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“ Sera que somos apenas mutagdes aleatorias, portadores de um DNA que vive

uma eterna jornada em busca de evolugdo, vagando num universo sem sentido? ”

(Modificado de Arntz et al., 2005)

“ O senhor ¢ meu pastor e nada me faltara.

(Salmo 23)



“Na logica formal, uma contradicao ¢ sinal de fracasso, entretanto, na evolucao do
verdadeiro conhecimento, a contradi¢do assinala o primeiro passo no progresso em
direcdo a vitoria. ”

(Whitehead, 2005)
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RESUMO

A exposi¢do da sociedade a Campos Eletromagnéticos (CEM) vem aumentando
vertiginosamente em virtude da ampla expansado tecnoldgica observada nos tltimos anos.
Tanto a geracao, como a distribuigdo e a utiliza¢ao de energia elétrica podem gerar CEM
de baixa freqiiéncia (50 e 60 Hz). Pesquisas vém demonstrando que a exposicao a estes
CEM podem proporcionar alteracdes fisioldgicas. Apesar disto, ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos a extensdo destes efeitos, nem os mecanismos de acdo que
envolve a interacdo com os CEM. O presente trabalho teve como principal objetivo
verificar os efeitos dos CEM de baixa freqiiéncia na espermatogénese de ratos machos em
diferentes fases de maturacdo. Os animais foram obtidos a partir de ratas gestantes,
expostas desde o 13° dia de gestacdo ao CEM de 60 Hz de freqiiéncia e 1 mT de
densidade de fluxo magnético em 3 aplicagdes diarias de 30 minutos. Da prole obtida,
ratos machos foram submetidos a diferentes periodos de exposi¢ao ao CEM (21 e 90
dias). Ao final do periodo experimental, se observou que os animais expostos ao CEM
apresentaram um desenvolvimento ponderal reduzido. Verificaram-se alteragdes
histomorfométricas nos testiculos dos animais expostos por 21 dias. A histometria
quantitativa nao revelou alteracdo estatisticamente significativa na producdo espermatica,
porém, as avaliagdes histopatoldgicas demonstraram que a exposicdo ao CEM pode
desencadear degeneragdo testicular sendo a apoptose o principal tipo de morte celular
observado como conseqiiéncia dos efeitos deletérios dos CEM sobre a espermatogénese.
Os CEM causam alteragdes nas células somaticas e germinativas dos tibulos seminiferos
com provaveis efeitos irreversiveis, uma vez que, animais expostos no periodo critico do
desenvolvimento testicular (13° dia de gestagc@o ao 21° dia pds-natal) apresentaram lesdes
compativeis com a degeneragdo testicular na idade adulta. A dosagem de testosterona
plasmatica e a integridade de DNA dos espermatozoides nao sofreram alteragdes,
entretanto, na avaliagdo da morfologia espermatica observou-se o aumento na quantidade
de patologias espermaticas, principalmente gota citoplasmatica espermatica distal. O
presente trabalho recomenda a realizacdo de pesquisas adicionais e o desenvolvimento de
politicas preventivas em virtude dos resultados sobre os efeitos adversos de campos

elétricos e magnéticos disponiveis até o momento se mostrarem contraditorios.
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espermatozdide, hitomorfometria testicular, testosterona.

ABSTRACT

The society’s exposition to electromagnetic fields (EMF) has been growing
considerable due to the great technological expansion observed in the last few years.
Generation as well as distribution and use of electric energy can generate low frequency
to electromagnetic fields (50 and 60 Hz). Issues have been demonstrating that EMF
exposition could provoke significantly physiological change most of the time,
predisposing the organism to unfavorable conditions in homeostasis. However, the
extension of EMF effects weren’t totally clarified neither were their mechanism’s actions
when there is interaction with living being. The major objective of this issue was to
evaluate the EMF (60 Hz and 1 mT) effects on spermatogenesis process in Wistar rats
exposed during different stages of testicle development. At the end of experimental period
was observed that animals exposed to EMF had reduced body weight along to
development. Histometrics alterations were verified in the testis of the animals exposed
by 21 days. The quantitative histometry did not show significant statistic alteration in the
sperm production, however, histopathological evaluations showed that EMF's expositions
can triggered testicular degeneration being apoptosis the main kind of cell death observed
with consequence EMF’s deleterious effects on spermatogenesis. The EMF cause germ
cell and somatic cell alterations with probable irreversible effects, since, animals exposed
during critical period of testicular development (13" of pregnant to 21" pos-natal day)
showed lesions in adult age compatible with testicular degeneration. The plasma levels of
testosterone and sperm DNA integrity do not changed, but in the sperm morphology
evaluation was observed increase of sperm pathology, mainly distal sperm citoplasmatic
drop. The present work recommends that more issues and adoption of preventive politics
should be realized due to results about side effects of electric and magnetic fields had

been showing at the moment controversy.

Key-Words: FElectromagnetic  field, non-ionizing radiation, spermatogenesis,

spermatozoa, testicular histomorphometry, testosterone.
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1. INTRODUCAO
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A exposicao da populagdo a Campos Eletromagnéticos (CEM) de baixa freqiiéncia
(50 e 60 Hz) vem crescendo gradativamente. Diariamente grande segmento da sociedade
entra em contato com linhas de distribuicdo de energia elétrica, aparelhos eletro-
eletronicos e equipamentos de industrias. Os CEM de baixa freqiiéncia estdo associados
com a produgdo, distribuicdo e utilizacdo de energia elétrica (BOORMAN et al., 1999;
CHUNG et al., 2005).

Nas ultimas décadas, diversos segmentos da sociedade vém sendo expostos a
varios produtos quimicos e agentes fisicos exdgenos. Pesquisas vém demonstrando que o
sistema reprodutor masculino ¢ vulneravel a estes agentes, € que estes podem gerar
distarbios reprodutivos (KUMAR, 2004). Em humanos, entre 10 e 17 % dos casais
apresentam subfertilidade durante algum periodo de suas vidas (EBISCH et al., 2007) e os
homens sdo responsaveis por 20 % dos casos de esterilidade (WINKER e RUDIGER,
20006).

Visando uma melhor compreensdo acerca dos possiveis mecanismos de interagao
entre os CEM e o sistema reprodutor masculino, foi estudado nesse trabalho os efeitos do
CEM de baixa freqiiéncia (60 Hz e 1 mT) na espermatogénese de ratos machos em
diferentes fases de maturacdo. Em virtude da multidisciplinaridade do tema, faz-se
necessdrio uma breve revisdo sobre os fundamentos da espermatogénese, do
eletromagnetismo, bem como dos efeitos dos CEM sobre os sistemas bioldgicos e em

particular, sobre o sistema reprodutor masculino.

1.1. Fundamentos da Espermatogénese

Os testiculos de mamiferos sexualmente maduros sdo componentes vitais a sua
reprodugdo e por conseqiiéncia a perpetuacao destes espécimes. A espermatogénese ¢ um
processo extremamente complexo, que depende de mecanismos que compreendem o
codigo genético das células germinativas e uma rede de comunicagdo entre estas células
germinativas e as células somaticas que estdo presentes no testiculo (VERHOEVEN, et
al., 2007). O processo espermatogé€nico também ¢ regulado por uma complexa e
interligada rede de interagdo enddcrina, paracrina e autocrina entre diversos tipos

celulares (ROSER, 2008).
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Os processos reprodutivos nos animais podem ser descritos através do
funcionamento integrado das células que fazem parte do parénquima testicular. Dentre
estas, as células germinativas, que através de um processo denominado espermatogénese,
se diferenciam até a formagdo de espermatozoides funcionais. Este processo tem duragao
entre 30 e 75 dias nos mamiferos, ¢ 58 dias no rato (FRANCA et al., 1998; FRANCA,
2005), e pode ser subdividido em trés fases: (a) Fase proliferativa ou espermatogonial,
caracterizada por sucessivas divisdes mitoticas das espermatogonias; (b) fase meidtica ou
espermatocitogénica, onde ocorre a duplicagdo do DNA, a recombinagao génica e duas
divisdes que resultam na formacao de células hapléides denominadas espermatides; (c)
fase de diferenciagdo ou espermiogénica, na qual as espermatides sofrem vérias alteracdes
morfofisiologicas, tais como a formagdo do acrossoma, do flagelo e condensacdo nuclear,
resultando na formacdo do espermatozoide (SHARPE, 1994; FRANCA et al., 2005).
Estas células se encontram nos tiibulos seminiferos em associacoes distintas chamadas de
estddios, que podem ser classificados através dos métodos de morfologia tubular
(BERNDTSON, 1977; FRANCA e RUSSEL, 1998) e pelo método do sistema
acrossomico (LEBLOND e CLERMONT, 1952; RUSSEL et al., 1990). No primeiro
método, oito estadios sdo obtidos para todas as espécies, enquanto que no segundo, o
nimero de estadios ¢ variado para cada espécie, sendo o ciclo do epitélio seminifero uma
constante bioldgica espécie-especifica sob controle do gendtipo de cada célula
germinativa (FRANCA et al., 1998; FRANCA et al., 2005).

Além das células germinativas, as principais c€lulas envolvidas no processo da
espermatogénese sdo as de Sertoli e as de Leydig. As células de Sertoli estdo localizadas
nos tubulos seminiferos, onde formam uma barreira através de desmossomos, jungdes do
tipo “gap” e jungdes a base de actina, denominadas jungdes de oclusdao (LUI e CHENG,
2007). Esta barreira, denominada hemato-testicular, divide o epitélio seminifero em dois
compartimentos, um com localizacdo basal, onde se encontram as espermatogdnias € 0s
espermatocitos primarios na fase inicial da profase meidtica e um outro denominado
compartimento adlumial, onde encontram-se os espermatocitos primarios a partir da fase
de zigoéteno, espermatocitos secunddrios e espermatides. A barreira hemato-testicular
promove um microambiente isolado e imunoprivilegiado essencial para o

desenvolvimento do processo espermatogénico (SHARPE, 1994; FRANCA et al., 2005).
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As células de Sertoli também desempenham fungdes de essencial importancia para o
desenvolvimento das células germinativas, como o fornecimento de nutrientes, mediagdo
do horménio foliculo estimulante (FSH) e da testosterona na espermatogénese, bem como
fornece suporte fisico (sustentagdo) para estas células. As células de Sertoli tém
participacdo ativa no processo de espermiagao (liberagdao) das espermatides para o limen
tubular, fagocitose dos corpos residuais (excesso de citoplasma das células germinativas)
e das células germinativas que sofrem apoptose. Estas células secretam fluidos no limen
tubular, que possuem fung¢do de veiculo para o transporte dos espermatozdides, maturacao
espermatica e que também possui o importante papel de auxiliar na funcao epididimaria.
A secrecdo de fluidos também ocorre em dire¢do ao compartimento intertubular,
envolvendo mecanismos de regulacdo paracrina de outros tipos celulares, como as células
musculares lisas dos vasos sanguineos, células peritubulares midides e as células de
Leydig (SHARPE, 1994; FRANCA e RUSSEL, 1998). Além destas células, também
estdo presentes no testiculo outras células somaticas, tais como as células endoteliais e os
fibroblastos (FRANCA et al., 2005).

As células de Leydig sdo outro tipo celular de fundamental importancia para a
reprodu¢do dos mamiferos, localizam-se no compartimento inter-tubular ou intersticio, €
possui como principal fun¢do a produgdo de andrdgenos a partir de uma molécula de
colesterol (VERHOEVEN, et al., 2007). Esta produ¢do ¢ mediada por estimulos de LH
(hormonio luteinizante), o qual € controlado através de um processo de retroalimentagdo
ou “feedback” negativo realizado pela testosterona na adenohipofise e no hipotdlamo
(ROSER, 2008). Nas cé¢lulas de Sertoli, células mioides, células musculares lisas dos
vasos e nas proprias células de Leydig existem receptores para androgenos. Dentre os
principais androgenos produzidos pelo organismo estdo a testosterona e a
diidrotestosterona, que sdo responsaveis pela diferenciacao do trato genital masculino e da
genitdlia externa na fase fetal, aparecimento dos caracteres sexuais secundarios,
manutencdo quantitativa da espermatogénese a partir da puberdade e manutengdo
funcional das glandulas sexuais acessorias e epididimo (LUKE e COFFEY; SHARPE,
1994; ROSER, 2008).
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1.2. Fundamentos do Eletromagnetismo

Uma carga elétrica gera campo elétrico quer esteja em repouso ou em movimento,
porém, campos eletromagnéticos sdo gerados apenas por cargas elétricas em movimento,
promovendo corrente elétrica (INTERNATIONAL COMISSION ON NON-IONIZING
RADIATION PROTECTION, 1998; BOORMAN et al., 1999). Apesar da corrente
continua gerar campo magnético em seu entorno, somente correntes alternadas geram
ondas eletromagnéticas. Uma onda eletromagnética distante da fonte geradora de CEM
pode ser descrita, aproximadamente, através do modelo de onda plana, onde as frentes de
onda possuem uma geometria plana. Os vetores campo elétrico, campo magnético e a
direcdo de propagagdo sdo perpendiculares entre si e as fases do campo elétrico (CE) e
campo magnético (CM) sdo as mesmas (FREY, 1995; HALLIDAY, 1996).

As radiagdes eletromagnéticas podem ser classificadas por seu efeito ao interagir
com a matéria em ionizantes e ndo-ionizantes. Sdo ditas ionizantes quando ha como
produto desta interacdo a remogdo de elétrons dos atomos atingidos e por conseqiiente a
formacdo de ions, fazem parte desta classificacdo os raios gama, raios-X e parte do
espectro ultravioleta. As radiagcdes sdo denominadas nao-ionizantes quando sua energia
ndo ¢ suficiente para quebrar ligacdes antdmicas, estas radiagdes ndo produzem ionizagao
dos atomos atingidos e fazem parte deste tipo de radiagdo o restante do espectro
eletromagnético (LIN, 1994; LEE et al., 2004; GENUIS, 2008).

O espectro eletromagnético demonstra que as freqii€ncias de onda variam desde as
ELF (Freqiiéncia Extremamente Baixa), que possuem comprimento de onda com
aproximadamente 3x10’ m, até os raios gama, cujo comprimento de onda ¢ de
aproximadamente 3x10™"° m, porém, as freqiiéncias mais utilizadas rotineiramente variam
das ELF, entre 3 Hz e 3 KHz, até¢ as microondas, com aproximadamente 300 MHz de

freqiiéncia (FREY, 1995; SCHUZ e AHLBOM, 2008).

1.3. Efeitos dos Campos Eletromagnéticos nos Sistemas Bioldgicos

A possibilidade de que os CEM possam interagir com os sistemas biologicos

despertou o interesse da comunidade cientifica, acarretando em diversificados estudos
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sobre os efeitos dos CEM em variados sistemas bioldgicos (KLIUKIENE et al., 2004;
KHEIFETS et al., 2005; RAJKOVIC et al., 2006; GARCIA et al., 2008).

Apesar do crescente interesse da classe cientifica acerca da possibilidade dos CEM
interagirem com os sistemas bioldgicos causando efeitos adversos, a extensdo € 0s
mecanismos de a¢do desta interacdo ainda ndo estdo devidamente esclarecidos (TONINI
et al., 2001). Este interesse desencadeou diversos trabalhos publicados, contendo estudos
epidemioldgicos acerca dos riscos em relagdo a exposicao a campos eletromagnéticos de
baixa freqiiéncia, 50 e 60 Hz (BLAASAAS et al.,, 2002; KLIUKIENE et al., 2004;
DRAPER et al., 2005).

Cada vez mais, estudos estdo sendo conduzidos a fim de estabelecer correlacdes
entre CEM de baixa freqiiéncia oscilantes no tempo e o aparecimento de diversas formas
de cancer (ERREN, 1997, HAKANSSON, 2002). Outras alteracdes além do cancer
também vém sendo citadas, tais como efeitos genotoxicos (alteragcdes cromossdmicas) €
doengas neurodegenerativas (AHLBOM, 2001; ESTECIO e SILVA, 2002; IVANCSITS
et al., 2005). Wolf et al. (2005) observou em seu trabalho que CEM de 50 Hz ¢ 0,5, 0,75 ¢
I mT podem influenciar a proliferacdo celular e causar danos no DNA de células normais
ou tumorais através da acao de espécies de radicais livres.

Segundo Schiiz e Ahlbom (2008), a The International Agency for Research on
Cancer (IARC) classificou os campos magnéticos entre 0 e 300 Hz (Freqiiéncias
Extremamente Baixas) como possivel agente carcinogénico para humanos.

Possiveis alteracdes no tamanho, forma, carga, estados quimicos e estados
energéticos de moléculas biologicas ja foram constatados. As interagdes com CEM sdo
verificadas a niveis molecular e celular, também foram observadas altera¢des na sintese
de biomoléculas, na proliferacao celular, modificagdes no fluxo de calcio e influéncias
sobre as propriedades da superficie celular. A membrana celular ¢ sempre apontada como
sendo o principal sitio de interacdo da célula com o CEM, tendo conseqiiéncias no
metabolismo celular e em outras respostas intracelulares (CLEARY; FREY, 1995;
FREDOWITZ et al., 2002).

Luben (1995) sugere que os efeitos promovidos pelos CEM em cadeias

sinalizadoras, podem ocorrer em nivel de ligagdo ao receptor, de alteragdes
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conformacionais, na fluidez da membrana plasmatica, na cinética das proteinas, na
ativacdo da adenilato ciclase e na fosforilagdo de receptores.

Trabalhos vém demonstrando alteragdes inibitorias no funcionamento da glandula
pineal e na secrecdo de melatonina em diversas condi¢cdes de exposicdo a campos
elétricos e magnéticos (YELLON, 1994; WILSON et al, 1999; LEVALLOIS et al., 2001).

Trabalhos cientificos vém sendo desenvolvidos visando analisar os diversos
efeitos causados por CEM na proliferagdo e morfologia celular. Fredowitz et al. (2002),
relata que células da glandula mamaria expostas a CEM com 50 Hz de freqiiéncia e
densidade de fluxo de 100uT, em ratas da linhagem Sprague Dawley, durante 2 semanas,
24 horas por dia, resulta num aumento significativo na proliferagdo destas células.
Estudos realizados na proliferacdo de algumas espécies de bactérias demonstraram um
aumento nas taxas de proliferacdo da biomassa de Saccharomyces sp. em cerca de 5% a
25%, quando expostas a campos de 50 Hz e 12 mT, durante 2 horas das 10 horas do
cultivo bacteriano (MEHEDINTUM & BERG, 1997). Pseudomonas stutzeri quando
expostas a campos de 50 Hz e 1mT durante 10 horas, apresentaram um aumento na taxa
de proliferacdio em aproximadamente 10% a 30% (HONES et al., 1998) e quando as
Corynebacterium glutamicum foram expostas a CEM de 50 Hz e 4,9 mT durante 6 horas,
as taxas de proliferacdo destas bactérias apresentaram um aumento em cerca de 20% a
30% (LEI & BERG, 1998). O sistema imunologico também parece sofrer efeitos adversos
quando em interacdo com o CEM, pois a exposi¢ao de linfécitos a CEM de 100 Hz de
freqiiéncia e 1,3 mT de densidade de fluxo, durante 72 horas, aumentou
significativamente a sua taxa de proliferagcdo e em sua morfologia ocorreu um aumento na

freqiiéncia de aparecimento de micronticleos (SCARFI et al., 1997).

1.4. Efeitos dos Campos Eletromagnéticos no Sistema Reprodutor Masculino

Os componentes do testiculo sdo altamente sensiveis a radiag@o ionizante, doses de
0,15 Gy podem reduzir temporariamente a quantidade de espermatozoides e a exposigdo a
2 Gy pode resultar em azoospermia (auséncia de producdo de espermatozdides)
prolongada ou permanente (JENSEN et al., 2006). Também vém sendo relatados efeitos

causados por radiagdes de baixa freqiiéncia que ndo envolvem os mecanismos de
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ionizacdo (radiacdo ionizante) ou de indu¢dao no aumento da temperatura (microondas),
estes sdo denominados efeitos diretos da radiacdo ndo-ionizante.

