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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo principal, investigar a influéncia
da inducdo do campo magnético estatico no sangue. Foram observados um
total de noventa camundongos divididos em trés grupos: um com trinta animais
como controle; um segundo com trinta animais expostos a um campo
magnético de 117mT durante 1 hora/dia e um terceiro com trinta animais
expostos a um campo de mesma intensidade e durante 2 horas/dia. Apos trinta
dias de exposicao diéria, todos os animais tiveram amostras de seus sangues
avaliadas para verificar a morfologia das células através de esfregaco de
lamina; contagem dos varios tipos celulares do sangue e conteddo de
hemoglobina, além da avaliacdo quantitativa das proteinas encontradas no
plasma através de eletroforese em gel. Houve também uma avaliacdo semanal
do peso dos animais. Os resultados da avaliagdo entre 0 grupo controle e os
dois grupos expostos ao campo, nd&o mostraram nenhuma alteragéo
significativa entre os grupos. Os dados hematolégicos obtidos mostraram uma
relacdo direta do campo magnético com o numero de linfocitos, que teve um
aumento de 6.8% no grupo exposto 1 hora/dia e um aumento de 7.74% no
grupo exposto 2 horas/dia. Esta diferenca foi significativa para um p = 0.034. O
exame do esfregaco sob microscopia Optica ndo revelou nenhuma alteracdo
morfolégica nas células do sangue. A eletroforese do plasma em gel,mostrou
alteracdo da concentracdo de duas bandas; uma cujo peso equivale ao de uma
proteina de peso molecular de 45 Kda, esta banda apresentou-se menos
intensa com a a¢do do campo magnético. A outra banda, apresentou um peso
equivalente ao de uma proteina de peso molecular de 97 Kda, esta banda
apresentou-se mais intensa com a exposicdo ao campo magnético. Novos
estudos direcionados a estas proteinas que mostraram ser sensiveis ao campo
magnético podem ser muito importantes para esclarecer possiveis alteragbes
fisiopatolégicas provocadas pelo campo magnético estatico.



ABSTRACT

The present work had as its principal aim to investigate the influence
induced by a static magnetic field on the blood. This study was carried on ninety
mice divided in three groups: one of thirty as a control, the second of thirty was
exposed to a static magnetic field of 117mT for 1 hour/day, and the third group
of thirty for 2 hours/day. After thirty days of daily exposure,all the animals had
their blood samples evaluated for morphological changes by a fresh blood
smear, for blood count and hemoglobin content using a Coulter counter and for
plasma protein changes by carrying out gel electrophoresis. A weekly follow up
was also carried out on the weight of the animals. The result of this follow up
between the control and the exposed group of animals did not show any
significant changes. The hematological data which was obtained shows a direct
relationship between the static magnetic field exposure and the number of
lymphocytes, which had an increase of 6.8 % for the group exposed for | h/day
and an increase of 7.74 % in the group exposed for 2 h/day. This difference was
significant for p= 0.034. The smear examination under a light microscope did
not show any morphological changes on the blood cells. The gel eletrophoresis
showed changes in two plasma proteins: one in the band equivalent to the
molecular weight corresponding to 45 kDa, the intensity was noted to be
reduced by the action of the static magnetic field when compared to control; the
other was in the protein with a molecular weight corresponding to 97 kDa which
showed an increase after subjecting to the static magnetic field. Further studies
on these proteins which showed to be sensitive to the magnetic field would be

interesting and to correlate these changes to physiopathological findings.



