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Cochlear nuclei; Introduction: The use of mobile phones has become widespread in recent years. Although
Neuronal beneficial from the communication viewpoint, the electromagnetic fields generated by mobile
degeneration; phones may cause unwanted biological changes in the human body.

Electromagnetic Objective: In this study, we aimed to evaluate the effects of 2100 MHz Global System for
radiation Mobile communication (GSM-like) electromagnetic field, generated by an electromagnetic fields

generator, on the auditory system of rats by using electrophysiological, histopathologic and
immunohistochemical methods.

Methods: Fourteen adult Wistar albino rats were included in the study. The rats were divided
randomly into two groups of seven rats each. The study group was exposed continuously for
30days to a 2100 MHz electromagnetic fields with a signal level (power) of 5.4dBm (3.47 mW)
to simulate the talk mode on a mobile phone. The control group was not exposed to the afo-
rementioned electromagnetic fields. After 30days, the Auditory Brainstem Responses of both
groups were recorded and the rats were sacrificed. The cochlear nuclei were evaluated by
histopathologic and immunohistochemical methods.

Results: The Auditory Brainstem Responses records of the two groups did not differ signifi-
cantly. The histopathologic analysis showed increased degeneration signs in the study group
(p=0.007). In addition, immunohistochemical analysis revealed increased apoptotic index in
the study group compared to that in the control group (p=0.002).
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Introducao

Conclusion: The results support that long-term exposure to a GSM-like 2100 MHz electromag-
netic fields causes an increase in neuronal degeneration and apoptosis in the auditory system.
© 2016 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published
by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY license (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Efeitos da exposicdo a um campo eletromagnético na radiofrequéncia de 2100 MHz,
similar ao sistema GSM, no sistema auditivo de ratos

Resumo

Introducdo: O uso de telefones celulares tornou-se generalizado nos ultimos anos. Embora bené-
fico do ponto de vista da comunicacao, os campos eletromagnéticos gerados por celulares pode
causar alteracoes biologicas indesejaveis no corpo humano.

Objetivo: Nesse estudo, o objetivo foi avaliar os efeitos do campo eletromagnético na frequén-
cia de 2.100 MHz, similar a modulacao do Sistema Global para Comunicagdes Moveis, produzido
por um gerador de campo eletromagnético, sobre o sistema auditivo de ratos usando os métodos
eletrofisioldgico, histopatoldgico e imunohistoquimico.

Método: Foram incluidos no estudo catorze adultos ratos albinos Wistar. Os ratos foram divididos
aleatoriamente em dois grupos de sete animais cada. O grupo de estudo foi exposto continua-
mente por 30 dias a um campo eletromagnético em 2100 MHz com um nivel de sinal (poténcia) de
5,4 dBm (3,47 miliwatts) para simular o modo de conversacao em um celular. O grupo controle
nao foi exposto ao campo eletromagnético acima mencionado. Apos 30 dias, o potencial evo-
cado auditivo de tronco encefalico de ambos os grupos foi gravado e os ratos foram sacrificados.
Os nucleos cocleares foram avaliados pelos métodos histopatoldgico e imunohistoquimico.
Resultados: Os registros do potencial evocado auditivo de tronco encefalico dos dois grupos
nao diferiram significativamente. A analise histopatoldgica mostrou aumento dos sinais de
degeneracao no grupo de estudo (p=0,007). Além disso, a analise imuno-histoquimica reve-
lou aumento do indice de apoptose no grupo de estudo em comparacao com o grupo controle
(p=0,002).

Conclusao: Os resultados confirmam que a exposicdo a longo prazo a um campo eletromagné-
tico em 2100 MHz similar a modulacao do sistema global para comunicagcdes moveis causa um
aumento na degeneracao neuronal e apoptose no sistema auditivo.

© 2016 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

possivel agente cancerigeno para os seres humanos, apos
avaliacao de estudos experimentais e com humanos sobre o

0 uso de celulares tornou-se generalizado nos Ultimos anos.
Embora benéfico do ponto de vista da comunicagao, os cam-
pos eletromagnéticos (EMF, do inglés Electromagnetic Field)
gerados por telefones celulares podem causar alteracoes
biolégicas indesejaveis no corpo humano."?

