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RESUMO

Verificou-se “in vitro” o indice de aderéncia e a atividade fagocitica de macrofagos
peritoniais de ratos Wistar machos com 60 a 90 dias de vida, nutridos (LABINA) e
desnutridos e recuperados (DBR) apds a exposicdo a diatermia de ondas curtas pulsadas
(DOCP) nas técnicas convencional em paralelo e Schliephake nas freqliéncias de 30Hz,
50Hz e 430Hz e ao campo magnético alternado em ultra baixa frequéncia (60Hz). A
desnutricdo ocorreu durante o periodo de aleitamento havendo recuperacdo nutricional dos
animais a partir do 21° dia de vida com racdo LABINA. Os macro6fagos dos animais
nutridos apresentaram aumento significativo no indice de aderéncia celular na técnica de
Schliephake, na técnica convencional (30Hz, 50Hz e 430Hz) e ao campo magnético
alternado. A atividade fagocitica diminuiu significativamente na técnica de Schliephake na
frequéncia de 50Hz e nas freqliéncias de 30Hz, 50Hz e 430Hz na técnica convencional em
paralelo. O CM de 60Hz também reduziu a atividade fagocitica. Os macrofagos dos
animais desnutridos e recuperados apresentaram aumento significativo no indice de
aderéncia celular apenas na técnica de Schliephake nas freqliéncias de 30Hz e 50Hz e ao
campo magnético alternado. A atividade fagocitica diminuiu significativamente apenas na
técnica de Schliephake na freqiiéncia de 30Hz e 50Hz e ao campo magnético alternado. A
DOCP que aumenta o indice de aderéncia e reduz a atividade fagocitica pode ter aplicaces
diretas em processos traumaticos agudos. Esses achados auxiliardo na escolha da
modulacdo da DOCP durante o procedimento terapéutico, tendo em vista que esta forma de
irradiagdo € largamente utilizada na Fisioterapia. A preocupacdo com a poluicdo
eletromagnética ambiental é relevante a partir da constatacdo que campos magnéticos de

60Hz interferem em parametros funcionais das células de defesa.
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ABSTRACT

The adherence index and the phagocytic activity of peritoneal macrophages “in vitro” in
males “Wistar” rats 60 and 90 days old, using (LABINA) nutrients and without nutrients
(DBR) and recuperated after exposition to diathermy of pulsate short waves (DPSW) were
verified. The conventional technique in parallel, the Schiephake technique (30 Hz, 50Hz
and 430 Hz frequency), and the alternated magnetic field in ultra short frequency (60Hz)
were used. Malnutrition occurred during the lactation period recuperated at the 21% of life
with ration LABINA. Macrophages of animals with normal nutrition have a significant
increase of the cellular adherence index using the conventional technique, the Schliephake
technique (30Hz, 50Hz and 430Hz) and alternated magnetic field. Phagocytic activity
reduced significantly using the Schliephake technique in frequency 50Hz, and in the
conventional technique with 30Hz, 50Hz and 430Hz frequency. The CM 60Hz also reduced
phagocytic activity. Macrophages of animal in malnutrition regime and rehabilitated
showed significant increase in cellular adherence index when used the Schliephake
technique (30Hz and 50Hz) and in the alternated magnetic field. The DPSW that increase
the adherence index and reduce the phagocytic activity may be directly applied in acute
traumatic processes. These findings could be applied to choose the best DPSW modulation
during the therapeutic attainment due to the large use of this kind of irradiation in
physiotherapy. Regarding the aspect of electromagnetically environmental pollution this
findings may be relevant because it is known that 60 Hz magnetic fields interfere in

functional parameters of the cellular defense.
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ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

w. equivale a 3,1415

p: permeabilidade magnética do meio [Hm™]
I . simbolo de Integracao

uG: miliGauss
puT: microTesla

pW/cm?: microWatt por centimetro quadrado

1L-12: Interleucina 12

*H: timidina

*Ca”": Ton calcio marcado

A375: célula de melanoma maligno

AIDS: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

AMPc: Adenosina 3", 5"monofosfato ciclico

ATP: Adenosina Trifosfato

Bo : densidade do campo magnético alternado ou continuo.
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B-CLL: Leucemia linfocitica cronica

C?: Celsium

C3a: Complemento C3a

Cba: Complemento Cba

CD4": Linfocitos T Helper

CDS8": Linfdcitos T citotoxico

CEM: Campo eletromagnético

CMA: Campo Magnético Alternado

CMC: Campo Magnético Continuo

D.C: componente continuo do campo magnético ou elétrico

d: distancia entre as cargas q* e

DBR: Dieta basica regional

dl: comprimento de elemento de corrente [metro]

DLDI: células de carcinoma de c6lon

DNA: Acido dessoxiribonucleico



DOC: Diatermia de Ondas Curtas

DOCP: Diatermia de Ondas Curtas Pulsadas

E: Vetor do campo elétrico

ELF: Campos de freqliéncia ultra baixa (de 3 a 30kHz)

EMF: Campos eletromagnéticos

EPA: Agéncia de Protecdo Ambiental

Ets: oncogeno membro da familia de genes Ets

F: Forca Elétrica ou Magnética

f: freqliéncia do campo magnético ou elétrico

Gauss (G): mensuracdo da densidade do campo magnético pelo sistema CGS

GDP: Guanosina difosfato

GHz: Gigahertz

GTP: Guanosina trifosfato

H4: célula de glioma

HL-60: Linhagem Promielocitica



I: corrente elétrica através do condutor [A]

IL-1: Interleucina 1

IL-6: Interleucina 6

IL-8: Interleucina 8

k: constante de proporcionalidade do meio onde as cargas se encontram (ko é a constante no

vacuo)

K-562: Leucemia mielogenose crénica

kDA: kilo Dalton

kV/m: kiloVolt por metro

LPS: Lipopolissacaridio

MCEF-7: Célula de carcinoma de mama

MHz: Megahertz

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo

NMRF: Campo de Ressonancia Magnética Nuclear

PEMF: campo eletromagnético pulsado

PHA: fitohematoglutina
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PKC: Proteina quinase C

PMF: campo magnético pulsado

q: resultante entre " e

r: distdncia entre as cargas elétricas

r: raio do material

RF: Radio Frequéncia

RNAmM: Acido ribonucléico mensageiro

RPMI 1640: meio de cultura

SAR: Taxa de absorc¢éo especifica

SD: Sindrome de Down

SE: Sistema Endécrino

sen (@): angulo formado pelo posicionamento entre as cargas " e ¢

SI: Sistema Imune

SN: Sistema Nervoso

SNC: Sistema Nervoso Central

Tesla (T) : mensuragéo da densidade do campo magnético pelo SI. 1T=10"G
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TM3 e TM4: células testiculares de camundongos

TNF-a: Fator alfa de necrose tumoral

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato

v: Velocidade de deslocamento de uma carga elétrica submetida a um campo magnético

W/Kg: Watts por kilograma

WHO: Organizagdo Mundial da Satde
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1- INTRODUCAO

1.1 Desnutricdo e Sistema Imune

A desnutricdo emerge de maltiplos e complexos fatores, os quais, na sua grande
maioria, estdo associados a pobreza e a tudo que dela se origina. Fatores bioldgicos, sociais,
econdmicos e politicos interagem de tal forma na génese e manutencdo desta caréncia que,

ainda hoje, o seu estudo se faz necessario e premente.

Aproximadamente 195 milhdes de criangas menores de cinco anos sdo desnutridas
no mundo (BROWN E POLLITT, 1996). A desnutricdo infantil é um dos mais sérios
problemas de saude publica, pois impede o desenvolvimento fisico e mental do individuo,
acarretando sequelas no adulto, comprometendo assim o crescimento econdmico e social
das comunidades (CHAVES, 1978). Esse estado de caréncia nutricional incide em grande
parte da populacdo mundial, principalmente nas areas em desenvolvimento (CHAVES,

1978).

A desnutricdo predispde as infeccdes, principalmente por patdgenos intracelulares;
contudo, a base bioldgica desta evidéncia ainda ndo esta totalmente esclarecida (SKERRET
et al., 1990; BORELLI et al, 1998). E incontestavel que 0s nutrientes possuem um
importante papel no desenvolvimento e funcdo das células que participam da resposta
imunologica (MARCOS, 1997; KAWASAKI et al., 1999). A desnutri¢do caldrica protéica
estd associada com o enfraquecimento da imunidade mediada pelas células, na funcéo

fagocitica, no sistema de complemento, na concentracdo de anticorpos e na producdo de
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citocinas (CHANDRA, 2002). Logo, prejuizos na imunocompeténcia podem ser um
importante fator causal no aumento da susceptibilidade de individuos desnutridos as
doengas infecciosas (LEHMANN, 1991; TESHIMA et al., 1992). A deficiéncia de
nutrientes isolados como ferro, vitamina A, zinco e magnésio alteram a resposta imune
(CHANDRA, 2002; MALPUECH-BURGER et al, 1998), mesmo quando se apresenta em
pequenas proporcdes (CHANDRA, 2002, CUNNIGHAN-RUNDLES, 2002). Assim, um
suprimento adequado e equilibrado de nutrientes é imprescindivel para a manutencao do
crescimento em todos os sistemas orgéanicos e o desenvolvimento das suas funcdes

fisiolégicas (MORGANE et al., 1993, KAWAKAMI et al, 1999).

Atuando sobre o periodo de crescimento rapido do SN, a deficiéncia nutricional é
capaz de alterar o padrdo dos eventos morfogenéticos que ocorrem nesta fase, com
consequéncias deletérias para o desenvolvimento e a aquisi¢do dos padrdes fisiologicos
maduros do organismo (RESNICK et al., 1979). E bem estabelecido experimentalmente
que a desnutricdo provoca alteracGes estruturais no SN, tais como: redugdo do numero
(LEUBA e RABINOWICZ, 1979) e alteracGes na forma dos neurénios (RESNICK et al,
1979; PICANCO-DINIZ et al., 1998); atraso no processo de mielinizagcdo e diminuigéo
no peso cerebral (MARTIN et al., 1995). AlteracGes metabdlicas sdo também referidas,
a exemplo, dentre outras, da diminuicdo dos niveis séricos de glicose e corticosterona,
com reducdo da capacidade funcional da proteina ligante do colesterol (BOXWELL,

AYSON e RAMENOFSKY, 1993).

O desenvolvimento comum dos tecidos nervoso, enddcrino e imune (HOMO-

DELARGHE e DARDENE, 1993) é um argumento forte sobre a relevancia de suas
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eventuais acfes mdtuas. Diversos achados experimentais apontam para a presenga
importante de interagdes neuroimunoenddcrinas anteriores e posteriores ao nascimento
(HOMO-DELARGHE e DARDENE, 1993). E valido salientar que no caso do sistema
nervoso central (SNC) durante os primeiros anos de vida, 0 processo de crescimento e
desenvolvimento ocorre com grande intensidade, o que o torna vulneravel as agressoes
nutricionais, infecciosas e mesmo farmacoldgicas. Esse periodo é considerado critico para o
desenvolvimento neural e corresponde ao pico de eventos especificos como neurogénese,
gliogénese, migracéo e diferenciagdo celular (DOBBING, 1968; MORGANE et al., 1993).
O periodo critico de desenvolvimento do encéfalo varia entre as espécies; no homem,
inicia-se no periodo pré-natal (Gltimo trimestre de gestacdo) continuando até os 3 a 4 anos
de vida; no rato, corresponde as trés primeiras semanas de vida pos-natal (MORGANE et

al., 1978).

H4 indicios de que a desnutri¢cdo durante o periodo critico de desenvolvimento do
encéfalo pode acarretar danos no desenvolvimento e funcionamento do sistema imune
(BOCKMAN e KIRBY, 1984; HOMO-DELARGHE e DARDENE, 1993; LE DOUARIN

e JOTEREAU, 1975).

As investigacGes tém demonstrado uma relacdo clara entre o encéfalo, a hipéfise e o
timo na fase embrionaria, ou seja, entre 0 SN, SE e SI (HOMO-DELARGHE e
DARDENE, 1993). Assim, apds a decapitacdo parcial ou hipofisectomia, o nimero de
granulos secretorios nas células epiteliais timicas aumentam; ha hipotrofia timica e reducéo
de linfécitos (BOCKMAM e KIRBY, 1984). Por outro lado, a timectomia afeta

profundamente a hipdfise e, em particular, células produtoras de prolactina e horménio do
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crescimento (BOCKMAM e KIRBY, 1984). Outrossim, ablacdo de areas definida da crista
neural produz efeitos deletérios no desenvolvimento do timo (LE DOUARIN e
JOTEREAU, 1975). Apesar de todas estas evidéncias, os estudos sobre sequelas no SI de

desnutricdo neonatal seguida de recuperacgéo nutricional sdo escassos (QUEIRQOS, 2000).

Tem aumentado o interesse dos cientistas pelos eventuais efeitos da privacdo de
alimentos sobre a funcdo imune (ALLENDE et al., 1998, MARCOS, 2000). Segundo
CHANDRA (1997), na desnutrigdo, a maioria dos mecanismos de defesa do organismo
estdo prejudicados. Assim, a infeccdo é a maior causa de morbidade e mortalidade em
individuos severamente desnutridos (MORGAN, 1997). S0 comuns na desnutricdo 0s
danos a imunidade inespecifica representada pela integridade fisica da barreira epitélial e
mucosa e os fagocitos profissionais, 0s quais permitem o livre acesso de antigenos aos
orgdos internos e a circulagdo, podendo assim aumentar a susceptibilidade as infec¢oes
(MORGAN, 1997; CHANDRA, 1997). Ratas com dieta baixa de proteina (4%) apresentam
maior indice de infeccdo pulmonar, sendo revertido com uma administracdo extra de
vitamina A e E, no qual deflagra um aumento na atividade de macrofagos alveolares,
revertendo o quadro patolégico (KISHINO, 1992). Tem-se um consenso que o estado
nutricional tem um profundo impacto na funcdo imune e que o sistema imune pode ser

modulado através do uso de modos especificos de suporte nutricional (MAINOUS, 1994).

Sdo estudadas com particular atencdo, as alteragcBes nos subgrupos de linfocitos
envolvidos na defesa especifica, na inducao de genes produtores de citocinas ou na ativacao
dos linfdcitos (ALLENDE et al, 1998). Assim por exemplo, a relacdo entre os subgrupos de

linfocitos CD4+ e CD8+ é menor em individuos desnutridos (LEKE et al., 1996). Além

XiX



disso, experimentos tém demonstrado uma reducdo no ndmero de células produtoras de

anticorpos e na quantidade de imunoglobulinas secretadas (CHANDRA, 1997).

A cadeia transportadora de elétrons na mitocondria de macréfagos de animais com
desnutricdo caldrica protéica apresentam diminuicdo de sua atividade, com conseqiente
reducdo na producdo de ATP (BRIET, 2003). A atividade das células é dependente da
informacdo transduzida por segundos mensageiros que promovem o equilibrio entre a
fosforilacdo e desfosforilagdo em moléculas alvo dentro das células ativando ou inibindo
processos especificos (BRIET, 2003). A biosintese das proteinas de membrana com alto
peso molecular (42-200 kDA) e sua fosforilagdo séo reduzidas em macréfagos isolados de
ratos submetidos a dieta baixa de proteina (4%) apds estimulo com LPS (lipopolissacaridio)
(MAINQUS, 1994). A maioria destes estudos é realizada em animais desnutridos, porém

nédo recuperados.

Em contra partida, a restricio na ingestdo caldrica (diminuicdo do consumo
alimentar de 5,1% até 21,9%), preserva a funcdo imune e prolonga a vida de camundongos
susceptiveis a autoimunidade (CHRISTADOQOSS, 1984; FERNANDES, 1976). Os efeitos
incluem retardo na formacéo de tumores (ENGELMAN, 1995; SHIELDS, 1991), aumento
na resisténcia para microrganismos (WING, 1980) elevada resposta para vacinas
(ARMSTRONG-ESTHER, 1978) e reducdo na incidéncia de patologias dérmicas
(PERKINS, 1998). A restricdo calorica atenua a desregulacdo na geracdo de fator alfa de
necrose tumoral (TNF-a) e de interleucina 6 (IL-6) provocada pelo envelhecimento. O

conhecimento a respeito do efeito da restricdo caldrica na fungdo do macrofago é esparso e
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inconclusivo (PHILIP et al, 2001). Mas, estudos demonstram que a resposta efetuada por
macréfagos de animais submetidos a restricdo caldrica, a estimulos, é dependente de varios
fatores incluindo a extensdo e duragdo da restricdo, do modelo animal estudado e da area
anatdmica do isolamento dos macrofagos (PHILIP et al, 2001). Pode ser constatado que na
relacdo da nutricio com o sistema imune a falta ou o excesso de nutrientes traz
consequéncias deletérias para a fungdo imunoldgica. Caso ocorra uma disponibilidade de
todos os nutrientes em quantidades equilibradas para o individuo, como ocorre na restricao
da ingestdo caldrica, que normalmente varia a sua percentagem de ingestdo, o sistema

imune é fortalecido.

No Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo Naide Teoddsio da UFPE, a fim de
estudar-se os efeitos da desnutricdo sobre aspectos fisiologicos e comportamentais, em
diversas pesquisas tém-se utilizado modelos experimentais da desnutricdo (ANDRADE,
1988). A dieta bésica regional (DBR) ¢ um modelo dietético baseado na alimentagdo
consumida por determinadas comunidades do Nordeste do Brasil, desenvolvida pelo
Departamento de Nutricdo da UFPE, levando em conta dados de inquéritos nutricionais
realizados na Zona da Mata de Pernambuco. Embora a DBR reproduza grande parte das
alteracGes observadas na desnutricdo e algumas alteracGes no sistema nervoso ja tenham
sido demonstradas, este modelo foi pouco empregado no estudo da imunidade ou na relacéo

entre Sl e SN.

H& muito que se esclarecer sobre a defesa imune em organismos adultos que foram
submetidos a desnutricdo em periodo precoce da vida e recuperados posteriormente. Como

respondem estes individuos em situacGes que perturbem a homeostase? BERCLER e
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ZIPPERLING, 1990 referem que o estresse causado por diversos fatores, sendo, na maioria
das vezes, de origem psicossocial (mas nem sempre) leva a uma sobre carga da capacidade
adaptativa humana e com isso causa efeitos sobre o Sl. Atualmente ha uma grande
preocupacdo no estresse causado por campos eletromagnéticos em sistemas biolégicos.
Como o sistema imune de um organismo desnutrido ou desnutrido e recuperado se

comportam diante destes campos?.

1.2. Campo elétrico e magnético
1.2.1 Campo elétrico

As leis fisicas que regem o comportamento da carga elétrica, do campo elétrico e
magnético, também sdo aplicadas ao sistema bioldgico. Serdo apresentadas a seguir as leis

bésicas desta interacdo campo-carga (HEWITT, 2002).

Em torno de toda carga elétrica estatica existe um campo elétrico caracterizado pelo
vetor E. Se uma carga puntiforme q for colocada num campo elétrico E ficara sujeita a uma
forca elétrica F dada por:

F=q.E

A forca de interacdo entre os campos destas cargas € determinada pela lei de
Coulomb:

F=ko Q_lerz_

Onde:
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k é a constante de proporcionalidade do meio onde as cargas se encontram (Ko € a constante
no Vacuo)
r é a distancia entre as cargas
Q1 e Q, sdo as cargas elétricas
Isto € aplicado quando uma carga positiva ou negativa (ou ions) se encontra dentro de um
campo elétrico. Caso seja colocado um dipo6lo elétrico (molécula de H,O e/ou proteinas) ao
invés de uma carga elétrica, este sofrera uma forca dada por:
F=q.d.E.sen(0)
Onde:
q é aresultante entreq” e q
d é distancia entre as cargas q* e q

sen (0) é o angulo formado pelo posicionamento entre as cargas q* e g

Cargas elétricas em movimento produzem campo magnético através da distorcdo
causada no campo elétrico pelo movimento, com isso 0 campo magnético se torna relativo
ja que o movimento é relativo. Cargas elétricas que se desloquem paralelas entre si ndo
apresentam campo magnético, apenas campo elétrico. Esse fenbmeno relativistico tem
grande importancia no estudo da fisica quantica, mas nao se aplica a sistemas celulares que

possuem maiores graus de complexidade (HEWITT, 2002).

1.2.2. Campo magnético
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Uma carga q (carga eletricamente carregada e/ou ion) em movimento, com
velocidade v, no interior de um campo magnético B sofrem uma forca magnética F dada
por:

F=q.v.B.sen(0)

Onde:

sen (0) € o angulo formado entre o campo magnético B e a for¢a magnética F.

A carga q que esta se movimentando no sentido perpendicular ao campo magnético B sofre
uma forca magnética F desviando a carga g perpendicularmente as linhas do campo
magnético e o sentido da velocidade da carga (HALLIDAY, RESNICK E WALKER,

1996).

Um campo elétrico é criado em qualquer regido do espaco onde um campo
magnético esteja variando com o tempo. A intensidade do campo elétrico induzido €
proporcional a taxa na qual o campo magnético varia; sua direcdo forma um angulo reto
com a direcdo do campo magnético variavel. Isto é conhecido como Lei de Faraday, que é
dada por:

E=n.r.f.Bog
Onde:

E é a intensidade do campo elétrico induzido pelo campo magnético.

7 equivale a 3,1415

r é o raio do material no qual o campo elétrico € induzido pelo campo magnético.
f é a frequéncia do campo magnético.

By € a densidade do campo magnético alternado.
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Lei de Biot-Savart
Através da equacdo, obtida experimentalmente, por Biot e Savart, pode-se calcular o
vetor de inducdo magnética em qualquer ponto do espaco, de um campo magnético gerado

por uma corrente elétrica em um condutor com forma conhecida. A equacdo é dada por:
B=p. l/ax | sen o/ . dI

Onde:

B ¢ a inducdo magnética [Tesla]

1 é a permeabilidade magnética do meio [Hm™]

| é a corrente do condutor [A]

dl é a comprimento de elemento de corrente [metro]

r é & distancia entre o elemento de corrente e o ponto P (corpo submetido ao CM) [metro]

0 é o0 &ngulo medido, no sentido horario, entre a direcdo positiva da corrente ao longo de dl

e 0 raio-vetor r que vai de dl a P.
j é o0 simbolo de Integracédo

No desenho vemos os varios elementos da equacéo, para o fio condutor considerado.

dl

Atualmente sdo utilizadas duas formas de averiguacdo da densidade de campo
magnético. A primeira é atraves de célculo levando em consideracdo a configuracao dos

cabos de energia elétrica e a segunda ¢ atraves da mensuracao direta do campo através de
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equipamentos especificos. Nos estudos epidemiolégicos & de grande importancia

quantificar estes campos o qual pessoas e ou animais estao expostos.

Alguns modelos biofisicos estdo sendo estudados e aplicados para tentar explicar o
mecanismo de acdo dos campos eletromagnéticos nas células, mas todos eles utilizam esses
conhecimentos bésicos citados acima, unidos com calculo integral e diferenciacdo

(derivadas) devido a complexidade do sistema celular (PANAGOPOQULOS et al, 2002).

O estudo da interacdo e dos efeitos dos campos eletromagnéticos é de interesse de
diversas linhas de pesquisa, tanto bidlogos como fisicos estdo unidos nessa busca. Por isso
Cadossi et al, 1992 elaboraram uma pequena tabela contendo termos fisicos relacionados
aos campos eletromagnéticos para que os biélogos tomassem ciéncia desses termos (tabela

1),

Tabela 1. Termos técnicos utilizados com maior freqliéncia.

Explicacéo
ELF campos de freguiéncia ultra baixa (de 3 a 30kHz)
EMF campos eletromagnéticos
PMF campo magnético pulsado
PEMF campo eletromagnético pulsado
Forma de onda forma que o campo eletromagnético se apresenta no tempo
Pulso variacOes rapidas de subidas e descidas da forma de onda
Modulado onda portadora (alta freqliéncia) unida a uma onda de baixa

freqliéncia

Tesla (T) densidade do campo magnético pelo Sistema Internacional.
Gauss (G) densidade do campo magnético pelo sistema CGS. 10°G=1T
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D.C componente continuo do campo magnético ou elétrico

Campo elétrico

induzido campo elétrico induzido através de um campo magnético alternado
Hertz namero de ciclos por segundo

Duracéo do pulso largura do tempo do pulso

Taxa do ciclo razao entre a parte ativa e inativa do sinal eletromagnético

1.3. Campos eletromagnéticos

1.3.1. Estudos epidemiolégicos

Os efeitos induzidos pelos campos eletromagneticos (CEM) sobre os seres vivos
estdo intimamente relacionados com a utilizacdo da energia elétrica. Na década de 60
ocorreu o primeiro relato de Asanova e Racov (LIN, 1996) pesquisadores russos, que
constataram, dores de cabeca, fadiga, irritabilidade, distarbios gastrointestinais, insonia e
distdrbios cardiacos em trabalhadores industriais submetidos a campos elétricos de 400-
500kV/m. Apds esse fato, diversas pesquisas foram realizadas demonstrando alteracdes no
ritmo circadiano, na neuroquimica, no comportamento animal, interferéncia e promocao de

tumores (FREY, 1995).

O primeiro relato da associacdo entre CEM, sistema imune e cancer surgiu do
estudo de criancas e adolescentes que portavam a doenca e da historia pregressa das que
faleceram em virtude dela. O estudo demonstrou que as que moravam em residéncias com

CEM acima de 3 miliGauss tinham 2 a 3 vezes mais chance de desenvolver leucemia,
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linfomas e tumores cerebrais em relacdo as que moravam em locais com campos

eletromagnéticos inferiores (WEITHEMER e LEEPER, 1979).

Estudos posteriores observaram um elevado risco de leucemia entre eletricistas
homens quando comparados com trabalhadores de outras &reas que ndo estava envolvida
com campos elétricos (TENFOR 1996). Nas mulheres eletricistas ocorre um aumento de
40% na chance de desenvolverem cancer de mama, quando comparadas as mulheres que
ndo possuem essa atividade (HAVARD MEDICAL SCHOOL HEALTH PUBLICATIONS
GROUP, 1994). A exposigédo ocupacional de eletricistas tem demonstrado um elevado risco
relativo de desenvolver leucemias e tumores cerebrais segundo 75% dos trabalhos
publicados na area (TENFORDE, 1996). A incidéncia de tumores depende do tempo de
exposicao ao qual o individuo estd submetido e da natureza eletromagnética do campo. Foi
verificado que CEM variaveis pode induzir cancer nas glandulas mamérias com um indice

maior que 0s campos estaticos (FREY, 1995).

Um estudo mais abrangente com um grupo amostral elevado de pessoas na faixa
etaria de até 16 anos cujas residéncias estava ha menos de 300 metros das redes de
transmissdo de 220kV/m e 400kV/m, encontrou 142 casos de cancer, dentre eles 39 casos
de leucemia e 33 casos de tumores no sistema nervoso. O risco relativo estimado para
leucemia em campos na ordem de 0,3uT no estudo foi de 3,8 (FEYCHTING e AHLBOM,
1993). Uma estimativa feita a partir desta informacdo sugere que duas criangas por ano
desenvolveriam leucemia devido ao fato de residirem proximo as redes de alta tenséo

(VERSHAEVE, 1997).
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Incubadoras hospitalares com aquecimento elétrico gera campos magnéticos de 80 a
150mG (8uT a 15uT). As criangas que necessitarem do uso destas incubadoras estardo
submetidas a campos magnéticos dezenas de vezes maiores que o encontrado nos estudos
epidemioldgicos e na fase de formacdo do seu sistema imunologico, enddcrino e nervoso

(BEARER, 1994).

A preocupacdo surge pelo fato de diversas fontes serem emissoras de campos
elétricos e magnéticos. Linhas de transmissdo de alta voltagem, monitores de video,
cobertores elétricos e procedimento de imagem de ressonancia nuclear emitem campos que
podem interagir com o corpo humano (GRUNDLER et al 1992). Em geral a exposicdo
ocupacional é atribuida para a combinacdo tanto do campo elétrico como magnético,
embora muito dos estudos epidemiolégicos tenham limitado a exposicdo a mensuragdo do
campo magnético que € capaz de penetrar prédios, arvores e outros objetos, em contraste
com o campo elétrico que € facilmente bloqueado (FEYCHTING, 1996). Com isso a
probabilidade do campo magnético penetrar no corpo e induzir pequenos campos elétricos
focais de influéncia biologica se torna maior. A influéncia no desenvolvimento do tumor
pode também ocorrer através das alteracbes nos padrdes de sinalizacdo celular ou na
expressao genetica (efeito epigenético dos CEM). Os CEM podem agir na promocgao e
progressao de fases de desenvolvimento do tumor apos iniciagdo com um carcinégeno

fisico ou quimico (FEYCHTING, 1996).

Apesar de algumas evidéncias, a associacdo entre a exposicdo ocupacional dos

CEM e a formacao de tumores e leucemia, especialmente, a leucemia linfocitica cronica,
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alguns criticos afirmam que esses estudos sao inconsistentes e muitas vezes incompletos,
atribuidos a diversos fatores inerentes a pesquisa (LACY-HULBERT et al, 1998). Outro
dado que contribui com essa visdo, é a dificuldade de reproducdo de alguns resultados
obtidos em campo (locais que possuam linhas de transmisséo ou fontes geradoras de CEM).
SEVERSON et al 1988; YONGSON et al 1991; LINET et al 1997; TYNES 1997 ndo
encontraram nenhuma relagéo entre exposicdo a CEM e a formacdo de qualquer tipo de

tumores e casos de leucemia.

Com isso, ocorre a necessidade de se criar modelos laboratoriais para reduzir e
controlar as variaveis externas e para analisar os efeitos biol6gicos dos CEM em animais

(in vivo) e sistemas “in vitro” (LOSCHER et al, 1994).

O Etsl é um oncogeno modulado pelo céalcio membro da familia de genes Ets e esta
funcionalmente envolvido na diferenciagéo celular, na formagéo de tumores e na apoptose.
E expresso em linfocitos, testiculos e no cérebro e tem papel durante a ativagdo do sistema
imune e no desenvolvimento de embrides (JORCYK et al, 1997). CEM de radio fregiiéncia
(RF) de 50MHz modulado em ultra baixa freqiiéncia de 16Hz com intensidade de campo
elétrico de 60V/m aumentou a expressdao dos genes Etsl em células T linfoblastoides
(células Jurkat), células de carcinoma de célon (DLDI) e células testiculares de
camundongos (TM3 e TM4) (ROMANO 2000). Os autores levantam uma hipotese dos
possiveis alvos dos CEM na sinalizacdo celular através de um mecanismo parcialmente
descrito. O CEM agiria em diversos alvos moleculares ndo necessariamente em sequéncia.
A influéncia pode ser por etapas ou concomitantemente, através da fosfolipase C que

induziria a quebra do fosfatidil inositol bifosfato em inositol trifosfato, promovendo a
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liberacdo dos ions célcio do reticulo endoplasmatico. O mecanismo no qual o célcio age no
DNA no nucleo celular ativando o Etsl permanece desconhecido. A proteina quinase C
também é influenciada, tanto indiretamente pela concentracdo do célcio, como diretamente
pelos CEM (hip6tese: mudanga conformacional). Todos os processos de fosforilagdo
promovidos por esta proteina podem ser desencadeados. O CEM também atuaria na
molécula promotora do Etsl ligada ao DNA e no RNAm do Etsl formador da proteina
Ets1, que ira desempenhar suas fungdes bioldgicas. A fronteira entre desempenhar funcdes
bioldgicas relevantes e a tumorogénese é ténue, com isso, é preocupante que CEM possa

influenciar este gene (ROMANO 2000).

Parametros imunoldgicos e hematoldgicos de homens turcos que trabalham na area
de soldagem de uma grande industria, submetido a um CM de 60Hz com densidades de
campo que variam de 0,10 a 0,25uT por um periodo de oito horas de exposic¢do por dia,
apresentou uma reducdo no numero de linfocitos e aumento do hematocrito. Apesar das
alteracdes hematologicas e imunoldgicas, nenhuma alteracdo clinica foi observada nos
trabalhadores, isso levou os autores da pesquisa a concluir que o campo ao qual os
trabalhadores estavam submetidos ndo foi capaz de alterar o equilibrio organico. De alguma
forma ainda ndo compreendido o organismo lanca médo de algum mecanismo
compensatério para se adaptar (em alguns casos) ao estresse promovido pelos CEM de
60Hz em longo prazo ndo se traduzindo necessariamente em doenca (DASDAG, et al,

2002).
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O uso de telefones celulares por um longo periodo de tempo comeca a se tornar uma
preocupacdo para 0s cientistas, emitindo ondas e freqiiéncias que variam de MHz
(Megahertz) a GHz (Gigahertz). Para esclarecer em parte os efeitos destas freqiiéncias,
linfocitos humanos foram expostos a emissores na faixa de telefonia celular (835MHz e
1909,8MHz) com 5 ou 10W/Kg de SAR (taxa de absor¢éo especifica da energia do CEM)
por 24 horas. Os resultados demonstraram danos no cromossomo dos linfécitos. Apesar da
SAR elevada, a temperatura no experimento foi controlada, sendo elevada apenas 0,5C° em
relagdo ao controle, com isso os danos provocados no cromossomo foram atribuidos a
freqUéncia e ndo ao efeito térmico. A analise de uma possivel alteracdo na funcdo do
linfocito ndo foi efetuada sendo um ponto de critica do préprio autor (RAYMOND et al,

2002).

Em geral, as evidéncias sugerem que os campos eletromagnéticos tém algum efeito
no processo carcinogénico. Eles estdo mais ligados para agirem como promotores ou
agentes que influenciam a progresséo para o cancer do que iniciador da doenga. Nesse
papel, o campo pode aumentar a proliferacdo das células alteradas geneticamente do que
causar uma lesdo inicial no DNA ou na cromatina ou/e causar enfraquecimento na resposta

imunoldgica a fatores internos e externos (REPACHOLI, 1999).

