They do not compete for those already absorbed by the mother’s tissues at
the moment of conception.

In this study, the somatic maturation indexes were investigated from the second
day after the birth until when somatic maturation had happened, because this period
corresponds to the breast-feeding period and is considered by Dobbing [13] as the
critical period for development. The observation of the normal sequence of the stages of
development in the ontogenesis of the reflexes and acquisition of the mature standard of
the locomotive activities can be valuable indexes of the maturation and development of
the neurological system [21,27,28]. In rats, these patterns are established in the first
three weeks after birth [29].

The offspring from rats exposed to EMF and RDB, taken together, presented a
delay in all somatic maturation indexes. In accordance with Anselmo [30], pregnant rats
fed RBD and exposed to a 60Hz, 3uT, EMF for two hours per day showed a low dosage
of serum T3, which agree with the results found this study. According to Porterfield and

Hendrich [31], Reyns et al. [23], thyroid hormones are very important for the
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embryonic development in all vertebrates. In humans, this is more evident in the central
neurological system where the thyroid hormone deficit during the fetal and the neo-natal
periods results in the syndrome of cretinism, which is characterized by hearing
impairment, ataxia, mental disability, and abnormal growth. According to Vara et al.
[33], the hypothyroidism which appears during the development of rats, results in
learning difficulties, delay in the locomotion and cerebral skills and shortened
interneuron connectivity.

In this study offspring from rats fed casein showed delay in the auricle opening,
auditory canal opening and lower incisor eruption when exposed to EMF. These results
do not match with the results of Zusman et al. [34], in which they observed a delay in
the eye opening of offspring whose mothers were exposed to EMF of 20, 50, and 100
Hz, with a tension of 0.6 V/m, during pregnancy. On the other hand, the results
obtained in this study agree with the results of Sokolova [35] and Sienkiewicz et al.
[36]. Sokolova [35] reported that exposure to 2 or 20 mT fields did not exert any effect
on eye opening in mice, and identical results were presented by Sienkiewicz et al [36]
for CD1 mice exposed to 20 mT fields. However, Sienkiewicz et al. [36] suggest that
prenatal exposure to a 50 Hz, 20 mT magnetic field does not engender any gross
impairment in postnatal development.

In our experiments we observed that the EMF caused a decrease in the mean
weight in Group B (formed from offspring of rats fed casein and subjected to EMF)
when compared to Group A (formed from offspring of rats fed casein) at the third and
sixth day of life. This result agrees in part with Nishikawa; Hirotani and Tanaka [37],
They observed that suckling mice exposed to pulsed fields of 1.6 mT during pregnancy
suffered a decrease in their body weight between the second and the fifth days of life

and an increase between the eighth and the twenty-first days of life. Zusman et al. [34],
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showed that the body weight of rats, exposed to the EMF, 20 or 100 Hz, with a tension
of 0.6 V/m, during pregnancy was lower on the first day of life, while animals exposed
to EMF of 50 HZ suffered a decrease in their body weight between the twenty-first and
twenty-sixth days of life.

Our findings did not match the results obtained by Matos et al [38], Sokolova
[35] and Sienkwicz et al [39]. Matos et al [38] observed that rats exposed to an EMF of
60 Hz during the breast-feeding period did not present changes in the weight evolution
when compared to the control group, but our rats were exposed during pregnancy. This
difference makes the comparison difficult. Sokolova [35] and Sienkwicz et al [40],
observed that after the exposition to the EMF (50 Hz; 2 and 20 mT) during the
pregnancy and the postnatal (6 to 90 days) period, did not find changes in the body
weight in mice. Rivas et al. [40] exposed Swiss mice to a 50 Hz pulsed field at either
2.3 mT or 83 uT from conception until 120 days of age. Male and female mice exposed
at the higher field strength were significantly lower in weight at 120 days, but only
males were reduced after exposure to the weaker field. The changes in weight were
reported to increase throughout the duration of the experiment.

Groups that were fed RBD had a body weight mean lower than the groups fed
casein at the first and third days of life. This can be explained by the fact that the
suckling depends on its mother for a broad range of physiological functions, i.e. body
temperature maintenance, urine excretion and feeding [41]. In approximate terms
sucklings have their mother as the only source of food until the fourteenth day of life.
The milk availability varies according to the presence of the mother in the nest and her
emotional and nutritional states [41]. According to Teosoésio et al. [7], the RBD presents
low vegetal protein content. These proteins are considered to be low in quality when

compared with animal proteins, because they do not provide essential amino acid levels
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necessary for the normal body development [7]. Another important factor is that when
the eye opening occurs (around the fourteenth day of life), the offspring are stimulated
to eat solid food when the mother brings it to the nest [42].

What was done is this experiment can be called programming, because
according to Lucas [43], the nutrition and metabolic changes that act in the early stages
of survival of individuals will permanently affect changes in the animal’s physiology.
Experimental studies have shown that nutritional manipulation pre- and post-birth can
programm the size of the adult individuals, their metabolism, blood lipid levels,
diabetes, obesity, blood pressure, glomerular hypertrophy, arteriosclerosis, behaviour
and learning skills [16,44].

It can be observed that former research studies employed an EMF that did not
match the frequency or intensity of our study, making the comparison of results
difficult. This is one of the things that characterises the study of EMF action. According
to Savitz et al. [45], one of the challenges that distinguishes the studies of the effect of
EMF on human health from other agents is the uncertainty about the field aspects which
are used to characterise the exposition. The environment has electric and magnetic
fields of varied frequencies, including frequency harmonics (50 or 60 Hz), varying in
time intervals from the order of milliseconds to years. These field sources also vary
according to their sites, i.e. offices, houses and other communal environments.

5. Conclusion

The EMF associated with undernutrition, taken together, caused a delay in all

Somatic Maturation Indexes. In relation to the body weight, the EMF associated with

undernutrition caused a decrease in the body weight at the sixth day of life.
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7. Tables
Table 1: Centesimal composition of the Regional Basic Diet (RBD) (Teodosio, 1990).

INGREDIENTS 9%  Proteins Carbohydrates Fats Fibers Kcal%
(g) (%) (%) (%) (%)

Beans 18.34 3.99 10.66 024 1.09 60.76
Manioc flour 64.81 0.84 48.59 0.12 5.64 198.80
Poor fat dried and salted 3.74 2.74 - 0.21 - 12.85
meat fat

Dried and salted meat fat 0.35 - - 0.35 - 3.15
Sweet potato 12.76 0.30 9.99 0.03 048 4143
TOTAL 100.00  7.87 69.24 095 7.21 31699

Table 2: Centesimal composition of the Control Diet (Casein).

INGREDIENTS 2%  Proteins Carbohydrates Fats Calories
Comercial casein* 19.6 18.00 - - 72.00
Vegetable fat 7.00 - - 7.00 63.00
Biscomil 63.35 0.18 53.37 - 214.20
Salt Mixture 3.50 - - - -
Vitamin mixture 1.00 - - - -
Fibers 5.00 - - - -
L-Cistina 0.30 - - - -
Bitartarato de colina  0.25 - - - -
TOTAL 100.00 18.18 53.37 7.00 349.20
*92% of protein.

Table 3 — Somatic maturation indexes of offspring born from rats subjected to four
different situations during their pregnancy. The groups are: Group A (n=12), formed by
offspring from rats fed casein and not subjected to EMF, group B (n=24), formed by
offspring from rats fed casein and subjected to EMF, group C (n=18), formed by
offspring from rats fed RBD and not subjected to EMF and the group D (n=12), formed
by offspring from rats fed RBD and subjected to EMF. The data show the number o
offspring that was studied and the age median, in days, with quartile (Q25-Q75) of the
day when the somatic maturation happened. Eye Opening (EO), Auricle Opening (AO),
Auditory Canal Opening (ACO), Low Incisor Eruption (LIE), Upper Incisor Eruption
(UIE).