As frequéncias de operacdo dos dispositivos sem fio
situam-se na faixa de 30kHz a 300 GHz. Dispositivos que
operam nessa frequéncia produzem um efeito denominado
campo eletromagnético de radiofrequéncia (RF-EMF, do
inglés Radiofrequency Electromagnetic Field).® Os telefo-
nes celulares operam na faixa de frequéncia 800-3.500 MHz
e os celulares de terceira geracao (3G) usam principalmente
a frequéncia 2.100 MHz.* Os EMF gerados por esses disposi-
tivos e pelas estacdes base que conectam os aparelhos tém
se tornado um problema crescente de saide publica.” Em
uma declaracao publicada pela World Health Organization
International Agency for Research on Cancer Monograph
Working Group, em 2011, o RF-EMF foi aceito como um

impacto do RF-EMF.? Dois grandes estudos de caso-controle
multicéntricos investigaram a relacao entre tumores cere-
brais e o uso do telefone celular. Um desses estudos encon-
trou uma associacao significativa entre o uso de celular e a
ocorréncia de tumor cerebral maligno.®> Em contraste, outro
estudo mostrou que 10 anos de uso do celular nao aumenta-
ram significativamente o risco de neuroma acUstico, embora
tenha sido enfatizado que o periodo de acompanhamento foi
insuficiente para um tumor de crescimento lento.®

Os estudos que investigam os efeitos do uso do telefone
celular no sistema auditivo tém sido focados geralmente
na perda auditiva coclear e os estudos das emissdes oto-
acUsticas tém sido os mais usados nas avaliacbes. Varios
desses estudos nao encontraram efeito significativo do
RF-EMF sobre o sistema auditivo, enquanto outros obser-
varam achados menores, tais como mudanca temporaria
do limiar auditivo ou diminuicao da resposta as emissoes
otoacusticas.>”® A doenca retrococlear é um dano biologico
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esperado, devido a exposicdo ao RF-EMF. No entanto, o
teste de emissdes otoaclsticas € usado para avaliar a
coclea. Portanto, para avaliar os efeitos do RF-EMF no
sistema auditivo, a area retrococlear deve ser investigada
com testes e para demonstrar danos bioldgicos, esses testes
devem ser apoiados pelos achados histopatologicos.’

Neste estudo, nosso objetivo foi avaliar os efeitos do
campo eletromagnético (EMF) na frequéncia de 2.100 MHz,
similar a modulacao do Sistema Global para Comunicacoes
Moveis (GSM - Global System for Mobile Communication),
produzido por um gerador de EMF, sobre o sistema auditivo
de ratos, com os métodos eletrofisioldgico, histopatologico
e imuno-histoquimico.

Método

Apds aprovacdo pelo Comité de FEtica local para
experimentacao animal (n° 2014/50), o estudo foi feito de
acordo com os principios da regulamentacao de pesquisa
animal.

Animais

Foram incluidos no estudo 14 ratos albinos Wistar adultos
saudaveis, do sexo masculino, com peso entre 250-280g. Os
ratos foram mantidos na unidade experimental animal com
12h de luz e 12h de escuridao a cada dia, a uma tempe-
ratura ambiente de 22°C+3°C e umidade de 55-60%. Os
animais consumiram alimentos de forma ilimitada e agua da
torneira, ad libitum. Em todas as fases do estudo, o meato
acustico externo e a membrana timpanica dos ratos foram
examinados otoscopicamente para excluir outros fatores
que pudessem influenciar os resultados do teste, tais como
sinais de infeccdo, perfuracdo da membrana timpanica ou
cerume. Os ratos foram divididos em dois grupos. O grupo
de RF-EMF foi submetido a ondas eletromagnéticas durante
30 dias; o grupo controle nao foi exposto ao EMF.

Sistema de exposicdo ao RF-EMF

0 grupo de RF-EMF foi exposto a um EMF continuo, produzido
por um gerador de EMF (Anritsu MG3670B, Japao) durante
30 dias. O gerador foi ajustado a um nivel de sinal (poténcia)
de 5,4 dBm (3,47 miliwatts) e uma frequéncia de 2.100 MHz
para simular o modo de conversacao em um telefone celular.
O EMF foi gerado por meio de uma antena de haste longa,
com 15cm de comprimento, colocada abaixo da gaiola de
plastico dos ratos e posicionada em paralelo ao eixo curto da
gaiola. Os ratos podiam se mover livremente a uma distancia
maxima de 20 cm da antena, ja que a exposicao foi planejada
em longo prazo e de forma continua.