1 - INTRODUCAO

1.1 - Breve histérico sobre campo eletromagnético

Ha cerca de 4000 A.C. foi escrito o primeiro registro sobre eventos
biolégicos causados por eletricidade, quando se observou que um peixe
conhecido como catfish (Corydoras trilineatus) que tem sua origem nas regioes
amazobnicas do Peru PLANETCATFISH (2001), possuia a capacidade de
produzir um choque elétrico de mais de 450 volts de amplitude (MORGAN,
apud MALMIVUO; PLONSEY 1995). No ano 46 D.C. foi escrito o primeiro
documento relatando o uso da eletricidade na medicina, que recomendava a
aplicacdo do choque do peixe elétrico como um meio de cura para a dor de
cabeca e gota. Estes foram os marcos iniciais do uso de fendmenos elétricos
em saude. Foi s6 a partir do inicio de 1.700 D.C. que iniciou-se uma aplicacao
sistematica da eletricidade para uso terapéutico. O conhecimento dos
fendmenos magnéticos é também tdo antigo quanto os elétricos, no entanto
durante muitos anos os estudos sobre magnetismo limitaram-se aos imas. Até
1819 nédo se conhecia nenhuma ligagéo entre estes dois fenbmenos e foi neste
ano que o fisico dinamarqués Hans Christian Oersted (1770-1851) descobriu
gue existia uma relagdo entre corrente elétrica e o campo magnético, quando
observou uma agulha imantada de bussola desviando-se quando colocado
proxima a um fio eletrizado com corrente continua. Em 1831, o cientista inglés
Michael Faraday descobriu que campos magnéticos em movimento induziam
correntes elétrica em fios condutores proximos, e apresentou a teoria
eletromagnética que une os fendmenos elétricos e magnéticos e previu a
existéncia de ondas eletromagnéticas, como a luz e ondas de radio.

Franz A. Mesmer (1734-1815), médico vienense, lancou a teoria que
postulava a existéncia, nos seres vivos, de varios “fluidos magnéticos” que
provinham do préprio organismo e que poderiam ser influenciados por campos
magnéticos externos. Fundamentado em sua propria teoria, Mesmer anunciou
a cura de algumas doencas mediante 0 uso de imas, no entanto, pouco tempo

depois foi desacreditado e considerado um charlatdo .Na época atual, alguns
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experimentos recentes demonstraram que as teorias de Mesmer ndo estavam
erradas, mas a cura ainda nao pode-se afirmar que ocorre com a influéncia de
campos magnéticos.

Existem varios equipamentos médicos que, embora ndo sejam usados
como recursos terapéuticos, séo utilizados para diagnéstico e para isso utilizam
0S campos magnéticos gerados pelos organismos. Entre eles podemos citar o
magnetocardiografo (MCG), que registra os sinais magnéticos provenientes da
atividade elétrica do coracdo e o magnetoencefalégrafo (MEG), que registra os
sinais magnéticos provenientes da atividade elétrica do cérebro, entre outros.

Nos anos de 1960, houve um grande interesse da comunidade cientifica
em sistematizar os estudos sobre campos magnéticos, e foi nesta década que
houve o maior nimero de publicacdes sobre a influéncia do campo magnético
estatico sobre os seres vivos (WAGIH, 1981) Como resultado destes estudos,
algumas tabelas foram publicadas, mostrando os efeitos causados pelos
campos magnéticos estaticos sobre varios seres vivos, levando em
consideracdo a intensidade e o tempo de exposi¢cdo ao campo magneético.

FEYCHTING e AHLBOM (1993) realizaram um extenso trabalho na
Suécia entre os anos de 1960 e 1985, que pesquisava a influéncia dos campos
magnéticos gerados por linhas de forca de alta tenséo sobre criancas vivendo
em residéncias localizadas sob estas linhas. Como resultado, encontrou-se que
existe um alto indice de céancer (principalmente em linfGcitos) entre estas
criancas estudadas. Estes resultados também foram encontrados por SAVITZ
(1988)

A partir de entéo, se tem procurado encontrar qual o0 mecanismo de acao
dos campos magnéticos que promove os efeitos observados, levantando
consequentemente uma questao: existiria um receptor especifico para o campo
magnético, nos sistemas vivos?