GROUPS A (12) B (24) C (18) D (12)
EO 12.5 (10-13)* 13 (11-14)° 13 (13-14) 14 (14-14)™
AO 1.5 (1-2)°% 3(3-3)" 3 (3-4)% 4 (44"
ACO 10.5 (10-11)™ 13 (12-13)h 12 (12-13) 13 (13-13.5)'
LIE 10 (9-10)jk 12 (12-13)] 10.5 (10-14) 12 (12-12)k
UIE 8 (8-8.5) 9 (8-13) 9 (7-11) 11 (10-11)"

The results were evaluated through the ANOVA one-way (Kruskal-Wallis) and through
the Dunn’s test for effect of comparison of among the groups, considering the
significant level p < 0.05. Letters indicate significant differences between the groups.

Table 4 — The data show the offspring weight, in grams, mean + standard error, on the
1°, 3°, 6°, 9°, 12°, 15°, 21° days of life, of offspring born from rats subjected to four
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different situations during their pregnancy. Group A (n=12), formed by offspring of rats
fed by casein and not subjected to EMF, group B (n=24), formed by offspring of rats
fed by casein and subjected to EMF, group C (n=18), formed by offspring of rats fed by
RBD and not subjected to EMF and the group D (n=12), formed by offspring of rats fed
by RBD and subjected to EMF.

GROUPS 1* day 3" day 6" day 9" day 12"day 15" day

21% day

A(12)  7.6£0.19° 11.6+0.28°® 17.1£0.57% 20.6+0.86 25.7+1.5 32.5+1.76
B(18)  7.0£0.13% 8.6+0.22"  14.6+0.53 21+0.51 27.6+0.71 34.7+0.62
C(15) 5.840.24* 7.6+0.4™ 1234098 18+1.6 24.6+2.38 30.7+3.07
D(12) 5.6+0.06™ 7.4+0.158  12.540.29' 19.140.38 26.4+0.46 34.6+0.72

49.1+1.01
52.6+0.76™
41.4+4.18™
50+1.24

The results were evaluated through the ANOVA one-way (Kruskal-Wallis) and through
the Dunn’s test for effect of comparison of among the groups when the normality test
failed and through ANOVA One Way followed by Tukey Test when the normality test
passed, considering the significant level p < 0.05. Letters indicate significant differences
between the groups.
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7. DISCUSSAO GERAL

Os resultados destes experimentos demonstram que ratas prenhas expostas ao
CEM de 60 Hz, 3uT, durante o periodo gestacional e alimentadas pela DBR (Grupo D)
sofreram um aumento na libera¢do de glicose sanguinea quando comparadas ao grupo
submetido apenas & DBR (Grupo C). Ratas alimentadas pela DBR, apresentaram uma
diminui¢do no nivel de insulina e cortisol sérico quando comparadas ao grupo
alimentado pela dieta caseina (Grupo A). Pode ser observado neste experimento que a
concentragdo da glicose, insulina e cortisol apresentam comportamentos semelhantes
com uma mesma tendéncia entre os grupos, apesar das diferencas estatisticas ndo
coincidirem.

Esta diferenca obtida, na concentracdo de glicose, entre o grupo D, formado por
ratas submetidas a DBR e ao CEM, e o Grupo C, formado por ratas submetidas apenas a
DBR, nao era esperada pois ambos os grupos foram alimentados pela mesma dieta, no
entanto, isto pode ser explicado devido a exposi¢do do grupo D ao CEM. De acordo
com Armario; Marti; Gil (1990); De Boer et al (1990); Marti; Armario (1997), estresse
repetido ¢ associado com a sensibilidade da glicose, induzindo a hiperglicemia.
Segundo Harakawa et al (2004), o CEM de 50 Hz aumenta os niveis de ACTH, glicose,
lactato e piruvato em ratos estressados, demostrando que o CEM de 50 Hz altera tanto a
resposta ao estresse quanto o metabolismo em ratos estressados.

Lucena et al, (2002) ao expdr ratos machos, alimentados pela dieta labina, por
30 dias, 2 horas por dia, ao CEM de 60 Hz, 3uT, obtiveram um aumento nas dosagens
séricas de glicose e cortisol e ao expor ratos do mesmo sexo, mesma dieta, por 30 dias,
24 horas por dia, ao CEM de 60 Hz, 10uT, obtiveram o mesmo resultado (Lucena et al,

2004). Esses resultados diferem dos resultados obtidos neste experimento, mas isto
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pode ser explicado, pelo fato de ratas prenhas terem sido utilizadas nesta pesquisa € a
prenhez se caracteriza por ser um periodo onde ocorrem mudangas no metabolismo da
maée, tendo como finalidade suprir as necessidades do feto. Segundo Resnick et al.
(1982) o feto depende nao somente dos nutrientes fornecidos através da placenta, mas
também de quantidades extras de proteina e gordura armazenadas pela mae no inicio da
gestacdo. Desde que o estado nutricional materno determina a quantidade dessas
reservas, as fémeas malnutridas e com baixo ganho em peso durante a gestacdo terdo
menores reservas e, se a desnutri¢do for severa, o crescimento ¢ o desenvolvimento
normal do concepto serdo prejudicados.

A tendéncia da concentragdo de insulina entre os grupos foi semelhante a da
glicose, no entanto, no caso da insulina o grupos que nio foram expostos ao CEM,
grupo A, composto por ratas alimentadas pela caseina e o grupo C, composto por ratas
aimentadas pela DBR, apresentaram diferenga estatitisticamente significante. Esta
diferenga ja era esperada devido a diferenca de dieta entre eles. Embora, o grupo C,
submetido a DBR ¢ o grupo D, submetido a DBR e ao CEM, tenham apresentado o
mesmo comportamento das concentragdes de glicose, onde o grupo D apresentou
valores maiores, eles ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante em
relacdo a insulina. Esta tendéncia apresentada pela insulina pode ser explicada pelo
mesmo mecanismo que aumenta a liberagdo de glicose, pois quando o nivel de glicose
aumenta o nivel de insulina tem que subir também . De acordo com Champe; Harvey
(2002) o nivel de glicose sanguinea controla o nivel de insulina. Os resultados obtidos
neste experimento mostram que o CEM altera o metabolismo corporal, porque
esperava-se que o grupo B, composto por ratas submetidas a caseina e ao CEM

apresenta-se diferenca estatiticamente significante em relacdo ao grupo C, grupo
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submetido a DBR ¢ ndo exposto ao CEM, para concordar com o comportamento do
grupo A, composto por ratas alimentadas pela caseina sem sofrerem exposicao ao CEM.

O mesmo comportamento da insulina foi verificado na concentracao sérica de
cortisol neste experimento. Isto mostra mais uma vez que a exposi¢do ao CEM afeta o
metabolismo corporeo. De acordo com a hipotese de Stevens (STEVENS, 1987;
STEVENS; DAVIS, 1996) a exposicao ao CEM tem efeito ndo s6 na melatonina, mas
também nos hormonios da reproducao e do sistema imune. A razio pela qual o cortisol
foi dosado neste experimento, deve-se ao fato dele ser conhecido como um indicador de
estresse no organismo (CLOW; HUCKLEBRIDGE, 2001).

Neste estudo, as concentracdes de T; e T4 apresentaram uma maior variagao
entre os grupos. Na concentracdo de T; foram verificados valores decrescentes onde o
grupo alimentado pela dieta caseina apresentou a maior concentragdo (Grupo A), o
grupo alimentado pela dieta caseina e submetido ao CEM (Grupo B) obteve a segunda
maior concentragdo, o grupo alimentado pela DBR (Grupo C) apresentou o terceiro
maior valor e o grupo submetido @ DBR e exposto ao CEM (Grupo D) teve a menor
concentragdo sérica de T3 na seguinte ordem: (A>B>C>D). A concentragdo sérica de T4
do grupo submetido a dieta caseina foi maior do que a concentragdo dos outros grupos
e a concentragdo de T4 do grupo submetido a DBR foi menor que a concentragdo do
grupo submetido a dieta caseina. A relacdo entre T4:T; foi muito exagerada no grupo
submetido a DBR e ao CEM.