Diversos estudos foram realizados abordando o risco de efeitos adversos na
reprodugdo associados a exposi¢do de campos elétricos e magnéticos (SHAW e CROEN,
1993; HUUSKONEN et al., 1998). Estudos epidemioldgicos correlacionando os campos
elétricos e magnéticos com possiveis efeitos adversos na reproducdo também vém sendo
relatados. Blaasaas et al. (2002) em estudo populacional, observou uma associagdo entre
campos de 50 Hz e deficiéncias congénitas do sistema nervoso central. Com base nas
observagoes epidemioldgicas, diversos estudos in-vitro vém sendo conduzidos para tentar
elucidar a extensdo destes efeitos, bem como os possiveis mecanismos de acdo dos CEM
no sistema reprodutivo de machos e fémeas. Segundo Cecconi et al. (2000), CEM de 50
Hz podem prejudicar a reprodu¢do em fémeas, devido a reducdo na capacidade de
desenvolvimento dos foliculos ovarianos. Campos magnéticos de 400 mT também podem
induzir diversas deformacdes em fetos de camundongos (SAITO et al., 2006). Foram
observadas alteragdes nos receptores de estradiol e progesterona no utero durante a
gestacdo em ratas expostas a campos magnéticos de 13 ou 130 uT, os autores indicam que
pode haver algumas alteragdes no transporte e desenvolvimento dos embrides, bem como
em parametros enddcrinos associados (HUUSKONEN et al., 2001).

Também vem sendo descrito na literatura estudos que ndo observaram efeitos
adversos na reproducdo de fémeas. Neigish et al. (2002) ndo observou efeitos da
exposicao de ratos a campos magnéticos de 50 Hz e 7, 70 ou 350 uT por 22 horas / dia
durante o periodo de 0 a 7 dias (pré-implantagdo) ou 8 a 15 dias (organogénese) da
gestagdo. Também ndo foram observadas alteragcdes nas fémeas gestantes ou nos fetos
depois da exposicao continua de ratas do 6° ao 20° dia de gestacdo a campos magnéticos
de 5, 83,3 ou 500 uT (CHUNG et al., 2003).

Na maioria dos casos, os estudos realizados envolvendo campos elétricos e
magnéticos abordam aspectos reprodutivos voltados as fémeas e a gestacdo, sendo menor
a proporcao de estudos voltados para o sistema reprodutor masculino (TABLADO et al.,
1998). Entretanto, diversas pesquisas vém observando possiveis efeitos adversos no
sistema reprodutivo masculino em decorréncia da exposi¢do a campos elétricos e

magnéticos. Segundo Lee et al. (2004) a exposi¢do a CEM de baixa freqiiéncia (60 Hz e

24



0,5 mT) 24 horas por dia em camundongos adultos durante oito semanas ndo alterou o
peso corporal nem o dos testiculos, porém, aumentou a incidéncia de morte das células
germinativas induzidas por apoptose, reduziu o escore da bidpsia testicular, bem como a
analise quantitativa dos tibulos seminiferos demonstraram uma diminui¢do significativa
na espermatogénese. Ramadan et al. (2002) observaram que camundongos adultos
expostos a campos magnéticos de 20 mT em doses fracionadas de 30 minutos por dia, 3
vezes por semana, durante 2 semanas, sofreram reducdo significativa na contagem,
motilidade e producdo diaria de espermatozdides, além de alteragdes na largura dos
tubulos seminiferos, também foi constatada a auséncia de espermatogdénias e
espermatogénese em algumas regides do testiculo. Ramadan et al. (2002) também
observaram a reducdo na atividade da enzima LDH-X, no testiculo esta enzima apenas
pode ser detectada nas células germinativas mais diferenciadas e pode ser utilizada como
marcador da maturacao de células germinativas.

Al-Akhras et al. (2001), observaram reducdo de fertilidade em ratos machos e
fémeas expostos a campos magnéticos de baixa freqiiéncia. Também foi observado um
aumento no numero de reabsorgdes fetais, reducao de implantacdes uterinas e de fetos que
sobreviveram apods o parto. De Vita et al. (1995) também observaram possiveis efeitos
citotoxicos ou citoestaticos dos campos magnéticos de 50 Hz sobre espermatogonias
direrenciadas, além de uma reducdo estatisticamente significativa na quantidade de
espermatides alongadas nos tabulos seminiferos. Aydin et al. (2007) estudou os efeitos de
CEM de 50 Hz e 48,21 mG gerados por linhas de alta tensdo de 170 kV irradiados
continuamente em ratos durante 1, 2 ¢ 3 meses. Estes autores observaram redu¢ao na
atividade da catalase testicular e corporal. A bidpsia testicular revelou menores escores
nos animais expostos aos CEM, o exame histopatoldgico do testiculo demonstrou que
houve uma desaceleragao da espermatogénese e degeneragdo de células germinativas com
relagdo direta com o tempo de exposi¢ao ao CEM.

Entretanto, diversos trabalhos também vém constatando que os campos elétricos e
magnéticos ndo alteram parametros reprodutivos em machos. Chung et al. (2005) ndo
encontrou efeitos deletérios na espermatogénese e fertilidade de ratos adultos expostos a
CEM de 60 Hz e intensidades de 5, 83.3 ¢ 500 mT durante o periodo de 21 horas por dia

do 6° dia de gestacdo até os 21 dias de idade. A exposi¢do de camundongos por 1 hora ou
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continuamente a campos magnéticos de 0,5 e 0,7 T provenientes de um ima nao
demonstraram alteragdes no peso corporal, testicular e epididimario, bem como na
avaliagdo histopatoldgica dos testiculos e epididimos nos dias 1, 5, 15 e 35 pds-natal
(TABLADO et al., 2000). RYAN et al. (1999) realizou um estudo de Multigeragdes
avaliando a toxicidade reprodutiva de campos magnéticos de 60 Hz ¢ 0,02 G,2 Ge 10 G
irradiados continuamente ¢ 10 G intermitentemente (1 hora ligado e 1 hora desligado),
estes autores ndo observaram alteragdes nas geracdes Fo, F; e F, em relagdo a capacidade
reprodutiva, desenvolvimento dos fetos e dos animais neonatos. A exposi¢ao de
camundongos a campos magnéticos de 60 Hz e 2 mT durante 72 horas ou 10 dias (8 horas
por dia) ndo induziu aberra¢des cromossomais € ndo alterou a morfologia espermatica
(HEREDIA-ROJAS et al.,, 2004). Portanto, as referéncias existentes abordando os
possiveis efeitos de campos elétricos e magnéticos na espermatogénese ainda sao
contraditorias.

A literatura existente descreve que os efeitos contraditdrios sdo observados nao
apenas no sistema reprodutor masculino, mas também em outros sistemas. Pode-se citar
como exemplo o efeito de campos elétricos e magnéticos na angiogénese, Tepper et al.
(2004) observou que CEM de 15 Hz e densidade de fluxo magnético de 12 G pode
aumentar a angiogénese em camundongos € em cultura celular através da estimulagdo da
liberagdo de FGF-2 (fator de crescimento de fibroblasto-2). Entretanto, Ruggiero et al.
(2004) observou uma redugao significativa da resposta angiogénica na membrana coOrio-
alantoide de ovos de galinha expostos a campos magnéticos de 0,2 T durante 3 horas.

Uma grande dificuldade encontrada para um maior esclarecimento dos efeitos
causados por CEM nos sistemas bioldgicos ¢ o efeito “janela”, que consiste em diferentes
respostas do organismo em funcdo da variagdo na freqiiéncia e intensidade dos campos
elétricos e magnéticos utilizados, agravada pela variagdo do tempo de exposigdo, que
muitas vezes causam efeitos até contraditorios. Al-Akhras et al. (2001), De Vita et al.
(1995) e Chung et al. (2005) enfatizam em seus trabalhos a necessidade de mais pesquisas
e informagdes acerca da exposicao do sistema reprodutor por longos periodos de tempo a

campos elétricos e magnéticos, e suas possiveis conseqiliéncias na fertilidade.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Tendo em vista a necessidade de novos estudos para se averiguar a possibilidade
de interacdo dos CEM com o sistema reprodutor masculino, objetivou-se com o presente
trabalho verificar os possiveis efeitos de CEM de baixa freqiiéncia na espermatogénese de

Rattus novergicus durante diferentes fases do seu desenvolvimento.

2.2. Objetivos Especificos

Investigar os efeitos de campos eletromagnéticos varidveis, com 60 Hz de
freqiiéncia e 1 mT de densidade de fluxo magnético, na espermatogénese de ratos Wistar
(Rattus norvegicus, var. albinus) provenientes de ratas expostas ao CEM a partir do 13°
dia de gestacdo, em 3 exposi¢des diarias de 30 minutos. Estes animais foram subdivididos
em diferentes grupos e submetidos a diferentes periodos de exposicdo ao CEM (21 e 90

dias pos-nascimento), enfocando os seguintes parametros:

a. Desempenho ponderal dos ratos machos até os 21 ou 90 dias de idade;

b. Pesos de testiculos, epididimos, adrenais, rins, figado, bago, timo e vesicula seminal aos
21 e 90 dias de idade e seus respectivos pesos relativos em fungdo do peso corporal;

c. Propor¢des volumétricas entre componentes do parénquima testicular, altura de epitélio
seminifero e didmetro tubular;

d. Morfologia das células da linhagem espermatogénica, células de Sertoli e células de
Leydig através de microscopia Optica e as relagdes quantitativas entre as mesmas;

e. Populagdo celular dos tibulos seminiferos no estagio VII do ciclo do epitélio
seminifero (CES);

f. Nimero de células de Sertoli por grama de parénquima testicular e por testiculo;

g. Producdo espermatica didria estimada através da histologia quantitativa dos testiculos;

h. Avaliacdo dos niveis plasmaticos de testosterona (T) aos 21 e 90 dias de idade;

i. Andlise da integridade de DNA dos espermatozoides;

j. Analise da morfologia espermatica através de microscopia optica;

k. Analise area e perimetro dos tibulos seminiferos através de histometria computacional.
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3. MATERIAL E METODOS
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Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), de
ambos 0s sexos, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 h, obtidos no biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE). A partir do indicativo de acasalamento (Figura 1) e da previsao
de partos, as fémeas gestantes comecaram a ser expostas ao CEM a partir do 13° dia de
gestagdo. Os ratos neonatos machos foram separados para composi¢do dos seguintes
grupos experimentais: I. Grupo de ratos exposto ao CEM durante os periodos gestacionais
e pré-pubere, analisados aos 21 dias; II. Grupo de ratos analisados aos 21 dias (controle
1); III. Grupo de ratos expostos ao CEM durante os periodos gestacional e pré-pubere (21
dias), porém analisados aos 90 dias pds-natal; IV. Grupo de ratos expostos ao CEM desde
a gestacao até os 90 dias pos-natal; V. Grupo de ratos analisados aos 90 dias (controle 2);
VI. Grupo de ratos adultos analisados aos 90 dias sem sofrer nenhuma manipulagdo

(controle negativo).

Os animais controle foram mantidos nas mesmas condi¢des experimentais, com a
exce¢do da presenca do CEM. Os animais controle negativo ndo sofreram manipulagao,

excluindo desta forma a interferéncia do estresse nos resultados obtidos.
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Figura 1. Fotomicrografia oOptica demonstrando a
presenca de espermatzoides (seta) e cabegas destacadas de
espematozoides (cabega de seta), obtidos através de
esfregaco do conteudo vaginal, confirmando o
acasalamento das fémeas.

Os animais permaneceram com as maes em caixas individuais até 21 dias apos o
nascimento. Apds o desmame, cada grupo foi dividido em lotes de seis animais por caixa
e comegaram a receber dgua e racdo peletizada, com niveis nutricionais adequados ad
libitum até o final do experimento. A pesagem dos animais foi realizada diariamente
durante os primeiros 21 dias po6s-natal, sendo posteriormente pesados semanalmente até o
final do periodo experimental. Os indices relativos de peso dos orgdos foram obtidos

através da formula:

IR = (&jx 100
Pc

Onde IR = Indice relativo de peso do o6rgdo; Po = Peso do 6rgio; Pc = Peso

corporal total.
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3.1. Exposiciao aos Campos Eletromagnéticos

Os grupos experimentais foram expostos a CEM do tipo senoidal com freqiiéncia
de 60 Hz e intensidade de fluxo magnético de 1 mT. Os campos elétricos de 50 a 60 Hz
geralmente possuem intensidade de 10 ™ V/m (SLINEY e PATTERSON, 2007). Os CEM
foram irradiados por uma série de bobinas de Helmholtz (PHYWE / GERMANY) ligadas
em paralelo a uma fonte geradora de ondas senoidais (STUFENTRAFO POWER SUPLY
14V/AC — PHYWE / GERMANY) (Figura 2). Os animais foram posicionados em um
compartimento cilindrico de Policloreto de Vinila (PVC), localizado espacialmente na
regido central da bobina de Helmholtz. Esta ¢ caracterizada por pares de bobinas
circulares planas, contendo determinado niimero de espiras e correntes elétricas fluindo no
mesmo sentido, a separagdo entre estas bobinas deve ser igual ao raio comum a ambas
(ROBERT, 2003). A regido central da bobina de Helmholtz fornece um campo
eletromagnético uniforme e permite que as linhas do campo elétrico e magnético incidam

transversalmente nos animais.

Para monitorar a variagdo do CEM nas areas de exposi¢do foi utilizado um
Teslometro (PHYWE-GERMANY) para aferir a densidade de fluxo magnético e um
osciloscopio (MIMIPA MO-125 OS de 50 MHz - TRIEFIELD BROADBAND METER-
EUA) para monitorar a freqiiéncia das ondas emitidas pelas bobinas (Figura 2). A
exposicdo ao CEM de baixa freqiiéncia foi realizada intermitentemente durante os

periodos experimentais em trés aplicagdes diarias de 30 minutos.
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Figura 2. Os CEM de 60 Hz e 1mT foram irradiados por
uma série de bobinas de Helmholtz (PHYWE / GERMANY)
(seta), ligadas em paralelo a uma fonte geradora de ondas
senoidais (STUFENTRAFO POWER SUPLY 14V/AC -
PHYWE / GERMANY) (*). Os animais foram posicionados
em um compartimento cilindrico de Policloreto de Vinila
(PVC) (cabecga de seta), localizado espacialmente na regido
central da bobina. Para monitorar as areas de exposi¢do ao
CEM foi utilizado um Teslometro (PHYWE-GERMANY)
(T) para aferir a densidade de fluxo magnético e um
osciloscopio (MIMIPA MO-125 OS de 50 MHz -
TRIEFIELD BROADBAND METER-EUA) (O) para
monitorar a freqiiéncia das ondas emitidas pelas bobinas.

Os campos elétricos sdo facilmente bloqueados por arvores, paredes e outros
objetos, enquanto os campos magnéticos costumam penetrar em materiais ndo metalicos,
estes geralmente reduzem sua intensidade apenas com a distancia (BOORMAN et al.,
1999). A International Radiation Protection Association (IRPA) recomenda a exposi¢do
maxima a 0,5 mT por 24 horas ao dia ou de 5 mT de densidade de fluxo magnético para
exposi¢des por 2 horas ou menos (SLINEY e PATTERSON, 2007). Diversos paises
adotaram um limite de exposi¢do a radiagdo de 15 mSv por ano (JENSEN et al., 2006).
Entretanto, ndo foram encontrados limites de exposi¢do intermitentes para estes campos,
pois a aplicacdo em doses fracionadas parece ter resultado mais pronunciado que a

exposicao constante ao CEM (RAMADAN et al., 2002).

33



3.2. Analises Histomorfométricas

A histopatologia e histometria testicular foram realizadas aos 21 e 90 dias de
idade, momento no qual os ratos de cada grupo foram anestesiados (Tiopental Sodico 30
mg/Kg), heparinizados (Heparina Soddica 125 UI/100g) e submetidos a perfusao
intracardiaca com solucao fisiologica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina sédica (50
Ul/litro), por um periodo de tempo entre 5 ¢ 10 minutos. Apds a lavagem do sistema
vascular, os animais foram perfundidos com glutaraldeido a 4% em solucdo tampao
fosfato a 0,1 M e pH 7,3 durante 10 minutos, pois o glutaraldeido realiza uma fixacao
superior do material em relagdo aos outros fixadores para resina a base de metacrilato
(RUSSEL et al., 1990). Os testiculos e epididimos foram removidos, pesados e refixados
na mesma solucao utilizada na perfusao por duas horas. De cada animal, um testiculo foi
utilizado para as andlises microscopicas, realizadas no Laboratério de Histologia do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de

Pernambuco.

Ap6s a perfusdo com solucdo fixadora foram removidos e pesados os testiculos,

epididimos, adrenais, rins, figado, bago, timo e vesicula seminal

Os testiculos foram seccionados em fragmentos de até 2 mm de espessura, os quais
foram submetidos a refixacdo na mesma solugcdo de perfusdo. Para os estudos ao
microscopio de luz, os fragmentos foram processados para inclusdo em resina plastica a
base de glicol metacrilato (LEICA), permanecendo imersos em tampao fosfato por 2
horas, sendo posteriormente desidratados em série crescente de alcoois e incluidos na
resina plastica. Cortes histologicos de 4 pm de espessura foram corados em azul de

toluidina / borato de sodio a 1% e analisados morfologicamente e morfometricamente.

O diametro tubular e a altura do epitélio foram medidas em aumento de 100X,
usando reticulo micrométrico linear (10 mm / 100 - Olympus) calibrado com um
micrometro padrdo. O diametro tubular médio para cada rato foi obtido a partir da
mensuracdo de quinze tubulos seminiferos, em diversos estagios do ciclo do epitélio
seminifero, escolhidos aleatoriamente, com perfis redondos ou arredondados. A altura do

epitélio foi obtida nos mesmos tubulos utilizados para determinar o diametro tubular. Para
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tal, realizaram-se duas medidas diametralmente opostas, tendo como referéncia a tinica
propria e o limite entre o lume e o epitélio germinativo, determinando-se, a altura média

do epitélio seminifero.

Os dados volumétricos da composi¢do do parénquima testicular foram obtidos
usando contagem de pontos por alocagao sistematica de graticula micrométrica (Olympus)
com 441 pontos de intersec¢do sobre a preparagdo histoldgica do testiculo em aumento de
400 X. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente somando um total de 6615

pontos para cada animal.

O testiculo ¢ dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular ou
intersticial. Do primeiro foram avaliados a tinica propria, o epitélio seminifero e o lume,
enquanto no segundo foram investigados as células de Leydig, células e fibras do tecido
conjuntivo, vasos sangiiineos e linfaticos. Como a densidade do testiculo ¢ de
aproximadamente 1,03 a 1,04 (SILVA JR. et al.,, 2006), o peso do testiculo foi

considerado igual ao seu volume.

O volume de cada componente do testiculo, expresso em pL, foi estabelecido a
partir do produto entre a densidade volumétrica dos constituintes testiculares (%) € o peso
liquido do testiculo (mg). O valor deste ultimo sera obtido pela subtracdo de 6,5 %

(referente a albuginea) do peso testicular bruto (RUSSELL e FRANCA, 1995).

O comprimento total dos tibulos seminiferos (CT) por testiculo, expresso em
metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos
seminiferos no testiculo e do didmetro tubular médio obtido para cada animal. A seguinte

formula foi empregada (ATTAL e COUROT, 1963; DORST e SAJONSKI, 1974):

Onde VTS = Volume total de tibulos seminiferos; nR* = Area da seccdo

transversal dos tubulos seminiferos (R = didmetro tubular/2).

35



A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio seminifero no
estagio VII do ciclo (figura 3), classificado de acordo com o método acrossdmico
(RUSSELL et al., 1990), foi realizada a partir de contagens dos ntcleos das células
germinativas e de nucléolos das células de Sertoli. Nestas contagens, foram utilizadas 5
secgOes transversais de tubulos seminiferos para cada animal. Os ntcleos dos seguintes

tipos celulares foram contabilizados: espermatocitos I, na fase de pré-leptoteno/ leptoteno

(SPT I PI/L); espermatocitos I, na fase de paquiteno (SPT I P); espermatides arredondadas
(SPD Ar); nucléolo de células de Sertoli.