O Environmental Protection Agency (EPA) recomenda que o limite m&ximo de
densidade de campo magnético que um individuo fique exposto por um periodo de 8 horas
seja de 16G e a World Heatlth Organization (WHO) recomenda 10G. Mas uma proposta
dos Estados Unidos e da Suécia através da Agéncia de Protecdo Ambiental dos U.S. propGe

que um novo valor de campo seja adotado mundialmente. Este ndo deve ultrapassar 0,2uT
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(2 mG) (EDWARDS, 1995). Deve ser observado que os valores atuais estdo bem acima de
alguns valores utilizados nas pesquisas e encontrados em ambientes de trabalho e
residenciais que promoveram alteracdes bioldgicas. Como os CEM estdo dentro de sistemas
ndo lineares isso implica dizer que pequenas densidades de campo podem ter grandes
efeitos enquanto campos maiores podem passar despercebidos pelo sistema bioldgico
(FLIPO et al, 1998). Dessa forma as densidades de campos tidas como seguras podem

variar conforme os resultados de novas pesquisas.

1.3.2. Campos eletromagnéticos e as células imunoldgicas

Estudos epidemioldgicos e biologicos demonstram que a exposi¢do para 0s CEM
afetam as células e os tecidos, apesar de que, 0 mecanismo de interacdo dos campos com as
células ndo tenha sido totalmente esclarecido. Varios sistemas celulares, incluindo células
do sistema imune, estdo sendo utilizados para avaliar as consequéncias da interacdo dos
CEM. Desde que o sistema imune exerce um papel de importancia primaria no controle e
no desenvolvimento de céncer é importante o conhecimento de como as funcdes

imunoldgicas sdo afetadas apds a exposi¢cdo aos CEM (IKEDA et al, 2003).

Alteracdes na funcdo imune pode representar um mecanismo, através do qual, esta
associado com o desenvolvimento de doencas. Partindo desse pressuposto os linfocitos
véem sendo utilizados para investigar os efeitos biolégicos dos CEM sendo um bom
modelo experimental (BERSANI, et al 1989). Freqlientemente sdo obtidos como células
inativas, mas pode ser induzido a entrar no ciclo celular, imitando o processo de ativagao

natural, favorecendo o estudo dos possiveis efeitos dos CEM no mecanismo de regulacdo
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do ciclo celular e sua progressdo (MAIZEL et al, 1981). Além do mais, o linfdcito é
apropriado no estudo da interagdo receptor—ligando e o fluxo de ions através da membrana
celular, fenbmeno que de acordo com os modelos tedricos pode ser particularmente

sensivel para os CEM (ALDINUCCI et al, 2003).

A exposicdo das culturas dos linfocitos apenas ao CEM ndo modifica
espontaneamente a proliferacdo celular medido através da timidina [*H]. Uma possibilidade
é que a pequena energia transferida para o sistema biol6gico ndo é capaz de modificar a
condigdo metabdlica das células inativadas. Quando a fitohematoglutina (PHA) (mitdgeno)
é adicionada, os linfocitos entram no ciclo celular e proliferativo com uma maior
intensidade principalmente quando o sinal proliferativo da PHA ndo estd em uma
concentracdo Otima (CONTI et al, 1983, CADOSSI, 1988). Isso sugere que o efeito
modulatério dos CEM é mais evidente quando a proliferacdo celular ndo é méxima.
Linfécitos com capacidade de proliferacdo reduzida como em individuos idosos, na
leucemia linfocitica cronica (B-CLL) e na Sindrome de Down (SD) sdo utilizados, ocorre
aumento na sintese de DNA (COSSARIZZA et al, 1989, 1991). Apesar de que, pesquisas
recentes demonstram que células imunes (macréfagos) podem ser ativadas pelos CEM sem
necessariamente terem sido pré-ativadas por alguma substancia quimica (SIMKO et al,

2001).

Todas as informages externas sdo transduzidas através da membrana celular para o
interior citoplasmatico. Sendo considerada como o ponto priméario de interacdo com 0s
CEM detectando, transduzindo e amplificando o sinal captado (BAUREUS et al, 2003). O

mecanismo de liberacdo do célcio no interior citoplasmatico € tido como alvo para a agdo
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dos CEM, que pode ser perturbado com agentes quimicos, como bloqueadores e ion6foros
de célcio modificando a atividade celular. O limiar de intensidade de campo que interfira
com o metabolismo do célcio, a transcricdo de RNA, a sintese de DNA e a citotoxidade
celular ainda ndo foi estabelecido (ALDINUCCI et al, 2003). A bioatividade pode ser
inibida ou estimulada dependendo das caracteristicas biofisicas indicando um envolvimento

de um mecanismo complexo de interacdo (WALLECZEC, 1992)

Para reproduzir os resultados de diversos laboratorios é necessario o controle de um
grupo de variaveis, obtendo assim respostas bioldgicas confiaveis que sdo dependentes dos
parametros biofisicos (janelas bioldgicas e fisicas). As janelas bioldgicas dependem do
estimulo (tipo, intensidade, tempo), idade dos doadores (quando forem normais sem
patologia), e da patologia que afeta os doadores (B-CLL, SD, AIDS etc.). As janelas fisicas
dependem da frequiéncia, amplitude da onda, forma da onda e a geometria de exposicao.
Controlando estas variaveis a probabilidade na reproducdo do experimento aumenta,
facilitando a identificacdo das janelas (parametros biofisicos nos quais obtém respostas

bioldgicas) em cada caso estudado (CADOSSI et al 1992).

Linfocitos expostos a um campo magnético alternado (CMA) de 16Hz com 421mG
e campo magnético continuo (CMC) com 234mG teve seu influxo de célcio reduzido apos
estimulacdo com a concanavalina A reduzindo a ativacdo dos linfocitos. O mesmo nédo
ocorre quando a célula é estimulada com os campos separadamente. O efeito conjunto dos
campos determinou uma janela especifica que ndo foi alcangada quando os campos foram

utilizados separadamente (YOST e LIBURDY,1992).
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CEM de 50Hz e 1.05mT aplicados em linfocitos humanos “in vitro” durante 72
horas resultou em uma diminuicdo no indice mit6tico, aumento em aberracdes
cromossémicas e morte celular. Essas alteracfes ndo foram detectadas nas células expostas
por 24 e 48 horas. Apesar do resultado, os autores referem trabalhos com outros tipos
celulares que ndo apresentaram essas alteracfes. O ponto de vista discordante € a utilizacao
de campos e células diferentes da utilizada no trabalho (KHALIL e QASSEM, 1991). A
alteracdo no ciclo celular de linfécito humano com diminuicdo na mitose celular foi
novamente observada ap0s a exposicdo a mitégenos e a CM de 50Hz e 5mT, mas sem

alteragdes cromossémicas (ANTONOPOULOQOS et al, 1995).

Contribuindo com o modelo de janelas especificas, WALLECZEC e BUDINGER
1992 demonstraram que linfécitos ativados por concanavalina A tinham sua captacdo de
*3Ca?* reduzida quando estimulada por um CM de 3Hz com 1,6 e 6,5mT por 30 minutos e
gue nenhum efeito ocorria nas células inativas submetidas ao campo. Com a densidade de
28mT ocorreu uma inibicéo total do influxo do célcio para o interior celular. Com isso 0s
pesquisadores demonstraram a importancia do estado celular (inativo ou ativo) na resposta
ao campo e que nesse caso ocorreu uma dependéncia linear de densidade de campo e

inibicdo do influxo de célcio.

A importancia do estado celular e a capacidade dos CEM interagirem com células
inativas é muito discutido na literatura. Linfocitos inativos expostos a CEM de 50Hz com
3mT de densidade por 12 horas de exposi¢cdo ndo apresentaram nenhuma alteracdo na

producéo de interleucinas 1 e 2, mas foi constatada a reducdo do TNF a ap0s o periodo de
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exposicdo. Com a adicdo da fitohematoglutina ao meio de cultura e a exposicéo
concomitante ao CEM, ativando os linfécitos, os niveis de interleucina (1p, 2) e de TNF o
aumentaram, como também a proliferacdo celular nas 24 e 48 horas apds os estimulos.
Nesse caso, 0s CEM demonstraram um aumento na producdo das interleucinas e aumento
na proliferacdo celular conjuntamente com a fitohematoglutina, tendo pequena influéncia
nas células inativas (redugdo do TNF o). Apesar desse resultado as células inicialmente
inativas responderam dentro de uma restrita funcdo biol6gica podendo o campo influenciar

essas células de forma mais especifica (PESSINA e ALDINUCCI, 1998).

ALDINUCCI et al 2003 utilizaram linfocitos de doadores normais e células Jurkat
(leucemia aguda) submetidas a um campo de NMRF (campo de ressonancia magnética
nuclear) com densidade de 4,75T juntamente com um CEM pulsado (ndo foi referido sua
frequiéncia), com densidade de 0,7mT por uma hora, avaliando a concentragéo interna do
calcio, proliferacdo celular, producéo de interferon-y, TNF o e interleucinas (1-8, 2 e 6). Os
resultados claramente demonstraram que a exposicdo ao NMRF aumentou a concentracédo
do célcio intracelular sem nenhum efeito na proliferacdo, ativacdo e producdo de
substancias pro-inflamatorias tanto em linfocitos inativos quanto nos ativados pela PHA.
Nas células Jurkat ocorreu diminui¢do na concentracdo interna do calcio e na proliferagéo,
consistente com os baixos niveis de IL-2 mensurados (IL 1-B, IL-6 e TNF o ndo foram
analisados). Os pesquisadores levantam a questdo de que o simples fato do aumento na
concentracdo do célcio citoplasmatico ndo ird predeterminar a atividade da célula, mas sim
em que mecanismo celular o célcio atuara e como os campos direcionam o calcio e outros

segundos mensageiros nos mecanismos internos da célula.
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O conhecimento atual sobre a influéncia dos CEM no sistema biolégico determina
que células com defeitos intrinsecos respondem melhor aos campos do que células normais.
Algumas células normais sdo susceptiveis quando a cascata sinalizadora intracelular é
deflagrada por algum estimulo, enquanto outras células podem deflagrar essa cascata por
influéncia direta dos campos. O estimulo e/ou a inibicdo de um processo bioldgico pode ser
alcangada com o mesmo campo em diferentes células ou na mesma célula com diferentes
campos. Tal fato leva a questdo de como o campo externo € transduzido para o interior
celular. A variabilidade dos estimulos fisicos e das condi¢des biol6gicas abre um leque de
inimeros efeitos bioldgicos dos campos sendo necessario obrigatoriamente a investigacao

experimental, ndo se detendo apenas em modelos tedricos computacionais.

1.3.3. Modelos teoricos de interagdo dos CEM com o sistema bioldgico.

Serdo apresentados a seguir em carater informativo os dois modelos mais

conhecidos na literatura.

Ressonancia de Ciclotron Ibnica (LIBOFF, 1985) e Teoria da Ressonancia
Paramétrica (LEDNEV, 1991).

A Ressonancia de Ciclotron I6nica se baseia no mecanismo de transferéncia de
energia de um campo eletromagnético alternado para o sistema biolégico, quando os ions se
deslocam em trajetorias helicoidais, na presenca de um campo magnético estatico (B)
exibindo uma freqliéncia de ressonancia w.=(g/m).Bs. Essa ressonancia é explicada da
seguinte forma: no vacuo, um ion de carga g, massa m e velocidade V, em um campo

magnético estatico ficardo, exposto a uma forca de Lorentz F=q(VxB). A for¢a induz o ion
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a se deslocar em uma trajetoria circular de raio R=(Vm/qBs). Todas essas forcas
interagindo, determina uma freqiiéncia que o campo externo alternado aplicado juntamente
com 0 campo magnético estatico (que pode ser o da Terra) ird influenciar os ions. Para cada

ion existe uma freqliéncia especifica dependendo do campo magnético estatico.

A Teoria da Ressonéncia Paramétrica foi elaborada com o intuito de complementar
a teoria da Ressonancia de ciclotron i6nica. Baseia-se no mesmo principio, sé que invés de
levar em conta apenas 0s ions, acrescenta a presenca de proteinas ligadas aos ions (célcio-
calmodulina). Nessa ligacdo o ion na presenca de um campo magnético estatico apresenta
um nivel de energia de w.=(q/m).Bs. A razdo entre a densidade de campo magnético
alternado e campo magnético continuo aplicado ao sistema determina a funcdo de Bessel
(Bma/Bmc). Dependendo do valor dessa fungdo e da frequiéncia calculada (w;) € determinada
a probabilidade dos campos externos (alternado e continuo) agirem nos complexos ions-
proteinas. A funcdo € dada por:

Pz Wc_ (Bma/Bmc).

H& muitas controvérsias quanto a aplicabilidade dessas teorias. Além disso, a teoria é

atacada na sua base fisica, pois viola as leis da mecénica quantica. Nao entraremos em

detalhes mais especificos, pois foge o objetivo do nosso trabalho.

1.3.4. Uso terapéutico dos CEM
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A referéncia ao uso médico de correntes elétricas de alta freqiiéncia pode ser
encontrada ja no século XIX gquando d Arsonval passou uma corrente de 1 ampeére através
do seu préprio corpo. Embora se soubesse que quantidades similares de eletricidade em
ultra baixa freqiéncia fossem potencialmente fatais, foi relatada apenas uma sensagéo de

aquecimento local (GUY et al, 1984).

A DOC (diatermia de ondas curtas) foi inicialmente utilizada pelos fisioterapeutas
para enviar energia eletromagnética para os tecidos situados profundamente, através de um
circuito ressonador que coloca o0 paciente em ressonancia com a saida do equipamento
promovendo uma transferéncia maior de energia para a area tratada. A emissdo é
regulamentada por controles federais (ANATEL), o que permite somente quatro
freqliéncias para os propositos médicos (45, 30, 27 e 13MHz) (JOSEPH KAHN, 2001). O
aquecimento tecidual é produzido através da transferéncia de uma poténcia apropriada ao
tecido, no qual se tornou conhecida como diatermia, palavra grega, que significa

“aquecimento através de” (BANSAL et al, 1990).

A energia eletromagnética gerada pela DOC pode ser transferida por dois métodos,
0 capacitivo e o indutivo. No capacitivo sdo usados dois tipos de eletrodos (placas), o
flexivel e o fixo (rigido). O primeiro tipo de eletrodo é acoplado a éarea tratada em duas
técnicas basicas, a convencional em paralelo e em série. A técnica convencional € aplicada
em regides de bom acoplamento, como grandes areas musculares. No caso de regides de
dificil acoplamento, como extremidades articulares, € adotado o método capacitivo com
eletrodo fixo ou técnica de Schliephake. No método indutivo os eletrodos sdo do tipo

tambor articulado, tambor simples e tambores de indugédo sem contato, que podem ser
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aplicados individualmente. Nessa técnica regides teciduais mais profundas sdo aquecidas
em relacdo a técnica capacitiva (JOSEPH KAHN, 2001). Esse tipo de eletrodo ndo é

encontrado no Brasil.

As correntes de alta freqiiéncia se tornaram terapias populares na Europa a partir do
inicio do século passado. Durante esse periodo, foram constatadas algumas lesfes em
tecidos profundos provocadas pelo aquecimento interno. Por isso na década de 50 foi
desenvolvido um método de ligar e desligar rapidamente o campo, produzindo diatermia de
ondas curtas pulsadas (DOCP), que promovia apenas um leve aquecimento local, caso fosse
empregado uma poténcia média alta e uma duragéo de pulso longa (milisegundo). Como na
maioria das aplicagfes ndo ocorria elevacdo na temperatura tecidual, se desenvolveu o
interesse pelas propriedades ndo-térmicas dos campos eletromagnéticos (JOHN LOW,
1995). A DOCP se caracteriza por uma onda portadora de alta freqtiéncia modulada em

ultra baixa frequéncia.

Nos anos iniciais do seu desenvolvimento, a DOCP em particular, foi aclamada

como benéfica para muitas enfermidades (TZIMA e MARTIN, 1994).

Atualmente a DOCP é mais utilizada que a DOC. Um estudo feito entre
fisioterapeutas ingleses indicou que 75% usam a DOCP nos seus tratamentos diarios em
relacdo a apenas 8% que usam a DOC (POPE et al, 1995). Apesar dessa popularidade ainda
restam muitas questdes relativas a aplicacdo da DOCP e DOC, por exemplo, ainda ndo é
possivel responder conclusivamente em quais circunstancias se deve usar a DOCP ou a

DOC e quais devem ser as doses aplicadas no tratamento. Clinicamente se observa que em
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alguns casos, o processo agudo responde melhor a aplicagdo da DOCP, enquanto nos

processos cronicos ocorre melhor resposta com a DOC (BISSCHOP, 2001).

Contudo, os fisioterapeutas afirmam que a DOCP e a DOC sdo recursos Uteis para o
tratamento de diversas condi¢des patoldgicas, ndo devendo ser descartada das modalidades

fisioterapéuticas so porque essa € uma area pouco pesquisada (LI e FENG, 1999).

CAMERON (1961) atribui as DOCP o aumento na formacdo do colageno,
infiltracdo de células de defesa, fagocitose, atividade histocitaria, e resolucdo de hematomas
em lesdes experimentais infligidas em cdes. Em contraste, CONSTABLE et al 1971,
conduziram uma série de experimento, com a DOCP examinando reparo de feridas em
coelhos e porquinhos da india ndo sendo detectado nenhum efeito benéfico ou maléfico ao
processo de cicatrizagdo. Em 1979 KRAG et al usando um modelo experimental duplo
cego bem controlado, relatou que a DOCP néo tinha efeito na sobrevivéncia de retalhos de
pele experimentais em ratos, mas BANSAL et al 1990 usando cdes concluiram que a
DOCP estimularam a maturacdo precoce das fibras de coldgeno e a regeneracdo mais

répida de fibras musculares lesadas.