Este resultados concordam com os dados obtidos por Zagorskaya; Rodina
(1990) Apud RAJKOVIC et al, 2003. Estes autores obtiveram menores concentragdes
dos hormonios tireoideanos durante dois meses depois de uma tUnica exposicdo dos
ratos a0 CEM de 20 mT. Os resultados obtidos neste experimento se assemelham em

parte aos resultados de Rajkovic et al (2003), onde eles expuseram ratos ao CEM de 50
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Hz, 50-500uT durante 3 meses, depois deste periodo uma parte dos ratos (grupo I)
foram sacrificados, enquanto os outros animais foram submetidos a uma avaliacdo da
recuperagao da glandula e foram sacrificados depois de 1 semana (grupo II), 2 semanas
(grupo IIT) e 3 semanas (grupo IV). Eles observaram que as concentragdes s€ricas de
T3 e T4 eram significativamente menores em todos os animais expostos, exceto no
grupo L. No entanto, nossos dados nao concordam com os dados obtidos por Lafreniere;
Persinger (1979), Selmaoui et al (1997). Lafreniere; Persinger (1979), ndo econtraram
alteracdes nas concentragdes séricas de T; e T4 em ratos expostos ao CEM de 0.5 Hz,
com diferentes intensidades, no periodo pré-natal ou em ratos adultos. O estudo de
Selmaoui et al (1997), mostrou uma diferenca insignificante nos niveis séricos de Ts e
T4 entre homens expostos a0 CEM continuo e intermitente de 50 Hz , 10 pT, por uma
noite, quando comparados com o grupo controle. Em oposi¢do a este achado, Udintsev
et al (1978) Apud RAJKOVIC et al (2003) relataram um aumento nos niveis séricos de
T4 e TSH circulantes em ratos expostos ao CEM de 50 Hz, 20 mT, por 18h. Entretanto,
diferengas nos protocolos experimentais e nas caracteristicas do CEM utilizadas nos
experimentos dos autores citados, dificultam uma comparagao adequada dos resultados.

A concentragdo sérica de T; foi bem mais baixa que a concentragdo de T4 em
todos os grupos. Isto pode ser explicado por Pazos-Moura; Ortiga-Carvalho, Moura
(2003); Moura; Pazos-Moura (2004). Eles dizem que a tiredide secreta
predominantemente T4 ¢ pequena quantide de T3, em seres humanos essa taxa ¢ de 14:1,
enquanto no rato adulto ¢ de 5:1. Neste experimento, a diferenga entre T4 ¢ T3 foi maior
do que o esperado em todos os grupos. A diferenga no grupo A, composto por ratas
alimentadas pela caseina e ndo expostas ao CEM, foi a menor, enquanto a diferenca no
grupo D, que foi submetido a DBR e ao CEM, foi a maior. De acordo com Moura;

Pazos-Moura (2004), individuos em situacdes de estresse agudo, assim como em certas
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doencas, podem apresentar diminui¢do do TSH sérico, apesar de concomitante redugao
das concentragdes séricas de T; livre, no entanto o T4 livre geralmente esta normal.

Esta relacdo (T4:T3) pode ter sido exagerada neste estudo devido ao fato de que
as ratas estarem no periodo de prenhez. Em seres humanos Burrow; Fisher; Larsen
(1994) afirmaram que a gestagdo aumenta a necessidade de T; do organismo,
aumentando a produ¢do de T4 em 25-50%. Entretanto, neste experimento, as dosagens
foram feitas no final da gestagdo, quando as ratas tinham os filhotes. Segundo Calvo et
al (1990), neste periodo as dosagens sdo normalmente mais baixas. Eles observaram
que T4 e T3 diminuem nos tecidos extra-tireoideanos como no plasma, figado, rins,
pulmdes, coracdo e musculo esquelético entre o 17° e o 22° dia de gestacdo em ratas
normais. Neste experimento uma grande diferenga na relacdo T4:T; foi obtida quando o
Grupo D, submetido a DBR e ao CEM, foi comparado ao Grupo A, controle. Onde o
Grupo D apresentou uma relagdo T4:T; quase 18 vezes maior do que o Grupo A. Isto
pode ser explicado por uma diminui¢do na quantidade da enzima desiodase ou mesmo
sua inatividade devido a ag@o conjunta da desnutri¢do ¢ da indugcdo do CEM. De acordo
com Bianco et al (2002) e Bianco (2004), o hormdnio tireoideano ativo ¢ o Tz. O T3 ¢é
produzido por dois processos diferentes e relativamente independentes, um ¢ a liberacao
direta pela tiredide e o outro ¢ a desiodacdo do T4 pela 5’desiodase. A desiodagdo ocorre
pela acdo de trés isoenzimas, classificadas pelo critério bioquimico e funcional, e pela
distribuicdo tecidual: desiodase tipo I (5’D-I), desiodase tipo II (5’D-II) e desiodase tipo
I (5’D-III). De acordo com Bianco et al (2002) tanto em animais experimentais como
em humanos as mudangas coordenadas na expressdo e atividade destas enzimas
asseguram a homeostasia hormonal da tire6ide e a manutengdo da produgdo de Tj,
constituindo o principal mecanismo de adaptagdo quando ocorrem alteragdes na ingesta

de iodo, fome e mudangas na temperatura ambiente.
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As funcdes tireoideanas podem ser alteradas por muitos fatores durante
diferentes fases da vida de um individuo em funcdo da idade, nutri¢do, sexo e gravidez.
A desnutrigao afeta a fungdo tireoideana (MOURA et al, 1987; ORTIGA-CARVALHO
etal, 1997; PASSSOS et al, 2001a e b; PASSSOS et al, 2002a e b). Possiveis alteragdes
nas agdes enzimaticas envolvidas em processos citotoxicos em células da tiredide e
liberagdo hormonal devem ser levados em consideragdo. Resultados de investigagdes
experimentais demonstraram que o CEM afeta as enzimas (BLANK et al, 1995;
HOLIAN et al, 1996; LOSCHINGER et al, 1998; DING et al, 2001) e causa alteragoes
na estrutura e fungdo das membranas celulares (LISI et al, 2000; BORDIUSHKOV et
al, 2000) sendo estas apontadas como sendo o alvo primario da a¢do do CEM em
sistemas biologicos (TENFORDE; KAUNE, 1987, GOODMAN et al, 1995),
envolvendo o aspecto possivel da acdo direta do CEM na glandula tiredide
(MATAVULIJ et al, 1998 Apud RAJKOVIC et al, 2003). Segundo Tonini et al (2001) o
CEM de 50/60-Hz poderia interferir na divisao, diferenciagdo e nas alteragdes de tensao
da membrana celular, possivelmente pela alteracdo intracelular da concentragdo de
calcio. Tonini et al, (2001) demostraram, através de experimento, que o CEM de 50/60
Hz interage na diferenciagdo celular através de dois mecanismos opostos. O CEM de
baixa frequéncia € capaz de prevenir mudangas na diferenga de potencial celular por
diferentes agentes. O CEM estimula o aumento de Ca"" intracelular de maneira dose
dependente e simultaneamente, o aumento intracelular de ions divalentes atua como um
agente de resgate, pela abertura dos canais de potassio calcio dependente,
reestabelecendo a diferenciacdo celular. A partir do exposto os autores concluiram que
as células s3o normalmente protegidas contra o CEM. No entanto, na presenga de
qualquer alteragdo nos mecanismos de acdo dos canais de calcio ou de potéssio célcio

dependente, a exposicao cronica aos CEMs pode induzir condig¢des patologicas.
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Essas alteracdes nas dosagens dos hormoénios tireoideanos nas ratas prenhas
devem ter forte relagdo com os resultados obtidos no desenvolvimento somatico ¢
reflexo da prole proveniente destas. Ratos provenientes de maes submetidas a DBR ¢ ao
CEM de 60 Hz, 3uT, durante o periodo gestacional, apresentaram retardo em todos os
parametros avaliados na maturagdo reflexa e somatica no periodo de aleitamento. A
DBR isolada causou retardo em seis dos sete reflexos estudados e na abertura do
pavilhdo auricular. O CEM, quanto aos reflexos, causou retardo na preensdo palmar, na
aversdo ao precipicio e na recuperacdo de decubito em queda livre nos animais
alimentados pela caseina e retardo na preensdo palmar na prole alimentada pela DBR
durante a gestacdo. Quanto a maturagdo somadtica, o CEM, causou atraso na abertura do
pavilhdo auricular, na abertura do canal auditivo e na erupcdo dos dentes incisivos
inferiores nos animais alimentados pela caseina e causou retardo na abertura do
pavilhdo auditivo nos animais alimentados pela DBR.