Figura 3. Fotomicrografia optica de testiculo, demonstrando o estdgio VII do ciclo do epitélio
seminifero. Observar as células germinativas em associacdes celulares de espermatdcito I em pré-
leptdteno, espermatdcito I em paquiteno e espermatide arredondada. Figura 3A ampliada em
aumento de 200X e 3B em 400X.
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Com excecao dos nucleos das células de Sertoli, as contagens obtidas foram
corrigidas para o didmetro nuclear e espessura do corte histoldgico, utilizando-se a

seguinte formula de Abercrombie (1946) modificada por Amann e Almiquist (1962):

Espessura do corte

DM?’ DM?
Espessura do corte + \/ ( j - ( J

Numero corrigido = contagem obtida x

2 4

O didmetro nuclear médio (D.M.) representa a média das medidas dos diametros
de 10 nucleos do tipo celular estudado, para cada animal. Os didmetros nucleares foram
medidos com o auxilio de reticulo micrométrico linear (10 mm / 100 - Olympus) adaptado
a uma das oculares de 10X e acoplada a objetiva de 100X, propiciando um aumento final
de 1000X. No caso das espermatogdnias do tipo A que apresentam nucleos ovdides, o
valor utilizado foi aquele obtido pela média entre didmetro nuclear maior e menor. Os
numeros de células de Sertoli foram corrigidos para o didmetro nucleolar e espessura do
corte histologico, em virtude disto, contabilizou-se exclusivamente células de Sertoli com

nucléolo visivel, o que proporcionou a aplicagdo da mesma férmula citada anteriormente.

A populagido total de células de Sertoli por testiculo foi obtida a partir do numero
corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢do transversal de tibulo seminifero no
estadio VII e do comprimento total de tibulos seminiferos por testiculo, segundo a

formula empregada por Hochereau-de-Reviers e Lincoln (1978):

Comp. Tot. Tub. Sem . * Num. Cor. Nucl. CS Sec . Transv .
Espessura do Corte

Numero CS Testiculo =

Onde, Numero CS Testiculo = Numero de células de Sertoli por testiculo; Comp.
Tot. Tub. Sem. = Comprimento total de tibulos Seminiferos (um); Num. Cor. Nucl. CS
Sec. Transv. = Numero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢do transversal;

Espessura do corte (um).
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A produgdo espermatica diaria por testiculo e por grama de testiculo foi obtida de

acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Jr. et al. (2006):

_ N°Total CS Testiculo x Prop. AR x Freq. R el. Est. VIl
Duragdo do Estagio VII

PED

Onde, PED = producdo espermatica didria; N° Total CS Testiculo = Numero total
de células de Sertoli por testiculo; Prop. AR = Propor¢do de espermatides arredondas no
estagio VII; Freq. Rel. Est. VII = freqiiéncia relativa do estagio VII; Duracao do estagio
(dias).

3.3. Histometria Computacional

A drea e o perimetro dos tubulos seminiferos foram medidos em aumento de
100X, através do uso de um programa computacional biométrico. A area e o perimetro
médio para cada rato foi obtido a partir da mensuragdo de quinze tubulos seminiferos, em
diversos estagios do ciclo do epitélio seminifero, escolhidos aleatoriamente, com perfis
redondos ou arredondados. Apds a confeccdo das ldminas de fragmentos do tecido
testicular, foi realizada a captura da imagem através de um microscopio optico NIKON
501, acoplado a uma cémera filmadora digital SANSUNG SVIII, conectada a um
microcomputador. Para medicdo da area e perimetro dos tubulos seminiferos utilizou-se

do sistema computacional para aferi¢io biométrica IMAGELAB 2000".

3.4. Analise da Testosterona Plasmatica

As amostras de sangue foram colhidas por punc¢do na convergéncia das veias cava
cranial e caudal (Figura 4), dessoradas por centrifugacdo e acondicionadas em recipientes
plasticos Eppendorf (dois por amostra). O material soroldgico foi conservado em freezer

doméstico a —20°C.
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Figura 4. Puncdo do sangue para dosagem hormonal. O sangue ¢é colhido na confluéncia das veias
cava cranial e caudal através de seringa descartavel. Posteriormente o material colhido ¢

dessorado em centrifuga e congelado a -20°C.

A dosagem de testosterona foi realizada pelo método de enzima-imuno-ensaio
(ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), com leitura de absorbancia em 405
nm, conforme descritos por Brown et al. (2004).

Para este ensaio inicialmente 66,7ul do anticorpo (Polyclonal anti-testosterona
R156/7, Coralie Munro, University of California, Davis, USA.) foi diluido em 5 ml de
tampao (coating buffer; Na,CO3, NaHCOs3, H,O ultra pura, pH ajustado para 9,6) e 50ul
desta solucdo de anticorpo foram adicionados em cada pogo da placa (NUNC Immuno
TM plates, Maxisorp). Posteriormente, a placa foi coberta com selador plastico e mantida
a 4°C por no maximo 12 horas.

Uma vez preparada a placa, procedeu-se com a curva padrio, por meio de
dilui¢des seriadas de 250ul do padrdo de concentragcdo 600 pg/50ul de testosterona (17-
hydroxy-4-androsten-3-one, Steraloids, Sigma A6950) até a concentragdo de 2,3 pg/50ul,
em 250ul de solucdo de ensaio de ELISA (NaH,PO,; Na,HPOy4; NaCl; BSA - Sigma
Aldrich, A7906; H,O ultra pura, pH ajustado para 7,00). O horménio conjugado com a
enzima HRP (Testosterone-horseradish Peroxidase) também foi diluido (33,3ul em 5 ml
da solucdo de ensaio de ELISA).

Imediatamente antes de dar inicio ao ensaio, a placa foi lavada 5 vezes com a
solu¢do de lavagem (NaCl; Tween 20 — Sigma, P1379; H,O ultra pura), sendo o excesso

de solu¢do retirada batendo-se a placa em papel toalha. A seguir, em cada um dos pocos
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correspondentes foram pipetados 50ul dos padrdes, controles, amostras e logo apds 50ul
da HRP, ndo ultrapassando mais de 10 minutos neste processo. A placa foi novamente
coberta com o selador e deixada incubando por exatamente 1 hora em temperatura
ambiente. Apods esse periodo foi repetido o procedimento de lavagem.

Finalmente, imediatamente antes do uso, foi preparada a solugdo de substrato para
ELISA combinando 40ul 0,5M H,0,, 125ul 40 mM ABTS (Calbiochem, ABTS™
Chromophore, Diammonium Salt) e 12,5 ml de solu¢dao de substrato para ELISA (4cido
citrico; H,O ultra pura, pH ajustado para 4,00). Foi adicionado 100ul em todos os pogos
contendo padrdo, controle ou amostra. As placas foram cobertas e incubadas em
temperatura ambiente e sob agitagdo (Multi-Pulse Vortexer; modelo 099A VB4, 50 /
60Hz — Glass-Col®), até¢ que a densidade optica dos pogos zero fique entre 0.9 e 1. Entao,
procedeu-se com a leitura no leitor de microplacas (TECAN). Todas as amostras foram

lidas em duplicata, com coeficiente de variagdo intra e inter-ensaio menor do que 10 %.

3.5. Analise da Integridade de DNA dos espermatozoéides

A coleta das amostras de espermatozoides foi realizada mediante a puncdo na
cauda do epididimo. Na analise da integridade de DNA foi utilizada a técnica de Orange
Acridina adaptada de Evenson et al. (1999). As amostras foram diluidas em solugao
tampao (0,15 M NaCl, 0,001 M EDTA e 0,01 M Tris, pH 7.4) e acondicionadas em tubos
Eppendorf. Posteriormente, as amostras diluidas foram criopreservadas em nitrogénio
liquido e armazenadas a —20 °C. Apos o processamento das amostras, foram retiradas
aliquotas de 5 pL, que foram colocadas em lamina e cobertas por laminula, prosseguindo-
se com a observacdo em microscopio de fluorescéncia, utilizando o filtro “B”
(OLYMPUS BX41TF/U-KPA — JAPAN).

Foi realizada a contagem de 100 espermatozoides por animal, sendo a extensao da
desnaturacdo do DNA quantificada pelo parametro de fluorescéncia at, onde at =
vermelho/vermelho + verde. Espermatozéides com o DNA em condigdes fisiologicas
normais apresentam fluorescéncia verde. Em animais com pequena desnaturagao de DNA,
a cromatina apresenta uma distribui¢do estreita de at. O DNA de espermatozoides com

estruturas de cromatina anormais geralmente apresentam a fluorescéncia vermelha
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aumentada e uma distribuicdo de ot mais extensa. Estes apresentam um canal médio
maior de at e uma maior porcentagem de células fora da populacdo de células principais
COMPat que possuem o DNA integro. O desvio padrdo de at (SDat) descreve a extensdo
de anormalidade da estrutura de cromatina em uma populacdo. A fluorescéncia verde

média reflete o conteudo de DNA e ou o grau de condensagdo da cromatina espermatica.

3.6. Analise da Morfologia Espermatica

A morfologia espermatica foi avaliada utilizando-se uma amostra da puncdo de
espermatozdides provenientes da cauda do epididimo diluida em formol citrato. Apds a
diluicdo, foi colocada 5 pL da amostra diluida entre ldmina e laminula. A analise da
morfologia espermatica foi realizada através do método de Camara Umida de acordo com

Mies Filho et. al. (1986).

3.7. Analise Estatistica

Para a verificagdo da tendéncia de normalidade, ou seja, se a populagdo obtida
segue uma distribuicdo Gaussiana, utilizou-se o método de Shapiro-Wilks. O teste de
normalidade foi realizado no programa computacional Statistica 6.0 (Copyright® StatSoft,
Inc., 2001). Dependendo da tendéncia normal dos resultados obtidos, utilizou-se testes
paramétricos ou nao paramétricos. Em virtude da normalidade dos dados, se procedeu
com a realizacdao dos testes estatisticos para verificacdo de diferencas significativas entre
as médias dos grupos experimentais, estes testes foram realizados no programa
computacional InStat (GraphPad Software, Inc., 2000). Para os dados considerados
normais foi utilizado o teste T-independente ou teste de Anélise de Variancia (ANOVA),
com post-hoc de Tukey-Kramer como teste de multiplas comparagdes, visando analisar
quais grupos diferiram entre si. Caso os dados ndo seguissem uma tendéncia normal, foi
utilizado o teste de Mann-Whitney ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com
post-hoc de Dunn. Nas analises referentes a integridade de DNA e morfologia

y . . o ~ L. . 2 N .
espermatica foi utilizado o teste ndo paramétrico do . Em todas as andlises realizadas, os
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dados foram expressos através de estatistica descritiva de tendéncia de centralidade e
dispersdo (média e desvio padrdo). O tratamento estatistico foi delineado com nivel de
significancia para p < 0,05. Os graficos foram confeccionados no programa Microsoft”™

Office Excel, 2003.
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4. RESULTADOS
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Diversas alteragdes provocadas pela interacdo dos CEM de baixa freqiiéncia com
organismos bioldgicos tém sido relatadas. Porém, se fazem necessarios mais estudos
visando esclarecer os possiveis efeitos provocados pela exposicdo aos CEM de baixa
freqiiéncia no sistema reprodutivo masculino, em especial no processo espermatogénico.
A presente pesquisa visa proporcionar um auxilio para o esclarecimento da extensao e dos
possiveis mecanismos de atuagdo dos CEM de baixa freqiiéncia nos processos envolvidos

na espermatogénese.

4.1. Desenvolvimento Ponderal

Na Tabela 1 sdo mostrados os valores referentes ao peso dos animais desde o
primeiro dia pos-nascimento até o 21° dia de vida dos animais. Os resultados obtidos
demonstraram que desde o 1° dia de nascimento até o 21° pos-natal, os animais expostos
ao CEM apresentaram peso estatisticamente menor em relagdo ao controle. Estes achados
sugerem que os CEM de baixa freqiiéncia podem agir nas fémeas gestantes, nos fetos,
bem como nos animais recém nascidos, resultando na diminui¢do de massa corporea
durante a fase inicial de suas vidas.

Pode-se observar na Figura 5 que durante o periodo dos primeiros 21 dias pos-
natal os ratos irradiados apresentaram um peso médio menor que os ndo irradiados. E
interessante observar que o desenvolvimento ponderal nesta fase inicial em ambos os
casos teve comportamento linear (R*=0,99 / R*=0,99), respectivamente. Vale ressaltar que
o efeito causado pelo CEM foi quantitativo e ndo qualitativo, pois o desenvolvimento

ponderal dos animais expostos a0 CEM continuou com comportamento linear.
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Figura 5. Desenvolvimento ponderal dos animais expostos ao CEM de baixa
freqiiéncia (60 Hz) desde o 13° dia de gestacdo até os 21 dias pds-natal e seus
respectivos controles.

Os valores referentes ao peso dos 6rgdos coletados aos 21 dias pds-natal podem
ser visibilizados na Tabela 2. Estes resultados demonstram que houve redugdo
significativa no peso aferido em gramas para o testiculo direito, testiculo esquerdo, rim
esquerdo, bago e timo. Ndo foram observadas altera¢cdes ponderais nos epididimos direito
e esquerdo, rim direito e figado. Estes resultados sugerem que os CEM podem ter uma
acdo sistémica, envolvendo diversos sistemas biologicos, tais como o sistema reprodutor
masculino, o sistema renal, sistema hematocitopoiético e sistema imunologico.

Os indices relativos referentes a propor¢ao que os 6rgaos ocupam dentro do corpo
do animal demonstraram que os testiculos direito e esquerdo, bem como o bago
apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa nos animais expostos ao CEM
desde a gestagdo até os 21 dias em rela¢do ao grupo controle (Tabela 3).

Na Figura 6 e Tabela 4 pode-se observar que os animais que continuaram sob a
interacdo com o CEM de baixa freqiiéncia apresentam um peso menor em relacao aos nao
expostos. Vale ressaltar que no grupo que foi exposto ao CEM durante todo o periodo dos
90 dias, os animais possuem um desenvolvimento ponderal sempre inferior aos animais

controle. No grupo de animais expostos desde o 13° dia de gestacdo até os 21 dias houve
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uma recuperacdo do desenvolvimento ponderal ao longo do periodo experimental (90
dias). Estes animais apresentaram uma tendéncia de retorno do peso a normalidade

quando foi parada a exposi¢ao ao CEM.
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Figura 6. Desenvolvimento ponderal dos animais expostos ao CEM de baixa
freqiiéncia (60 Hz) e 1mT, desde a gestacdo até os 21 dias pos-natal e analisados
ao longo dos 90 dias de vida, expostos ao CEM desde a gestacdo até os 90 dias e
seus respectivos controles.

A variagdo do peso médio corpdreo desde o nascimento até os 90 dias nos animais
dos grupos tratado com o CEM e o controle pode ser descrita por uma fun¢do do tipo

Sigmoidal de Hill (Figura 6):

in

P=Vmax| ——
kn+tn

Onde o “P” ¢ o peso médio dos animais, Vmax ¢ o maior valor obtido do peso, o

r

“t” ¢ o tempo aferido em dias, bem como “k” e “n” sdo variaveis da fung¢ao.
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Para o grupo exposto ao CEM durante os primeiros 21 dias pos-natal obteve-se os
seguintes parametros: Chi® = 38,310, Vinax = 604,104 + 41,109, k = 68,386 + 5,375, n =
1,799 £ 0,068 e p < 0,05. Para o grupo controle obteve-se: Chi’ = 33,608, Vimix = 556,40 +
29,752, k = 62,933 £+ 3,673, n = 2,003 £ 0,070 e p < 0,05. Porém, para o grupo tratado
com o CEM durante todos os 90 dias de vida, obteve-se como parametros: Chi* = 24,366,
Vmax = 558,649 &+ 34,742, k =70,016 = 5,019, n = 1,784 + 0,059 e p < 0,05.

A adequacdo das equagdes demonstra um p < 0,05 para todos os grupos
experimentais analisados. Isto indica que a descricdo do processo de desenvolvimento
ponderal dos animais através da funcdo do tipo Sigmoidal de Hill ¢ estatisticamente
comprovada. Através do céalculo dos parametros destas funcdes, pode-se encontrar
qualquer valor referente ao peso (em gramas) destes animais em qualquer tempo (em dias)
a ser determinado.

Os pesos dos 6rgaos coletados nos animais aos 90 dias podem ser observados na
Tabela 5. Foram analisados os testiculos direito e esquerdo, epididimos direito e esquerdo,
rims direito e esquerdo, figado, bago, timo, e vesicula seminal. Apenas o peso do
epididimo direito apresentou reducdo estatisticamente significativa. O restante dos orgaos
analisados ndo apresentaram alteragdo significativa.

Os indices relativos do peso dos 6rgaos em func¢do do peso corporal demonstraram
que o epididimo direito e a vesicula seminal aumentaram estatisticamente nos animais
expostos a0 CEM durante o periodo do 13° dia de gestacdo até os 90 dias de vida em
relagcdo aos animais controle (Tabela 6).

O indice gonadossomatico (IGS) pode ser descrito como um fator relativo
referente as médias do peso de ambos os testiculos em fun¢do do peso corporal total dos
animais. Este IGS na auséncia de alteracdes fisiologicas estd diretamente ligada a
capacidade de produgdo de espermatozodides viaveis pelo individuo (FRANCA e
RUSSELL, 1998). Nao houve alteragdo estatisticamente significativa entre os grupos de
animais expostos ao CEM tanto por 21 como por 90 dias em relacdo ao grupo controle

(Tabela 6).
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4.2. Histomorfometria e Histopatologia Testicular

As andlises estatisticas referentes a histomorfometria testicular nos animais
expostos ao CEM desde a gestagao até os 21 dias pds-natal (Tabelas 7 e 8), demonstrou
que o comprimento dos tubulos seminiferos estd significativamente maior nos animais
expostos ao CEM. Também houve alteracdo significativa na propor¢ao volumétrica dos
testiculos, em virtude do aumento no espaco linfatico, espago intertubular e tunica propria
nos animais expostos ao CEM em relacdo ao controle. Foi observada nos animais
expostos a0 CEM uma diminui¢do significativa referente ao volume de epitélio
seminifero, quantidade de células de Sertoli por seccdo transversal de tibulo seminifero,
diametro tubular e na altura do epitélio seminifero. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa no peso liquido dos testiculos, parametro que se refere ao parénquima
testicular, ou seja, o componente responsavel pela fungdo do 6rgao. Também ndo houve
alteracdo significativa na populagao total de células de Sertoli, bem como no volume de
células de Leydig, vaso sanguineo, tecido conjuntivo, tubulos seminiferos e lume (Tabelas

7, 8 e Figura 7).
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Figura 7. Fotomicrografias dos testiculos de ratos wistar aos 21 dias pos-natal. Animais
controle (7A e 7C) e expostos ao CEM desde o 13° dia de gestagdo até os 21 dias de vida (7B ¢
7D). Na figura 7A notar tubulos seminiferos com lume bem definido nos animais controle (LT).
Na figura 7B observar tubulos seminiferos (TS) em processo de luminagdo nos animais
expostos. Na figura 7C e D notar detalhe de tibulos seminiferos luminados (LT) nos animais
controle ¢ dos tibulos em luminagdo (TS) dos animais expostos. Notar células de Sertoli no
compartimento basal do tubulo seminifero (cabega de seta) nas figuras 7C e 7D. Observar na
figura 7A o espago intertubular (*) e a tinica propria (seta). Notar na figura 7B os vasos
sanguineos presentes no espago intertubular (*).