Contribuindo com a linha de pesquisa, GOLDIN et al 1981 mostrou que a DOCP é
capaz de aumentar a velocidade de regeneracdo da ferida no local doador ap6s enxertos de
pele, enquanto ITOH et al 1991 e SALZBERG e COOPER-VASTOLA 1993, mostraram
que a DOCP aumenta a velocidade de resolucdo de Ulceras de pressdo cronica. Alguns
experimentos carecem de informacdes sobre a dose (quantidade de energia), duragcéo do

tratamento ou numero de aplicacBes, enquanto outras apresentaram falhas graves na
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metodologia usada. Alguns autores, baseados na lei de Arndt-Schultz afirmam que uma
dose muito baixa de DOCP ndo teré efeito e uma dose muito alta pode ser prejudicial,
sendo necessario uma dose moderada para cada processo instalado (KLEBER-MOFFER et
al, 1996; LOW, 1997, 2001) O grande problema é encontrar essas doses para cada caso. Por

iSO € necessaria a realizagdo da pesquisa basica “in vitro”.

Os achados conflitantes relatados nesses estudos é atribuido a metodologias e doses
diferentes, nenhum autor descreveu claramente a dosagem com detalhes suficientes para
permitir a reproducdo do experimento em outro laboratério. Isso torna impossivel tirar

conclusdes firmes sobre a dose de tratamento mais efetiva a ser adotada.

E perfeitamente possivel que as células lesadas ou tecidos diferentes respondam em
uma freqiiéncia ou pico de poténcia em particular. Pode ser que uma dose alta cause a piora

de uma condicdo ou que uma dose baixa demais ndo produza efeito (KITCHEN, 2003).

J& estd sendo demonstrado que os CEM em ultra baixa frequéncia atuam de forma
especifica em diferentes células e em suas funcdes, podendo a DOCP apresentar 0 mesmo
comportamento. Faz-se necessario uma pesquisa extensa dos efeitos das DOCP na

atividade celular.

O campo eletromagnético da DOC e DOCP na aplicacdo clinica diaria sdo
guantificados em Watts. No préprio equipamento vem especificando a sua poténcia de
saida. Essa unidade fisica ndo d& informagdes suficientes sobre a dosagem, pois nédo

especifica a area na qual a energia é depositada. Com isso a reprodutibilidade dos achados
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bioldgicos se torna dificil. A forma correta € mensurar através de equipamentos especificos
a intensidade do campo elétrico (Volt/metro) ou a densidade de poténcia do campo elétrico
(Watt/metro). Com qualquer um dos dois valores mensurados acima podera ser calculado o
SAR que é a taxa de absorcéo especifica (SAR=s(E)’/r). Onde o s é condutividade do meio
em Siemens/metro, E € a intensidade do campo elétrico e r é a densidade do tecido
corporal. A férmula para resolugdo do problema de quantificacdo da energia depositada
(SAR) leva em conta diretamente a intensidade do campo elétrico. Caso a mensuracdo do
campo tenha sido feita em Watts/metro, a resolucdo deve iniciar encontrando a intensidade
do campo elétrico através da formula W=E%R, onde W é a densidade de poténcia do campo
elétrico (W/cm?), E é intensidade do campo elétrico e R é a resisténcia do ar a passagem do
campo. Caso 0 SAR apresente valor muito baixo apds o calculo é aceito na literatura
cientifica que seja especificado o valor basico mensurado, como a intensidade ou a

densidade de poténcia do campo (ICNIRP, 1998).

Clinicamente se torna inviavel esse tipo de controle na dosagem, pois estes
equipamentos de mensuracdo de unidades basicas apresentam alto custo, sendo dificeis de
adquirir mesmo em laboratdrios de pesquisa. Cabe aos fisioterapeutas que estdo envolvidos
na area de pesquisa com 0s recursos que lhe sdo disponiveis mapear os parametros fisicos

destes campos que influenciam processos bioldgicos especificos.

1.3.5. Campos eletromagnéticos e desnutricdo

Na literatura especializada nas duas areas (magnetobiologia e desnutricdo) nédo

foram encontrados trabalhos que fizesse referéncia a unido desses conhecimentos (Medline,
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PubMed, periédicos CAPES, bibliotecas, COMUT etc). A preocupacao da exposicao e do
uso terapéutico de campos eletromagnéticos € mais encontrada nos paises desenvolvidos, ja
a desnutricdo, a preocupacdo € mais encontrada nos paises subdesenvolvidos e nos
emergentes. Como visto na revisdo dos campos eletromagnéticos agindo no sistema
bioldgico, as células com distdrbios intrinsecos respondem melhor aos campos do que as
celulas normais. Assim, a desnutricdo pode ser um bom modelo de experimentacdo no
estudo da interacdo do campo com o sistema biolégico. Apesar das diversas formas de
desnutricdo, no trabalho optamos pela desnutricdo durante o periodo critico de

desenvolvimento seguido de recuperagdo nutricional.

Assim, como responderiam os “ex-desnutridos” as terapéuticas vigentes que nao
levam em conta geralmente uma eventual desnutricdo pregressa?. Na medicina e
fisioterapia tem aumentado o emprego das radiagdes em diversos tipos de tratamento. Sera
gue os organismos eutroficos apresentam respostas semelhantes aos desnutridos? Diante
deste fato, evidencia-se a necessidade de ser efetuado um estudo cientifico inicialmente “in
vitro”, com densidade de poténcia e frequéncia de radiacdes ndo-ionizantes, utilizados na
pratica clinica, estimulando ou inibindo a atividade de macréfagos, que tiveram sua
formacgéo normal em animais nutridos e naqueles de animais que sofreram de desnutrigéo,
na fase inicial do desenvolvimento do encéfalo, para verificar possiveis alteracfes por parte

deste tipo de célula.

Esta célula, por ser iniciadora de resposta inflamatdria, por participar do processo de
reparacao tecidual e por estar envolvida na resposta imune tanto inata quanto adaptativa séo

de fundamental importancia nos processos infecciosos e na regulagdo da homeostase.
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Justificando-se pois, o estudo neste tipo de célula. Identificando a técnica de aplicacéo, a
densidade de poténcia e a frequéncia eficaz de estimulacdo ou inibi¢do, ocorrera um
direcionamento efetivo para a intervencdo clinica em processos inflamatorios agudos e
cronicos, que acometem pacientes. As vantagens para 0s mesmos, resultara na diminuicao
do tempo de cura, dando um melhor prognoéstico na reabilitacdo, diminuindo o periodo de
afastamento do trabalho, como também no custo financeiro envolvido no tratamento.

Outro ponto principal de investigacdo é observar se macréfago de animais
desnutridos e submetidos a recuperacdo nutricional irdo se comportar de forma semelhante
aos macrofagos de animais nutridos. Isso nos trard uma perspectiva no tratamento de

pacientes nutridos e desnutridos-recuperados.
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1.3.6. A seguir serdo apresentados dois artigos de Revisdo bibliogréfica.

O primeiro intitulado: HOW DOES THE MALNUTRITION ALTER THE
IMMUNE SYSTEM?, analisa como a desnutricdo altera a funcdo imunoldgica e as

consequéncias dessas alteragdes.

O segundo artigo intitulado: EFEITOS DOS CAMPOS ELETROMAGNETICOS

NAO IONIZANTES NO SISTEMA IMUNE, aborda os efeitos da exposi¢do dos campos

eletromagnéticos no sistema bioldgico e mais especificamente no sistema imunoldgico.
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2.- OBJETIVOS

2.1.- Geral

Estudar “in vitro” os eventuais efeitos da radiacdo ndo ionizante no espectro de

radio freqiéncia modulada em ultra baixa freqliiéncia e campo magnético em ultra baixa

freqliéncia de 60Hz sobre a funcdo dos macrofagos peritoneais provenientes de ratos

adultos, nutridos e desnutridos durante o periodo critico de desenvolvimento do encéfalo.

2.2.-Especificos

Em macrofagos submetidos ou nédo a radiacao, estudar:

A adesividade celular

A atividade fagocitica
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3.-HIPOTESES

a) Campos eletromagnéticos de radio freqiiéncia modulada em ultra baixa frequéncia
utilizando a técnica de Schliephake, reduz o indice de aderéncia e a atividade fagocitica no

macrofago peritoneal de rato nutrido.

b) Campos eletromagnéticos de radio freqiéncia modulada em ultra baixa freqiéncia
utilizando a técnica convencional em paralelo, aumenta o indice de aderéncia e a atividade

fagocitica no macrofago peritoneal de rato nutrido.

c) Campos eletromagnéticos de radio freqiiéncia modulada em ultra baixa frequéncia
utilizando a técnica de Schliephake, ndo interferem no indice de aderéncia e na atividade

fagocitica no macrdfago peritoneal de rato desnutrido e recuperado.

d) Campos eletromagnéticos de radio frequéncia modulada em ultra baixa freqiiéncia
utilizando a técnica convencional em paralelo, aumenta o indice de aderéncia e a atividade

fagocitica no macrdfago peritoneal de rato desnutrido e recuperado.

e) Campos eletromagnéticos de ultra baixa freqiiéncia (60Hz), reduz o indice de aderéncia e

a atividade fagocitica no macrofago peritoneal de rato nutrido.

f) Campos eletromagnéticos de ultra baixa freqiiéncia (60Hz), ndo interferem no indice de
aderéncia e na atividade fagocitica no macréfago peritoneal de rato desnutrido e

recuperado.
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4.- APRESENTACAO DOS ARTIGOS

No presente trabalho foi avaliado o indice de adesividade celular e atividade fagocitica
de macrofagos de ratos machos Wistar nutridos e desnutridos durante o periodo
neonatal, submetido a diatermia de ondas curtas pulsadas e a campo magnético alternado
ambos em ultra baixa freqiiéncia. O campo de diatermia foi aplicado com duas técnicas
largamente usadas na pratica clinica. O campo magnético utilizado reproduziu os

parametros fisicos encontrados em uma exposi¢cdo ambiental ou ocupacional.

4.1. Primeiro artigo, intitulado: Interference of electromagnetic fields in adherence and
phagocytic activity macrophages “in vitro”. Submetido como artigo original na revista:

Bioelectrochemistry.

Neste artigo, foram estudados os efeitos da diatermia de ondas curtas pulsadas nas
freqliéncias ultra baixas de 30Hz, 50Hz e 430Hz nas técnicas convencional em paralelo
e Schliephake e campo magnético alternado na frequiéncia ultra baixa de 60Hz, no indice
de aderéncia celular (adesividade) e na atividade fagocitica de macréfagos peritoneal de
ratos Wistar nutridos. Neste estudo foi observado que os campos de diatermia pode
influenciar de forma especifica o indice de aderéncia celular e a atividade fagocitica. O
campo magnético alternado também interfere no indice de aderéncia celular como na

atividade fagocitica.
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Abstract
The effects of electromagnetic fields of modulated radio frequency (RF) at extreme low
frequency and the alternated magnetic field (MF) were studied “in vitro” in peritoneal
macrophages on Wistar male rats, at 60 to 90 days of age, the index of adherence and
phagocytic activity having been analyzed. The RF using 30MHz modulated at extreme low
frequency (30Hz, 50Hz and 430Hz) utilizing Schliephake's technique, conventional
parallel technique and an MF of 60Hz enhanced a significant increase in cellular adherence
of the experimental groups as to its control (p<0,05). The phagocytic activity did not show
any reduction in groups of 30Hz and 430Hz utilizing Schliephake's technique. But got
significant decrease in modulated 50Hz radio frequency Schliephake's technique,
modulated frequency 30Hz, 50Hz and 430Hz at conventional parallel technique and MF of
60Hz. The electric field of radio frequency and the MF increase the index of adherence, and
may have practical applications in physiological processes which need an enhancement of
this phenomenon. The phagocytic activity decreased in the modulated RF and in the MF,
and may be applied directly in acute injure processes, thus controlling the tissue damage
caused by toxic substance set free by macrophages. These will help in choosing the
modulation of RF field during therapeutical procedures, considering that this form of

irradiation is largely used in physiotherapy.

Key words: electromagnetic fields, macrophages, phagocytic activity, cellular adherence.



INTRODUCTION

The effect of interactions in the non-ionizing electromagnetic fields (NI-EMF) with
the living systems have been studied by scientists in the past decades, and the number of
experimental discoveries and theoretical explanations for the interactions of NI-EMF with

the biological system [1,2,3] have been growing.

The exposure to the EMF has been related to an increase in the incidence of
leukemia and the appearance of tumors [4,5,6,7], thus being considered as a possible
human carcinogenic process despite the fact that no biological mechanics keenly

characterized have confirmed that relation [8].

In various cell systems, including the cells of the immune system, several biological
effects have been described after exposure to EMF, and different mechanisms have been
proposed to explain those effects. A particular interest in studying the interactions of these
fields with the immune system is that it has the role of protecting the organism against

invasion of pathogens and the appearance and the development of tumorous mass [9].

The EMF induce changes in the biochemistry of immune cells, thus possibly
affecting the defensive response. Studies carried out in “in vivo” exposure analyzing the
immune system showed reduction in the number of leucocytes in the blood [10, 11], change

in the inflammatory response [12;13] and in the activity of killer's natural cells [14].

The activity and the production of free radical are enhanced in the macrophages of

rats when subjected to 50Hz EMF, 1mT (miliTesla) of field intensity per a 45 minute
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exposure. The same phenomenon occurred when the macrophages were stimulated by
1nMol TDA (12-o tetradecanoilforbol 13-acetate), showing that EMF is a physical stimulus
and may act in the biological mechanism in the same way as a chemical stimulus under

certain conditions, giving similar results [15].

Our objective was to investigate “in vitro” the effects of NI-EMF in modulated
radio frequency (RF) band at extreme low frequency, using Schliepkake's technique and
conventional parallel technique adopted in physiotherapeutical clinical procedures and
extreme low frequency fields found under transmission power lines, home and labor

environment, upon phagocytic activity and peritoneal macrophages adherence in rats.

Material and methods
Animals

Wistar male rats were used. They were healthy, 60 to 90 days of age, and weighed
about 290g. The animal were kept in a vivarium under 23+2°C in dark and clear cycle of 12
hours. They were fed ad libitum with ration (LABINA) and water. Four days before the
experiment the animals were stimulated with a 5ml peritoneal infection of sodium caseinate
6% sterile. After being weighed and anesthetized they had their medulla sectioned for the
peritoneal washing procedure. The area was cleaned with iodate alcohol. Then an incision
was performed on their skin at mid abdomen and 10ml of sterile saline solution was
injected. After some finger massage, an incision in the peritoneal membrane, and aspiration
of all liquid were performed. All the volume of the recovered exudate was quantified and

centrifuged at 1500rpm for ten minutes. The cells were suspended again in 2ml sterile NaCl
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0,2% for the lysis of red blood cells for two minutes. The final volume of the washing with

sterile NaCl 0,9% for the another centrifugation ( 10 minutes/1500rpm) was recovered.

The cells were once more suspended in a complete RPMI 1640 culture (penicillin
100U/ml and streptomycin 100ug/ml-Sigma) with a volume equivalent to the total volume
of the washing for counting procedure. For each animal average of 50 million macrophages
were obtained , 95% of which were cells morphologically accepted by the Giemsa dying
techniques, and its tested viability was always higher than 95% by the exclusion method

using blue tripan.

Cell irradiation

To obtain the cultures of irradiated macrophages part of the cell suspension
removed from each animal after peritoneal washing was subjected to an RF emitter. The
equipment used was KLD's DIATERMAX LM 9006 having a transmitter wave of 30MHz
modulated sine-shaped in burst at extreme low frequency. Its respective parameters of
exposure (table 1) with 40% emission of its total power were in accordance with the
manufacturer [16]. Schliephake's technique (consisting of spacing out the electrodes from
the area 10 to 20 centimeters), conventional parallel technique (consisting of spacing out
the electrodes from the area 2 a 4 centimeters) and sine-shape magnetic field of low

frequency (60Hz) having a magnetic field density of 10uT (microTesla) were applied.
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Table 1.

Treatment ~ Time (minutes) Freq (Hz) Vp-p F.D.P
Control 0 0 0 0
Schliephake 15 30 7,8V 0,381uW/cm?
Schliephake 15 50 7,8V 0,65uW/cm?
Schliephake 15 430 7,8V 5,40puW/cm?
Convencional 15 30 32V 6,36W/cm?
Convencional 15 50 32V 11pW/cm?
Convencional 15 430 32V 91,37uW/cm?

Scheme of irradiation for with modulated 30MHz carrier at extreme low frequency and
40% power of its total emission (100%). The electric fields generated depended on the
emitted power, the distance from the emission source (electrodes), and the frequency
modulation . Hertz (Hz): number of cycles per second; Vp-p: peak to peak voltage of
electromagnetic wave (burst); FDP: field power density in microwatts/square centimeter.
The field power density was measure out of the culture medium RPMI 1640 where the
sample is. The medium conductivity is 7,64mSiemens (~164ohm), and the air resistance is
about 3770ohm. By using these values one noticed, by means of math calculation that

resistance of the medium does not interfere in the measure field power.