De acordo com Porterfield; Hendrich (1993); Reyns et al (2005), hormdnios
tireoideanos sdo essenciais para um desenvolvimento embrionario normal em todos os
vertebrados. Em humanos, isto é mais evidente no sistema nervoso central onde a
deficiéncia de hormoénio tireoideano durante o periodo fetal e neo-natal resulta na
sindrome de cretinismo, que € caracterizada por sudez irreversivel, ataxia, retardo
mental e crescimento anormal. Segundo Vara et al (2002), o hipotireoidismo durante o
desenvolvimento de ratos resulta em aprendizado prejudicado, retardo na habilidade
locomotora e cerebral com diminuida conectividade interneuronal.

Neste estudo as dietas, DBR e caseina, s6 foram utilizadas quando as ratas
apresentavam diagnodstigo positivo de prenhez. Segundo Frazer; Huggett (1970), o feto
compete com a mae pelos nutrientes, mas unicamente por aqueles que sdo ingeridos e

armazenados durante a gestacdo e nunca pelos que existiam nos tecidos maternos no
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momento da concepgao. Este fendmeno ¢ chamado de programagao, pois de acordo com
Lucas (1994), alteragdes nutricionais ¢ metabdlicas, atuando numa etapa precoce da
vida, produziriam mudangas permanentes na fisiologia do animal. Estudos
experimentais tem mostrado que manipulagdo nutricional pré ou pos-natal podem
programar o tamanho do individuo quando adulto, metabolismo, nivel de lipidio
sanguineo, diabetes, obesidade, pressdo arterial, hipertrofia glomerular, arteriosclerose,
comportamento e a capacidade de aprender (LUCAS, 1998, WATERLAND; GARZA,

1999).

A prole proveniente de ratas expostas ao CEM e a DBR, apresentaram em geral,
um retardo na maturagdo reflexa e somatica. Isto pode ser explicado pelo fato de que
ratas submetidas a DBR ¢ ao CEM, nas mesmas condi¢des utilizadas neste
experimento, durante a prenhez apresentaram uma baixa dosagem de T; sérico
(PORTERFIELD; HENDRICH, 1993; Vara et al, 2002; REYNS et al, 2005). A prole
de ratas submetidas a DBR durante a gestagdo apresentou retardo no aparecimento de
todos os reflexos, exceto na recuperacao de decubito em queda livre quando comparada
com a prole de ratas nutridas adequadamente e sem sofrerem exposi¢do ao CEM. Este
resultado concorda em parte com os resultados obtidos por Smart ¢ Dobbing (1971),
onde observaram que a prole de ratas desnutridas apresentaram retardo no aparecimento
de todos os reflexos. Quando a prole ¢ avaliada nos primeiros 21 dias pds-natais,
correspondendo a fase de aleitamento e considerado por Dobbing (1968) como sendo
um periodo critico de desenvolvimento, a sequéncia normal de desenvolvimento na
ontogénese de reflexos e a aquisi¢do do padrao maduro da atividade locomotora podem
servir como indicadores de maturagdo e desenvolvimento do sistema nervoso (SMART;
DOBBING, 1971; WALTON et al, 1992; BARROS, 1999). No rato, esses padrdes sdo

alcangados nas trés primeiras semanas pés-natais (GRAMSBERGEN, 1998).
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Os dados obtidos neste experimento concordam em parte com os dados obtidos
por Matos et al (2001). Estes pesquisadores dividiram a prole de ratas alimentadas pela
dieta labina, durante a prenhez, em dois grupos. Um grupo controle e outro grupo
exposto ao CEM de 60 Hz, desde o primeiro dia de vida, durante o periodo de
aleitamento. Os autores concluiram que a exposi¢ao neonatal as radiagdes nao-
ionizantes ndo acarretou modificacdes na ontogénese dos reflexos, no entanto esses
dados nao apresentaram a mesma condi¢do experimental do nosso estudo, sendo dificil
utiliza-lo para comparagao.

Zusman et al (1990), ndo obtiveram alteragdo no tempo de surgimento do
reflexo de recuperacao de decubito da prole de ratas expostas ao CEM, de 20, 50 e 100
Hz, com uma tensio de 0,6 V/m, no entanto observou um retardo na abertura dos olhos.
Estes achados ndo concordam com o0s nossos, pois quando comparamos a prole de ratas
submetidas ao CEM e os ndo submetidos ao CEM, ambos alimentados com a dieta
controle (caseina), ndo observamos diferenca estatisticamente significante no tempo de
abertura dos olhos nos animais. Sokolova (1987), reportou que a exposi¢ao da fémea ao
CEM de 2 ou 20 mT, durante a gestagdo, ndo causou nenhuma alteracdo no tempo da
abertura do olho dos camundongos. Segundo Sienkiewicz et al (1994), a prole de ratas
submetidas ao CEM de 50 Hz, 20 mT, durante a gestacdo, ndo apresentou alteragdo
morfoldgica ou funcional no desenvolvimento poés-natal. Nishikawa; Hirotani; Tanaka
(1986), reportaram que a exposicao de camundongos, durante a prenhez, ao CEM ndo
afetou o tempo de surgimento da geotaxia negativa, mas causou um aumento no tempo
de surgimento do reflexo de recuperacao de decubito.

Em relagdo ao peso corporal, o CEM associado a desnutricao causou mudangas
no vigésimo primeiro dia de vida. A prole submetida a DBR durante a prenhez,

apresentou baixo peso no primeiro e terceiro dia de vida quando comparados com a
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prole submetida a caseina no mesmo periodo. O peso da prole submetida a caseina e ao
CEM, no terceiro e sexto dia de vida, foi mais baixo quando comparado com o da prole
submetida apenas a caseina durante a prenhez.

Pode-se verificar que o CEM causou uma diminui¢do na média de peso do
Grupo B (composto pela prole de ratas alimentadas pela caseina e expostas ao CEM)
quando comparado ao Grupo A (composto pela prole de ratas alimentadas pela caseina)
no terceiro e sexto dias de vida. Concordando em parte com Nishikawa; Hirotani;
Tanaka (1986), que ao exporem camundongos a campos pulsados de 1.6 mT durante a
gestacdo, observaram uma diminui¢do no peso da prole entre o segundo e o quinto dia
de vida e um aumento entre o oitavo ¢ o vigésimo primeiro dia de vida durante o
aleitamento. Zusman et al (1990), observaram que o peso de ratos expostos ao CEM, 20
ou 100 Hz, com tensdo de 0,6 V/m, durante a gestacdo foi menor no primeiro dia de
vida, enquanto animais expostos ao CEM de 50 Hz apresentaram reducdo do peso
somente entre o vigésimo primeiro ¢ o vigésimo sexto dia de vida. Todavia, os
resultados deste estudo ndo concordam com os resultados obtidos por Matos et al
(2001); Sokolova (1987) e Sienkwicz et al (2001). Matos et al (2001), observaram que
ratos submetidos ao CEM de 60 Hz durante o aleitamento, ndo apresentaram mudancgas
na evolucdo ponderal quando comparados com o controle, porém no corrente estudo os
ratos foram expostos no periodo gestacional, sendo dificil fazer comparagdo. Sokolova
(1987); e Sienkwicz et al (2001), observaram que apds a exposi¢do aos campos
magnéticos (50 Hz; 2 e 20 mT) durante o periodo de gestagcdo e dias pos-natais (6 a 90
dias) ndo encontraram mudangas no peso corporal em camundongos.