Na Tabela 9 pode-se observar que ndao houve diferenca estatisticamente
significativa nos parametros histomorfométricos testiculares entre os animais aos 90 dias
do grupo controle e do grupo controle negativo. Sendo o grupo controle submetido as
mesmas manipulagdes que os grupos experimentais, com a exce¢ao da presenca do CEM,
no grupo controle negativo nao foi realizado nenhum tipo de manipulacdo. Este pode ser
considerado um indicativo de que as manipulacdes as quais os animais dos grupos

experimentais e controle foram submetidos ndo interferiram nos resultados obtidos.
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A histomorfometria testicular dos animais expostos ao CEM desde o 13° dia de
gestacdo até os 21 dias pos-natal e analisados aos 90 dias, ou expostos desde a gestacdo
at¢ os 90 dias pods-natal, quando comparada aos animais dos grupos controle,
apresentaram diferenca estatisticamente significativa apenas para o didmetro dos tubulos
seminiferos (Tabelas 10). Nao foi observada diferenca significativa em relacdo aos
parametros de peso liquido testicular, comprimento tubular e altura de epitélio, bem como
para os parametros de populagdo total de células de Sertoli, quantidade de células de
Sertoli por secgdo transversal, indice de células de Sertoli (ICS), producao espermatica
diaria (PED) e produgdo espermatica didria por grama de testiculo (PEDg). O volume
testicular referente aos tibulos seminiferos, epitélio seminifero, lume, tinica propria,
células de Leydig, tecido conjuntivo, vasos sangiiineos, espaco linfatico e espaco
intertubular também ndo apresentaram diferenga estatistica significativa (Tabelas 11).
Observando-se os resultados obtidos para os pardmetros histomorfométricos testiculares
no grupo exposto ao CEM desde a gestagdo até os 90 dias de vida, pode se constatar que
apesar dos valores observados ndo serem considerados estatisticamente diferentes, houve
uma elevada dispersdao das médias (desvio padrao) dentro do mesmo grupo experimental.

As analises histopatoldgicas realizadas nos testiculos revelaram que nao houve
alteragcdes nos testiculos dos animais dos grupos controle e controle negativo (Figuras 8A
e 8B). Portanto, as manipula¢des as quais os animais do grupo controle foram submetidos
ndo desencadearam nenhum tipo de processo patoldgico identificado a microscopia
optica.

Nos animais expostos ao CEM desde o 13° dia de gestagao até os 21 dias pos-natal
e analisados aos 90 dias, observou-se em microscopio Optico lesdes patologicas nos
testiculos em 50 % dos animais. Dentre estes, em 16,66 % dos animais foram observadas
lesdes mais graves, tais como descamagao do epitélio seminifero, células germinativas no
lume tubular, células germinativas em processo de apoptose e vacuolizagdes em células
de Sertoli (Figuras 8C e 8D).

Os resultados histopatologicos também revelaram que em 50 % dos animais
expostos a0 CEM desde a gestagdo até os 90 dias também apresentaram alteragdes
patoldgicas nos testiculos detectdveis a microscopia optica. Em 25 % do total de animais

deste grupo houve lesdes no epitélio seminifero compativeis com degeneragado testicular.
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Dentre as lesdes compativeis com o quadro citado anteriormente foram observadas células
germinativas em processo de descamacdo, grande quantidade de células descamadas no
lume tubular, edemas de cauda em espermatides alongadas, aumento do espago
intertubular, espessamento da tunica propria dos tibulos seminiferos, vacuolizacdo em
c€lulas de Sertoli. Também foi observada grande quantidade de células germinativas em
necrose € em processo de apoptose, bem como presenca de corpos apoptoéticos. (Figuras
9C, 9D, 9E, 9F, 9G e 9H). Com base nestes resultados, pode-se dizer que houve
comprometimento no processo espermatogénico destes animais. Em 8,33 % dos animais
expostos a0 CEM até os 90 dias, foi observado tibulos seminiferos com uma grande
reducdo do epitélio seminifero, ocasionada pela diminuicdo excessiva da quantidade de
células germinativas, inclusive das linhagens proximas ao compartimento basal. Alguns
destes tibulos seminiferos apresentaram apenas a presenca de células de Sertoli e algumas
espermatogonias no epitélio seminifero (Figura 8H). Nestes animais também foi
observada a presenga de vacuolizacdes em células germinativas e células sinciciais
gigantes ou células multinucleadas gigantes (Figuras 9E e 9F). Em 16,66 % dos animais o
processo degenerativo que acometeu o testiculo também cessou a producdo de
espermatozdides, pois ndo foram observados espermatozédides no lume dos tubulos
seminiferos. Na avaliacdo histopatologica, também houve diferentes respostas ao CEM
dentro do mesmo grupo experimental, enquanto 50 % dos animais ndo apresentaram
nenhum processo patologico, 25 % apresentaram lesdes no epitélio seminifero

compativeis com degeneracao testicular.
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Figura 8. Fotomicrografias dos testiculos de animais controle (8A), controle negativo (8B) ¢
expostos a CEM de baixa freqiiéncia de 60Hz ¢ 1 mT durante 21 dias (8C e 8D) ou 90 dias (8E,
8F, 8G e 8H). Observar que nas figuras 8A (controle) e 8B (controle negativo) ndo existem
alteracdes patologicas. Na figura 8C e 8D, pode-se observar a descamagdo do epitélio
seminifero (D), células germinativas descamadas no lume tubular (DGC) e vacuolizagdo de
células de Sertoli (seta, V). Na figura 8E observa-se um tibulo seminifero com auséncia de
espermatogénese (ST), espessamento da tinica propria (TP) e aumento do espago linfatico (LS).
Observar na figura 8F vacuolizagdes em células de Sertoli (V) e necrose de células germinativas
(N). Na figura 8G encontram-se células sinciciais gigantes (SC), espessamento de tinica propria
(TP) e células germinativas necroticas em paquiteno (cabeca de seta). Na figura 8H notar um
tubulo seminifero com auséncia de espermatogénese, notar a presenca dos nucleos (seta) e dos
prolongamentos das células de Sertoli (SC), bem como a presenga de poucas espermatogonias
(cabega de seta).
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Figura 9. Fotomicrografias do estagio VII do epitélio seminifero no animal controle (9A) e dos
processos patologicos observados nos animais expostos ao CEM por 21 dos 90 dias (9B) e durante
todos os 90 dias de vida (9C, 9D, 9E, 9F, 9G e 9H). Observar na figura 9B as células germinativas
descamadas no centro do limen do tibulo seminifero. Na figura 9C podemos constatar edemas de
cauda de espermatide alongada (seta), notar a presenga do espaco linfatico intertubular (LS). Na
figura 9D notar vacuolizagdo de célula de Sertoli (V) e uma célula germinativa em picnose
(cabeca de seta). Pode-se observar na figura 9E a presenca de células sinciciais gigantes (SC),
célula germinativa em necrose (N) € em picnose (seta). Observar na figura 9F vactuiolos em células
germinativas (cabeca de seta) e a formacdo de células sinciciais gigantes (SC). A figura 9G
demonstra uma célula germinativa em necrose (N) e o espessamento da tinica propria (TP), notar
a presenga de espago linfatico (LS) e célula de Leydig (seta). Na figura 9H pode-se observar
células germinativas em apoptose (seta) e corpos apoptoticos (cabega de seta).

Vale ressaltar que os animais que apresentaram processo de degeneracao testicular
mais grave ndo foram utilizados para os calculos referentes a histometria quantitativa dos
parametros espermatogénicos. As lesdes patologicas observadas nestes animais
inviabilizaram as medi¢des de diametro tubular e altura de epitélio, bem como as
contagens dos tipos celulares em associacdo com o estagio VII dos tubulos seminiferos,
de acordo com o método acrossdmico.

Observando-se os resultados obtidos para os parametros histomorfométricos do
grupo exposto ao CEM até os 90 dias, pode se constatar que apesar da diferenca entre os
valores nao serem considerados estatisticamente significativos, houve uma elevada
dispersdao das médias (desvio padrao) dentro do mesmo grupo. Este fato, em corroboragdo
com os achados histopatoldgicos, revelaram que houve diferentes respostas dos animais
ao mesmo estimulo, indicando que houve diferentes respostas individuais dentro do

mesmo grupo experimental.

4.3. Histometria Computacional

Os resultados da afericdo da area e do perimetro dos tubulos seminiferos
realizados através de programa computacional biométrico podem ser visibilizados na
Tabela 12. Pode-se observar que tanto a area como o perimetro apresentaram uma redugao
estatisticamente significativa naqueles animais expostos ao CEM que apresentaram

padrdes compativeis com a degeneracao testicular em relagao aos animais controle.

55



4.4. Dosagens da Testosterona Plasmatica

Os resultados obtidos para as dosagens de testosterona plasmatica nao
demonstraram diferenca estatisticamente significativa. Esta similaridade estatistica entre
as médias ocorreram tanto nos animais pré-puberes expostos ao CEM desde a gestagdo até
os 21 dias pds-natal em relagdo ao grupo controle (Tabela 13), como nos animais adultos
expostos ao CEM desde a gestagdo até os 21 dias pos-natal e analisados aos 90 dias de
vida ou nos animais expostos durante todos os 90 dias em ralacdo aos grupos controle e

controle negativo (Tabela 14).

4.5. Integridade de DNA e Morfologia Espermatica

De acordo com as avaliacdes morfoldgicas dos espermatozodides (Tabelas 15 e 16),
foi constatado uma maior freqiiéncia de defeitos espermaticos nos animais expostos ao
CEM tanto por 21 quanto por 90 dias em relagdo ao grupo controle e controle negativo.
Houve a prevaléncia de defeitos menores, principalmente dos tipos gota citoplasmatica
distal (Figura 10), pseudo-gota, cauda quebrada, cauda enrolada e cabeca isolada (Tabela
16). Também foi observada diferenca significativa entre os animais expostos por 21 dias

pos-natal em relacdo aos expostos durante todos os 90 dias (Tabelas 15, 16 e Figura 11).
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Figura 10. Fotomicrografia em microscopio
de contraste de fase, demonstrando a
presenga de gota citoplasmatica distal (seta)
nos espermatozoides de ratos expostos a
CEM de 60 Hz e 1 mT de densidade de
fluxo magnético

O ntmero de espermatozdides defeituosos foi 64% maior nos animais expostos
desde a gestacdo até 90 dias pos-natal em relagdo ao grupo controle negativo e 63% maior
em relacdo ao grupo controle. Também foi observado um aumento de 39% na quantidade
de espermatozoides defeituosos nos animais expostos por 90 dias em relagdo aqueles
expostos desde a gestagdo até 21 dos 90 dias pos-natal. O grupo exposto desde a gestacao
at¢ 21 dos 90 dias pos-natal apresentou aumento de 41% na quantidade de
espermatozdides defeituosos em relacdo ao controle negativo e 38% em relagcdo ao grupo
controle.

Também foi realizada correlagdo entre a quantidade de patologias espermaticas e o
tempo de exposicdo ao CEM, na qual se demonstrou correlagdo linear positiva entre o

tempo de exposi¢cdo ao CEM e o percentual de patologias (Figura 11 e 12).
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Morfologia espermatica de ratos
Campos Eletromagnético de Baixa
frequéncia
O Normais MW Anormais
95,7 95,5 92,7 88,8
12,0
4,3 4,5 7,3
——— —— ﬁ
FALSO CONTROLE EXPOSTO 21 EXPOSTO ATE
CONTROLE DOS 90 DIAS 90 DIAS

Figura 11. Porcentagem de espermatozodides normais e anormais
apos os diferentes periodos de exposicio a Campos
Eletromagnético de 60 Hz de freqiiéncia e | mT de densidade de
fluxo magnético.

Total de patologias espermaticas nos diferentes grupos

esperimentals y=0,0795x + 49902
" R? =0,9766
12 ———
¢ Controle

y 0 BExposto 21 dias

A Exposto 90 dias

Total de patologias
espermaticas (%)

O N B~ O

— Linear (Linhade
0 2 40 60 80 100 tendéncia)

Periodo de exposicao (Dias)

Figura 12. Correlagdo entre a quantidade de patologias espermaticas e o tempo de
exposicao ao CEM, demonstrada através do coeficiente de angulacdo da fun¢do linear que
descreve o comportamento da porcentagem de patologias espermaticas durante os diferentes
periodos de exposicdo ao CEM.
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A integridade de DNA dos espermatozéides nos animais expostos ao CEM de
baixa freqiiéncia ndo revelou alteragdes estatisticamente significativas do grupo controle
em relagdo aos animais expostos a0 CEM desde a gestagdo até os 21 dos 90 dias de vida.
Também nado foram significativos os resultados observados do grupo controle em relagao
ao grupo exposto até os 90 dias, bem como os resultados na avaliagdo dos grupos

expostos a0 CEM durante 21 dos 90 dias em relagdo ao grupo exposto por todos os 90
(Tabela 17).
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5. DISCUSSAO
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5.1. Desenvolvimento Ponderal

Pdde-se observar com os resultados obtidos neste trabalho, que ja ao primeiro dia
de nascimento os animais expostos ao CEM apresentaram o peso reduzido em relagdo aos
controles. Este fato sugere que os CEM podem interagir com as fémeas gestantes ou com
os fetos ainda no periodo gestacional. Segundo Huuskonen et al. (2001) foram observadas
alteracdes nos receptores de estradiol e progesterona no utero durante a gestacao de ratas
expostas a campos magnéticos de 13 ou 130 uT, indicando que o campo magnético pode
promover algumas alteragdes no transporte e desenvolvimento dos embrides e parametros
enddcrinos associados. Também foram constatadas correlacao entre CEM de 50 Hz com
defeitos congénitos do sistema nervoso central em humanos (BLAASAAS et al., 2002) e
deformagdes em fetos de camundongos expostos a campos magnéticos de 400 mT
(SAITO et al., 2006). Durante todos os primeiros 21 dias pds-natal os animais expostos ao
CEM apresentaram o desenvolvimento ponderal reduzido em relacdo aos animais do
grupo controle. Portanto, pode-se verificar que ao longo de 21 dias, periodo em que os
organismos neonatos estao definindo as suas trajetorias metabolicas em prol da maturacao
de seus tecidos e sistemas organicos, 0 CEM de 60 Hz e 1mT proporcionou mudangas na
taxa de ganho de peso corpdreo.

Diversos estudos ndo observaram efeitos adversos na gestacdo. Neigish et al.
(2002) nao observou efeitos da exposicao de ratas a campos magnéticos de 50 Hz e 7, 70
ou 350 uT por 22 horas / dia durante o periodo de 0 a 7 dias (pré-implantagdo) ou 8 a 15
dias (organogénese) da gestacdo. Também ndo foram observadas alteragcdes nas fémeas
gestantes ou nos fetos depois da exposi¢do continua de ratas do 6° ao 20° dia de gestacdo a
campos magnéticos de 5, 83,3 ou 500 uT.

Estes estudos realizaram exposi¢des continuas e por longos periodos do dia, este
fator pode resultar na adaptag¢@o dos animais ao estimulo causado pelos campos elétricos e
magnéticos, pois ja foi observado efeito de adaptag@o na proliferacdo de células expostas
a CEM (KWEE e RASMARK, 1998).

Os resultados para os pesos dos Orgdos coletados aos 21 dias pds-natal
demonstram que houve alteragdes significativas no peso do testiculo direito, testiculo

esquerdo, rim esquerdo, bago e timo. Os indices relativos referentes a propor¢ao que os

61



orgados ocupam dentro do peso corporal total aos 21 dias pds-natal demonstraram que os
testiculos direito e esquerdo, bem como o baco apresentaram uma reducdo
estatisticamente significativa nos animais expostos ao CEM em relagdo ao grupo controle.
Estes resultados corroboram com as referéncias relatadas anteriormente € sugerem que 0s
CEM podem ter uma acao sistémica, envolvendo outros sistemas bioldgicos além do
sistema reprodutor masculino.

A producdo espermdtica em animais sob condi¢cdes normais ¢ diretamente
correlacionada com o peso testicular (FRANCA e RUSSEL, 1998). No presente trabalho,
o peso dos testiculos se demonstrou significativamente reduzido nos animais expostos ao
CEM até os 21 dias pds-natal. Porém, esta reducdo estatistica do peso testicular nos
animais aos 21 dias ndo foi constatada nos animais expostos ao CEM até os 90 dias. Este
fato pode sugerir um mecanismo de compensagao / adaptacdo do organismo ao CEM.

O trabalho realizado por Tablado et al. (2000) ndo demonstrou alteragao no peso
corporal, dos testiculos e epididimos de camundongos expostos continuamente ou por 1
hora a campos magnéticos de 500 a 700 mT. Nesta densidade de fluxo magnético os
autores citados anteriormente ndao encontraram alteragdes no peso testicular e
epididimério, bem como na avaliacao histopatologica dos testiculos e epididimos nos dias
1, 5, 15 e 35 pés-natal. Este padrao de exposicdo pode ter resultado na adaptagdo dos
animais, pois a aplicagdo em doses fracionadas parece ter resultados mais pronunciados
que a exposi¢cao constante a campos elétricos e magnéticos (RAMADAN et al., 2002).

Como a fung¢do temporal de ganho de peso demonstrou-se linear, tanto para os
animais do grupo controle como para os animais do grupo tratado com o CEM desde a
gestagdo até os 21 dias pos-natal, pode-se inferir que as alteragdes nos mecanismos que
definem as taxas de ganho de peso foram qualitativamente similares em ambos os grupos,
mas quantitativamente distintas.

Os animais analisados na fase adulta também apresentaram seu desenvolvimento
ponderal reduzido quando continuaram a ser expostos ao CEM. No grupo de animais
expostos desde o 13° dia de gestacdo até os 21 dias pos-natal e avaliados ao longo de 90
dias pos-natal, observou-se recuperacdo do desenvolvimento ponderal. Estes animais
apresentaram uma tendéncia de retorno do peso a normalidade. A redugdo estatistica entre

0 peso destes animais e seus respectivos controles se manteve até a 4° semana de vida
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(aproximadamente 49 dias), a partir deste periodo, os animais apresentaram uma
recuperacdo de seu peso e a diferenca entre os grupos ndo foi mais estatisticamente
significativa. Estes resultados corroboram os de Al-Akhras et al. (2001), sugerindo que
quando se cessa a exposicao ao CEM, ha uma recuperacao do organismo animal, portanto,
os efeitos causados pelos CEM sdo parcialmente reversiveis.

Os animais submetidos ao CEM apresentaram um menor ganho de peso em
relacdo ao grupo controle. Isto, de certa forma, pode sugerir diferengas importantes nos
mecanismos de acumulo de massa corporea, ndo somente com relacdo ao acimulo de
gordura, mas também com relagdo ao desenvolvimento da estrutura Ossea e massa
muscular, pois se sabe que pulsos eletromagnéticos de 75 Hz e 1,6 mT irradiados 6 horas
por dia durante 6 meses pode alterar a densidade 6ssea (FINI et al., 2008) e CEM de alta
freqiiéncia e baixa intensidade pode atuar em lesdes do tecido muscular (CANATA et al.,
1982).

Por outro lado, também pode ser sugerido que os animais submetidos ao CEM
apresentaram um ganho de peso menor em virtude de uma perda maior de energia
metabolica devido ao aumento do metabolismo corporal, pois os CEM de 100 Hz
irradiados durante 50 dias podem alterar parametros como o peso corporal, a glicose
sanguinea e o metabolismo de 4cidos graxos (GERARDI et al., 2008). Outra hipdtese
seria a de que os CEM induzem altera¢des no comportamento dos animais, pois campos
magnéticos de 50 Hz e 140 mT provocam alteracdes na memoria de reconhecimento
espacial em camundongos (FU et al., 2008). Esta alteracdo no comportamento dos
animais poderia conduzir a modificagdes dos seus habitos, inclusive em uma escala social
do grupo, resultando em um menor desenvolvimento ponderal.

Em relagdo ao peso dos orgdos coletados aos 90 dias, apenas o peso do epididimo
direito apresentou reducdo estatisticamente significativa. O restante dos 6rgaos analisados
ndo apresentaram alteragdo significativa. A redug¢do no peso do epididimo direito parece
ser um artefato de pesquisa e ndo deve representar significado bioldgico relevante.