Medida da audiometria do tronco encefalico

0 potencial evocado auditivo de tronco encefalico (Peate)
dos ratos foi registrado sob anestesia com 45mg/kg de
cloridrato de cetamina (Ketalar®, Zentiva, Istambul,
Turquia) e 5mg/kg de cloridrato de xilazina, aplicados por
via intraperitoneal em ambos os grupos. As gravacoes do
Peate foram obtidas com estimulos do tipo click de 50dB

nNA, aplicados com o uso de fones de insercao e eletro-
dos de agulha subcutaneos. Durante os testes, o eletrodo
ativo foi colocado no vértice, o eletrodo de referéncia na
mastoide ipsilateral e o eletrodo terra inserido na parte tra-
seira dos ratos. Registramos 500 varreduras para cada teste
e empregamos um filtro de 0,3-3,0kHz. Todos os registros
foram feitos com um analisador Eclipse EP25 (Interacoustics,
Dinamarca). A laténcia da onda V e a laténcia interpicos das
ondas |-V foram analisadas para ambas as orelhas.

Avaliacao histopatolégica e imuno-histoquimica

Os ratos foram sacrificados sob anestesia com cloridrato de
cetamina apos os registros do Peate e os tecidos cerebrais
foram removidos completamente. Os tecidos foram fixados
em solucao recém-preparada de paraformaldeido a 4% e res-
friada durante 24 h. Em seguida, os nlcleos cocleares foram
removidos e submetidos a uma mistura de 30% de sacarose e
0,1% de azida de sodio, até atingir a saturacao de sacarose.
Com o Criostato Leica CM1900 (Leica Microsystems GmbH,
Viena, Austria), cortes seriados de 4 um de espessura foram
fixados em laminas revestidas com poli-L-lisina.

Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE)
para avaliacdo histopatoldgica. Pelo menos cinco cortes de
cada rato foram examinados com um microscopio Olympus
BX51 foto (Olympus, Toquio, Japdo) para obter as imagens
digitais. Sinais de degeneracao, como a presenca de neur6-
nios vermelhos, vacuolizacao, degeneracao celular, edema
ou células picnoticas, foram pontuados separadamente por
dois histopatologistas cegos para as informacdes dos grupos.
Cada rato foi pontuado em uma escala de cinco pontos, de
0 a 4+, para sinais de degeneracao.

Além da escala de degeneracdo, para avaliar a neu-
rotoxicidade no nivel celular, as células foram marcadas
imuno-histoquimicamente, com o método Terminal deoxy-
nucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (Tunel),
que mostra quebras de DNA por meio da marcacao das
extremidades terminais dos acidos nucleicos envolvidos nos
processos de apoptose. Os cortes marcados com o método
Tunel foram examinados com microscopio 6ptico. Com um
fotomicroscopio, foram obtidas microfotografias digitais de
pelo menos cinco areas diferentes. A percentagem de célu-
las apoptoticas foi determinada pela contagem do total de
células, sem distincdo entre neurdnios e células gliais. O
indice apoptotico de cada rato para diferentes regides foi
calculado como o nimero total de células apoptoticas/100.
0 indice apoptético médio de cada rato foi calculado pela
média dos resultados obtidos.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com o programa SPSS versao 15.0
para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). As laténcias do
Peate foram comparadas com o teste de Mann-Whitney. Os
sinais de degeneracao foram comparados com o teste de
qui-quadrado. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado
uma diferenca significativa.
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Tabela 1

Escores de graduacdo para a degeneracao nos grupos

Escores de graduacao para degeneracao n (%)

0 1+

2+ 3+ 4+

Grupo Controle (n=7)
Grupo RF-EMF (n=7)

6 (85,7)

1(14,3)

1(14,3) 4 (57,1) 2 (28,6%)

Figura 1

Exame histomorfoldgico com coloracdo H&E (40x); (A) Grupo Controle: integridade tecidual, a aparéncia geral de células

€ natural, sem mudancas no tamanho do neurdnio. (B) Grupo RF-EMF: ha degeneracdo de neurdnios no nucleo coclear ventral,
degradacao (setas pretas), além de alguma diminuicdo no tamanho de neurdnios, células picnéticas encolhidas (cabecas de setas
brancas). Aumento do nimero de células gliais (setas brancas) e areas com aumento da vascularizacao (setas pretas). Vacuolizagéo

intensa no tecido (setas pretas finas) e areas edematosas.