Rivas et al (1985), exp0s ratos Swiss ao CEM de 50 Hz, 2.3 mT ou 83 uT, desde

a concepcao até 120 dias pds-natais. Machos e fémeas expostos ao campo mais alto
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apresentaram uma diminui¢ao no peso corporal nos 120 dias, mas somente os machos
apresentaram redugdo do peso apos a exposicao ao CEM mais baixo.

Os grupos alimentados pela DBR apresentaram uma média de peso corporal
menor do que os grupos alimentados pela caseina no primeiro e terceiro dias de vida.
Isto pode ser explicado pelo fato de o neonato depender de sua mae para uma variedade
de acdes fisiologicas, como manutencdo da temperatura corporal, excre¢do urinaria e
alimentacdo (FRIEDMAN, 1975). Aproximadamente até o décimo quarto dia de idade,
eles tém sua mae como fonte Gnica de alimento, e a disponibilidade de leite varia assim
com a presenga ou auséncia materna no ninho, com o seu estado emocional e
nutricional (FRIEDMAN, 1975). Segundo Teoddsio et al (1990), a DBR apresenta
proteina em quantidade muito pequena e de origem vegetal. Essas proteinas, quando
comparadas as de origem animal, sdo consideradas de qualidade inferior, uma vez que
ndo fornecem teores de aminoacidos essenciais adequados ao desenvolvimento normal
do organismo (TEODOSIO et al, 1990). Outro fator importante ¢ que a partir da
abertura dos olhos (décimo segundo ao décimo quarto dia de idade) a prole ¢ estimulada
a comer alimento sélido quando a mae também o fizer (GALEF; CLARK, 1971).

Os resultados obtidos neste trabalho podem ter sido decorrentes de uma
programacdo da fungdo tireoideana, pois na vida fetal, os tecidos e 6rgdos do corpo
passam por fases criticas de desenvolvimento. Estas fases podem coincidir com
periodos de rapida divisdo celular. Mudangas no ambiente uterino ou que atuem numa
etapa precoce da vida podem ativar adaptagdes fisioldgicas, chamadas de programagao
metabolica ou impressdo metabodlica que podem influenciar permanentemente a
fisiologia do animal (CSABA; NAGBY, 1985; BARKER, 2000).

O maior risco para doengas cronicas, tais como a sindrome metabdlica, no

individuo adulto pode ter origem mesmo antes do nascimento ¢ em periodos precoces
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da vida (BARKER, 2000; HARDING, 2001). Segundo Barker et al (1993), um exemplo
de programacgao metabdlica acontece em situacdes de desnutricdo materna na gestacao,
que produz mudangas no metabolismo fetal e nas concentragdes de hormdnios fetais e
placentérios.

Além da programacao que pode atuar durante o processo de embriogénese e nas
etapas pds-natais do desenvolvimento, um outro tipo de influéncia ambiental sobre o
desenvolvimento e que ocorre mais precocemente ¢ o imprinting genomico. Este se
caracteriza pelo fato de que alguns genes (pelo menos 50 ja conhecidos) se agrupam e
podem se expressar de forma diferenciada dependendo se o alelo for materno ou paterno
(VILLAR et al., 1995, FERGUSON-SMITH; SURANI, 2001). Assim o impriting
genomico ¢ uma forma de heranca epigenética ndo-mendeliana que se caracteriza pela
expressao de apenas um alelo parental, e que pode ser um dos mecanismos pelos quais

atuam os desreguladores endocrinos (McLACHLAN, 2001).
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8. CONCLUSOES

O CEM associado a desnutricdo causou uma diminuicao na dosagem sérica de
T4 e T3 em ratas prenhas, bem como uma relacao T4:T; quase dezoito vezes maior do
que a relagdo do grupo alimentado pela dieta caseina.

A prole das maes que foram expostas ao CEM e a desnutri¢do, durante a
prenhez, apresentaram retardo em todos os pardmetros avaliados na maturacdo reflexa
no periodo de aleitamento.

A prole das maes que foram expostas ao CEM e a desnutri¢do, durante a
prenhez, apresentaram retardo em todos os parametros avaliados na maturagcdo somatica
no periodo de aleitamento.

Em relagdo ao peso corporal, o CEM associado a desnutri¢do causou diminuigao

no peso corporal no sexto dia de vida.
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9. PERSPECTIVAS

No6s podemos dar continuidade a este estudo:
e Avaliando os efeitos da associacdo do CEM a desnutricdo no processo
que gera a programagao.
e Investigar os mecanismos que promovem as disfun¢des endocrinas e
neuronais, de ratas prenhas e prole até¢ a vida adulta.
e Avaliar os mecanismos do imprinting gendmico ¢ sua correlacdo com os
fatores envolvidos.
e Analisar a composi¢do do leite materno das ratas submetidas ao CEM e a
desnutricao.
Com esta finalidade outros tipos de caréncias nutricionais e campos

eletromagnéticos com outros parametros poderdo ser utilizados.
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ANEXO 11

1. MATERIAIS E METODOS GERAIS

1.1.DIETAS

Os ingredientes da dieta multideficitaria usada neste experimento foram: feijdo
(Phaseolus vulgaris), farinha de mandioca (Manihot esculenta), carne seca e batata doce
(Ipomaea batatas) (TEODOSIO et al, 1981). A dieta era preparada em nosso
laboratério como indicado: todos os ingredientes, exceto a farinha de mandioca, eram
cozinhados, desidratados por 24-60 h (de acordo com o tipo de ingrediente) a 60°C.
Cada componente foi misturado com a farinha de mandioca com um pouco de 4gua para
umidificar. Depois a gordura da carne foi adicionada e a mistura era cortada em
quadrados, sendo em seguida desidratados por 24 h 60-C. A composicdo centesimal da
DBR, foi determinada pelo Departamento de Nutri¢do da Universidade Federal de
Pernambuco, Tabela 1. A quantidade de calorias da DBR foi calculada para ser
aproximadamente 316 Kcal por 100g. A dieta controle utilizada foi uma dieta
balanceada de acordo com as recomendag¢des necessarias para ratas prenhas (AIN — 93),
com proteina a 18% (caseina), tabela 2. A dieta oferecida as ratas durante o periodo de
acasalamento e aleitamento foi uma dieta comercial padrao (Purina do Brasil Ltda., Sdo

Paulo, SP, Brasil).
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Tabela 1: Composi¢do centesimal da Dieta Basica regional (DBR).

Ingredientes g%  Proteina Carboidrato Gordur Fibra Kcal
(g) (%) (7o) (%) (%)
Feijao 18,34 3,99 10,66 0,24 1,09 60,76
Farinha de mandioca | 64,81 0,84 48,59 0,12 5,64 198,80
Carne seca 3,74 2,74 - 0,21 - 12,85
Gordura da carne seca | 0,35 - - 0,35 - 3,15
Batata doce 12,76 0,30 9,99 0,03 0,48 41,43
TOTAL 100,00 7,87 69,24 0,95 7,21 316,99

Tabela 2: Composi¢ao centesimal da dieta controle (Caseina).

Ingredientes g% Proteina Carboidrato Gordur Caloria
Caseina comercial* 19.6 18,00 - - 72,00
Gordura vegetal 7,00 - - 7,00 63,00
Biscomil 63,35 0,18 53,37 - 214,20
Sais 3,50 - - - -
Vitaminas 1,00 - - - -
Fibras 5,00 - - - -
L-Cistina 0,30 - - - -
Bitartarato de colina | 0,25 - - - -
TOTAL 100,00 18,18 53,37 7,00 349,20

*92% de proteina.

1.2. PROTOCOLO NUTRICIONAL

Durante o periodo de acasalamento, todas as fémeas foram alimentadas por uma

dieta padrao fornecida pela Purina. Durante este periodo, o exame do lavado vaginal era

feito diariamente até que a prenhez fosse diagnosticada. Apos a confirmagdo da
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prenhez, as ratas eram imediatamente transferidas para gaiolas, duas ratas por gaiola e
entdo eram divididas em quatro grupos distintos. Dois grupos (A e B) eram alimentados

pela caseina e os outros dois (C e D) eram alimentados pela DBR.