Aydin et al. (2007) demonstrou que CEM de 50 Hz e 48,21 mG gerados por linhas
de alta tensdo de 170 kV irradiados continuamente em ratos durante 1, 2 e 3 meses nido

alterou o peso dos 6rgdos reprodutivos nem as dimensdes testiculares. Os resultados
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observados por estes autores corroboram com os resultados do presente trabalho, onde os
CEM parecem nao alterar o peso dos 6rgdos nos animais adultos.

O indice gonadossomatico (IGS) pode ser caracterizado como o percentual de peso
corporal alocado no testiculo (FRANCA e RUSSELL, 1998). Este parametro nao se
alterou devido a exposi¢do ao CEM. Este resultado corrobora com os achados da
histomorfometria, pois a manutengdo do IGS pode ter ocorrido em virtude da nao
alteracdo dos parametros relacionados com as células de Sertoli, j4 que a populagdo de
células de Sertoli desempenha um importante papel no tamanho final do testiculo
(FRANCA e RUSSEL, 1998) e em mamiferos ocupam entre 11 e 40% do epitélio
seminifero (FRANCA e CHIARINI-GARCIA, 2005).

Os indices relativos do peso dos 6rgaos em func¢do do peso corporal demonstraram
que o epididimo direito e a vesicula seminal aumentaram estatisticamente nos animais
expostos a0 CEM durante o periodo do 13° dia de gestacdo até os 90 dias de vida em
relacdo aos animais controle. O aumento relativo do peso do epididimo direito também
parece representar um artefato de pesquisa e ndo deve representar significado biologico
significativo. Porém, o aumento do peso relativo da vesicula seminal pode ter ocorrido em
virtude do aumento na taxa de proliferacdo celular (KWEE e RASKMARK, 1995;
FREDOWITZ et al., 2002; WOLF et al, 2005), pois os CEM de 50 Hz irradiados por 2

meses podem interagir com a vesicula seminal (KHAKI et al., 2008).

5.2. Histomorfometria e Histopatologia Testicular

Os dados obtidos nas analises histomorfométricas dos animais expostos ao CEM
desde o 13° dia de gestacdo até os 21 dias pds-natal demonstraram que houve uma
reducdo estatisticamente significativa do volume e da altura do epitélio seminifero e do
didmetro tubular, bem como o aumento do espaco linfatico, que resultou no aumento do
volume de espaco intertubular.

A maturacao das células de Sertoli é caracterizada pelo aparecimento da barreira
hemato-testicular funcional e tem com conseqiiéncia o aparecimento do lume tubular e
progressdo das células germinativas além da fase de espermatodcitos primarios. Em ratos,

este evento ocorre entre 14 e 20 dias apos o nascimento (PELLETIER; GRISWOLD,
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1998; FRANCA e CHIARINI-GARCIA, 2005). No presente trabalho, os animais foram
expostos a0 CEM de baixa freqiiéncia desde 13° dia de gestacdo até os 21 dias pds-natal,
periodo no qual estd ocorrendo a maturagdo das células de Sertoli. Os resultados
observados sugerem que a exposicdo ao CEM promove retardo na formagao da barreira
hemato-testicular das células de Sertoli, indicando um provavel retardo no processo de
maturacdo destas células nos animais submetidos a este protocolo de irradiagdo. As
células de Sertoli imaturas ndo apresentam as jun¢des de oclusdo (barreira hemato-
testicular) totalmente formadas (JEGOU, 1992), portanto, estas células ndo estariam aptas
a suportar a entrada das cé€lulas germinativas em divisdao meiotica. Este fato provocaria
uma diminui¢do na quantidade de células germinativas no epitélio dos tibulos seminiferos
nos animais expostos ao CEM até a fase pré-pubere (21 dias pos-natal). Acredita-se que o
retardo no processo espermatogénico geralmente nao ocorra, pois existe um rigido
controle que ndo permite ou permite apenas um pequeno atraso no desenvolvimento da
espermatogénese, porém, existe o retardo do processo espermatogénico na deficiéncia da
vitamina A, onde as espermatogdnias A; se amontoam nos tubulos (RUSSEL et al.,
1990). O hipotereoidismo também retarda o processo espermatogénico, resultando no
atraso da maturacao das células de Sertoli, as células germinativas entram em apoptose e
as células peritubulares midides também permanecem imaturas (FRANCA e CHIARINI-
GARCIA, 2005). Estes processos ndo foram observados durante a exposicdo ao CEM,
entretanto neste experimento se observou um numero qualitativamente menor de tibulos
luninados nos animais expostos. Como o aparecimento do limen nos tubulos esta
estritamente relacionado a maturagao estrutural e secrecdo de fluido seminifero de
maneira polarizada pela célula de Sertoli (ORTH, 1993), acreditamos que o CEM interfira
de alguma maneira na formacgao desta barreira.

Por outro lado, nestes animais expostos ao CEM, ocorreu o aumento no
comprimento dos tibulos seminiferos. Este aumento de comprimento parece representar
uma resposta compensatoria do organismo visando manter o processo espermatogénico
normal e a populagdo de células de Sertoli, pois o comprimento total dos tibulos
seminiferos esta diretamente relacionado com trés parametros, o tamanho do testiculo, o
volume ocupado pelos tibulos seminiferos e o didmetro tubular (FRANCA e RUSSEL,
1998).
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Nos animais expostos ao CEM até os 21 dias pds-natal, houve uma reducao
estatisticamente significativa na quantidade de células de Sertoli por sec¢do transversal.
Isto pode ter influenciado na reducdo do didmetro tubular e na altura do epitélio
seminifero, pois as células de Sertoli em mamiferos ocupam entre 11 e 40% do epitélio
seminifero (FRANCA e CHIARINI-GARCIA, 2005). Entretanto, a populacao de células
de Sertoli se manteve similar aos animais controle em virtude do aumento compensatorio
do comprimento dos tubulos seminiferos.

Nos animais adultos, quando expostos ao CEM até os 90 dias, ndo houve alteragao
estatisticamente significativa na populacdo de células de Sertoli, bem como no
comprimento de tubulos seminiferos. Este fato indica que os CEM parecem atuar apenas
nas células de Sertoli imaturas, alterando-a quantitativamente por sec¢do transversal de
tubulo seminifero, porém nao alterando a proliferagdao ao longo do tubulo, o que justifica
0 aumento compensatdrio no comprimento dos tibulos seminiferos.

O presente estudo observou que o CEM parece ndo influenciar na quantidade de
células de Sertoli maduras, pois sua populagdo em individuos adultos ¢ estdvel (FRANCA
et al., 2005), e ndo alterou significativamente nos animais expostos ao CEM. Também nao
houve alteracdes na quantidade de células de Sertoli por sec¢do transversal e no
comprimento dos tibulos seminiferos, demonstrando que ndo houve a necessidade de
resposta compensatoria em virtude de alteragdes nas células de Sertoli. Entretanto,
WANG et al. (2008) utilizando pulsos eletromagnéticos de 200 kV/m observou um
aumento na permeabilidade da barreira hemato-testicular das células de Sertoli de
camundongos adultos. No presente trabalho, ndo foi observada alteracdo quantitativa nas
células de Sertoli de animais adultos, portanto, os campos elétricos e magnéticos parecem
atuar nas células de Sertoli maduras qualitativamente e ndo quantitativamente.

Os parametros histomorfométricos testiculares dos animais adultos (aos 90 dias)
do grupo controle e do grupo controle negativo ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significativa em nenhum dos parametros analisados. Ressaltando que o
grupo controle foi submetido as mesmas manipulagdes que os grupos experimentais, com
a excecao da presenga do CEM, e o grupo controle negativo ndo sofreu nenhum tipo de

manipulagdo. Este ¢ um indicativo de que as manipulagdes as quais os animais dos grupos

66



experimentais e controle foram submetidos ndo causaram estresse nos animais ao ponto
de interferir nos resultados obtidos para estes pardmetros.

As analises histomorfométricas nos animais adultos nao revelaram alteragdes
estatisticamente significativas entre os grupos experimentais em relacdo ao peso liquido
testicular, altura do epitélio seminifero e quantidade de células de Sertoli por seccao
transversal. A histometria quantitativa dos testiculos demonstrou que também nao houve
alteracdo estatisticamente significativa no comprimento dos tibulos semininferos, na
populacdo de células de Sertoli, no indice de células de Sertoli (ICS), bem como na
producao espermatica diaria (PED) e na produgdo espermatica didria por grama de
testiculo (PED/g). A propor¢ao volumétrica dos componentes testiculares também ndo se
alterou estatisticamente para nenhum dos parametros analisados. Segundo Francga et al.
(2005), a producdo espermatica didria em ratos € de 17 a 24 milhdes de espermatozoides.
Os resultados obtidos no presente trabalho para todos os grupos experimentais estao
dentro dos padrdes da espécie e conseqiientemente todas as metodologias referentes as
analises histomorfométricas testiculares foram realizadas com sucesso.

Houve uma redugdo estatisticamente significativa no didmetro dos tubulos
seminiferos dos animais expostos ao CEM até os 90 dias de vida. Esta reducdo do
diametro tubular pode ter ocorrido em virtude do efeito somatério da diminuigdo do
epitélio germinativo e do lume tubular, pois estes parametros estdo diretamente
relacionados com o diametro tubular (FRANCA e RUSSEL, 1998). Esta reducao do
diametro também pode ter ocorrido em fun¢do do aumento das taxas de apoptose no
epitélio seminifero. A apoptose de células germinativas ocorre fisiologicamente durante a
espermatogénese (FRANCA et al., 2005), porém, os campos elétricos e magnéticos
podem influenciar no mecanismo de apoptose (LAI e SINGH, 2004), inclusive induzir o
aumento nas taxas de apoptose nas células germinativas, reduzindo a quantidade de
células vivas nos tabulos seminiferos (LEE et al., 2004; KIM et al., 2009).

A redugdo do diametro tubular ocorreu tanto nos animais pré-puberes, que foram
expostos ao CEM desde a gestagdo até os 21 dias pos-natal, como nos animais adultos,
que foram expostos ao CEM desde a gestagdo até os 90 dias de vida. Portanto, o diametro
tubular parece ser um parametro que pode estar sob influéncia do CEM durante todo o

desenvolvimento do animal. Entretanto, o didmetro tubular parece ser influenciado de

67



diferentes maneiras durante o desenvolvimento animal. No presente trabalho foi
observado que na fase inicial de suas vidas o CEM parece atuar na maturagdo das células
de Sertoli, impedindo que as células germinativas entrem em meiose e se diferenciem em
espermatozdides (GRISWOLD, 1998). Na fase adulta estes campos parecem alterar o
diametro tubular através da inducao de apoptose nas células germinativas, diminuindo a
quantidade de células germinativas vivas nos tibulos seminiferos (LEE et al., 2004; KIM
et al., 2009).

Pode existir relacdo entre a diminuicao do didmetro tubular causada pelo CEM e
uma reducao na espermatogénese, ja que o diametro dos tubulos seminiferos normalmente
possuem relacdo positiva com a atividade espermatogénica (FRANCA e RUSSEL, 1998),
também existe referéncia a diminui¢do na espermatogénese através da analise quantitativa
de tabulos seminiferos expostos a CEM (LEE et al., 2004).

Nos animais expostos ao CEM desde a gestacao até os 90 dias pos-natal, apesar de
o didmetro tubular apresentar-se estatisticamente reduzido, a redugdo na producdo
espermatica diaria (PED) nao foi estatisticamente significativa, apesar da tendéncia de
reducdo de 10,31%. Esta diferenca na PED ndo se apresentou estatisticamente
significativa devido ao elevado desvio padrdao observado entre as médias, refletindo as
diferentes respostas individuais quando os animais foram submetidos as mesmas
condi¢des experimentais.

Vale ressaltar que o diametro tubular ndo sofreu alteragdo significativa nos
animais expostos ao CEM desde a gestagdo até os 21 dias pds-natal e analisados aos 90
dias de vida. Este fato corrobora com os resultados obtidos no desenvolvimento ponderal,
onde se observa que quando se cessa a exposi¢do ao CEM, ha uma recuperacdo do
organismo animal. Portanto, os efeitos causados pelos CEM no didmetro tubular e no peso
dos animais parecem ser parcialmente reversiveis. Entretanto, ndo houve a recuperagdo do
diametro tubular e do desenvolvimento ponderal com relagdo aos animais expostos a
partir do 13° dia de gestagdo até 90 dias de idade. Somente a partir da retirada do CEM e
num intervalo igual ou superior a duragdo do ciclo do epitélio seminifero em ratos nos
poderiamos confirmar se os efeito do CEM na dosagem empregada ¢ reversivel para

espermatogénese em ratos adultos.
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Em relacdo as andlises histopatoldgicas realizadas nos testiculos dos animais aos
90 dias, ndo houve alteragdes nos animais dos grupos controle e controle negativo.
Confirmando que as manipulacdes as quais os animais do grupo controle foram
submetidos nao desencadearam nenhum tipo de processo patologico identificado a
microscopia optica.

Os resultados histopatoldgicos dos animais expostos ao CEM revelaram diferentes
respostas dentre os grupos experimentais € dentro do mesmo grupo experimental. Os
animais expostos ao CEM desde a gestacdo até os 21 dias pds-natal e analisados aos 90
dias de vida, apresentaram a microscopia Optica lesoes patologicas em 50 % dos animais.
Dentre estes, 16,66 % apresentaram lesdes degenerativas mais graves como descamagao
do epitélio seminifero, células germinativas no lume tubular, células germinativas
apoptoticas, bem como vacuolizagdo em células de Sertoli. Nestes animais houve o
comprometimento do processo espermatogénico normal.

Nos animais expostos ao CEM desde a gestagao até 90 dias pos-natal, as analises
histopatologicas também revelaram que em 50 % dos animais apresentaram alteracdes
patologicas detectaveis a microscopia Optica. Deste grupo, 25 % do total de animais
apresentaram lesdes no epitélio seminifero compativeis com degeneracdo testicular.
Nestes animais foram observadas células germinativas em processo de descamacdo,
grande quantidade de células descamadas no lume tubular, edemas de cauda em
espermatides alongadas, aumento do espago intertubular, espessamento da tunica propria
dos tubulos seminiferos e vacuolizagdo em células de Sertoli. Também foi observada
grande quantidade de células germinativas necroticas, em processo necrotico com nucleos
picndticos e em processo de apoptose. Com base nestes resultados, pode-se considerar que
nestes os animais houve lesdes patoldgicas que resultaram no comprometimento do
processo espermatogénico normal.

Em 8,33 % dos animais expostos ao CEM até os 90 dias foram observados tibulos
seminiferos com uma grande reducdo no epitélio, ocasionada pela grande diminui¢do na
quantidade de células germinativas, inclusive das linhagens préximas ao compartimento
basal. Alguns destes tubulos seminiferos apresentaram uma drastica reducdo na
quantidade de células germinativas, havendo apenas a presenca de células de Sertoli e

algumas espermatogdnias na base do epitélio seminifero. Nestes animais também foi

69



observada a presenca de vacuolizagdes em células germinativas e a presenca de células
sinciciais gigantes ou células multinucleadas gigantes. Estas células sao um achado
patolégico comum nos testiculos e se formam em virtude da desestabilizacdo do
citoesqueleto que mantém a integridade das pontes entre as células germinativas
(RUSSEL et al., 1990). As lesdes patologicas observados nos testiculos de 16,66 % dos
animais foram tdo graves que resultaram na auséncia da formacdo de espermatozdides,
pois ndo foram observados espermatozoides espermiados no lume dos tubulos
seminiferos. Ramadan et al. (2002) também observou em camundongos expostos a
campos magnéticos de 20 mT lesdes tdo graves que ndo foi observada espermatogénese
nos tibulos seminiferos.

De Vita et al. (1995) observaram em seu estudo que a populagdo de
espermatogoOnias diferenciadas parecem ser as células alvo da atuacdo de campos
magnéticos de 50 Hz e 1,7 mT, resultando na redug¢do da quantidade de espermatides
alongadas. Esta observacao realizada pelos autores corrobora com os achados da presente
pesquisa, onde os CEM podem atuar provocando alteragdes nas células germinativas mais
diferenciadas, e atuar em menor escala nas espermatogonias indiferenciadas. De Vita et
al. (1995) também sugeriu uma possivel diferenca na sensibilidade dos diferentes tipos
celulares da espermatogénese a agentes fisicos, incluindo as radiagdes ndo-ionizantes,
dentre estas se encontram os CEM de baixa freqiiéncia.

Geralmente as espermatogonias se diferenciam irreversivelmente. Estas continuam
a se diferenciar para se tornarem espermatozodides, € a unica op¢ao para estas células que
ndo irdo se tornar espermatozoides ¢ degenerar-se (RUSSELL et al., 1990). Vem sendo
relatado na literatura que campos elétricos e magnéticos podem causar efeitos genotdxicos
e citotoxicos em diversos tipos celulares (DE VITA et al., 1995; IVANCSITS et al., 2005)
e inducdo de apoptose de células germinativas (LEE et al., 2004; KIM et al., 2009).
Portanto, os CEM na dose de 60Hz e 1mT podem causar injlrias nas células germinativas
e nas células de Sertoli acarretando nas lesdes observadas no presente trabalho.

Vem sendo demonstrado que campos elétricos € magnéticos podem causar efeitos
genotoxicos em diversos tipos celulares, tais como células progenitoras neurais de
camundongo, células nervosas cerebrais e células da granulosa em ratos, linfocitos,

fibroblastos e melanécitos humanos e embrides de camundongo (ESTECIO e SILVA,
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2002; LAI e SINGH, 2004; IVANCSITS et al., 2005; NIKOLOVA et al., 2005; LUO et
al., 2006). Possivelmente, estes CEM aumentam a susceptibilidade a danos no DNA
(WOLF et al., 2005). Lee et al. (2004) ¢ Kim et al. (2009) observaram aumento da
incidéncia de apoptose nas células germinativas.

Esta via de destruicdo celular parece atuar como mecanismo regulatorio para
reduzir possiveis efeitos toxicos dos CEM nas células da linhagem espermatogénica (De
Vita et al., 1995). Os resultados observados no presente trabalho corroboram o fato de
que a apoptose decorre em conseqiiéncia dos possiveis efeitos genotoxicos, pois foi
observado em diversos animais expostos ao CEM células germinativas apoptoticas.

Vale ressaltar que os animais que apresentaram processo de degeneracao testicular
mais grave ndo foram utilizados para os calculos referentes a histometria quantitativa dos
parametros espermatogénicos. As lesOes patologicas observadas nestes animais
inviabilizaram as medi¢des de diametro tubular e altura de epitélio, bem como as
contagens dos tipos celulares em associagdo com o estdgio VII dos tibulos seminiferos.
Este fato pode ser considerado um dos principais responsaveis pela redu¢do observada nos
parametros histomorfométricos ndo se apresentarem estatisticamente significativa, pois os
animais com maior grau de alteragdo na espermatogénese nao puderam ser utilizados para
estas aferi¢oes histométricas.

Os valores da producdo espermatica didria (PED) diminuiram 10,31% nos animais
expostos a0 CEM até os 90 dias pos-natal. Esta diminuicdo ndo foi considerada
estatisticamente significativa devido a elevada dispersdao das médias (desvio padrdo) no
grupo exposto ao CEM. Esta elevada dispersdo entre as médias ocorreu em virtude das
diferentes repostas individuais dentro do mesmo grupo experimental. Este também pode
ser considerado outro fator que culminou na diferenca nao estatistica dos resultados
histométricos, pois o elevado desvio padrao observado diluiu a diferenca entre as médias
dos animais dos grupos experimentais. Esta observagdo corrobora com os achados
histopatologicos, sugerindo que ocorreram diferentes respostas individuais dentro do
mesmo grupo experimental, estes resultados sugerem que a susceptibilidade ao CEM
parece ser individuo-especifica. Al-Akhars et al. (2001) citaram que a linhagem dos
animais utilizados no estudo pode ser uma importante variavel nas pesquisas

bioeletromagnéticas, bem como observaram que alguns animais apresentavam alteragdes
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mais pronunciadas quando expostos a campos magnéticos. Estes fatos sugerem a hipotese
de que alguns animais ou linhagens especificas tenham maior susceptibilidade a campos
elétricos e magnéticos.