The irradiated samples were placed at a fifteen-centimeter distance from the RF
electrodes (average value of distances10 to 20 centimeters) Shliephake’s technique, and
conventional parallel technique were placed at a three-centimeter distance from the RF
electrodes (average value of distances 2 a 4 centimeters). At this position it created an

alternate electrical field tension in volts. That procedure aimed to guarantee that any rise of
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supplied power to the system (cells) would be exclusively dependence on the frequency and
not on the increase of tension. The distance between the electrodes was thirty centimeters.
The samples were kept on Styrofoam rack (expanded polyestiren, 2% polyestiren and 98%
air) during exposure. The RF emitting electrodes were also fixed on Styrofoam racks. The
controlling samples were kept in safe ambience away from the field emitter. Before
exposure to RF a thorough scanning to map any field that might interfere with the
experimental field was carried out in the ambience. We used the TRIFIELD NATURAL
EM METER and a digital HEWLETT PACKARD 54600B oscilloscope. No field with
sufficient intensity to interfere in the experiment was identified (ambient alternate electric
field showed a 47,8 mV RMS). A HEWLETT PACKARD 54600 B digital oscilloscope
coupled to an induction coil of electromagnetic field from a LOGGER MULTIMETER
where there was a glass tube with the sample in it measured the electric tension produced

by RF. An ANRITSU POWER METER ML4803A measured the field power density.

To obtain the irradiated macrophages by means of the sine-shaped magnetic field of
extreme low frequency (60Hz) with density of magnetic flux of 10uT (microTesla) an
autotransformer ATS Line of 500VA was used. The samples were set on an expanded
Styrofoam rack at a distance of 11,5 cm in vertical position in relation to the emitting
source of the filed for an hour. A TRIFIELD BROADBAND METER measured the
magnetic field. The same safety procedure utilized for RF was taken in relation to its

exposure at extreme low frequency.

Adherence index



To proceed with the experiment, macrophages removed from the peritoneal
washing, irradiated or not, and separated in triples were transferred to 35mm diameter
wells, in tissue cultures having 6 wells each, with 2 x 10° cells/ml density, in a total of 2 ml
per well. They were kept in a sterilizer at 37°C under humid atmosphere containing 5%
CO,, for 60 minutes. Then, a factor of 10ul the sample was taken to a Neubauer chamber for

the counting of non-adhered cells in a solution of 1/10 in blue tripan.
The calculus of adherence index was carried out by using Segura et al's (1997) formula.

Al=100-nonadherence cells x 100

Initial n® of cells/ml

Phagocytic activity

Recovered macrophages, irradiated or not, were separated into triples, as described
above. In order to evaluate the phagocytosis rate, cells in Saccharomyces sp suspension
were used. The fungi were bathed three times in Hank's Balance Saline solution (HBSS).
Then, 108 UFC/ml, containing 10° macrophages/ml of RPMI 1640 medium were mixed in

suspension.

The cells (macrophages and fungi) were distributed in optical microscopy plates and
incubated at 37°C in humid atmosphere for an hour. After that period the plates were bathed
in HBSS and dried at ambient temperature and stated dyed with Diff-Quick set (Baxter
Dade, Dudinen, Switzerland). The reading was performed under optical microscope with a
100x lens under immersion. The phagocytosis rate was obtained in percentage by counting

the macrophages, which infiltrated the fungi with 200 cells in all.
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Statistical analysis

For the comparative analysis between the control and the comparative groups for

both phagocytosis and the adherence index Student’s test-t was applied.

Results

The adherence index (Al) was evaluated by the number of cells, which adhered, or
not to the wells of the culture plates. The Al of the macrophages control (1) exposed to
modulated RF Shliephake’s technique at 30Hz (2); 50Hz (3); 430Hz (4) and magnetic field
of 60Hz (5) are shown in Fig.1. The statistical enhancement of the adherence index was
detected in all the experimental groups after being exposed for 15 minutes to RF and 60
minutes to MF. The controlling average and the standard deviation of Al was

51,25%+23,86% in relation to 76,1%+841% for 30Hz, 83,3%+11,14 for 50Hz,

89,33%16,07% for 430Hz and 87,35%=x12,7 for 60Hz MF (p<0,05).
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Fig. 1. Adherence index (Al) of peritoneal macrophages of rats under control (1) and
exposed to modulated RF Shliephake’s technique at 30Hz (2), 50Hz (3), 430Hz (4), and
60Hz MF (5) for 15 and 60 minutes respectively. The bars represent the average and
standard deviation of Al. The asterisks express the significant difference between the

control (p<0,05).

The phagocytic activity was measured from peritoneal macrophages of rats by using
Saccharomyces sp in the presence and absence of modulated RF Shliephake’s technique at
30Hz, 50Hz, 430Hz and 60Hz MF (Fig 2). In two groups there was a statistical decrease of
the phagocytic activity, in the modulated RF at 50Hz and in the 60Hz MF, but no decrease
occurred in the 30Hz and 430Hz groups after an exposure period of 15 minutes for RF and
60 minutes for MF. The controlling average and standard deviation of the phagocytic
activity was 25,83%+3,66 in relation to 20,6%+6,67% for 30 Hz RF, 18,5%5,76% for

50Hz RF, 25,25%+4,35% for 430Hz RF and 18,03%:5,33 for 60Hz MF (p<0,05).
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Fig. 2. Phagocytic activity of peritoneal macrophages of rats in control (1), exposed to
modulated RF Shliephake’s technique at 30Hz (2), 50Hz (3), 430Hz (4), and 60Hz MF (5)
for 15 and 60 minutes respectively. The bars represent the average and the standard
deviation of phagocytic activity. Asterisks represent the significant difference between the

control (p<0,05).

Conventional parallel technique was found statistical enhancement of the adherence
index (I1A) in all experimental groups, after 15 minutes of exposure, how shown in fig. 3.
The controlling average and standard deviation of the adherence index (IA) was 53,43% +
18,41% in relation to 77,5%+18,12 for 30Hz; 85,93%+11,72% for 50Hz and 80 £21,54%

for 430Hz (p<0,05).
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Fig.3. Adherence index (Al) of peritoneal macrophages of rats under control (1) and

exposed to modulated RF conventional parallel technique at 30Hz (2), 50Hz (3), 430Hz (4),
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for 15 minutes. The bars represent the average and standard deviation of Al. The asterisks

express the significant difference between the control (p<0,05).

Phagocytic activity in conventional parallel technique was found statistical decrease
of the phagocytic activity in all experimental groups, after 15 minutes of exposure how
shown in fig. 4. The controlling average and standard deviation of the phagocytic activity
was 24,68% + 7,64% in relation to 13,62% + 5,88 for 30Hz; a 13,12 + 5,87% for 50Hz e

13,68%: 5,87% for 430Hz (p<0,05).
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Fig. 4. Phagocytic activity of peritoneal macrophages of rats in control (1), exposed to
modulated RF conventional parallel technique at 30Hz (2), 50Hz (3), 430Hz (4), for 15
minutes. The bars represent the average and the standard deviation of phagocytic activity.

Asterisks represent the significant difference between the control (p<0,05).

Discussion
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In this assay, cellular adherence of peritoneal macrophages of rats was evaluate by
the adherence index (Al) after cell exposure to modulated RF fields at extreme low
frequency Shliephake’s technique, conventional parallel technique and 60Hz MF. We came
to the conclusion that both RF (by apllying Schliephake’s technique conventional parallel
technique) and MF process significantly enhance cellular adherence after some exposure of
15 and 60 minutes respectively. Macrophages are adhered “in vitro” to certain materials
such as glass and plastic [17]. This adhesion is necessary for the phagocytosis of strange
particles and the migration and diapedesis, although predetermine not higher phagocytic
activity by cell. It is therefore a very important stage for the development of the

inflammatory reaction [18,19].

The RF field parameters used are the same as those applied in the physiotherapy
practice, while those of MF can be found in working places and homes, which use electric

and electronic devices.

Transmembrane protein molecules aid the adhesion mechanism. This linkage has a
relatively low affinity thus compensating with a larger number of adhesion receptors on its
surface, which makes it possible the exploration of its environment without losing its
contact with the medium. That adhesive interaction depends on divalent ions such as
calcium [20]. After its integration to the medium the internal part of the transmembrane
molecule forms a protein complex of intracellular cortex. As a result, the focal contacts are
formed between the cell and its extracellular medium, which will be kept active in the

presence of calcium ions, therefore causing the adhesion to become stronger [20].

The modulation in the concentration of intracellular calcium as a response to EMFs

has already been reported by various researchers [9,21,22,23] despite the fact that the
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interaction mechanics between the field and the signaling cascades are unknown [24], and
that cellular membrane is possibly the main point of interaction between EMFs and the

biological system [24,25].

According to the results found in this paper, one could suggest that the modulated
RF fields at extreme low frequency altered the behavior of the cellular membrane despite
the little amount of energy deposited in the system (cells) an increase in cellular adhesion
was set off, thus interfering in the behavior of calcium ions by means of a still unknown
mechanism. The cell activation process simply carried out by the non-ionizing fields is
largely discussed and some results have shown that this process is only possible in case the
cell has already been pre-stimulated with some specific substance [25]. Recent results have
evinced that these fields can activate the cell directly, but as referred to above, the exact
mechanism of this activation remain unknown [15]. Hypothesis do exist, one of them is that
the signaling chain that involves the inositol triphosphate (IP3) raised to power by the non-
ionizing fields. The IP3 opens calcium channels in the endoplasmatic reticulum, thus
increasing the concentration of that ion in the inner cell, and so all the processes of cellular

signalizing accomplished by the calcium can set off [26].

The moment the macrophage was stimulated in contact with the plastic of the
incubating plates, the prior exposure to the field acted as a co-stimulus, thus enhancing
affinity by means of the interference in the calcium ions of the endoplasmatic reticulum.
The extracellular area of proteins of transmembrane adhesion and the internal part which
forms the protein complex linked to the action filament in the cellular cortex may possibly

have had its power increased in the linking affinity.

Ixvii



The 60Hz MF together with 10uT density probably also interfered in the cellular
membrane through Faraday's Law which affirms that a conductor (cell) crossed by an
alternate MF produces an alternate electric field of equal frequency. It was observed that
even actuating with weak induced electric fields on the membrane the cell underwent some

alteration as to the cellular behavior in reference to adhesion.

The response to high carrying frequency (30MHz) modulated at extreme low
frequency level (30Hz, 50Hz and 430Hz) and at extreme low frequency (60Hz of MF)

shows that cells responded to extreme low frequencies no matter if they were carried or not.

The possible clinical application of this cognition is that modulated RF at extreme
low frequency and MF can be used on inflammation responses where those cells which
make use of these adhesion resources to migrate to the area of the inflammatory nucleus

become necessary. Both injure acute and chronic processes will be benefited.

In the epidemiological point of view, individuals subjected to 60Hz fields, 10uT for
an hour may have their adhesive activities altered, in case that phenomenon is repeated “in

vivo”, even though the consequence of it remains unknown in the long term.

As modulated RF and MF induced by a coil cause the same effect “in vitro” the
study for the utilization of MF for therapeutic objectives related to injure inflammation
processes may be suggested, if one respects the time interval of exposure applied and an

investigation of the possible effects “in vivo”.

The phagocytic activity showed a reduction in phagocytosis, except in modulated

RF at 30Hz and 430Hz Shliephake’s technique.
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The macrophage physiological activation is associated to phagocytosis, which leads
to a formation of species reactive to oxygen [15]. Could this activation increase
phagocytosis there would be an increase in the formation of the reactive species of oxygen;
in case the phagocytic activity is decreased there will be a formation of reactive species of
oxygen and it drops [25]. The activation gets started through stimulus in the cellular
membrane, which is transduced into the cytoplasm through cascades of cellular signaling
[25]. In our particular case we used Saccharomyces sp yeast in order to activate the

phagocytic response of the macrophages.

Activated protein kinase C starts phagocytic activation [27] being in influenced by
electric and magnetic fields [28]. A decrease in the phagocytic activity with a subsequent
increase of intracellular calcium levels was obtained by using continuos MF with field
intensity of 250-1060 Gauss for 24 hours exposure, which interfered in the signaling
cascade of protein kinase C [29]. The PKC needs calcium for its activation, as well as
diacilglycerol and phosphatidilserina [30]. After activation the PKC phosphoresce specific
proteins, which act in various cellular functions, thus being of great importance for the

cellular response.

The difficulty to understand the cellular response to the non-ionizing fields is that it
appears non-linear and non-threshold form, i.e., low intensities may have great effects,
while high intensities may be unnoticed by the cell [29]. Apparently saturated cells, which
are exposed to mitogen, respond with potentiality when subjected to the field, and non-

saturated ones may not respond to it [29].

In this paper, the decrease in the phagocytic activity was obtained through densities

of electric power field and that of very low magnetic field. Literature references say that
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alterations such as those ones may be reached with fields in most strong [3,31]. Despite the
low density of field generated, they all interfered in both adherence and phagocytic activity;
the only ones which did not cause alterations in the phagocytic activity were those

modulated at 30Hz and 430Hz Shliephake’s technique.

The cellular signaling is influenced by windows of specific field frequencies and
intensities which may penetrate in accordance with the cell internal processes, thus
decreasing the phagocytic activity, as it is with the referred to process above. That
corresponds with “specific windows” which states that cellular mechanisms respond to
EMFs through frequency, time of exposure, and specific intensity of each case under study

[32,33].

That parameter of 50Hz exposure Schliephake’s technique and 30Hz, 50Hz and
430Hz conventional parallel technique is suggested to be applied in acute injure
inflammatory processes so as to exert some control of it. The activated macrophages
consume a great deal of oxygen, and “in vivo” activation is often associated with localized
tissue destruction through free radicals of oxygen, nitric oxide (NO) and proteases [15].
Since those fields decrease the phagocytic activity but to not inhibit it, the process of
phagocytosis will only happen with a smaller liberation of toxic substances in the area. It is
the same with MF. The primary problem is that the latter is founding working and home
environmental conditions. The exposure for an hour “in vitro” showed a decrease in the
phagocytic activity, which may cause problems when exposed “in vivo”. The macrophage
existing in the conjunctive tissue represents the first defensive front against infections
processes [17]. In case the system may have a decrease in its activity, both external and

internal infections agents may spread more easily on account of the little resistance they
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might have to their spreading. In the normal physiology of macrophages various cytokines
try to stint the activity modulation of these cells in order to avoid undesirable effects on the
normal tissues. EMF under a certain parameter of exposure behaves like a chemical

stimulus on the macrophages regulation, but its acting mechanism is still unknown [15].

One can come to the conclusion that modulated RF at 30Hz, 50Hz and 430Hz in
Schliephake’s technique, conventional parallel technique and 60Hz MF with low density
(10uT) enhance cellular adherence (1A). The phagocytic activity is decreased in modulated
RF at 50Hz in Schliephake’s technique, modulated RF at 30Hz, 50Hz and 430Hz
conventional parallel technique and in 60Hz MF. May have practical applications in acute
physiological processes induced by injury, thus reducing the activity of the macrophages.
The proof that 60Hz MF with low density cause alteration in the homeostasis of
macrophages cells during so short a period raises some preoccupation in the studies “in
vivo” in checking if the phenomenon “in vitro” is repeated. The control of electromagnetic
environmental pollution is of great importance in the prevention of cellular homeostasis
disturbances, and alterations in microsystems (cell) may have some influence in them

(organisms).
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4.2. Segundo artigo, intitulado: Diatermia de ondas curtas pulsadas e campo magnético
alternado: Interferéncia na adesividade e na fagocitose de macréfagos em ratos submetidos

a desnutricdo neonatal. Submetido a Revista de Fisioterapia da USP.

Em sequéncia ao estudo apresentado no primeiro artigo, referente a influéncia do
campo de diatermia modulado e ao campo magnético em parametros funcionais de
macréfagos de ratos nutridos, este estudo analisa 0s mesmos parametros fisiologicos e
fisicos em macrdfagos de animais desnutridos no periodo neonatal. Neste estudo foi
observado que os macréfagos dos animais desnutridos e recuperados sofreram influéncia
do campo de diatermia, nos parametros fisiologicos analisados, mas com a técnica
diferente a qual os macréfagos dos animais nutridos responderam. O campo magnético

promoveu alteragdes nos macrofagos de animais desnutridos.
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Resumo
Verificou-se “in vitro” o indice de aderéncia e a atividade fagocitica de macrofagos
peritoniais de ratos Wistar machos com 60 a 90 dias de vida, desnutridos e recuperados
apos a exposicdo a diatermia de ondas curtas pulsadas (DOCP) e ao campo magnético
alternado em ultra baixa freqtiéncia. Os animais foram desnutridos durante o periodo de
aleitamento (dieta basica regional) e recuperados a partir do 21° dia de vida com racédo
LABINA. Foram submetidos a DOCP modulada em 30Hz, 50Hz e 430Hz na técnica de
Schliephake e na técnica convencional em paralelo e a um CM de 60Hz. Aumento no
indice de aderéncia celular sé foi encontrado nos grupos experimentais de 30Hz e 50Hz na
técnica de Schliephake e a0 CM de 60Hz em relagdo ao controle (p<0,05). A atividade
fagocitica diminuiu apenas nos grupos de 30Hz e 50Hz na técnica de Schliephake e ao CM
de 60Hz em relagdo ao controle (p<0,05). A DOCP de 30Hz e 50Hz na técnica de
Schliephake e 0 CM aumentam o indice de aderéncia e diminui a atividade fagocitica,
podendo ter aplicacOes diretas em processos traumaticos agudos. Esses achados auxiliardo
na escolha da modulagéo da DOCP durante o procedimento terapéutico, tendo em vista que
esta forma de irradiacdo é largamente utilizada na Fisioterapia e que macrofagos de animais

desnutridos e recuperados respondem a DOCP na técnica de Schliephake e a CM de 60Hz.