1.3. EXPOSICAO AO CEM

As ratas foram mantidas num ambiente tranqiiilo, com um background de
0.28uT, e em gaiolas padronizadas, 2 ratas por gaiola, com dimensdes de 60 cm de
comprimento, 50 cm de largura e 22 cm de altura, colocadas sobre suportes
confeccionados em polipropileno (ISOPOR) com dimensdes de 35cm de largura, 50cm
de comprimento e 35cm de altura (LUCENA et al, 2002), figura 1. Foram utilizados
como fontes de radiacdo, transformadores de 220/110 Volts de 500 VA, trabalhando
com secundario aberto, controlados por um timer eletronico, TECTRAFO — BRASIL,
figura 2. Os transformadores, colocados sob os suportes de polipropileno, foram
previamente examinados e testados no Departamento de Engenharia Biomédica do
Departamento de Biofisica e Radiobiologia da Universidade Federal de Pernambuco,
para a comprovacao de seus pardmetros de funcionamento, sendo observado um sinal
limpo com a fundamental de 60 Hz e apenas uma harménica de 120 Hz, figura 3.

Os grupos B e D, foram expostos ao CEM de 60 Hz, , senoidal, de 3uT,
mensurado através de um Gaussimetro TRIEFIELD ® BROADBAND METER-EUA,
figura 4, na escala de 0-10 uT, durante duas horas por dia, sendo uma de 8:00h as 9:00h
da manhd e a outra durante a tarde, de 14:00h as 15:00h, por vinte e um dias
consecutivos. A intensidade do CEM no interior da gaiola se mantia constante
independente da posi¢cdo do medidor, figura 5. As ratas eram expostas ao CEM a partir

do momento em que a prenhez era detectada e retiradas quando os filhotes nasciam.
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Deve ser dito que as gaiolas s6 eram manipuladas trés vezes por semana para a limpeza

das mesmas, mas todas as gaiolas recebiam o mesmo tipo de cuidado.

Figura 1 — Demonstragdo do
suporte utilizado para a colocagao
das gaiolas, com o transformador
embaixo e com o Gaussimetro
registrando a intensidade adequada
para a exposi¢ao dos ratos.

Figura 2 — Demonstragdo do timer eletronico
utilizado.
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Figura 3 - Demonstragdo do sinal do
transformador no osciloscopio digital, mostrando
um sinal limpo, com a fundamental de 60 Hz e
apenas uma harmonica de 120 Hz.

- I.-\-?.}i"-. s

Figura 4 —  Gaussimetro
registrando 30 mG (3uT), sobre
o suporte onde a gaiola foi
colocada.
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Figura 5 — Demonstragio do gaussimetro
marcando 3uT na regido central da gaiola.

2. MATERIAIS E METODOS PARA ESTUDO DA REGULACAO HORMONAL

E METABOLICA EM RATAS PRENHAS.

2.1. ANIMAIS

Vinte ratas fémeas, Wistar foram utilizadas neste experimento, elas tinham
noventa dias de idade quando foram colocadas para acasalar. Apos detectada a prenhez,
através de um lavado vaginal, elas eram divididas em quatro grupos e cada grupo
recebia um tratamento especifico. Elas eram mantidas sob condigdes de temperatura
constante (23 + 2°C), ciclo claro/escuro (12-h/12-h) com um intensidade ambiente de

CEM 0,28 uT. Os animais tinham acesso a agua e comida ad libittum.

2.2. FORMACAO DOS GRUPOS

As ratas prenhas foram divididas em quatro grupos: Grupo A (n=6), composto

por ratas nao submetidas ao CEM e alimentadas pela caseina; Grupo B (n=4), composto
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por ratas submetidas ao CEM e alimentadas pela caseina; Grupo C (n=6), composto por
ratas ndo submetidas ao CEM e alimentadas pela DBR; Grupo D (n=4), composto por

ratas submetidas ao CEM e alimentadas pela DBR, Figura 6.

Caseina Caseina + CEM DBR DBR + CEM
= = = =
(Grupo A) (Grupo B) (Grupo C) (Grupo D)

v
SANGUE
SORO
CORTISOL GLICOSE INSULINA Ts T4
Figura 6 - Esquema métodos
2.2.PUNCAO CARDIACA

No ultimo dia do experimento, no 21° dia, quando os filhotes nasciam, as ratas
eram anestesiadas com éter etilico. Depois de anestesiadas, eram submetidas a uma
pungdo cardiaca para a retirada do sangue, figura 7, isto sempre acontecia no mesmo
horario durante a tarde, de 12:30 as 14:00h, devido a a¢do do ritmo circadiano

(GREENSPAN; STREWLER, 2000). O soro conseguido depois da centrifugagdo era
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guardado a -5° C para futura dosagem da concentragdo sérica do cortisol, insulina,

glicose, triiodotironina (Ts) e tiroxina (Ty).

Figura 7 — Punc¢do cardiaca.

2.3. DOSAGEM METABOLICA E HORMONAL

2.3.1. Dosagem Sérica de Cortisol

2.3.1.1. Bases do método

A determinacgao dos niveis séricos de cortisol, foi feita utilizando-se o método de
radioimunoensaio (GARCIA et al, 2000) a partir da utiliza¢do de Kit Coat-A-Count®
Cortisol, DPC (EUA). A atividade especifica do Kit foi de 204 Kilobecquerels (kBq).

O radioimunoensaio (RIE) ¢ um método competitivo de fase solida, que se
baseia na reagdo imunoldgica de ligagdo antigeno-anticorpo, onde o hormdénio nao

marcado a ser dosado e o padrio compete com o tracador (‘*’I-Cortisol) para um
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numero limitado de sitios de ligagdo do anticorpo fixados covalentemente na parede
interna de tubos de polipropileno. Na fase final do método, os antigenos livres foram
decantados, permanecendo no tubo apenas os ligados aos anticorpos citados. A
contagem do numero de pulsos por minuto no tubo de polipropileno, ou seja, a emissao
de radiacdo gama do '*’I-Cortisol, foi realizada em contador de cintilacdo gama, DPC
gambyt CR, do Departamento de Biofisica da UFPE.

Nesta reacdo de competi¢ao, quanto maior a concentracdo de hormoénio livre da
amostra, menor a ligacdo do '*’I-Cortisol ao anticorpo especifico com conseqiiente
reducdo na formacgdo do complexo radioativo. Com base nesta propor¢ao inversa, foi
calculado o '*I-Cortisol-anticorpo ¢ assim, dosado o horménio ndo marcado através da
constru¢do de uma curva-padrao, empregando-se quantidades crescentes do hormonio

padrao de cortisol.

2.3.1.2. Procedimento metodologico

Todas as dosagens foram feitas em duplicatas. Primeiramente, foram colocados
com pipeta automatica, 25ul das solucdes padrio e 25ul de soro a ser dosado, nos tubos

125

previamente identificados. Apos esta etapa, foi colocado Iml do “I-Cortisol em cada

tubo os quais foram agitados por aproximadamente 5 segundos. Em seguida os soros
foram colocados em banho-maria a 37°C por 45 minutos. Ap6s o tempo determinado, o
liquido dos tubos foi desprezado e a contagem foi feita.

2.3.2. Dosagem Sérica de Insulina

2.3.2.1. Bases do método
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A determinacao dos niveis séricos de insulina, foi feita utilizando-se o método
de radioimunoensaio a partir da utilizacdo de Kit Coat-A-Count® Insulin, DPC (EUA).
A atividade especifica do Kit foi de 111 Kilobecquerels (kBq).

O radioimunoensaio (RIE) ¢ um método competitivo de fase solida, que se
baseia na reagdo imunoldgica de ligacdo antigeno-anticorpo, onde o hormdénio nao
marcado a ser dosado e o padrio compete com o tragador (‘*’I-Insulin) para um niimero
limitado de sitios de ligagao do anticorpo fixados covalentemente na parede interna de
tubos de polipropileno. Na fase final do método, os antigenos livres foram decantados,
permanecendo no tubo apenas os ligados aos anticorpos citados. A contagem do niimero
de pulsos por minuto no tubo de polipropileno, ou seja, a emissdo de radiacdo gama do
1_Cortisol, foi realizada em contador de cintilagio gama, DPC gambyt CR, do
Departamento de Biofisica da UFPE.