Figura 2

Resultados da coloracdo por Tunel; (A) Grupo Controle; (B) Grupo de Estudo: células apoptoéticas (cabecas de setas

pretas), neurdnios picndticos (setas pretas), areas vacuolizadas difusas (setas brancas).

Resultados
Resultados do Peate

A laténcia média medida da onda V no grupo controle foi de
4,54 + 0,29 ms (4,00-4,93 ms), enquanto no grupo de estudo
foi de 4,72+0,17ms (4,47-4,93ms). Da mesma forma, a
laténcia interpicos média entre as ondas |-V no grupo con-
trole foi de 3,38+0,42ms (2,53-3,73ms), enquanto no
grupo de estudo foi de 3,69 +0,20 ms (3,47-4,06 ms). Com-
parado com o grupo controle, a laténcia média da onda V
do grupo de estudo foi prolongada em 0,18 ms e a latén-
cia interpicos das ondas |-V foi de 0,31 ms. No entanto, essa
extensao nao foi estatisticamente significativa (p>0,05).

Avaliacao dos resultados histopatologicos
e imuno-histoquimicos

Os achados do grau de degeneracdo histopatologica para
ambos os grupos estao resumidos na tabela 1. As pontuacoes
de classificacdo para a degeneracao foram significativa-
mente maiores no grupo RF-EMF (p=0,007). Além disso,
foi observado o aumento do nimero de células gliais e
vascularizacdo no mesmo grupo (fig. 1).

As analises imuno-histoquimicas com o método Tunel
mostraram neurodnios picnoticos, aumento de apoptose e
areas vacuoladas difusas no grupo RF-CEM (fig. 2).

Uma comparacao dos indices apoptoticos dos grupos mos-
trou que o indice do grupo de estudo foi significativamente
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Figura 3  Grafico do indice apoptdtico para os grupos.

maior do que o do grupo controle. O indice apoptotico
médio foi 14,78% no grupo RF-CEM e 4,17% no grupo controle
(fig. 3).

Discussao

Este é o primeiro estudo que mostra os efeitos histopa-
tologicos e eletrofisiologicos de um EMF na frequéncia de
2.100 MHz similar ao GSM no sistema auditivo. Em um estudo
prévio feito em nosso centro, foi observada degeneracdo
dos nucleos cocleares apds exposicdao cronica ao EMF a
1.800MHz."® Com base em uma revisao da literatura e que
seja do nosso conhecimento, nenhum outro estudo foi feito
com um EMF na frequéncia de 2.100MHz. Os resultados
obtidos neste estudo mostram que, em ratos, a exposicao
cronica a um EMF a 2.100 MHz, similar ao sistema GSM, leva a
degeneracao celular nos nlcleos cocleares, com aumento de
apoptose e prolongamento estatisticamente insignificante
de laténcias das ondas do Peate.

Com a rapida disseminagao do uso de celulares em todo
o mundo, os EMF gerados por esses dispositivos e pelas
estacoes-base que conectam os aparelhos tém se tornado
um dos principais problemas de salde publica. Embora
o RF-EMF seja aceito como um possivel agente canceri-
geno por grupos de trabalho internacionais, um relatério da
Comissao Internacional para a Protecao a Radiagao Nao loni-
zante (Advisory Group on Non-ionizing Radiation — AGNIR)
enfatizou que nenhuma evidéncia convincente sobre a
genotoxicidade e carcinogenicidade do RF-EMF foi revelada
em diversos estudos.>'! Sintomas temporarios resultantes
do aumento da duracao do uso diario do celular, tais como
dores de cabeca, falta de concentracdo, disturbios do
sono e aumento da temperatura ao redor da orelha, foram
demonstrados em estudos anteriores.'? No entanto, estudos
transversais e estudos de caso-controle que avaliaram os
efeitos em longo prazo do RF-EMF encontraram resultados
distintos. Um ponto importante nesses estudos foi que, para
determinar se a exposicao ao RF-EMF resulta na ocorréncia
de tumores, tais como neuromas acusticos, o periodo de
seguimento deve ser suficientemente longo.>® Os dados
obtidos no presente estudo mostram que a exposicao cronica
ao RF-EMF pode causar degeneracédo nos nlcleos cocleares
de ratos. Em um estudo anterior feito em nosso centro,
foi observado algum grau de degeneracao nos nucleos