No presente trabalho, os CEM de baixa freqiiéncia de 60 Hz ¢ 1 mT de densidade
de fluxo magnético desencadearam o processo de degeneracdo testicular de menor
intensidade nos animais expostos ao CEM desde o 13° dia de gestacdo até os 21 dias pos-
natal e analisados aos 90 dias, e de maior intensidade nos animais expostos desde o 13°
dia de gestacdo até a fase adulta, aos 90 dias de vida. A degeneragdo testicular pode ser
definida como um processo que causa a deterioragdo da estrutura do testiculo, com
conseqiiente perda da func¢ao testicular. Esta pode possuir diversos fatores etioldgicos, tais
como o calor, trauma testicular, exposicdo ao frio, toxinas, isquemia, deficiéncias
nutricionais, administracdo exogena de androgenos, infecgdes, doencas auto-imunes,
obstrugdes do fluxo espermatico, neoplasias e radiacdes (TURNER, 2007). Entretanto, a
degeneracgdo testicular vem sendo relacionada com as radiacdes de freqiiéncias mais
elevadas do espectro eletromagnético. Segundo Jensen et al. (2006), o testiculo ¢
altamente sensivel a radiacdo ionizante. Doses de 0,15 Gy pode temporariamente reduzir
a quantidade de espermatozoides e a exposicao a 2 Gy pode resultar em azoospermia por
tempo prolongado ou permanentemente (auséncia na producdo de espermatozoides).
Alteragdes no processo espermatogénico em virtude da exposi¢do a radiagdes de
freqiiéncias menores também vem sendo relatadas. Subbotina et al. (2006) observaram
que radiacdes eletromagnéticas de freqiiéncia extremamente alta (30-300 GHz) e
intensidade < 0.3 mW/cm? irradiadas em ratos em doses fracionadas de 10 aplicagdes de 3
horas e 15 minutos resultou em alteracdes patologicas, que culminaram na degeneracao e
polimorfismo de espermatozoides. Segundo Agarwal et al. (2008) o tempo de utilizagdo
diario de telefones celulares que operam na freqiiéncia de 400 a 2000 MHz pode diminuir
a qualidade do sémen de homens que realizaram exame de infertilidade, devido a
alteragdes na contagem, motilidade e viabilidade dos espermatozodides, bem como na
morfologia espermatica normal. Esta diminui¢do foi proporcional ao tempo de utilizagdo
dos telefones celulares. Yan et al. (2007) observou que ratos expostos a radiagdes de
telefones celulares (1,9 GHz) posicionados a 1 cm da cabega dos animais, em duas

aplicacdes diarias de 3 horas com intervalo de 30 minutos, apresentaram aumento da
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incidéncia de espermatozoides mortos e aglomerados de espermatozoides anormais. Em
estudo in-vitro, Erogul et al. (2006) observou que radiagdes eletromagnéticas de telefones
celulares com 900 MHz a uma distancia de 10 cm de amostras de espermatozoides
humanos irradiadas por 5 minutos alterou a motilidade progressiva e aumentou a
incidéncia de espermatozdides sem movimento. A motilidade espermatica ¢ um dos
principais métodos para se avaliar danos nos testiculos (RAMADAN et al., 2002).

Pesquisas vém demonstrando que campos elétricos e magnéticos de baixa
freqiiéncia também podem interagir com a espermatogénese. Al-Akhars et al. (2001)
observaram uma reducao na fertilidade de ratos adultos expostos a campos magnéticos de
50 Hz e 25 puT durante 90 dias, também houve reducdo na quantidade de fémeas prenhes
acasaladas com machos expostos ao campo, bem como aumento no numero de
reabsor¢des embrionarias e reducdo na quantidade de implantagdes embriondrias e fetos
sobreviventes por gestacdo. De Vita et al. (1995) demonstrou em seu estudo que
camundongos expostos em dose unica de 4 horas a campos magnéticos de 50 Hz e 1 mT
de densidade de fluxo podem resultar em efeito citotdxico ou citoestatico em
espermatogonias diferenciadas, além de reduzir estatisticamente a quantidade de
espermatides alongadas no epitélio seminifero.

Segundo Lee et al. (2004) a exposi¢do a CEM de baixa freqiliéncia (60 Hz e 0,5
mT) 24 horas por dia em camundongos adultos durante oito semanas aumentou a
incidéncia de morte das células germinativas por apoptose, reduziu o escore da biopsia
testicular, bem como a andlise quantitativa dos tabulos seminiferos demonstraram uma
diminuicdo significativa na espermatogénese. Kim et al. (2009) observou que campos
magnéticos de 60 Hz e 14 uT irradiados continuamente em camundongos também
induzem o aumento na incidéncia de apoptose nas células germinativas, principalmente
em espermatogonias.

Ramadan et al. (2002) observaram que camundongos adultos expostos a campos
magnéticos de 20 mT em doses fracionadas de 30 minutos por dia, 3 vezes por semana,
durante 2 semanas, sofreram reducdo significativa na contagem, motilidade e produgio
diaria de espermatozoides, além de alteragdes na largura dos tubulos seminiferos, também
foi constatada a auséncia de espermatogdnias e espermatogénese nos tibulos seminiferos.

Ramadan et al. (2002) também observaram a redu¢do na atividade da enzima LDH-X, no
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testiculo esta enzima apenas pode ser detectada nas células germinativas mais
diferenciadas e pode ser utilizada como marcador da maturagdo de células germinativas.

Aydin et al. (2007) estudou os efeitos de CEM de 50 Hz e 48,21 mG gerados por
linhas de alta tensdo de 170 kV irradiados continuamente em ratos. Os animais foram
posicionados a 7,5 m das linhas de transmissdo de energia durante 1, 2 ¢ 3 meses. Estes
autores observaram reduc¢do na atividade da catalase testicular e corporal. A bidpsia
testicular revelou menores escores nos animais expostos aos CEM, o exame
histopatologico do testiculo demonstrou que houve uma desaceleragdo da
espermatogénese ¢ degeneragdo de células germinativas com relagdo direta com o tempo
de exposi¢cdo ao CEM.

No presente trabalho foi observado degeneracao testicular em 16,66 % dos animais
expostos a0 CEM desde a gestacdo at¢ 21 dias pds-natal e analisados aos 90 dias.
Também foi observado que 25 % dos animais expostos ao CEM desde a gestacdo até os
90 dias pds-natal apresentaram degeneragdo testicular mais intensa. Os animais que foram
expostos ao CEM e ndo apresentaram alteragdes podem ter apresentado esta resposta em
virtude de dois mecanismos. No primeiro, os animais se adaptaram ao estimulo causado
pelo CEM, parando de responder, e retornando a condi¢ao fisioldgica normal; no segundo
mecanismo, o organismo pode ter deflagrado uma resposta compensatoria que amenizou
os efeitos dos CEM na espermatogénese.

De acordo com Kwee e Rasmark (1998) a exposicdo a radiacdo de baixa
freqiiéncia por longos periodos de tempo, além do necessario para o efeito maximo, nao
resulta em efeito mais pronunciado na proliferacdo celular. Os autores explicam estes
eventos como mecanismo de adaptacdo, ja que foram observadas alteragdes na
proliferagdao de células expostas a CEM de 50 Hz durante 20 a 45 minutos e nao houve
nenhum efeito nestas células quando expostas por horas, dias ou semanas.

Os animais que foram expostos ao CEM até os 21 dias, porém analisados aos 90
dias, apresentaram lesdes menos graves no epitélio seminifero. Estes achados também
podem sugerir duas hipoteses. Na primeira, os tibulos seminiferos podem se recuperar
das injurias causadas pelos CEM, e quando se interrompe a exposi¢cao ao CEM, os danos

causados podem ser parcialmente reversiveis; na segunda, os CEM possuem um efeito
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acumulativo, e a exposicao até os 21 dias ainda ndo tenha sido suficiente para causar
lesdes tao graves.

Foi observado no presente trabalho que os CEM de 60 Hz e ImT podem atuar
interferindo nos animais na fase inicial de suas vidas, pois neste periodo houve alteragdes
no desenvolvimento ponderal e nos parametros histomorfométricos dos componentes
testiculares. Os animais quando continuam a ser irradiados com este CEM também
continuam a reduzir o seu desenvolvimento ponderal e o didmetro dos tibulos
seminiferos, bem como deflagrar o processo de degeneracdo testicular nos individuos
susceptiveis (25 % dos animais). Porém, no grupo de animais que foram expostos ao
CEM até os 21 dias pos-natal, parando a exposi¢do e analisando os animais aos 90 dias,
foi observado que o peso corporal dos animais continuou alterado até a 4° semana e
posteriormente houve uma recuperacao, retornando a condi¢do normal.

As lesdes observadas no epitélio seminifero foram mais graves nos animais
expostos a partir do 13° dia de gestacdo até 90 dias pos-natal. Estes fatos nos fornecem
indicios de que os CEM causam alteracdes nas células somaticas e germinativas dos
tubulos seminiferos com efeitos aparentemente irreversiveis, uma vez que animais
expostos no periodo critico do desenvolvimento testicular (13° dia de gestagdo até o 21°
dia pds-natal) ainda apresentaram lesdes compativeis com degeneragao testicular na idade
adulta. Acreditamos que a exposicdo por longos periodos pode causar alteracdes
possivelmente irreversiveis que venham a comprometer o processo espermatogénico,
principalmente se a exposi¢ao ocorrer num periodo critico do desenvolvimento testicular,
quando as células de Sertoli e espermatogdnias estdo em proliferacdo (SILVA JUNIOR et
al., 2006), como foi o protocolo deste trabalho. Por outro lado, Al-Akhras et al. (2001)
demonstraram que ratos machos adultos apds 90 dias de exposicao a campos magnéticos
de 50 Hz e 25 uT apresentaram fertilidade reduzida, pois a quantidade de fémeas prenhes
quando acasaladas com estes machos foi reduzida. Aos 45 dias ap6s a remog¢ao do campo
magnético, as fémeas ainda apresentaram uma taxa menor de prenhes, porém, aos 90 dias
apos a remog¢ao do campo a quantidade de fémeas prenhes nao foi mais estatisticamente
reduzida, sugerindo um efeito parcialmente reversivel dos campos magnéticos. Porém,
estes autores irradiaram os animais apenas na fase adulta, enquanto o presente trabalho

irradiou os animais durante o periodo critico do desenvolvimento testicular (13° dia de
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gestacdo até o 21° dia pds-natal), onde ocorre proliferacdo, maturagdo e¢ a parada na
proliferacdo das células de Sertoli (ORTH, 1993; SILVA JUNIOR et al., 2006). Este fato
pode ter deflagrado lesdes que ndo foram totalmente reversiveis mesmo apos a retirada do
estimulo do CEM. A duracdo do ciclo do epitélio seminifero em ratos ¢ de
aproximadamente 58 dias (FRANCA et al., 2005). Kim et al. (2009) observou que a
linhagem de células germinativas mais afetadas por apoptose induzida por campos
magnéticos de 60 Hz e 14 pT foram as espermatogonias. Este fato corrobora com o
indicativo de que os CEM podem causar lesdes irreversiveis, pois mesmo apds a
passagem de varios ciclos do epitélio seminifero, as lesdes causadas nas espermatogonias
podem ser permanentes, prejudicando o processo de diferenciacdo do restante das
linhagens de células germinativas provenientes destas espermatogdnias.

Diversos estudos ndao observaram efeitos de campos elétricos e magnéticos na
espermatogénese e na fertilidade de machos. Chung et al. (2005) ndo encontrou efeitos
deletérios na espermatogénese e fertilidade de ratos adultos expostos a CEM de 60 Hz e
intensidades de 5, 83.3 e 500 mT durante o periodo de 21 horas por dia do 6° dia de
gestacdo até os 21 dias de idade, porém, apesar da alta dose do campo utilizado e da
exposicao realizada da gestacao até os 21 dias pos natal, os autores realizaram a exposicao
em dose unica de 21 horas no dia. O efeito mais pronunciado dos campos elétricos e
magnéticos parece ocorrer com exposi¢oes intermitentes em doses fracionadas da
radiagao.

A exposicao de camundongos continuamente ou por 1 hora a campos magnéticos
de 0,5 a 0,7 T provenientes de um ima ndo demonstraram altera¢cdes no peso corporal,
testicular e epididimario, bem como na avaliacdo histopatologica dos testiculos e
epididimos nos dias 1, 5, 15 e 35 pos-natal (TABLADO et al., 2000). Os autores citados
anteriormente realizaram uma exposi¢ao continua que pode ter resultado na adaptag¢do dos
animais. Na presente pesquisa, também ndo se observou alteragdes patologicas nos
animais pré-puberes (21 dias), porém, foram observadas alteracdes quantitativas na
histometria dos componentes testiculares, as quais dificilmente seriam notadas apenas
através de avaliacdo qualitativa histopatoldgica.

RYAN et al. (1999) realizou um estudo de multigeracdes avaliando a toxicidade

reprodutiva de campos magnéticos de 60 Hz e 0,02 G, 2 G e 10 G quando expostos
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continuamente ¢ 10 G irradiados intermitentemente (1 hora ligado e 1 hora desligado),
estes autores ndo observaram alteracdes nas geragdes Fy, F; e F, em relacdo a capacidade
reprodutiva, desenvolvimento dos fetos e dos animais neonatos. O campo utilizado neste
trabalho apesar de possuir 60 Hz, tem uma densidade de fluxo magnético baixa (0,02 G a
10 G), os autores citam que estes campos possuem maior intensidade que os
rotineiramente observados no ambiente, porém, ¢ muito inferior a recomendacdo de
exposicdo maxima realizada pela International Radiation Protection Association (IRPA),
que ¢ de 0,5 mT por 24 horas ao dia ou de 5 mT de densidade de fluxo para exposigdes
por 2 horas ou menos (SLINEY e PATTERSON, 2007).

A exposicdo de camundongos a campos magnéticos de 60 Hz e 2 mT durante 72
horas ou 10 dias (8 horas por dia) ndo induziu aberragdes cromossomais € nao alterou a
morfologia espermatica (HEREDIA-ROJAS et al., 2004). Este estudo, assim como os que
foram citados anteriormente, realizou uma exposicao em doses continuas, durante longos
periodos didrios e por curto periodo de tempo ao longo da vida do animal. Estes fatores
parecem resultar na adaptagdo dos animais ao estimulo causado por campos elétricos e
magnéticos, bem como curtos periodos de exposi¢ao ao longo da vida do animal parecem
nao ser suficientes para provocar efeitos adversos.

Com base no que foi discutido anteriormente, pode-se dizer que as referéncias
existentes abordando os possiveis efeitos de campos elétricos e magnéticos na
espermatogénese ainda sdo contraditorias. Porém, os resultados obtidos no presente
trabalho corroboram para a hipotese de que os campos elétricos e magnéticos podem
interagir com os componentes testiculares, alterando o processo espermatogénico. Vale
ressaltar que se fazem necessarios mais estudos visando analisar a extensdo e os possiveis
mecanismos de acdo destes campos sobre a espermatogénese, principalmente enfocando

exposicdes por longos periodos de tempo e em doses fracionadas (intermitentes).

5.3. Histometria Computacional

Os resultados demonstraram que tanto a area como o perimetro dos tubulos

seminiferos apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os animais

controle e aqueles que apresentaram padrdes compativeis com a degeneragdo testicular.
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Quando aferimos o volume ocupado pelos tabulos seminiferos de todos os animais
expostos a0 CEM através das formulas da histometria quantitativa, ndo observamos
diferenca estatisticamente significativa. Porém, quando medimos a éarea dos tubulos
seminiferos apenas dos animais susceptiveis ao CEM (que apresentaram degeneragao
testicular na histopatologia), constatamos uma reducao estatisticamente significativa. Este
fato em associacdo com os achados da histopatologia corroboram para o indicativo de que
os animais podem possuir uma susceptibilidade / sensibilidade individual para os CEM.
Em virtude desta susceptibilidade, os CEM podem interagir com o0s componentes
testiculares e causar a redugdo da area e perimetro dos tubulos seminiferos, o que ¢
considerado um indicativo de alteragdo do processo espermatogénico (FRANCA e
RUSSELL et al., 1998). Vale ressaltar que ndo foi possivel encontrar os valores
correspondentes a area de epitélio seminifero ou do perimetro interno do tabulo
seminifero, pois diversos tubulos apresentavam descamacgdo das células germinativas

muito pronunciadas, ndo havendo como delimitar o epitélio seminifero.

5.4. Dosagens da Testosterona Plasmatica

As dosagens realizadas para a testosterona plasmatica foram medidas em nMol/L,
ng/mL e pela relacdo entre concentracdo e volume (CV%) do hormoénio. Em nenhuma
destas afericoes os niveis circulantes da testosterona demonstrou-se estatisticamente
alterado em qualquer dos grupos experimentais.

As quantidades circulantes de testosterona plasmatica podem ser consideradas em
condi¢des normais, diretamente correlacionada com a quantidade de células de Leydig
nos testiculos, pois a quantidade e o tamanho das células de Leydig, bem como o volume
do reticulo endoplasmatico sdo os melhores indicativos da capacidade destas células
produzirem testosterona (FRANCA et al., 2005). Os resultados apresentados na presente
pesquisa, revelaram que ndo houve diferenca estatistica em relacdo aos animais expostos
ao CEM e os ndo expostos, tanto em relagdo as dosagens de testosterona, como para o
volume de células de Leydig nos testiculos. Portanto, os resultados observados no

presente trabalho para a testosterona plasmatica estdo em acordo com os obtidos para
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volume testicular de células de Leydig, e ndo estdo alterados em virtude da exposi¢ao ao
CEM.

FORGACS et al. (2004) em seu estudo irradiou camundongos com campos
magnéticos de 50 Hz e 100 uT por 23,5 horas / dia durante 14 dias, apos este periodo,
células de Leydig foram isoladas do testiculo e cultivadas em meio de cultura por 48
horas. Estes autores nido observaram alteracdes nos niveis basais de testosterona nas
células em cultura e nos niveis séricos no sangue dos animais. Porém, foi observado o
aumento da produgdo de testosterona pelas células de Leydig em cultura quando
estimuladas pela Gonadotrofina Coridénica Humana (hCG), que ¢ um analogo do LH. Este
estudo corrobora com os resultados da presente pesquisa, onde os CEM ndo alteraram os
niveis séricos de testosterona no animais. Porém, faz-se uma ressalva sobre os efeitos de
campos elétricos e magnéticos nas células de Leydig e na sua capacidade de produgdo de
esterdides em situacdes hormonais adversas.

Os niveis plasmaticos de testosterona ndo alteraram, sugerindo a acdo do CEM no
epitélio seminifero ¢ direta, ndo havendo repercussdes do CEM sobre atividade enddcrina
testicular, pelo menos com relagdo a testosterona. Isto aponta para uma acao local do
CEM sob as células germinativas, pois os parametros referentes as células de Sertoli
também ndo sofreram alteracdo. Portanto, 0 mecanismo de agdo do CEM pode ocorrer por
atuacdo direta na membrana celular, pois esta ¢ apontada como sendo o principal sitio de
interacao da célula com o CEM, tendo conseqiiéncias no metabolismo celular e outras

respostas intracelulares (CLEARY, 1995).

5.5. Integridade de DNA e Morfologia Espermatica

Foi estatisticamente maior a freqiiéncia de defeitos espermdticos nos animais
expostos ao CEM em relagdo aos animais controle e controle negativo. Foi observado
uma prevaléncia de defeitos do tipo menor, principalmente gota citoplasmatica distal,
pseudo-gota, cauda quebrada, cauda enrolada e cabeca isolada.