Nesta reacdo de competi¢ao, quanto maior a concentracdo de hormonio livre da
amostra, menor a ligagio do '*I-Insulin ao anticorpo especifico com conseqiiente
reducdo na formacgdo do complexo radioativo. Com base nesta propor¢ao inversa, foi
calculado o '"*’I-Insulin-anticorpo e assim, dosado o horménio nio marcado através da
constru¢do de uma curva-padrao, empregando-se quantidades crescentes do hormonio

padrao de cortisol.

2.3.2.2. Procedimento metodologico

Todas as dosagens foram feitas em duplicatas. Primeiramente, foram colocados

com pipeta automatica, 200ul das solugdes padrao e 200ul de soro a ser dosado, nos

125

tubos previamente identificados. Apos esta etapa, foi colocado 1ml do “’I-Insulin em
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cada tubo os quais foram agitados por aproximadamente 5 segundos. Em seguida os
tubos foram incubados por trés horas a temperatura ambiente. Apds o tempo

determinado, o liquido dos tubos foi desprezado e a contagem foi feita.

2.3.3. Dosagem Sérica de Ts

2.3.3.1. Bases do método

A determinagdo dos niveis séricos de Ts, foi feita utilizando-se o método de
radioimunoensaio a partir da utilizagio de Kit Coat-A-Count® Ts, DPC (EUA). A
atividade especifica do Kit foi de 130 Kilobecquerels (kBq).

O radioimunoensaio (RIE) ¢ um método competitivo de fase sélida, que se
baseia na reagdo imunoldgica de ligacdo antigeno-anticorpo, onde o hormdénio nao
marcado a ser dosado e o padrio compete com o tragador ('*’I- Ts) para um nimero
limitado de sitios de ligacao do anticorpo fixados covalentemente na parede interna de
tubos de polipropileno. Na fase final do método, os antigenos livres foram decantados,
permanecendo no tubo apenas os ligados aos anticorpos citados. A contagem do nimero
de pulsos por minuto no tubo de polipropileno, ou seja, a emissdo de radiacdo gama do
1. T;, foi realizada em contador de cintilagio gama, DPC gambyt CR, do
Departamento de Biofisica da UFPE.

Nesta reacdo de competi¢ao, quanto maior a concentracdo de hormoénio livre da
amostra, menor a ligacio do '*’I- T; ao anticorpo especifico com conseqiiente reducio
na formagdo do complexo radioativo. Com base nesta proporg¢ao inversa, foi calculado o

12 . . A s ~ I ~
- Ts-anticorpo e assim, dosado o hormdnio ndo marcado através da constru¢ao de
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uma curva-padrdo, empregando-se quantidades crescentes do hormodnio padrao de

cortisol.

2.3.3.2. Procedimento metodolégico

Todas as dosagens foram feitas em duplicatas. Primeiramente, foram colocados
com pipeta automatica, 100ul das solugdes padrao e 100ul de soro a ser dosado, nos

125
I- T5 em cada

tubos previamente identificados. Apos esta etapa, foi colocado 1ml do
tubo os quais foram agitados por aproximadamente 5 segundos. Em seguida os soros

foram colocados em banho-maria a 37°C por 2 horas. Apos o tempo determinado, o

liquido dos tubos foi desprezado e a contagem foi feita.

2.3.4. Dosagem Sérica de T4

2.3.4.1. Bases do método

A determinacdo dos niveis séricos de T4, foi feita utilizando-se o método de
radioimunoensaio a partir da utilizagao de Kit Coat-A-Count® T4, DPC (EUA). A
atividade especifica do Kit foi de 185 Kilobecquerels (kBq).

O radioimunoensaio (RIE) ¢ um método competitivo de fase solida, que se
baseia na reacdo imunoldgica de ligacdo antigeno-anticorpo, onde o hormdénio ndo

125 ,
I- T4) para um nimero

marcado a ser dosado e o padrdo compete com o tragador (
limitado de sitios de ligagdo do anticorpo fixados covalentemente na parede interna de

tubos de polipropileno. Na fase final do método, os antigenos livres foram decantados,

permanecendo no tubo apenas os ligados aos anticorpos citados. A contagem do nimero
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de pulsos por minuto no tubo de polipropileno, ou seja, a emissao de radiagdo gama do
1. T,, foi realizada em contador de cintilacio gama, DPC gambyt CR, do
Departamento de Biofisica da UFPE.

Nesta reacao de competi¢ao, quanto maior a concentragdo de horménio livre da
amostra, menor a ligacio do '*’I- T, ao anticorpo especifico com conseqiiente reducio
na formagdo do complexo radioativo. Com base nesta proporg¢ao inversa, foi calculado o
'2I- T,-anticorpo e assim, dosado o horménio ndo marcado através da construgio de
uma curva-padrdo, empregando-se quantidades crescentes do hormoénio padrio de

cortisol.

2.3.4.2. Procedimento metodologico

Todas as dosagens foram feitas em duplicatas. Primeiramente, foram colocados
com pipeta automatica, 25ul das solu¢des padrio e 25ul de soro a ser dosado, nos tubos

125

previamente identificados. Apos esta etapa, foi colocado 1ml do ~I- T4 em cada tubo

os quais foram agitados por aproximadamente 5 segundos. Em seguida os soros foram
colocados em banho-maria a 37°C por 60 minutos. Apds o tempo determinado, o
liquido dos tubos foi desprezado e a contagem foi feita.

2.3.5. Analise Quantitativa da Glicose Sérica

2.3.5.1. Bases do método
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A glicose foi dosada através da utilizagao do Kit Glicose PAP - LABTEST
DIAGNOSTICA - BRASIL. O Kit tem como principio a oxida¢io da glicose pela
glicose oxidase (GOD), segundo a reagao abaixo:

GOD

Glicose + O, + HLO — Acido Glucémico + H,0,

O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-Aminoantipirina e fenol sob
acdo catalisadora da peroxidase (POD), através de uma reagao oxidativa de acoplamento
que forma uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor € proporcional a
concentragdo da glicose na amostra.

POD

2 H,0; + 4-Aminoantipirina + fenol ——— antipirilquinonimina + 4 H,O

2.3.5.2. Procedimento metodologico

Primeiramente foram preparados dois tubos, o branco e o padrio. No tubo
branco foi colocado apenas 1,0 ml do reagente e no padrdo foram colocados 10ul da
substancia padrdao e 1,0 ml do reagente. Depois desta etapa foram preparados os tubos
para dosar o nivel de glicose dos soros dos ratos, onde foram colocados 10ul de soro e
1,0 ml do reagente, apos esta etapa foi misturada vigorosamente a solucdo e colocada
em banho-maria a 37° C, por 15 minutos, depois foi efetuada a leitura das amostras no

Espectrofotometro, Varian, UV-VIS, 634-S usando o comprimento de onda de 520nm.
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2.4. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram analisados através da média e do desvio padrio. A
significancia dos resultados foi avaliada através do teste ANOVA e Tukey para a

comparagao entre os grupos, considerando o nivel de significancia p<0.05.

3. MATERIAIS E METODOS DA AVALIACAO DA MATURACAO REFLEXA

E SOMATICA DA PROLE

3.1. ANIMAIS

Sessenta ¢ seis filhotes machos, Wistar foram utilizadas neste experimento, eles
foram provenientes das ratas prenhas que foram divididas em quatro grupos: Grupo A,
formado por ratas prenhas submetidas a caseina, Grupo B, composto por ratas prenhas
submetidas a caseina e ao CEM, Grupo C, formado por ratas prenhas submetidas a DBR
e o Grupo D, composto por ratas prenhas submetidas a DBR e ao CEM, figura 8. As
ratas tinham noventa dias de idade quando foram colocadas para acasalar. Apos
detectada a prenhez, através de um lavado vaginal, elas eram divididas em quatro
grupos, ja citados anteriormente, ¢ cada grupo recebia um tratamento especifico. Elas
eram mantidas sob condi¢des de temperatura constante (23 £ 2°C), ciclo claro/escuro
(12-h/12-h) com um intensidade ambiente de CEM menor que 0,3 pT. Os animais

tinham acesso a agua e comida ad libittum.