Descritores: campo eletromagnético, macréfago, atividade fagocitica, adesividade celular,
desnutricéo.
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Diatermic pulsate small waves and alternate magnetic field: Interference on
the adherence and macrophage phagocitosis by rats submitted to neonatal

malnutrition

Abstract
The “in vitro” adherence index and phagocytic activity of peritoneal macrophages from
Wistar male rats with 60 to 90 days, under malnutrition and recuperated after exposition to
diatermic pulsate small waves (DPSW) and to alternated magnetic field on ultra-small
frequency was evaluated. The rats were submitted for malnutrition during the nursing
period and recuperated after 21 days of life using LABINA ration and then submitted to
DPSW modulated in 30Hz, 50Hz and 430Hz providing the Schliephake and conventional
techniques in parallel and to a CM of 60Hz. Cellular adherence index increased only with
the 30Hz and 50Hz experimental groups using Schliephake technique and CM 60Hz, and
phagocytic activity was reduced with 30Hz and 50Hz using Schliephake technique and CM
60Hz, compared to the control (p<0,05). These finds could be used to choose the ideal
DPSW modulation during the therapeutic process, because these kinds of irradiation are
largely used in Physiotherapy and animal macrophages of animal submitted to malnutrition

responded to DPSW with Schliephake and CM 60Hz.

Key words: Animal malnutrition, cellular adhesivity, phagocytic activity electromagnetic

fields, irradiation.
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Introducéo
A desnutricdo é um dos problemas mais importantes de saide publica no mundo.
Estima-se que cerca de metade da populacdo mundial sofra de algum tipo de desnutricdo®.
A prevaléncia de moléstia infecto-contagiosa em areas onde a fome é endémica,
torna a situagdo mais agravante uma vez que a resisténcia a infeccGes nestas populagdes
apresenta-se reduzida. Como consequéncia, a severidade dos processos infecciosos e a

mortalidade na populagéo mal nutrida sio maiores do que na populagéo higida®.

Dados epidemioldgicos e clinicos demonstram que a deficiéncia nutricional altera o
comportamento do sistema imune®, promovendo enfraquecimento na imunidade mediada
pelas células, na funcdo fagocitica, na concentracdo de anticorpos nos liquidos orgénicos,
na producgéo de citocinas e altera o sistema complemento, aumentando com isso, 0 risco de
infecgao”.

A deficiéncia de nutrientes simples como zinco, selenium, ferro, cobre, vitaminas A,
E, C, B-6 e &cido folico, resulta em alteracdo da resposta imune, mesmo quando o estado de
deficiéncia é relativamente pequeno®. Estes nutrientes estdo envolvidos nos efeitos
regulatorios da funcdo imune adaptativa, principalmente quando mediados por citocinas®.

H4 indicios de que a desnutri¢cdo durante o periodo critico de desenvolvimento do
encéfalo pode acarretar danos no desenvolvimento e funcionamento das func¢Ges do sistema
imune’. As interagBes entre o encéfalo, a hip6fise e o timo em estagios precoces de
desenvolvimento tém sido estudadas e os resultados demonstram uma relacéo clara entre o
encéfalo, a hipofise e o timo na fase embrionaria, ou seja, entre o sistema nervoso, 0

sistema endécrino e o sistema imune®.
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A maioria dos estudos € realizada em animais desnutridos, mas que ndo foram
recuperados totalmente ou parcialmente da desnutricdo, deixando com isso, lacunas no
esclarecimento sobre o comportamento do sistema imune apds recuperacdo total ou parcial
do quadro de desnutricdo promovido durante este periodo.

Progressos recentes em imunologia enfatizam o papel dos macréfagos no sistema
imune, como reguladores da homeostase ou como células efetoras nas infec¢des, tumores e
ferimentos®. A desnutricdo neonatal acarreta no rato adulto, seqiiela duradoura na atividade
funcional do macréfago alveolar™.

A desnutricio mesmo ap0s recuperacdo nutricional parece deixar sequelas
irreversiveis sobre os elementos do sistema imune, a exemplo dos macréfagos'®. Na
fisioterapia tem aumentado o emprego das irradiacGes eletromagnéticas em diversos tipos
de tratamento, como também a exposicao ocupacional e domiciliar para campos magnéticos
de ultra baixa frequéncia. Nos hospitais publicos atende-se diariamente, a um grande
namero de pacientes nos setores de fisioterapia, que utilizam este recurso. A pergunta que
surge na atividade da clinica diaria é: os “ex-desnutridos” respondem as terapéuticas
vigentes, que ndo levam em conta geralmente uma eventual desnutricdo pregressa?

O objetivo do nosso estudo é investigar, “in vitro”, os efeitos da DOCP utilizada na
clinica fisioterapica, com a técnica de Schliephake e a técnica convencional em paralelo e
campo magnético (CM) de ultra baixa freqiiéncia encontrada em linhas de transmissao e
ambientes de trabalho, sobre a atividade fagocitica e o indice de adesividade de macréfagos
peritoniais de ratos desnutridos, durante o periodo de desenvolvimento do sistema imune
seguido de recuperagéo nutricional.

Material e métodos

Animais
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Foram utilizados ratos machos Wistar com idade entre 60 a 90 dias, desnutridos,
aleitados por mées submetidas a dieta nutricional deficiente (Dieta Basica Regional, vide
tabela 1) durante o periodo de lactacdo, aproximadamente 24 dias pés-natal. Apos o
desmame os animais foram mantidos no biotério sob temperatura de 23 + 2°C e ciclo
claro/escuro de 12 horas, recebendo a dieta padrdo do biotério (LABINA) e agua ad libitum
até o sacrificio. Quatro dias antes do experimento, os animais foram estimulados com
injecdo intraperitonial de 5ml de Caseinato de Sédio a 6% estéril. Apds pesagem e sedacéo,
os animais foram sacrificados por sec¢do medular para realizacdo do lavado peritonial. Fez-
se a limpeza da area com alcool iodado, incisdo da pele na por¢do mediana do abdome e
injecdo de 10 ml de Solucdo Salina estéril. Apds massagem digital, realizou-se a incisdo na
membrana peritonial e aspiracao de todo o liquido. Todo volume do exudato recuperado foi
quantificado e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. As células foram ressuspendidas
em 2ml de NaCl 0,2% estéril para lisar as hemacias, por dois minutos e o volume final do
lavado recuperado com NaCl 0,9% estéril para nova centrifugacdo (10 minutos/1500 rpm).

As células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640 completo
(penicilina 100U/ml e estreptomicina 100ug/ml - Sigma) com o volume equivalente ao
volume final do lavado, para contagem. Para cada animal obteve-se em média 40 milhdes
de macrofagos, dos quais 95% eram células morfologicamente aceitas pelas técnicas de
coloragéo de Giemsa e a viabilidade testada sempre maior que 95% pela excluséo com Azul

Tripan.
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Tabela 1.

Composicédo centesimal da Dieta Basica Regional (DBR).

Composigéo Centesimal

Ingredientes g%  Proteina  Carboidratos  Lipideos Cinzas Fibras Kcal%

Feijdo cozi- 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76
do e seco
Farinha de
mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 198,80
Carne seca
Salgada 3,74 2,74 - 0,06 0,06 - 11,50
Gordura
da carne
salgada e
seca 0,35 - - 0,35 - - 3,15
Batata doce 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 4143
Total 100,00 7,87 69,24 0,80 1,26 7,21 315,64

Modificado de TEODOSIO et al., 1990.

Irradiacdo das células

Para obtencdo das culturas de macréfagos irradiados, parte da suspensdo das células
provenientes de cada animal, ap6s o lavado peritonial, foi submetida a um campo
magnético senoidal de ultra baixa frequéncia (60 Hz) com densidade de campo magnético
de 10uT (microTesla) e a um emissor de DOCP, DIATERMAX LM 9006 da KLD com
onda portadora senoidal modulada em ultra baixa freqiiéncia em burst (pulsos) com seus
respectivos parametros de exposicao (tabela 2), com emissdo de 40% de sua poténcia total

como indicado pelo fabricante (11) utilizando a técnica de Schliephake (que consiste em
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um distanciamento dos eletrodos da area tratada de 10 a 20 centimetros) e a técnica
convencional em paralelo (que consiste em um distanciamento dos eletrodos da area tratada

de 2 a 4 centimetros).

Tabela 2.

Tratamento  Tempo (minuto)  Freq (Hz) Vp-p D.P.C
Controle 0 0 0 0
Schliephake 15 30 7,8V 0,381uW/cm?
Schliephake 15 50 7,8V 0,65uW/cm?
Schliephake 15 430 7,8V 6,351 W/cm?
Convencional 15 30 32V 6,36 W/cm?
Convencional 15 50 32V 11pW/icm?
Convencional 15 430 32V 91,37uW/cm?

Esquema de irradiacdo para DOCP com 40% de poténcia de sua emissdo total (100%). Os
campos elétricos gerados foram dependentes da poténcia emitida, da distancia da fonte
emissora (eletrodos) e da modulacdo da freqiéncia. Hertz (Hz): namero de ciclos por
segundo; Vp-p: Voltagem pico a pico da onda eletromagnética (Burst); D.P.C: Densidade
de poténcia do campo em microWatts/centimetro ao quadrado. A densidade de poténcia do
campo foi medida fora do meio de cultura RPMI 1640 onde se encontra a amostra. A
condutividade do meio RPMI-1640 é de 7,64 mSiemens (~164ohm) e a resisténcia do ar é
aproximadamente 377ohm. Com estes valores se observou através de calculos que a

resistividade do meio néo interfere na poténcia do campo medido.
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As amostras irradiadas foram colocadas a 15 centimetros de distancia dos eletrodos da
DOCP na técnica de Schliephake (valor médio das distancias de 10 a 20 centimetros) e
na técnica convencional em paralelo foram colocadas a 3 centimetros de distancia do
eletrodo (valor médio das distancias de 2 a 4 centimetros) que nesse local gerou uma
tensdo de campo elétrico alternado em Volts. A tensdo do campo elétrico gerado pela
DOCP foi medida através do osciloscopio digital marca HEWLETT PACKARD
54600B acoplado a uma bobina indutora de campo eletromagnético proveniente de um
multimetro LOGGER MULTIMETER no local onde o tubo de vidro estava com a
amostra. Esse procedimento teve como objetivo garantir que qualquer elevagcdo em
termos de energia fornecida ao sistema (células) fosse exclusivamente dependente da
freqiiéncia e ndo do aumento de tensdo. A distancia entre os eletrodos foi de 30
centimetros. As amostras foram colocadas em estante de isopor (Poliestireno expandido,
2% de poliestireno e 98% de ar) durante a exposicdo. Os eletrodos emissores da DOCP
também foram fixados em suportes de isopor. As amostras que serviram de controle
foram colocadas em ambiente seguro afastado da emissdo do campo. Foi efetuado no
ambiente antes da exposicdo uma varredura para mapear qualquer campo que pudesse
interferir com o campo experimental. O equipamento utilizado foi o TRIFIELD
NATURAL EM METER e um osciloscopio digital marca HEWLETT PACKARD
54600B. Nao foi, portanto, identificado nenhum campo com intensidade suficiente para
interferir no experimento (campo elétrico alternado ambiental foi de 47,8mV). A
densidade da poténcia do campo foi medida pelo equipamento ANRITSU POWER

METER ML 4803A.
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Para obtencdo dos macrofagos irradiados com o campo magnético senoidal de ultra
baixa frequéncia (60 Hz) com densidade de fluxo magnético de 10uT (microTesla), foi
utilizado um autotransformador ATS Line de 500 VA. As amostras foram colocadas em
uma estante de Poliestireno expandido a uma distancia de 11,5 cm em sentido vertical da
fonte emissora do campo por um periodo de 1 hora. O campo magnético foi mensurado
através do equipamento TRIFIELD BROADBAND METER. O mesmo procedimento de

seguranca utilizado para a DOCP foi tomado em relacdo a exposicao a baixa frequéncia.
indice de aderéncia

Para o experimento, macrofagos provenientes do lavado peritonial irradiados ou ndo
e divididos em triplicata foram transferidos para po¢os de 35 mm de diametro em placas de
culturas com 6 pocos cada, em uma densidade de 2 X 10°células/ml com total de 2 ml por
poco. As placas foram mantidas em estufa a 37°C, sob atmosfera Umida com 5% de CO,
por 60 minutos. Em seguida, aliquotas de 10ul da amostra foram retiradas para contagem

das células nao aderidas, em dilui¢do de 1/10 em azul tripan na camara de Neubauer.

O célculo do indice de aderéncia foi realizado, empregando-se a formula de Segura

et al, 1997. IA=100- células ndo aderidas X 100

n° inicial de células/ml

Atividade fagocitica
Macrdéfagos recuperados do lavado peritonial foram divididos em triplicata, como
descrito acima. Para se avaliar a taxa de fagocitose, foram utilizados fungos Saccharomyces

sp. Os fungos foram lavados trés vezes com Solugdo Salina Balanceada de Hanks’ (HBSS).
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Em seguida, 10° fungos/ml foram misturados em suspenséo, contendo 10° macréfagos/ml
de meio RPMI 1640.

As células (macréfagos e fungos) irradiadas ou ndo foram distribuidas em lamina
para microscopia Optica e incubadas a 37°C, em atmosfera imida, por um periodo de uma
hora. Apds esse periodo as laminas foram lavadas com HBSS e secadas a temperatura
ambiente. Coradas com Diff-Quik set (Baxter Dade, Dldinen, Switzerland). A leitura foi
feita em microscépio dptico, com objetiva de 100X sob imersdo. A taxa de fagocitose foi
obtida, em percentual, através da contagem de macrofagos que fagocitaram o fungo, em um
total de 200 células.

Analise estatistica

Para analise comparativa entre o grupo controle e o grupo experimental, tanto para a

fagocitose e quanto para o indice de aderéncia, foi utilizado o Teste-t de Student.
Resultados

O indice de aderéncia (1A) foi avaliado através da contagem de células que aderiram
ou ndo, a superficie dos pocos nas placas de cultura. O IA dos macrofagos controle (1) e
expostos a DOCP na técnica de Schliephake com modulagéo ultra baixa de 30Hz (2), 50Hz
(3), 430Hz (4) e campo magnético de 60Hz (5) sdo apresentados na Fig 1. O aumento
significativo no indice de aderéncia foi detectado nos grupos experimentais na técnica de
Schliephake de 30Hz e 50Hz e no CM de 60Hz apds um periodo de exposi¢do de 15
minutos para a DOCP e 60 minutos para 0 CM. O grupo experimental de 430Hz néo
apresentou aumento no indice de aderéncia. A média e o desvio padrdo do IA no controle

foi de 54,13 + 4,86 em relacdo a 71,7 + 9,54 para DOCP de 30Hz, 68,86 + 6,64 para DOCP

de 50Hz, 64,28 + 16,09 para DOCP de 430Hz e 73,86 + 13,56 para CM de 60Hz (p<0,05).
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Fig. 1. indice de aderéncia (IA) de macr6fagos peritoniais de ratos desnutridos e
recuperados, no controle (1) e expostos a DOCP na técnica de Schliephake com modulacéo
ultra baixa de 30Hz (2), 50Hz (3), 430Hz (4) e CM de 60Hz (5) expostos por 15 minutos na
DOCP e 60 minutos no CM. As barras representam a média e o desvio padrdo do IA. Os

asteriscos denotam a diferenca significativa entre o controle (p<0,05).

A atividade fagocitica foi medida a partir do contato de macréfagos peritoniais de
ratos com Saccharomyces sp na presenca ou na auséncia da DOCP na técnica de
Schliephake com modulagédo ultra baixa de 30Hz, 50Hz, 430Hz e CM de 60Hz (Fig.2).
Ocorreu diminuicdo em termos estatisticos na atividade fagocitica nos grupos da DOCP em
30Hz e 50Hz e no CM de 60Hz, mas ndo ocorreu diminuicdo no grupo de 430Hz apds um
periodo de exposicdo de 15 minutos para a DOCP. A media e o desvio padrdo da atividade

fagocitica no controle foi de 22,75 + 2,18 em relagdo a 11,83 + 2,16 para DOCP de 30Hz,
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11,75 + 2,40 para DOCP de 50Hz, 21,83 + 0,98 para DOCP de 430Hz e 9,75 + 1,4 para

CM de 60Hz (p<0,05).
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Fig.2. Atividade fagocitica de macrofagos peritoniais de ratos desnutridos e recuperados, no
controle (1), expostos a DOCP na técnica de Schliephake com modulagdo ultra baixa de
30Hz (2), 50Hz (3), 430Hz (4) e CM de 60Hz (5) expostos por 15 minutos na DOCP e 60
minutos no CM. As barras representam a média e 0 desvio padrdo da atividade fagocitica.