A quantidade de espermatozoides anormais foi 64% maior nos animais expostos
por 90 dias em relagdo ao grupo controle negativo e 63% maior em relagdo ao grupo

controle. Também foi observado um aumento de 39% na quantidade de espermatozoides
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defeituosos nos animais expostos por 90 dias em relagdo aqueles expostos por 21 dias. O
grupo exposto por 21 dias apresentou aumento de 41% na quantidade de espermatozoides
defeituosos em relagdo ao controle negativo e 38% em relacdo ao grupo controle.

Estes defeitos espermaticos podem ocorrer devido a alteracdes no testiculo,
epididimo ou ainda manipulagdo em laboratorio, esta ultima alternativa pode ser
descartada em virtude de que todas as amostras analisadas foram processadas utilizando-
se a mesma equipe, metodologia, equipamentos e materiais.

A andlise da morfologia espermatica pode ser considerada um método simples e
relativamente rapido, que ¢ amplamente utilizado para demonstrar o potencial toxico de
agentes que podem interferir na espermatogénese (TABLADO et al., 1998). Os resultados
observados no presente estudo sugerem que os CEM podem interferir no processo
espermatogénico ou na maturagdo espermatica, resultando na producdo de
espermatozoides morfologicamente anormais. Pode-se observar ainda uma relagao dose
resposta dos espermatozdides anormais em virtude do periodo de tempo de exposi¢do ao
CEM.

Também foi realizada correlagdo entre a quantidade de patologias espermaticas e o
tempo de exposicdo ao CEM. Esta correlagdo se demonstrou linear e positiva (y =
0,0795x + 4,9902 / R* = 0,97) entre o tempo de exposicio ao CEM e o percentual de
patologias observadas.

A andlise da morfologia espermatica sob uma condicao cronica de exposi¢cao ao
CEM, por periodos de tempo mais longos, também deve ser avaliada futuramente.

Heredia-Rojas et al. (2004) ndo observaram alteragdes na morfologia espermatica de
animais expostos a CEM de baixa freqiiéncia e 2 mT, por um periodo continuo de 72
horas ou por periodos de 8 hs/dia durante 10 dias. Tablado et al. (1998) verificou o efeito
de campo magnético de baixa freqiiéncia e com intensidade de 0,7 T em ratos, durante
35 dias (um grupo irradiado somente 1 h / dia e outro durante 24 hs / dia) sob a
morfologia e morfometria espermatica. Estes autores observaram diferenga estatistica
significativa apenas na diminui¢do da angulacdo da cabega dos espermatozoides, o que
sugere a possibilidade da interagdo deste CEM com o processo espermatogénico.
Contudo, enfatizaram que estas alteragdes teriam pouca importancia na fertilidade.

Segundo Aydin et al. (2007), CEM de 50 Hz e 48,21 mG gerados por linhas de alta tensao
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de 170 kV irradiados continuamente em ratos posicionados a 7,5 m destas linhas de
transmissao de energia durante 1, 2 e 3 meses ndo alteraram a concentragio, motilidade e
morfologia de espermatozoides coletados no epididimo.

Nossos resultados mostram uma maior prevaléncia nas alteragdes de pega
intermedidria e cauda, em especial de gota citoplasmatica distal, o que sugere possiveis
alteragdes no processo de maturagdo dos espermatozoides no epididimo. Nos trabalhos
citados anteriormente foram realizadas exposi¢des a campos elétricos e /ou magnéticos
em animais sexualmente maduros. Por outro lado, em nosso estudo a exposi¢do ao CEM
foi realizada desde o ter¢o final da gestacdo até o amadurecimento do sistema reprodutivo,
periodo em que os animais estdo definindo as suas trajetorias metabolicas em prol da
maturacao de seus tecidos e sistemas organicos. A exposicao realizada no presente estudo
foi mais prolongada, este fato em adi¢do ao diferente valor de intensidade do campo
utilizado pode justificar a diferenca entre os resultados obtidos.

Diversos genes estdo envolvidos no processo de formacdo dos espermatozoides e
na manutencdo da sua morfologia normal, Heredia-Rojas et al. (2004) ndo observoaram
alteracdes em cromossomos meidticos de espermatodcitos quando expostos a campos
magnéticos de 2 mT e 60 Hz. Nossos resultados também nao evidenciaram alteragoes
significativas na integridade de DNA de espermatozodides originados da cauda do
epididimo de animais expostos a CEM de 60 Hz e ImT. Os efeitos deletérios dos CEM
em mamiferos ainda sdo contraditérios (LUO et al., 2006), e as pesquisas observando se
os CEM de baixa freqiiéncia podem atuar causando alteragdes mutagénicas, também ainda
sdo contraditorias (MCCANN et al., 1998). Nossos resultados ndo mostram diferencas
estatisticamente significativas em relagdo a integridade de DNA dos espermatozdides,
quando expostos ou ndo ao CEM. No entanto, tem sido demonstrado que campos elétricos
e magnéticos podem causar efeitos genotoxicos em diversos tipos celulares, tais como
células progenitoras neurais de camundongo, células nervosas cerebrais e células da
granulosa em ratos, linfocitos, fibroblastos e melanocitos humanos e embrides de
camundongo (ESTECIO e SILVA, 2002; LAI e SINGH, 2004; IVANCSITS et al., 2005;
NIKOLOVA et al, 2005; LUO et al., 2006). Possivelmente, estes CEM atuam
influenciando a susceptibilidade a danos no DNA (WOLF et al., 2005). Por outro lado,

diversos trabalhos ndo observaram tais efeitos genotoxicos em animais submetidos a
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CEM (MCCANN et al., 1998). Na maioria dos estudos desenvolvidos encontram-se
ressalvas sobre o real significado biologico destes resultados, bem como da necessidade
de se investigar futuramente estas areas de pesquisa.

Ivancsits (2005) observou que os efeitos genotdxicos causados pelos CEM podem
variar em virtude do tipo celular observado. Por exemplo, foram observados efeitos
genotoxicos em fibroblastos humanos, melanocitos humanos e células da granulosa de
ratos, porém, nenhuma alteracdo genotoxica foi observada em linfocitos humanos,
monocitos humanos e células musculares esqueléticas humanas. Nao observamos neste
trabalho alteragdes significativas na integridade de DNA dos espermatozoides quando
expostos a CEM de baixa freqiiéncia in-vivo. Existe a possibilidade de que este tipo
celular ndo responda ao estimulo causado pelo CEM, bem como a metodologia utilizada
para avaliar o nivel da integridade do DNA pode nao ser sensivel ao tipo de alteracao
cromossomal existente. Nikolova et al. (2005) sugeriram que respostas do organismo em
nivel de transcri¢do de genes podem nao estar associadas com alteragdes detectaveis na
fisiologia celular em virtude de mecanismos compensatorios pré ou poOs-tradugdo.
Portanto, pode-se ainda sugerir que as respostas celulares podem ser diferentes em virtude
da variagdo das situacdes in-vivo e in-vitro, pois os animais quando em vida utilizam de
diversos mecanismos de regulacdo e adaptacdo a variados estimulos que venham a ser
nocivos ao seu material genético. Em virtude do que foi discutido anteriormente, e em
acordo com Estécio & Silva (2002), faz-se necessario mais pesquisas com diferentes
técnicas que visem investigar a atuacao genotoxica dos CEM.

Apesar de ndo se observar alteragdes significativas na integridade de DNA dos
espermatozdides, estes animais podem apresentar uma capacidade de fertilizacao reduzida
em virtude do aumento na quantidade de espermatozoides defeituosos. Fazem-se
necessarios novos estudos visando elucidar os possiveis mecanismos de a¢ao destes CEM
no sistema reprodutor masculino.

Possivelmente, os defeitos espermaticos ocorreram em virtude de alteragdes nos
testiculos ou epididimos, quando estes estiveram sob a influéncia do CEM. Vale ressaltar
que sendo a porcentagem de espermatozodides defeituosos considerada ndo excessiva,
concomitantemente ao fato de que estes defeitos espermaticos sdo todos dos tipos

menores, a capacidade reprodutiva destes animais parece ndo estar comprometida. Porém,
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correlacionando o aumento na ocorréncia de patologias espermaticas, com os achados
compativeis com a degeneracado testicular da histopatologia, este pode ser um indicativo
da ocorréncia de um alto indice de apoptose e reabsor¢do de células germinativas ou

espermatozoides.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
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Ao correlacionarmos 0 aumento na ocorréncia de patologias espermaticas, com 0s
achados compativeis com a degeneragao testicular da histopatologia, pode-se sugerir um
indicativo da ocorréncia de um alto indice de apoptose e reabsor¢do de células
germinativas ou espermatozoides. Este aumento na quantidade de células germinativas em
apoptose parece representar um mecanismo eliminagdo de células invidveis em
decorréncia da exposicdo ao CEM, visando evitar a producdo de espermatozoides
defeituosos e conseqiientemente alteragdes em seus descendentes. Este mecanismo
resultaria em uma baixa concentragao espermadtica, o que pode ser considerado um
indicativo de baixa fertilidade (GUZICK et al., 2001). Porém, quando se trata de estudos
reprodutivos em ratos, a coleta dos espermatozdides geralmente ¢ realizada através da
puncdo de cauda do epididimo, pois a eletroejaculacdo em pequenos roedores, apesar de
ser um procedimento ndo-invasivo, necessita de equipamento especifico e ocasiona a
formagdo de coagulos no sémen (TECIRLIOGLU et al., 2002), ndo apresentando bons
resultados acerca da concentragio espermatica.

Os resultados observados também sugerem uma atuagdo acumulativa do CEM sob
o testiculo, pois houve uma correlacao direta entre os CEM, o tempo de exposicdo e a
quantidade de patologias espermaticas. Também foi observada esta correlagdo nas
alteragdes patologicas que acometeram os testiculos, pois quanto maior o tempo de
exposicdo aos CEM, maior a gravidade dos processos patoldgicos observados.

As analises histomorfométricas que resultaram na diminuicdo, porém nao
estatistica da produgdo espermatica parecem representar uma acao inicial do CEM sob os
componentes testiculares. Os estimulos intermitentes causados pelos CEM, aplicados em
doses fracionadas, parece ter resultado mais pronunciado que a aplicagdo constante ao
CEM (RAMADAN et al., 2002). A ac¢ao intermitente dos CEM sob as células do testiculo
desde a gestacdo até a maturidade sexual parece desencadear o processo de degeneragdo e
redugdo da fungao testicular.

Diversos estudos, utilizando animais como modelo experimental, vém tentando
esclarecer os possiveis efeitos toxicos de campos elétricos e magnéticos sobre o sistema
reprodutor, porém, os resultados encontrados ainda ndo entraram em consenso (AL-
AKHRAS et al., 2001).

A literatura descreve que efeitos contraditorios sdo observados ndo apenas no

85



sistema reprodutor masculino, mas também em outros sistemas (ver introdu¢do). Portanto,
nos estudos realizados nos ultimos anos foi possivel observar variagdes em relagdo a
metodologia utilizada para a exposicdo aos campos elétricos e magnéticos, tanto na
freqiiéncia e densidade de fluxo magnético, como no tempo de exposi¢do. Também foram
observadas nos estudos analisados variagdes nas condicdes in-vivo e in-vitro, além dos
modelos e espécies utilizadas. Este fato conduz a uma grande dificuldade para um maior
entendimento acerca dos efeitos causados pelos CEM nos sistemas biologicos, o chamado
efeito “janela”, que consiste em diferentes respostas do organismo em funcdo da variacdo
da metodologia utilizada, agravada pela variacdo do tempo de exposi¢do, que pode
resultar em efeitos contraditorios.

Sabe-se que o campo estatico magnético da terra ¢ de aproximadamente 50 uT, e
que uma densidade de fluxo de aproximadamente 10 pT pode ocorrer proximo a
equipamentos elétricos, bem como em algumas ocupagdes se pode ter uma exposicao
ambiental de 10 a 100 mT (SLINEY e PATTERSON, 2007), portanto, torna-se dificil
especificar-se o tipo e a quantidade de radiacdo a qual cada individuo da sociedade
encontra-se exposto, bem como correlacionar os resultados experimentais com estas
informagdes.

Considerando que os CEM podem interagir com os organismos bioldgicos, € em
acordo com o descrito em Kheifets et al. (2005), o presente trabalho recomenda a
realizagdo de pesquisas adicionais € o desenvolvimento de politicas preventivas em
virtude dos resultados sobre os efeitos adversos de campos elétricos e magnéticos

disponiveis até o momento se mostrarem contraditérios.
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Com base no que foi discutido anteriormente, conclui-se que:

1.

Os CEM de 60Hz de freqiiéncia e 1mT de densidade de fluxo magnético
influenciam no desenvolvimento ponderal dos animais, resultando em um menor
ganho de massa corporal.

Os CEM de 60Hz e 1mT induziu a degeneragdo testicular, sendo a intensidade do
processo apoptotico variavel de individuo para individuo dentro do mesmo grupo
experimental. Este aumento na quantidade de células germinativas em apoptose
parece representar um mecanismo eliminagdo de células invidaveis em decorréncia
da exposi¢cao ao CEM.

A histometria quantitativa indicou uma tendéncia de diminuicdo da producao
espermatica e elevada dispersdo entre as médias nos animais expostos ao CEM de
60 Hz e 1mT, porém, estas analises foram inviaveis nos animais que apresentaram
degeneracao testicular mais grave.

Os efeitos dos CEM de 60 Hz e 1 mT no desenvolvimento ponderal parecem ser
parcialmente reversiveis, havendo a recupera¢ao do organismo animal apos cessar-
se a exposi¢dao ao CEM.

Os CEM causam alteragdes nas células somaticas e germinativas dos tubulos
seminiferos com provaveis efeitos irreversiveis, uma vez que, animais expostos no
periodo de critico do desenvolvimento testicular ainda apresentaram lesdes
compativeis com degeneragdo testicular na idade adulta.

Os niveis plasmaticos de testosterona nao sofreram influencia do CEM de 60Hz e
ImT, sugerindo uma ag¢ao local do CEM sob as células germinativas.

As andlises da integridade de DNA dos espermatozoides ndo revelaram alteragoes
de desnaturacdo na cromatina, que pode ter ocorrido devido a deflagracao de um
mecanismo compensatorio de apoptose nas células germinativas ainda no
testiculo.

A morfologia espermatica apresentou reducdo significativa nos animais expostos
ao CEM de 60Hz e ImT, com maior prevaléncia de defeitos menores do tipo gota
citoplasmatica distal, pseudo-gota, cauda quebrada, cauda enrolada e cabeca

isolada.
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9. Os campos elétricos ¢ magnéticos quando irradiados em doses fracionadas
(intermitentemente) e durante longos periodos da vida do animal parecem

ocasionar efeitos adversos mais pronunciados nos sistemas bioldgicos.
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Tabela 1. Desenvolvimento ponderal dos animais expostos ao CEM de baixa
freqiiéncia (60 Hz) desde o 13° dia de gestagdo até os 21 dias pos-natal e seus
respectivos controles (Média = desvio padrao).

Te.mpo Controles Expostos t/p
(Dias) (n=12) (n=17)

1 6.78 £ 0.57 6.12+0.71 t=2.68 / p=0.0124 *
2 8.35+0.82 7.22+0.92 t=3.35/p=0.0024 *
3 9.72+0.73 8.41=1.14 t=3.48 /p=0.0017 *
4 11.80 + 1.31 10.09 + 1.03 t=3.93/0.0005 *
5 14.02+1.17 11.90 +1.22 t=4.67 / p<0.0001 *
6 1646 +1.73 13.78 £ 1.44 t=4.53 / p=0.0001 *
7 18.93 £ 1.61 15.67 + 1.40 t=5.80 / p<0.0001 *
8 21.48+1.23 17.41 +1.57 t=7.47 / p<0.0001 *
9 23.82+1.24 19.62 +£1.95 t=6.53 / p<0.0001 *
10 26.87+1.22 21.80 +£2.02 t=7.72 / p<0.0001 *
11 29.29+1.11 23.96 +2.00 t=8.32 / p<0.0001 *
12 31.65+1.16 26.21+2.27 t=7.58 / p<0.0001 *
13 34.15+1.32 28.40 +2.47 t=7.32 / p<0.0001 *
14 36.72+£1.63 30.64 +£2.55 t=7.24 / p<0.0001 *
15 39.28 +1.78 32.90 +2.45 t=7.67 / p<0.0001 *
16 41.92+2.13 35.21+£2.87 t=6.84 / p<0.0001 *
17 4448 +2.16 37.53+3.19 t=6.54 / p<0.0001 *
18 47.34+£2.42 39.92+3.40 t=6.46 / p<0.0001 *
19 50.53 +2.24 42.37+3.62 t=6.90 / p<0.0001 *
20 53.80 +2.62 45.62 +3.59 t=8.43 / p<0.0001 *
21 55.82+£3.33 49.13+3.59 t=6.13 / p<0.0001 *

* Estatisticamente significativo (p<0,05).
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Tabela 2. Peso em gramas de testiculos, epididimos, adrenais, rins, figado, bago ¢
timo de ratos Wistar aos 21 dias de idade submetidos a Campos Eletromagnéticos de
baixa freqiiéncia, em 3 exposicoes diarias de 30 minutos, desde o 13° dia de gestacdo

até os 21 dias de idade (Média + desvio padrdo).

Controle Exposto

Peso (g) t/p
(n=12) (n=17)

Testiculo 0.129 % 0.010 0.098 = 0.013 £=6.72 / p<0.0001 *
Direito
Testiculo 0.129 = 0.011 0.097 +0.015 t=6.05 / p<0.0001 *
Esquerdo
Epididimo 0.019 + 0.005 0.019 % 0.004 t=0.20 / p=0.8355
Direito
Epididimo 0.032 +0.031 0.022 + 0.005 =130 / p=0.2040
Esquerdo
Rim 0.353 % 0.050 0.321 % 0.047 t=1.75 / p=0.0901
Direito
Rim 0.357 + 0.040 0.314 + 0.045 t=2.66 / p=0.0129 *
Esquerdo
Figado 2.372+0.792 2.106 + 0.444 t=1.157 / p=0.2572
Baco 0.350 % 0.060 0.233 + 0.033 £=6.63 / p<0.0001 *
Timo 0.233 +0.044 0.202 + 0.032 t=2.19 / p=0.0372 *

* Estatisticamente significativo (p<0,05).
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Tabela 3. Indices relativo dos pesos dos 6rgios em fungdo do peso corporal em ratos
Wistar aos 21 dias de idade submetidos a Campos Eletromagnéticos de baixa
freqiiéncia, em 3 exposicdes diarias de 30 minutos, desde o 13° dia de gestacdo até
os 21 dias de idade (Média + desvio padrdo).

Peso dos Controle Exposto
orgios / Peso t/p
corporal x 100 (n=12) (n=17)
Testiculo 0.22+0.01 0.20 £ 0.02 t=2.87 / p=0.0078 *
Direito
Testiculo 0.22 +0.01 0.19 +0.02 t=2.68 / p=0.0122 *
Esquerdo
Epididimo 0.040 + 0.008 0.036 % 0.009 =123 / p=0.2270
Direito
Epididimo 0.056 + 0.057 0.045 £ 0.010 =072 / p= 0.4757
Esquerdo
Rim

—_— 0.62 +0.06 0.65+ 0.07 t=1.09 / p= 0.2844
Direito
Rim 0.64+0.08 0.62 % 0.07 t=0.59 / p= 0.5588
Esquerdo
Figado 446 +0.83 426+0.71 t=0.70 / p= 0.4885
Baco 0.61+0.10 0.47 % 0.07 t=4.14 / p= 0.0003*
Timo 0.38 % 0.06 0.41 +0.05 t=1.23 / p= 0.2262

* Estatisticamente significativo (p<0,05).
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Tabela 4. Desenvolvimento ponderal de ratos Wistar aos 90 dias de idade submetidos a Campos
Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3 exposi¢des diarias de 30 minutos, desde o 13° dia de
gestacdo os 21 dias pos-natal e a partir do 13° dia de gestag@o até 90 dias pods-natal (Média +
desvio padrao).