3.2. FORMACAO DOS GRUPOS

Quando as ratas tinham a prole, os mesmos eram misturados com os outros que
nasciam no mesmo dia, provenientes de maes sob as mesmas condi¢des experimentais e

aleatoriamente as novas ninhadas eram constituidas, para evitar que o fator genético
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alterasse os resultados do experimento. A ninhada de cada rata era reduzida para seis

animais, no segundo dia pds-natal e s6 eram utilizados ratos machos, figura 8.

Caseina

/. C
R
A\l

(Grupo A)

Caseina + CEM

/. C
R
A\l

(Grupo B)

DBR

/. C
R
A\l

(Grupo ©)

DBR + CEM

/. C
R
A\l

(Grupo D)

L2
Lr ez

L2
Lr ez

L2
Lrlar

L2
Lr ez

Reflexo

(Grupo A) (Grupo B) (Grupo C) (Grupo D)
Avaliagdo Avaliagao Avaliacdo Peso
Desenvolvimento Maturagdo Somatica Corporal

Figura 8 - Esquema métodos

3.3. DESENVOLVIMENTO REFLEXO

Os reflexos foram pesquisados diariamente, a partir do 2°dia pés-natal ao 21°

dia pés-natal, até sua consolidagdo ou desaparecimento, quando a resposta reflexa
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esperada se repetia por trés dias consecutivos no horario entre 12 e 14 horas. Os reflexos
pesquisados descritos a seguir, seguiram o modelo experimental estabelecido por Fox
(1965) para o camundongo e por Smart e Dobbing (1971) para o rato:

Preensdao Palmar (PP) - utilizando-se um Dbastonete metalico com
aproximadamente Scm de comprimento por 1 mm de didmetro, fazia-se uma leve
percussao na palma da pata dianteira esquerda ou direita de cada animal. A resposta era
considerada positiva, se ndo houvesse flexao rapida dos artelhos apds duas tentativas.

Recuperagdo de Dectbito (RD) — Colocava-se o rato em decubito dorsal sobre
uma superficie plana, observava-se a eventual resposta de retorno ao dectbito ventral. A
resposta era considerada positiva quando o animal assumia o decubito ventral, apoiado
sobre as quatro patas, num tempo maximo de 10 s.

Colocagdo pelas Vibrissas (CV) - O rato era suspenso pela cauda de tal modo
que suas vibrissas tocavam levemente a borda de uma superficie plana. A resposta era
considerada positiva quando o rato colocava as duas patas anteriores sobre a mesa e
realizava movimentos de marcha, associados com extensdo do tronco.

Aversdo ao Precipicio (AP)- Colocava-se os ratos com as patas dianteiras na
extremidade de uma superficie plana (mesa) de maneira a detectar o precipicio. A
resposta era considerada positiva quando o rato no tempo maximo de 10 s, se deslocava
para uns dos lados e caminhava em sentindo contrario a borda caracterizando a aversao
ao precipicio.

Geotaxia Negativa (GN) - O rato era colocado no centro de uma rampa, com a
cabega no sentido descendente. A rampa, com 45° de inclinacdo, era constituida de uma
superficie (prancheta medindo 34 x 24 cm) revestida com material antiderrapante (papel

crepom). A resposta era considerada positiva quando o animal girava o corpo num
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angulo de 180°, posicionando a cabeca em sentindo ascendente durante um tempo
maximo de 10s.

Resposta ao susto (RS) — O rato era submetido a um barulho subito, produzido
pela percussao de um bastao de madeira sobre um recipiente (6cm de didmetro x 1,5cm
de altura) metéalico a uma distadncia aproximada de 10 cm do animal. A resposta era
considerada positiva quando ocorria uma retragao das patas anteriores e posteriores com
imobilizacao rapida e involuntéria do corpo do animal.

Recuperagdo do Decubito em Queda Livre (RDQL) — O rato era segurado pelos
quatro patas com o dorso voltado para baixo, a uma altura de 30 cm, previamente
medida com uma régua. Soltava-se o animal e observava sua queda livre sobre um leito
de espuma sintética (30 x 12cm). A resposta era considerada positiva quando o animal
recuperava o decubito durante a queda livre caindo na superficie do leito apoiado sobre

as quatro patas.

3.4. INDICES DE MATURACAO SOMATICA

Foram pesquisados diariamente, até sua maturagdo, a partir do segundo dia pos-
natal:

Abertura do Pavilhdo Auricular (APA) — Normalmente o animal nasce com o
pavilhdo auditivo dobrado, portanto, o pavilhdo auricular aberto foi considerado no dia
em que a dobra foi desfeita. Nesta avaliagdo, a maturagdo foi considerada positiva,
quando os dois pavilhoes estavam desdobrados.

Abertura do Conduto Auditivo (ACA) — Ao nascimento o conduto auditivo

encontra-se fechado. Considerou-se madura a ACA no dia em que o orificio auricular
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podia ser visualizado. Nesta avaliagao a maturagdo foi considerada positiva quando os
dois condutos, direito e esquerdo, encontravam-se abertos.

Erupcdo dos Dentes Incisivos Inferiores (EDII) — Era considerada positiva no
dia que ocorria a erupcao dos dentes incisivos inferiores.

Erupcdo dos Dentes Incisivos Superiores (EDIS) — Era considerada positiva no
dia que ocorria a erupc¢ao dos dentes incisivos superiores.

Abertura dos olhos (AO) — No rato, os olhos encontram-se totalmente
encobertos pelas palpebras durante algum tempo pos-natal. A resposta desta avaliagdo
foi considerada positiva quando ambos encontravam-se totalmente abertos, com

presenga de movimento no reflexo das palpebras.

3.5. CRESCIMENTO SOMATICO

3.5.1 Peso Corporal dos Lactentes:

A cada trés dias os animais eram pesados até o desmame (21 dias), em balanga

digital com sensibilidade de 0,1 g.

3.6. Analise Estatistica

Os resultados do desenvolvimento reflexo ¢ dos indices de maturacdo somatica

foram analisados em mediana mais Quartil (25%-75%). Os resultados foram avaliados

através da ANOVA one way seguida do Teste de Dunn’s para comparagdo entre os

grupos, considerando o nivel de significancia p<0,05.
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Na andlise do peso corporal foi utilizada a Andlise de Variancia para Testes
Repetidos seguido do Teste de Tukey para comparacdo entre os grupos Analise de
Variancia de Kruskal-Wallis seguido do Tese de Dunn's para comparacao entre os
grupos quando o teste de normalidade falhava e a Analise de varidncia de uma via
seguido do teste de Tukey para comparacao entre os grupos quando a amostra passava

no teste de normalidade.
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ANEXO 111

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
_CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

‘Recife, 28 de fevereiro de 2003
Oficio n° 116/2003

Da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
A Profa. Maria do Carmo Medeiros
Departamento de Nutrigdo da UFPE

Prezada Professora,

Apés o recebimento de seu projeto de pesquisa intitulado “Acd#io do campo
eletromagnético de 60Hz em ratas prenhas submetidas a dieta basica regional: Regulacio
hormonal e metabélica das ratas prenhas e maturacio reflexa da prole” os membros da
Comissdo de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) analisaram os aspectos relativos aos protocolos
experimentais adotados.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizago experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentagio
Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de avaliagio e
julgamento pela CEEA-UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 e Decreto
3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos,
ressaltamos ainda que o sacrificio dos animais experimentais, realizado no presente trabalho,
Justifica-se pelo fato de ndo existirem recursos alternativos para a realizagdo do procedimento
cientifico.

Diante do exposto, emitimos um parecer favoravel aos protocolos experimentais realizados.

Profa. Beiﬁi’r:; Lara da S. Andrade da Costa

Coordenadora da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da UFPE

Atenciosamente,
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