Os asteriscos denotam a diferenca significativa entre o controle (p<0,05).

O IA dos macrofagos controle (1) e expostos a DOCP na técnica convencional em
paralelo com modulacdo ultra baixa de 30Hz (2), 50Hz (3) e 430Hz (4) sdo apresentados na
Fig 3. Nenhum efeito significativo foi observado no indice de aderéncia nos grupos
experimentais de 30Hz, 50Hz e 430Hz apds um periodo de exposicdo de 15 minutos. A

média e o desvio padrdo do IA no controle foi de 52,14 + 3,93 em relacdo a 56,07 + 10,59
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para DOCP de 30Hz, 57,85 + 9,06 para DOCP de 50Hz, 56,42 + 6,26 para DOCP de

430Hz (p>0,05).
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Fig.3. Indice de aderéncia (IA) de macrofagos peritoniais de ratos desnutridos e
recuperados, no controle (1) e expostos a DOCP na técnica convencional em paralelo com
modulacéo ultrabaixa de 30Hz (2), 50Hz (3), 430Hz (4) expostos por 15 minutos. As barras

representam a media e o desvio padrdo do 1A (p>0,05).

Nenhum efeito significativo foi observado também na atividade fagocitica nos
grupos da DOCP na técnica convencional em paralelo com modulacéo ultra baixa de 30Hz,
50Hz e 430Hz, apds um periodo de exposicdo de 15 minutos (Fig.4). A média e o desvio
padrdo da atividade fagocitica no controle foi de 22,57 + 3,59 em relacdo a 20,85 + 4,59
para DOCP de 30Hz, 22,28 + 3,19 para DOCP de 50Hz, 22,71 + 4,99 para DOCP de

430Hz (p>0,05).
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Fig.4. Atividade fagocitica de macrofagos peritoniais de ratos desnutridos e recuperados, no
controle (1), expostos a DOCP na técnica convencional em paralelo com modulagéo ultra
baixa de 30Hz (2), 50Hz (3), 430Hz (4) expostos por 15 minutos. As barras representam a

média e o desvio padrdo da atividade fagocitica (p>0,05).

DISCUSSAO

Nesse estudo a adesividade celular de macréfagos peritoniais de ratos foi avaliada
através do indice de aderéncia (1A), apds a exposicdo das células dos animais desnutridos e
recuperados da desnutricdo, aos campos de DOCP e CM de 60Hz. No6s observamos o
aumento da adesividade celular ap6s um tempo de exposi¢do de 15 minutos para as
freqiéncias moduladas em ultra baixa freqiiéncia de 30Hz e 50Hz na técnica de
Schliephake e de 60 minutos para os CM de 60Hz, cujos parametros sdo utilizados na
pratica fisioterdpica e encontrados em ambientes de trabalho respectivamente. Os campos
de DOCP modulados em frequéncia ultra baixa de 30Hz, 50Hz e 430Hz na técnica
convencional em paralelo e de 430Hz na técnica de Schliephake ndo alteraram a

adesividade celular.
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A desnutri¢do energética protéica modifica tanto a resisténcia especifica como a ndo

especifica do organismo para agentes infecciosos".

Os macrdfagos sdo reconhecidos pela sua atuacdo na defesa contra a invasao do
organismo por antigenos estranhos. Estas células podem migrar para o intersticio do foco
de reacéo ap6s aderir as células endoteliais*®. A desnutricdo energética protéica altera este
mecanismo reduzindo a expressdo de moléculas de adesdo e a ativagdo de

macréfagos'2*314,

Podendo assim, interferir de forma negativa no mecanismo de
sinalizacdo celular dos macréfagos como o fluxo de calcio e a fosforilagdo das proteinas
quinases®. Além disso, a atividade da cadeia transportadora de elétrons é drasticamente
reduzida na desnutricdo ocorrendo menor producdo de ATP para as células’®. O ATP tem

como principal funcdo fornecer energia para o equilibrio entre o processo de fosforilacéo e

desfosforilagdo de proteinas especifica na sinalizacdo celular™.

A interacdo adesiva é mediada por moléculas protéicas transmembranares
dependentes ou ndo dos ions célcio. As moléculas adesivas dependentes de calcio

7 Moléculas

apresentam fortalecimento na adesdo quando em presenca deste ion
independentes de célcio sdo eletronegativas (&cido sialico) e quanto maior for essa
eletronegatividade, menor serd a for¢a de adesdo. Caso essas moléculas se tornem menos
eletronegativas o processo de adeséo é fortalecido™. Estudos da dinamica de ades&o celular

demonstraram que este tipo de interacdo responde pelas leis que regem as atividades

enzimaticas tendo sua velocidade diminuida, na presenca de baixas temperaturas *°,

Os campos eletromagnéticos alteram ndo s6 a concentragdo do célcio intracelular

como também, interfere na atividade enzimatica das células imunes. Este efeito pode
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interferir na sinalizagdo e no comportamento celular, mecanismo ainda n&o totalmente

compreendido®.

Através dos resultados deste trabalho, sugere-se que a DOCP com a poténcia e a
frequiéncia modulada de 30Hz e 50Hz na técnica de Schliephake e 0 CM de 60Hz entraram
em ressonancia com o sistema (células) deflagrando aumento da adesividade celular
interferindo no comportamento do célcio. Nesse trabalho os animais foram submetidos a
uma desnutricdo severa, durante o periodo de formacdo do sistema imune e foram
recuperados apds essa fase. Apesar da desnutricdo energética protéica promover eventos

como: desarranjo na expressdo de moléculas de adesdo'?*3'4

, reducdo da ativacdo de
macréfagos, interferéncia na sinalizacdo intracelular dos macréfagos™, os campos
eletromagnéticos, neste trabalho, aumentaram o indice de aderéncia que em parte, esta

diretamente relacionado com os ions calcio fortalecendo este fendmeno celular. O

mecanismo pelo qual isto ocorre ainda ndo é conhecido.

A adesividade celular ndo sofreu influéncia da DOCP na técnica convencional em
paralelo na modulacgdo nas freqiiéncias ultra baixa de 30Hz, 50Hz e 430Hz, como também
ndo sofreu influéncia na técnica de Schliephake na freqiiéncia ultra baixa de 430Hz. Isso
sugere que a poténcia de densidade do campo, que em parte foi dependente da freqiiéncia
modulada, ndo se encontra na faixa de janela especifica do sistema celular. Deve ser
observado que a DOCP de 430Hz na técnica de Schliephake gerou uma densidade de
poténcia no local das amostras de 6,35uW/cm? coincidente com a poténcia gerada na
DOCP de 30Hz com a técnica convencional em paralelo (6,36pW/cm?). Nesse trabalho, os
animais foram submetidos & desnutricdo severa durante o periodo de formacéo do sistema

imune e recuperado em seguida. Nesta situacdo sdo inexistentes os estudos conclusivos
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determinando quanto é recuperado a nivel celular. O que podemos observar é que 0 campo
eletromagnético com os parametros utilizados néo foi eficaz em alterar o comportamento
das moléculas de ades&o celular.

O processo de ativacdo celular promovido puramente pelos campos ndo ionizantes é
muito discutido, alguns resultados demonstram que este processo sO € possivel caso a
célula ja tenha sido pré-estimulada com alguma substancia®’. Resultados recentes

23,241 mas

apresentam evidéncias que estes campos podem ativar a célula de forma direta
como ja comentado acima, 0 mecanismo exato desta ativacdo permanece desconhecido®%,
Hipoteses existem, uma delas é que a cadeia de sinalizacdo que envolve o inositol trifosfato
(IP3) é potencializada pelos campos ndo ionizantes. O IP3 abre os canais de calcio no

reticulo endoplasmatico, elevando a concentracdo deste ion no interior da célula

deflagrando assim, todos os processos de sinalizacdo celular promovido pelo célcio®.

No momento em que o macrofago entrou em contato com o plastico da placa, a
exposicao prévia aos campos agiu como um co-estimulo, aumentando a afinidade, atraves

da interferéncia nos fons célcio.

A provavel aplicacéo clinica deste conhecimento é que DOCP pode ser utilizada em
processo inflamatdrio onde células necessitam de adesdo para migrar ao foco inflamatorio
(lesBes traumaticas agudas e crénicas). Ja foi demonstrado clinicamente em idosos, que
apresentam naturalmente aumento da adesdo de macrofagos, que este fenbmeno quando
instalado crénicamente ndo é benéfico para o organismo, pois esta ligado a formacao de
aterosclerose®®. A utilizagdo deste tipo de irradiacio (DOCP) deve ser por tempo
relativamente curto e a andlise efetuada foi apds uma hora da irradiacdo “in vitro” ndo se

sabendo entdo como esse processo se comporta apds tempo mais longo. Com o CM de
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60Hz o periodo de exposicao de 60 minutos foi suficiente para deflagrar o mesmo processo.
A preocupacdo inicial a este tipo de irradiagdo é que ela é encontrada em ambientes de
trabalho industrial que utilizam equipamentos elétricos, por um periodo de até oito horas
diaria®’.

A atividade fagocitica demonstrou uma reducdo apds a exposicdo a DOCP
modulada em freqiiéncia ultra baixa na técnica de Schliephake de 30Hz e 50Hz e ao CM de
60Hz. A ativacdo fisiolégica do macréfago estd associada a fagocitose e aumenta a
formagdo de espécies reativas de oxigénio. Caso contrario, se a atividade fagocitica esta
reduzida a formacdo de espécies reativas de oxigénio decai’’. A ativacdo é deflagrada
através de estimulos na membrana celular que é transduzida para o interior citoplasmatico
através das cascatas de sinalizagdo celular’®. No caso particular do nosso trabalho foi

utilizada a levedura Saccharomyces sp para ativar a resposta fagocitaria dos macréfagos.

Macrofagos obtidos de animais com deficiéncia energética protéica, de vitamina D3
e A, apresentaram baixa atividade fagocitica e anti-tumoral®*®3', A associacdo entre a
deficiéncia nutricional e aumento na susceptibilidade para as doencas infecciosas ja é bem
conhecido®. Uma diminuicdo na atividade fagocitica com aumento nos niveis de célcio
intracelular foi conseguida com campo magnético continuo® e com microondas de

baixissima intensidade®*.

As variagbes nos niveis do ion calcio intracelular promove alteracBes tanto
estimulatérias como inibitérios nas células do sistema imune®. Os dados experimentais
levam a crer que, campos eletromagnéticos aumentam a permeabilidade da membrana
citoplasmatica para ions célcio através dos canais de calcio, podendo também inibir o

efluxo desse ion para o exterior da célula. A reserva de célcio no reticulo endoplasmatico é
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liberada através de mensageiros celulares e a propria captacdo para o interior do reticulo
endoplasmatico pode ser alterado pelos campos eletromagnéticos, com isso, mantendo as

concentracdes do fon elevadas no citosol®.

Cétions divalentes como o célcio, foram identificados como sendo um dos fatores
mais importantes para influenciar a fagocitose. O aumento intracelular esta associado com a

diminuicéo da fagocitose de particulas estranhas®" %,

A dificuldade para entender a resposta celular aos campos nédo ionizantes é que ele
se apresenta de forma n&o-linear e ndo-limiar, ou seja, pequenas intensidades podem
apresentar grandes efeitos, altas intensidades podem passar despercebidas pela célula®. A
adesividade celular e a atividade fagocitica dos macréfagos dos animais desnutridos e
recuperados, estudados em nosso trabalho, foram alteradas com campos que apresentaram
uma menor densidade de poténcia de energia (30Hz e 50Hz na técnica de Schliephake e
CM de 60Hz) em relagdo a campos com maiores densidades (430Hz na técnica de

Schliephake e 30Hz, 50Hz e 430Hz na técnica convencional em paralelo).

Os macrdéfagos residentes dos tecidos conjuntivos representam a primeira linha de
defesa contra processos infecciosos’. Caso o sistema tenha sua atividade diminuida, agentes
externos como internos podem proliferar-se com maior facilidade, pois encontraria pouca
resisténcia ao seu avango, isto nos trds uma preocupacdo quanto a exposi¢do do terapeuta e
do trabalhador para campos desta ordem, por tempo indeterminado. Pacientes que sofreram
desnutricdo durante a fase critica de desenvolvimento do sistema imune podera
naturalmente apresentar diminuicdo na atividade fagocitica que podera ser potencializada

pela aplicacdo da DOCP ou da exposi¢édo ao CM de 60Hz.
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CONCLUSAO

A DOCP modulada em ultra baixa freqliéncia de 430Hz na técnica de Schliephake e
de 30Hz, 50Hz e 430Hz na técnica convencional em paralelo ndo interfere no indice de
aderéncia e na atividade fagocitica. A DOCP modulada em ultra baixa freqtiéncia de 30Hz
e 50Hz na técnica de Schliephake e 0 CM de 60Hz aumentam o indice de aderéncia (I1A) e
reduzem a atividade fagocitica podendo ter aplicacfes praticas em processos traumaticos

agudos que necessitem de interferéncia na adesividade celular e na atividade fagocitica.
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DISCUSSAO GERAL




5.- DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que os CEM de RF modulada (DOCP) e o0 CM, ambos
em ultra baixa frequéncia, interferiram na atividade fagocitica e na adesividade de
macrofagos peritoneais de ratos machos Wistar tanto nutridos como nos desnutridos e
recuperados da desnutricdo. A interferéncia foi dependente da técnica utilizada. Nos
macrofagos dos animais nutridos a irradiacdo pela técnica de Schliephake com as
freqliéncias moduladas de 30Hz, 50Hz e 430Hz e 0 CM de 60Hz aumentaram o indice de
aderéncia celular, porém, sé ocorreu diminuicdo na atividade fagocitica, na freqiiéncia de
50Hz e no CM de 60Hz. Na técnica convencional em paralelo o indice de aderéncia foi
aumentado e a atividade fagocitica foi reduzida em todas as freqiiéncias estudadas (30Hz,
50Hz e 430Hz). O que diferencia uma técnica da outra, utilizando a mesma poténcia de
saida do equipamento é a densidade de poténcia do campo que esta relacionada, nesse caso,

com a distancia das amostras em relacdo a fonte emissora.

Nos macrofagos dos animais desnutridos e recuperados a técnica de Schliephake
com as frequéncias moduladas de 30Hz e 50Hz e 0 CM de 60Hz aumentaram o indice de
aderéncia celular e reduziram a atividade fagocitica, o que ndo ocorreu com a freqliéncia de
430Hz na técnica de Schliephake e na técnica convencional em paralelo (30Hz, 50Hz e

430Hz).

Os CEM que interferiram na atividade fagocitica também o fizeram na adesividade
celular, ja na adesividade tal interferéncia nao necessariamente influenciou a atividade

fagocitica. Esse fendmeno pode ter ligacdo com a concentracdo de calcio intracelular ou de
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como o célcio é direcionado nas suas funcdes de segundo mensageiro dentro da célula por

influéncia dos CEM externos.

O indice de aderéncia e a atividade fagocitica entre os macr6fagos de animais
nutridos e desnutridos e recuperados apresentaram resultados opostos quanto a técnica
utilizada. Nos nutridos a técnica de maior influéncia foi a convencional em paralelo
enquanto que nos desnutridos e recuperados foi a de Schliephake. Como a poténcia do
campo foi fixada em 40% da emissao total (100%) a densidade de poténcia do campo foi
dependente da freqiiéncia modulada e da distancia entre os eletrodos e a amostra. Os
macro6fagos dos animais nutridos responderam a maiores densidades de poténcia, em contra
partida, os desnutridos e recuperados responderam a densidades com menores poténcias.
N&o sabemos ainda porque isto ocorre. Hipdtese pode ser levantada. Como a desnutricdo
energética protéica altera 0 mecanismo de expressdo de moléculas de adesdo (FUKATSU e
HIRAIDE, 2003; MACHAIAH, 1994), diminuindo a expressdo destas moléculas
(McCARTER et al, 1998), enfraquecendo o potencial de ativacdo dos macrdéfagos e
interferindo no mecanismo de sinalizacdo celular como o fluxo dos ions célcio e a
fosforilacdo das proteinas quinases (BRIET, 2003), estas alteracGes predeterminaram uma

janela especifica de resposta aos CEM diferentes do encontrado nos animais nutridos.

O processo de sinalizagdo intracelular desencadeado ap6s ligacdo de moléculas a
receptores na membrana celular ou a mudancas conformacionais por parte desses
receptores, gera uma cascata de sinalizacdo composta por ions e moléculas como proteinas
G triméricas, fosfolipases, fosfoinositol bifosfato, inositol trifosfato, diacilglicerol, PKC,

quinase A, AMPc, adenilciclase, proteinofosfatases, cam-quinase, complexo calcio-
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calmodulina, GTP, GDP, ATP e processos de fosforilagcdo e desfosforilagédo envolvendo
trocas energéticas (ALBERTS et al, 1997). Todas as moléculas possuem cargas elétricas
positivas, negativas ou neutras (HEWITT, 2002). Quando submetidas a um CEM externo
irdo responder de forma particular dependendo do campo interno e externo. Como as
préprias moléculas ao se deslocarem no espaco (citoplasma) geram pequenos campos
eletromagnéticos, estes irdo interagir com o campo externo aplicado. Com as variacoes
moleculares internas nos nutridos e desnutridos abre-se, teoricamente, janelas diferentes de

interacdo de campo.