Tempo 3 Exposto do 13° de Exposto do 13° de
(Dias) Controle (n=24)  gestacio até 21°dia  gestacdo até 90° dia t/p
pos-natal (n=25) pos-natal (n=25)

28 87.41+3.56a 78.67+8.78b 7926 +6.73 b F=12.73 / p<0.0001*
35 137.58 £6.88 a 12428 £10.76 b 119.08 £10.35b F=24.46 / p<0.0001*
42 179.58 £12.60 a 166.80 £ 17.09 b 161.28 +15.66 b F=9.21/p=0.0003 *
49 226.58+19.40 a 211.96 £20.78 b 202.56 £23.50 b F=7.87 / p=0.0008 *
56 263.42+21.25a 250.68 £28.78 a 23432+2750b F=7.65/p=0.0010 *
63 291.17+2536a 279.60 +£33.46 a 264.92 £ 34.03 b F=4.33/p=0.0167 *
70 311.00 £26.61 a 29736 £32.94 a 283.04+35.70b F=4.66 / p=0.0125 *
77 336.50+27.53 a 321.2+34.61a 306.48 +39.59b F=4.67 / p=0.0124 *
84 354.08£29.22 a 337.40+35.86 a 320.56 £40.96 b F=5.38 / p=0.0067 *
90 376.21 £32.06 a 354.48 £36.01 a 344.96 +£34.50 b F=5.32/p=0.0070 *

* Estatisticamente significativo (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa.
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Tabela 5. Peso em gramas dos orgdos coletados de ratos Wistar aos 90 dias de idade submetidos a
Campos Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3 exposi¢des diarias de 30 minutos, desde o 13°
dia de gestagdo os 21 dias pds-natal e a partir do 13° dia de gestagdo até 90 dias pds-natal (Média +
desvio padrio).

Exposto do 13°  Exposto do 13° de

Peso (g) Controle (n=24) de gestacdo até gestaciio até 90° F/p

21° dia pos-natal dia pés-natal

(n=25) (n=25)

Testiculo 1.56 4 0.127 1.60+0.21 1.48+0.17 F=3.01/ p=0.0553
Direito
Testiculo 1.65+0.12 1.61+0.20 1.58+0.18 F=0.93 / p=0.3987
Esquerdo
Epididimo 0.55+0.03 a 0.51+0.04 b 0.51+0.06 b F=4.96 / p=0.0096 *
Direito
Epididimo 0.55 £ 0.04 0.53 £ 0.06 0.55 £ 0.07 F=1.42/p=0.2483
Esquerdo
Rim 1.7140.19 1.55+025 1.60 % 0.35 F=1.93 / p=0.1528
Direito
Rim 1.66+0.19 1.55+0.26 1.57+ 037 F=1.09 / p=0.3408
Esquerdo
Figado 15.15+3.24 13.51+3.33 13.65 + 4.14 F=1.54 / p=0.2208
Baco 0.73+0.14 0.74 +0.22 0.65+0.14 F=2.32 / p=0.1053
Timo 0.37+0.11 0.35+0.10 0.30£0.10 F=2.55/0.0853
Vesicula 1274027 1.3140.22 1.35+0.29 F=0.55 / p=0.5740
Seminal

* Estatisticamente significativo (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

significativa.
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Tabela 6. indices do peso relativo dos érgios em fungio do peso corporal em ratos Wistar aos 90
dias de idade submetidos a Campos Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3 exposi¢Oes didrias
de 30 minutos, desde o 13° dia de gestac@o os 21 dias pds-natal e a partir do 13° dia de gestagdo até
90 dias po6s-natal (Média = desvio padrdo).

Peso dos o6rgaos

Exposto do 13°

Exposto do 13° de

/ Peso corporal Controle (n=24)  de gestacdo até  gestacio até 90° F/p
x 100 21° dia pés-natal dia po6s-natal

(n=25) (n=25)
Testiculo 0.41 +0.04 0.45 £ 0.05 0.43 £0.07 F=2.50 / p=0.0890
Direito
Testiculo 0.44 £ 0.04 0.45 £ 0.06 0.46 + 0.05 F=0.98 / p=0.3782
Esquerdo
Epididimo 0.14+0.01 a 0.15+0.01 0.16%0.01 b F=3.59 / p=0.0326 *
Direito
Epididimo 0.14 £ 0.01 0.14 £ 0.01 0.14 £ 0.02 F=0.15 / p=0.8608
Esquerdo
Rim Direito 0.45 = 0.03 0.44 £ 0.06 0.46 = 0.06 F=0.82 / p=0.4404
Rim 0.44 +0.03 0.43 £ 0.06 0.45 +0.07 F=0.41/p=0.6613
Esquerdo
Figado 4.04+0.86 3.81 +0.88 3.89 £ 0.85 F=0.43 / p=0.6479
Baco 0.19+0.04 0.21 £ 0.05 0.18 % 0.02 F=1.86 / p=0.1631
Timo 0.10 +0.02 0.09 = 0.02 0.08 £ 0.02 F=1.64 / p=0.2005
Vesicula 033+0.07a 037+ 0.05 0.3940.06 b F=3.64/ p=0.0311 *
Seminal
IGS 0.42 +0.03 0.45 £ 0.05 0.44 % 0.06 F=1.84/ p=0.1660

* Estatisticamente significativo (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

significativa.
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Tabela 7. Peso testicular bruto, Peso testicular liquido (em gramas) e parametros
histomorfométricos testiculares de ratos Wistar aos 21 dias de idade submetidos a Campos
Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3 exposi¢oes diarias de 30 minutos, desde o 13° dia de
gestacdo até os 21 dias pds-natal (Média + desvio padrao).

Controle (N=5) Exposto (N=6) t/p

Peso bruto testicular (g) 0,12 £ 0,009 0,13 +£0,02 t=-0,98 / p=0,34
Peso liquido testicular (g) 0,11 £ 0,008 0,12 +0,02 t=-0,09 / p=0,34
Comprimento tubular (m) 5,24+ 0,26 6,25+ 0,50 t=-0,001 / p=0,003 *
Colula de Sertoli/secgio 14,79 + 0,48 13,63 + 0,59 3,50 / p=0,006 *
g"f(‘)‘};“?ﬁ" células Sertoli 1,944 0,12 2134022 t=-1,66 / p=0,12
Didmetro tubular (um) 154,46 + 3,76 140,05 £ 4,94 t=5,33 / p=0,004 *
Altura de epitélio (um) 57,06 = 2,00 4527+2,4 t= 8,67 / p<0,001 *

* Estatisticamente significativo (p<0,05).
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Tabela 8. Volume (uL) dos componentes testiculares de ratos Wistar aos 21 dias
de idade submetidos a Campos Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3
exposicoes didrias de 30 minutos, desde o 13° dia de gestacdo até os 21 dias pos-
natal (Média = desvio padrdo).

Controle (n=5) Exposto (n=6) t/p

; =1.83 / p=0.066
Tubulo 98,22+ 0,91 95,96 + 2,59 S /P75,
seminifero

itéli =253 / p=0,032 *
Epitélio 86,33 + 0,91 81,97 + 3 44 337 p=0,
seminifero

t=1,52 / p=0,160
Lume 425+ 1,54 3,02+ 1,10

ini t=-3,26 / p=0,009 *
Tinica 7.63 + 134 10,96 = 1,91 <0 TP
propria

~.5.85 /p=0,0002 *
Espaco 7,73 + 0,80 9.81+ 031 SR e
intertubular

: t=1,00 / p=0,3394
Células de 276 + 0,54 2,48+ 0,35 ,00/p=0,339
Leydig

i t=-0,66 / p=0,522
Tecido 1,00+ 031 1,12 £ 030 OO,
Conjuntivo

t=-1,98 / p=0,078
Vasos 0,65+ 031 1,00+ 0,26 2P,
Sangiiineos
t=-5,51 /p=0,0003 *
E‘spa’g:(.) 3,09 40,5377 4,85+0,5153 > p=y,
Linfatico

* Estatisticamente significativo (p<0,05).
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Tabela 9. Volume (uL) dos componentes do testiculo e pardmetros morfométricos
testiculares de ratos Wistar aos 90 dias pos-natal, quando submetidos a manipulacdo
experimental (grupo controle) e nao submetidos a manipulagdo (Controle negativo). Média +
desvio padrao.

Controle Negativo

(n=6) Controle (n=12) p/F
Tubulo seminifero 1480,04 = 0,09 134521 +£ 0,12 F=1.91/p=0.1442
Epitélio seminifero 1289,58 = 0,08 1182,65+ 0,14 F=1.54/p=0.2179

Lume 136,89 + 0,008 105,47 + 0,03 F=1.19/p=0.3248
Tunica propria 53,56 + 0,009 57,08 £ 0,01 F=0.30/ p=0.8204
Células de Leydig 20,22 + 0,002 29,76 + 0,017 F=0.81/p=0.4912
Tecido Conjuntivo 5,62+ 0,002 4,84+ 0,003 F=1.09 / p=0.3643
Vasos Sangiiineos 10,9 + 0,004 15,49 £ 0,003 F=0.95 / p=0.4255

Espaco Linfatico

103,76 = 0,019

111,96 £ 0,019

F=1.15/p=0.3397

Espaco - _

o ular 140,51 + 0,03 162,08 + 0,03 F=1.14 / p=0.3436
Peso liquido 1,62+ 0,11 1,53 40,09 F=1.30 / p=0.2881
testicular (g)

Comprimento 19,33 + 1,29 17,63 + 1,40 F=1.07 / p=0.3721
tubular (m)

3‘21';‘“"’ Tubular 312,27 £ 6,10 312,69 + 7,45 F=3.67 / p=0.214
Altura de Epitélio 97,22+ 3,42 97,83 + 3,66 F=1.38 / p=0.2643

(nm)
Pop Sertoli

438 x 107 + 8,56 x 10°

4,02 x 10" +6,63 x 10°

F=1.09 / p=0.3637

ICS 7,57+ 1,16 7,07+ 0,79 F=2.33 / p=0.0920
PED 228x107£2,9910°  223x10"+1,65x 10° F=0.51/ p=0.6757
PED/g 1,41 x10"+1,45x10°  1,46x10"+0,87 x 10° F=0.09 / p=0.9596

* Estatisticamente significativo (p<0,05).
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Tabela 10. Peso liquido e parametros histomorfométricos testiculares de ratos Wistar aos 90 dias
de idade submetidos a Campos Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3 exposi¢des diarias de
30 minutos, desde o 13° dia de gestacdo os 21 dias pos-natal e a partir do 13° dia de gestacdo até
90 dias pos-natal (Média + desvio padrdo).

Exposto do 13°

Exposto do 13°

Controle Controle de gestacdo até de gestacio até /F
Negativo (n=6) (n=12) 21° dia pos- 90° dia pos- P
natal (n=12) natal (n=12)
Peso liquido F=1.30/
+ + + +

testicular (g) 1,62+0,11 1,53 + 0,09 1,56 + 0,14 1,47+ 0,20 0,288

Comprimento F=1.07/

tubular (m) 19,33 + 1,29 17,63 + 1,40 18,46 + 1,45 17,63 + 4,04 p=03721

Diimetro F=3.67/
Tubular 312,27+6,10a 312,69+7,45a 310,88+8,17ab 302,50 +5,92b 00214 *

Altura de F=1.38/

Epitélio 9722+342  97.83+3,66 96,66 + 3,66 94,41 + 4,24 =0.2643

C. Sertoli/ secedo ¢ 3, 1 46 930+1.16 8.16+1.10 8.62+1.52 F=1.627

transversal p=0.2028

Pop. Sertoli 438x 10"+ 4,02x10°+ 3,67x10+4,86 3,81x10"+ F=1.09/

op. Sertolt 8,56 x 10° 6,63 x 10° x 10° 1,29 x 10’ p=0.3637

F=2.33/

ICS 7,57+ 1,16 7,07+ 0,79 8,17+ 1,10 7,17 +£1,37 900920

PED 2,28x 107 + 223x107+  221x10+538  2,00x 10"+ F=0.51/

2,99 10° 1,65x 10° x 10° 6,28 x 10° p=0.6757

PED/ 1,41 x 107 + 141x107+ 1,41x10"+3,14 1,36x 10"+ F=0.09 /

g 1,45 x 10° 0,87 x 10° x 10° 321 x 10° p=0.9596

* Estatisticamente significativo (p<0,05).
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Tabela 11. Volume (uL) dos componentes testiculares de ratos Wistar aos 90 dias de idade
submetidos a Campos Eletromagnéticos de baixa freqliéncia, em 3 exposi¢des diarias de 30
minutos, desde o 13° dia de gestagdo até os 21 dias pés-natal e a partir do 13° dia de gestagdo até
90 dias pos-natal (Média + desvio padrdo).

Exposto do 13°  Exposto do 13°

Controle Controle de gestacdo até  de gestacio até /F
Negativo (n=6) (n=12) 21° dia pos- 90° dia pos- P
natal (n=12) natal (n=12)
Tuabulo 1480,04 + 134521 + F=1.91/
2 > :l: :t
seminifero 93,96 120,04 140227213417 129451£230.04 1447
Epitélio 1289,58 + 1182,65 + F=1.54/
+ +
seminifero 85,08 142,20 122531+125,19 1116,95+253,59 p=0.2179
Lume 136,89 £8,11 105,47 £33,95 118,66 £36,23 117,62 £37,22 5:01'31294/8
Tinica 53,56+9,55  57,08+12,72 582941508 59,93+ 13,75 F=0.30/
propria p=0.8204
Células de F=0.81/
Leydig 20,22 + 2,87 29,76 + 8,94 27,65 + 8,61 28,05+ 13,54 p=04912
Tecido F=1.09/
+ + + +
Conjuntivo 5,62 2,24 4,84 + 3,04 4,69 + 3,42 7,69+ 7,51 p=0.3643
Vasos 1094439  1549+349 12374365 12,28 + 9,97 F=0.95 /
Sangiiineos p=0.4255
Espaco F=1.15/
Linfatico 103,76 £19.45 111,96 +19,06 124,80 £22,18 130,61 £ 53,64 p=0.3397
Espaco p=0.34/
Intertubular 142,58+ 25,00 158,77 £26,84 169,53 + 24,56 178,65 £ 64,60 F=1 144

* Estatisticamente significativo (p<0,05).

Tabela 12. Area e perimetro dos tibulos seminiferos em testiculos de ratos Wistar aos 90
dias pos-natal, quando submetidos a Campos Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, a partir
do 13° dia de gestacdo até 90 dias pos-natal (tiibulos degenerados) ou animais controle, em 3
exposicdes diarias de 30 minutos. Média + desvio padrdo.

Controle (n=6)

Degenerados (n=5)

t/p

97526,90 + 5802,40
1226,47 + 82,26

Area (umz)
Perimetro (num)

72645,57 + 16065,00
1064,83 + 107,50

t=3.55 / p=0.0061 *
=3.12 / p=0.0123 *

* Estatisticamente significativo (p<0,05).
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Tabela 13. Dosagem de testosterona plasmatica em ratos Wistar aos 21 dias
de idade submetidos a Campos Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3
exposic¢oes diarias de 30 minutos, desde o 13° dia de gestagdo até os 21 dias de
pos-natal (Média + desvio padrao).

Controle (n=6) Exposto (n=6) U/p
Testosterona (nMol/L) 13,65 + 3,08 12,96 + 3,52 U=21/p=0,69
Testosterona (ng/mL) 3,93 +£0,88 3,73+ 1,01 U=21/p=0,69
Testosterona (CV%) 4,04 £3,26 425+3,28 U=18/p=0,99

* Estatisticamente significativo (p<0,05).

Tabela 14. Dosagem de testosterona plasmatica em ratos Wistar aos 90 dias de idade
submetidos a Campos Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3 exposigoes diarias de 30
minutos, desde o 13° dia de gestagdo até os 21 dias pds-natal e a partir do 13° dia de
gestagdo até 90 dias pos-natal (Média + desvio padrao).

Exposto do 13°  Exposto do 13°

lglgn;:;)\}z Controle de gestacdo até  de gestacdo até KW/
(rg1= 6) (n=6) 21° dia pos-natal 90° dia pés-natal P
(n=6) (n=6)
Testosterona KW=3,34/
+ + + + ’
(nMol/L) 6,02+3,40 10,59+3,48 10,35+ 5,17 9,45 + 6,49 =034
Testosterona ) 73, 98 305+1,00 2,98 149 2724187 KWE3A
(ng/mL) p=0,34
Testosterona KW=1,65/
+ + + + ’
(CV%) 2,57+3,52  223+2,04 4,68 +231 1,85+ 1,16 =020

* Estatisticamente significativo (p<0,05).
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Tabela 15. Andlise estatistica da morfologia espermatica, demonstrando os grupos
experimentais em que células morfologicamente anormais e normais foram
significativamente diferentes. Utilizou-se o teste ndo paramétrico do Qui-quadrado

e nivel de significancia de 5%.

Exposto do 13° de
gestacdo até 21° dia
pos-natal (n=10)

Grupo Controle
(n=10)

Exposto do 13° de
gestacao até 90° dia
pos-natal (n=10)

Grupo Controle
Negativo (n=7)
Grupo Controle
(n=10)

Grupo Exposto 21
dos 90 dias (n=10)

%*=0,04/p=0,83  %*=6,57 / p=0,01 *

- ¥*=7,06 / p=0,007 *

¥*=25,71 / p<0,0001 *
%*=31,03 / p<0,0001 *

%*=9,06 / p=0,002 *

* Estatisticamente diferentes para p < 0,05.
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Tabela 16. Morfologia espermatica de ratos Wistar aos 90 dias de idade submetidos a Campos
Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3 exposigoes diarias de 30 minutos, desde o 13° dia de
gestacdo até os 21° pos-natal e a partir do 13° dia de gestacdo até 90 dias poés-natal (Média +
Desvio Padrdo). Os resultados estdo expressos em porcentagem do total de espermatozodides
analisados.

Exposto do 13° Exposto do 13°

lglgn:t‘io\}z Controle de gestacao até de gestagdo até
(§=7) (n=10) 21° dia pdés-natal  90° dia pos-natal
(n=10) (n=10)
Total de espermatozoides 95724125 95504375  92,70+437 88,00 = 7,87
normais
Total de espermatozéides com 4,0, | 76 4501374 7,30 = 4,38 12,00 + 7,87
patologias
Espermatozéides com gota ) 2,70 3,37 3,90 £ 4,28 7,20 £ 7,00
citoplasmatica distal
Espermatozides com pseudo- i 050£070 0,60+ 1,07 0,80+ 1,16
gota distal
Espermatozéides com cauda
enrolada 2,75+0,9 0,30 £ 0,42 0,70 £ 1,05 1,0+1,22
Espermatozéides com cauda
quebrada 0,49 + 0,48 0,70 £ 0,48 0,90 + 0,99 1,10+ 0,99
Espermatozoides com cabeca 0.20 + 0.42 0.50 = 1.26 0.80 + 0.94
isolada 0,34+04 ’ ’ ) ) ) ,
Espermatozéides com cabeca
estracalhada 0,42£0,5 - 0,40 + 0,69 0,50 £ 0,85
Outras . 0,2+0,62 0,30+ 0,93 0,6 £1,41
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Tabela 17. Analise estatistica da integridade do DNA de espermatozodides de ratos Wistar aos 90
dias de idade submetidos a Campos Eletromagnéticos de baixa freqiiéncia, em 3 exposicdes
diarias de 30 minutos, desde o 13° dia de gestagdo até os 21° pos-natal e a partir do 13° dia de

gestacao até 90 dias pos-natal. Utilizou-se o teste ndo paramétrico do Qui-quadrado e nivel de
significancia de 5%.

Grupo Controle Exposto do 13° de Exposto do 13° de
I;n = 6) gestacio até 21° dia gestacio até 90° dia
pos-natal (n=6) pos-natal (n=6)
Grupo Controle (n =10) - (x*=1,5/p=0,22) (x*=2,25 / p=0,13)
Grupo Exposto 21 dos 90
diaslzn = 1%) - - ((*=0,2 / p=0,65)

* Estatisticamente diferentes para p < 0,05.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia
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