cocleares em ratos nas analises histopatoldgicas e imuno-
-histoquimicas apos exposicdo crénica ao EMF a 1.800 MHz.'°
Diferentemente do estudo anterior, no presente estudo,
além de degeneracao histopatoldgica, o aumento do indice
de apoptose nos nulcleos cocleares foi observado com o
ensaio imuno-histoquimico Tunel. Acreditamos que esse
aumento no indice de apoptose é um provavel indicador dos
efeitos genotoxicos e cancerigenos do RF-EMF. Considerando
que o nosso sistema de exposicao ao RF-EMF foi continuo
e de longo prazo, nao se configurou uma simulacao exata
do uso diario do celular. Portanto, com base em nossos
resultados, nao se pode dizer que o RF-EMF gerado pelo uso
do celular é genotoxico e carcinogénico para humanos.

Com o uso generalizado de telefones celulares, os pri-
meiros estudos experimentais que avaliaram os efeitos
da RF-EMF sobre o sistema auditivo usaram preferenci-
almente testes de emissbes otoacUsticas. Os resultados
desses testes nao foram estatisticamente significativos.'> '
A principal limitacao desses estudos foi a incapacidade de
avaliar os danos retrococleares, devido ao uso das emis-
sdes otoacusticas. Além disso, estudos de Peate foram feitos
para avaliar os efeitos retrococleares esperados do RF-
-EMF em seres humanos. No entanto, nao houve mudanca
em termos de laténcias das ondas.''® De acordo com os
dados que obtivemos, os resultados do Peate do grupo
de estudo identificaram laténcias mais prolongadas das
ondas, em comparacao com os do grupo controle, mas nao
foram estatisticamente significativos. Embora as analises
histopatolégicas e imuno-histoquimicas tenham mostrado
degeneracao significativa nos nicleos cocleares, esse fato
nao causou alongamento significativo da laténcia da onda do
Peate. Esse achado pode ser atribuido a danos que nao per-
turbaram a transmissao de estimulos nos nlcleos cocleares.
No entanto, a falta de alongamento significativo na latén-
cia de onda do Peate nao indica que a transmissao esteja
totalmente intacta.

Uma limitacdo deste estudo foi a falta de uma rigida
padronizacao da exposicao de ratos ao EMF em nosso sis-
tema RF-EMF. Varios sistemas concebidos para exposicao ao
EMF tém sido descritos na literatura.'” No entanto, eles ndo
sao adequados para aplicacao de EMF em longo prazo, o que
foi necessario em nosso estudo. Considerando que o nosso
regime de exposicdo ao EMF foi de longo prazo e conti-
nuo, projetamos um sistema experimental no qual os ratos
podiam mover-se livremente e fazer com facilidade ativi-
dades diarias, como comer e beber. No entanto, aos ratos
ndo era permitida uma movimentacdo além de 20cm de
distancia da antena do EMF.

Conclusao

Os dados obtidos neste estudo mostram que a exposicao cro-
nica ao RF-EMF provoca degeneracao dos nlcleos cocleares
em ratos. Como resultado dessa degeneracao, por meio de
métodos imuno-histoquimicos, observou-se um aumento na
taxa de apoptose em nlcleos cocleares. No entanto, nao
houve alongamento eletrofisioldgico estatisticamente sig-
nificativo nas laténcias de onda do PEATE. Esses achados
apoiam os possiveis efeitos genotdxicos e cancerigenos do
RF-EMF.
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