O biomagnetismo é ciéncia que estuda a formacdo desses campos eletromagnéticos
pelo sistema bioldgico, j& sendo possivel a captacdo destes campos formados pela atividade
elétrica do cérebro (magnetoencefalograma), olho (magnetoretinograma), coragao
(magnetocardiograma),  estbmago  (magnetogastrograma) e o0 coracdo fetal
(magnetocardiograma fetal). A medigdo como pode ser visto acima se d& em 6rgaos, que
nada mais sdo, que um grupamento de milhdes de células com todos 0s seus campos
eletromagnéticos somados. E apenas questdo de tempo para que 0os campos sejam medidos
diretamente na célula individual (MALMIVUO e PLONSEY, 1995). A magnetobiologia
que € o estudo das consequéncias da interacdo dos CEM externos com o sistema bioldgico,
poderd se somar com o biomagnetismo formando uma nova linha de pensamento cientifico

(FREY, 1995; MALMIVUO e PLONSEY, 1995).

As células do sistema imune séo utilizadas como meio sensitivo para detecgdo dos
efeitos dos CEM tanto na ciéncia basica como para aplicacdo clinica (BERSANI, et al

1989). Na fisioterapia ha um grande interesse na compreensdo béasica dos efeitos dos
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recursos eletrotermofototerdpicos em processos patolégicos, como por exemplo, nas

inflamacoes.

A defesa tecidual inicial contra uma infeccdo ou lesdo traumatica consiste em duas
linhas de protecdo que caracterizam a defesa inata ndo-induzida sendo considerada uma
resposta pré-inflamatéria. Apdés a invasdo ou lesdo inicial do tecido conjuntivo, os
microrganismos e/ou tecidos lesionados sdo imediatamente combatidos por macré6fagos
teciduais residentes (fagocitose) e pelo sistema complemento, ativado por uma via
independente de anticorpos. A ativacdo do complemento e a acdo dos macrofagos
residentes ocorrem nas primeiras horas ap6s a infeccdo ou lesdo local. Se os
microrganismos ou os tecidos lesionados ndo forem controlados nesta etapa de defesa
inicial, uma segunda via de resposta € induzida visando conter o processo infeccioso ou de
células degeneradas chamada de resposta inflamatéria aguda ou defesa inata induzida

(ABBAS et al, 2000).

A resposta inflamatdria aguda consiste na resposta dos macréfagos a infeccdo ou a
lesdo, secretando uma gama variada de mediadores quimicos, tais como: IL-1, IL-6, IL-8,
1L-12, TNF-a, prostaglandinas, leucotrienos e radicais livres de oxigénio. A ativagdo do
complemento gera compostos vasoativos, como 0 C3a e Cba. Os efeitos combinados destes
mediadores resultaram no desenvolvimento da resposta inflamatéria (SIQUEIRA e

DANTAS, 2000).
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A inflamagdo pode ser também definida como uma reacdo da microcirculagdo
induzida por uma agressao aos tecidos, com a consequiente movimentacdo de elementos
intravasculares, como fluidos, células e moléculas, para o espaco extravascular. Ela é
caracterizada por alteragcbes no calibre vascular, com conseqliente aumento no fluxo
sanguineo; alteracBes estruturais nos componentes da microcirculagdo, acarretando em
aumento da permeabilidade vascular e na saida de células e moléculas dos vasos para 0s
tecidos; migracdo de células de defesa e acimulo no espaco extravascular, onde ocorre a
lesdo. Neutréfilos sdo os principais combatentes em um local acometido por inflamacéo
aguda seguidos por mondcitos que deixam a corrente sangliinea e, ao adentrarem nos
tecidos, diferenciam-se em macréfagos, que atuaram no local acometido pela inflamagéo.
Os neutrdfilos respondem a quimiotaxia de substancias liberadas no local da leséo induzida
pelos microorganismos ou tecido degenerado, ativando receptores de alta afinidade para

peptideos bacterianos e de I1L-8 liberada pelo macréfago (SIQUEIRA e DANTAS 2000).

O papel da inflamagdo consiste em conter e isolar a leséo, destruir os organismos
invasores, inativar as toxinas e iniciar o processo de cura e reparo. Todavia, a inflamacdo e
o0 reparo podem ser potencialmente nocivos, causando reacGes de hipersensibilidade que
ameacam a integridade do individuo, bem como lesdo progressiva e fibrose de estruturas. A
intensidade do processo inflamatério é comumente proporcional ao grau de lesdo tecidual

(FREIRE, 2001).

Na clinica fisioterapica é largamente utilizada a crioterapia (imersao na agua a 4°C,
sprays vaporizadores a 2°C e bolsas de gelo a 0-3°C) para combater os efeitos fisiolégicos

iniciais da inflamag&o aguda (sinais cardeais). Esses sinais sdo calor, rubor, tumor, dor e
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perda de funcdo. O calor é promovido pelo aumento da temperatura local devido a
vasodilatacdo, o rubor é a aparéncia avermelhada na regido também produzida pela
vasodilatacdo, o tumor é provocado pelo aumento na permeabilidade vascular, a dor deve-
se a acdo direta de mediadores quimicos sobre fibras nervosas e/ou devido ao aumento de
permeabilidade vascular. O edema tecidual comprime as terminagdes nervosas livres, sendo
a principal causa de dor associada a inflamagdo na maioria dos tecidos e a perda de funcéo
em consequéncia a tumefacdo e dor, os tecidos afetados perdem as suas fungfes normais

(GUIRRO e MAXIMO 1999).

A aplicacgdo crioterapica é efetuada logo apds a lesdo traumatica da articulacéo e dos
tecidos circunjacentes, ou seja, minutos apés o trauma. Mas nessa fase as células
responsaveis pela defesa inata ndo induzida sdo os macrofagos residentes e o sistema de
complemento ativado por via independente de anticorpos que irdo fagocitar as celulas
danificadas, que dependendo do grau (extensdo) da lesdo ndo necessitara induzir a resposta
inflamatoria aguda. Caso a lesdo seja extensa (perda imediata da funcdo articular provocada
pela dor), sera deflagrada a resposta inflamatéria aguda promovida pelo macréfago, sistema
complemento e pelas substancias quimioatrativas dos tecidos lesionados. A crioterapia
nessa fase ir4 reduzir potencialmente os efeitos da inflamacdo aguda (sinais cardeais)
promovendo grande alivio para o paciente. Contudo a queda da temperatura local ira
retardar o processo basico de regeneragdo tecidual (ROSA et al, 2002). Em lesdes com
graus menores (sem perda da funcdo articular e pequena dor localizada) ndo se sabe ainda
as consequéncias desse procedimento crioterapico na formacdo da resposta inflamatéria

aguda (ROSA et al, 2002). Estes estudos sdo realizados em organismo eutréficos, ndo tendo
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referéncias na literatura sobre os possiveis efeitos da crioterapia em organismos

desnutridos.

O tecido submetido a crioterapia tera reducdo de sua atividade metabdlica em todos
0s seus componentes, como células, moléculas e enzimas. Muitas vezes essas redugdes sao
importantes dentro de um determinado quadro, no qual se pretende influenciar em todo o
sistema. Mas em outros casos ocorre a necessidade de se direcionar em um objeto
especifico, seja célula, molécula ou enzima. Nestes casos a crioterapia ndo € eficaz,
cabendo aos CEM com suas janelas de intensidade e frequéncia atuarem de forma mais

especifica.

O uso da DOCP e do CM de 60Hz que influenciaram no indice de aderéncia e na
atividade fagocitica relatados no trabalho apresentam uma contra indicacdo absoluta
durante o periodo da defesa inata ndo-induzida, ou seja, logo apés uma lesdo, pois
teoricamente a exposicdo a esses campos ird reduzir a atividade fagocitica, facilitando o
avango de microrganismos e o retardo no processo de eliminagdo de tecido lesionado apos
o trauma. Como 0s agentes agressores nao foram contidos na primeira linha de defesa,
naturalmente serd desencadeada a resposta aguda ou defesa inata induzida. As fases do
processo inflamatério (pré-inflamatério e pré-inflamatorio) e o grau da lesdo serdo
predominantes na escolha dos CEM que podem ser utilizados terapeuticamente para
controlar o mecanismo celular. Caso a alteracdo na atividade do macrofago pelos campos
magnéticos promovida “in vitro” seja confirmada “in vivo”, a exposi¢do a esses campos
podera trazer consequéncias deletérias para 0 organismo, ja que esses campos Sao

encontrados em areas residenciais e de trabalho.
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Na resposta inflamatéria aguda o uso da DOCP na frequéncia e técnica que
interferiu concomitantemente no indice de aderéncia e na atividade fagocitica, teoricamente
poderéa ser usada nessa fase, pois a reducéo significante na atividade fagocitica ird controlar
0 processo fagocitario, consequentemente evitando lesdes induzidas pela atividade
excessiva do macrofago. O processo de reparo sera deflagrado, mas com uma intensidade
menor do que com 0 uso da crioterapia que tem como efeito um decaimento total do
mecanismo de reparo tecidual. O CM de 60Hz promoveu 0 mesmo efeito da DOCP

podendo ser levantado a hip6tese de uso terapéutico de CM de ultra baixa freqiiéncia.

GAMALEY et al, 1995 demonstrou que campos eletromagnéticos de alta freqiiéncia
modulados em ultra baixa freqiéncia de 50Hz por 30 minutos emitidos através de um
equipamento utilizado terapeuticamente (Megawave 150/1) aumentou de forma
significativa & fagocitose e a atividade da enzima NADPH oxidase em macrofagos,
produzindo anion superoxido pela reducdo da molécula de O,. O fenémeno ndo ocorreu
com as frequéncias moduladas de 15, 30 e 99Hz. Caracterizando com isso a presenca das
janelas especificas de freqliéncia e tempo. O comportamento enzimatico apresentou
caracteristicas ndo lineares. Com esse tipo de resposta celular, os autores sugerem a
aplicacdo deste campo durante o processo inflamatorio diretamente ligado a acéo
microbicida, detendo o avangco do agente patogénico. Resta-nos saber como 0s
microrganismos que estdo sendo combatidos se comportardo diante do mesmo campo

eletromagnético.
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Mas a acdo antiinflamatéria foi encontrada na aplicacdo de campo magnético
pulsado em 50Hz no qual diminuiu significativamente a formacdo de edema apés a
inoculacdo de uma substancia que provoca uma inflamacéo aguda (carragenina). O maior
efeito do campo foi observado quando ocorreu a aplicacdo antes e ap6s a inoculacdo do
produto inflamatério. Os autores discutem o trabalho argumentando que o campo
magnético interferiu na resposta dos fagocitos profissionais, modulando a agdo dessas

celulas (ZECCA et al, 1985).

A cicatrizagdo tecidual sofreu interferéncia com campos de RF emitidos de forma
continua nas frequéncias de 53,53GHz, 42,19GHz e 42,19GHz modulada em 200MHz
expostos por 5 dias durante 30 minutos por dia. Os campos emitidos na freqliéncia de
53,53GHz e 42,19GHz causaram inibi¢do no processo de cicatrizagdo, enquanto 0s campos
de 42,19GHz modulado em 200MHz promoveram aceleragcdo no processo de cicatrizacdo
(IMANTS et al ,1996). Apesar da elevada frequéncia os campos emitidos ndo elevaram a
temperatura local, todo efeito bioldgico foi atribuido ao campo eletromagnético. O
interessante é que os campos que foram emitidos de forma continua (sem modulagéo)
reduziram o processo de cicatrizagdo o que normalmente é esperado em campos

modulados.

Acdes especificas dos campos eletromagnéticos em determinadas atividades
celulares estimula o estudo e entendimento do fendmeno para uma posterior aplicacdo
clinica em processos de dificil controle. A liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias por parte
dos macréfagos (IL-1 e IL-6) foi conseguida por campos eletromagnéticos de 60Hz apds 24

horas de exposicdo (PESSIMA e ALDINUCCI, 1998). Esses achados sédo de grande
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importancia para a area clinica, pois com atuacdo especifica dos campos pode-se direcionar

que tipo celular serd mais recrutada na resolucéo do quadro patoldgico.

Alguns autores, baseados na lei de Arndt-Schultz afirmam que uma dose muito
baixa de DOCP ndo tera efeito e uma dose muito alta pode ser prejudicial, sendo necessario
uma dose moderada para cada processo instalado (KLEBER-MOFFER et al, 1996; LOW,
1997, 2001). No nosso trabalho as doses que causaram alteracGes nos parametros estudados
foram na ordem de pW/cm® Mesmo estando dentro deste espectro de densidade de
poténcia alguns valores influenciaram as células outros ndo. A lei de Arndt-Schultz é
aplicada em campos que geram efeitos térmicos, ndo se aplicando diretamente para os
efeitos ndo térmicos. Com uma visdo mais criteriosa da lei pode ser observado que ela pode
em parte, ser aplicada para fenbmenos nédo térmicos, pois quando se afirma que a alteracéo
bioldgica ocorrera em resposta a exposicdo ao campo com uma dose moderada, abre-se
com isso, uma janela especifica. Outra informacéo importante fornecida pelo resultado do
trabalho € que essas janelas podem ser encontradas sutilmente préximas de outras que nao
afetam o parametro bioldgico estudado ndo sendo obrigatdrio regras exponenciais para a

escolha das poténcias utilizadas.

A DOCP é largamente aplicada em diversos processos patologicos desde traumas a
doencgas reumaticas, apresentando bons resultados. O conhecimento vigente dos efeitos dos
CEM no sistema bioldgico determina que a alteragdo no comportamento celular se da de
forma néo linear e ndo limiar. No nosso trabalho foi demonstrado que a DOCP segue essa

regra. Por isso a necessidade de estudos “in vitro” e posteriormente “in vivo” com
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metodologias mais rigorosas se tornam urgentes, para determinar o quanto de influéncia é
conseguido através dos CEM da DOCP e quanto é conseguido através de efeito placebo.

A resposta inflamatoria iniciada pela resposta inata ndo induzida e caso seja
necessario a ativacdo da resposta inata induzida, apresenta uma atividade bioldgica de
extrema complexidade que atualmente é combatida no meio fisioterapico através do uso da
crioterapia. Esse recurso como dito anteriormente age em todos os componentes envolvidos
nessa resposta, inibindo todo o processo. Dependendo da extensdo da lesdo tera resultados
benéficos mais também causara retardo no processo de cicatrizacdo natural. Com os CEM
surge uma nova perspectiva de tratamento, apesar do caminho que leva a esse entendimento
ser extremamente arduo. As células e substancias envolvidas na inflamacéo, tanto em
organismos nutridos como desnutridos e recuperados, poderdo responder diferentemente
em estudos “in vitro” e “in vivo”, e 0 mapeamento dos campos gerados pela DOCP que
promovam efeitos bioldgicos comprovados e reproduzidos levara um determinado tempo
de pesquisa. Esse trabalho vem a contribuir na investigagdo no mapeamento dos campos
magnéticos de freqliéncia ultra baixa e de DOCP nos possiveis efeitos produzidos por sua

interagdo no sistema bioldgico.
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6.-CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que densidades de poténcia
de DOCP menores influenciam distintamente o indice de aderéncia celular e a atividade
fagocitica dos macrdfagos peritoneais de ratos Wistar machos nutridos. Densidades de
poténcia de campo maiores aumentam o indice de aderéncia e reduzem a atividade

fagocitica, interferindo nos processos fisioldgicos analisados.

- Nos macrofagos peritoneal de ratos Wistar machos desnutridos no periodo neonatal
e recuperados apos esta fase, densidades de poténcia de campo menores interferiram no
indice de aderéncia e na atividade fagocitica concomitantemente, enquanto densidades de

poténcia maiores ndo alteraram os parametros estudados.

- Nos macrofagos peritoneal de ratos Wistar machos tanto nutridos como desnutridos
no periodo neonatal e recuperados apos esta fase, 0 campo magnético alternado aumenta o

indice de aderéncia celular e reduz a atividade fagocitica.
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7.-PERSPECTIVAS

- Mapear com estudos “in vitro” os parametros fisicos como frequiéncia, densidade de
poténcia, técnica de aplicacdo e tempo de exposicdo dos campos de diatermia pulsada que

interferem nas funcdes fisioldgicas das células fagocitarias.

- Mapear as substancias secretadas (citocinas) pelas células fagociticas apods

estimulacdo dos campos de diatermia pulsada.

- Realizar dosagem de AMPc em cultura de macrofagos apds exposi¢do aos campos

de diatermia pulsada.

- Analisar possiveis influéncias dos campos de diatermia pulsada nas células de

defesa especifica (linfécitos).

- Verificar através de experimentos “in vivo” se 0s achados “in vitro” se repetem.

- Reduzir o tempo de exposi¢cdo ao campo magnetico e observar se a interferéncia

persiste nos parametros analisados nesse estudo.

- Mapear com estudos “in vitro” os parametros fisicos como freqliéncia, densidade de
campo magnético, geometria de exposicdo, forma de onda e tempo de exposi¢do dos
campos magnéticos alternados que interferem nas fungdes fisiologicas das celulas

fagocitarias e de defesa especifica.
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