Os campos do conhecimento que estudam a interacdo entre campos
magnéticos e biologia foram chamados inicialmente de magnetobiologia,
referindo-se as alteragbes induzidas nos meios biolégicos e de
biomagnetologia, o estudo dos campos magnéticos gerados pelos seres vivos.
Atualmente se usa o termo bioeletromagnetismo para englobar os dois sentidos

explicitados acima.

12



Existem algumas teorias que tentam explicar 0 que ocorre para que o
campo provoque os efeitos observados nos seres vivos, entre elas podemos
citar duas:

) MARKOV (1981), defende que os efeitos causados pelos campos
magnéticos sobre o organismo, é um efeito indireto, ja que ele age sobre a
agua. O autor atribui este fato ao alto conteudo de agua em células e tecidos,
sugerindo que apenas através da agua os campos externos podem influenciar
o estado funcional do organismo vivo. Suas explicagbes para tal fato baseiam-
se no fato de que o campo muda algumas propriedades da agua, o que ainda
ndo esta claro. O autor acredita que o campo magnético é capaz de influenciar
a microestrutura da agua e os canais de hidratacdo e assim mudar o curso de
alguns processos bioldgicos extremamente importantes.

II) BARNES (1990), defende que o mecanismo de acao deve-se ao fato
de que o campo magnético tem a capacidade de gerar um fluxo de corrente
elétrica em um condutor se este estiver sendo submetido ao campo. Esta
corrente é que seria a responsavel pelas consequéncias do campo se um
organismo fosse exposto a este.

Aparentemente estas teorias tém explicacdes bem convincentes e tanto
MARKOV (1981) quanto BARNES (1990) podem estar corretos em suas
teorias, apesar de varios fenbmenos observados em outros experimentos nao
terem sido explicados por elas. SUDA (1994); SHIGA (1993) e FRANK et al
(1979), por exemplo, observaram uma orientacdo magneética tanto das células
vermelhas do sangue quanto a do seu “ghost” (membrana das células), quando
expostos a campos superiores a 1 Tesla. Como explicar esta agdo com estas
teorias, sabendo-se inclusive que nenhum componente da membrana celular €
classificado como ferromagnético ou paramagnético?

BARNES (1990) utiliza uma das equacfes de Maxwell para explicar o
surgimento da corrente elétrica em um corpo exposto a0 campo magnético,
mas se 0 campo magnético for estatico, como explicar 0 mecanismo de acéo
do campo se em campos estaticos, segundo a equacdo, ndo ha inducdo de
corrente no condutor?

O que sabemos na realidade é que a influéncia do campo magnético no

organismo vai depender tanto da intensidade do campo, quanto da freqiéncia
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com a qual ele varia, e do tempo de exposi¢do, ou seja, o efeito obtido com um
campo de 60Hz pode nado ser encontrado com um campo de 50Hz, o mais,

continua sendo objeto de estudo.

1.2 - Aplicagdes do Campo Magnético

Atualmente, os campos eletromagnéticos estdo se tornando cada vez
mais importantes, ndo sO pelo fato de que existe um crescente aumento do
namero de equipamentos elétricos e eletrdnicos que utilizam as radiacdes
eletromagnéticas as quais estdo cada vez mais presentes em nosso meio, mas
também, a comunidade cientifica tem mostrado grande interesse no
"mapeamento magnético" de 6rgaos, jA& que com o avanco da tecnologia se
conseguiu detectar que cada 6rgdo tem em torno de si, um campo magnético

caracteristico.

Para melhor identificar algumas destas aplicacbes, citamos como
exemplo, alguns sinais obtidos do organismo humano e um método de
obtensdo, citados em MALMIVUO; PLONSEY (1995); ARAUJO (1999) e
BRONZINO (1995):

1. Magnetoencefalograma (MEG), estes sinais sdo gerados devido a
atividade elétrica cerebral, que por ser de intensidade muito pequena,
s6 podem ser captadas pelo uso do SQUID (superconducting
guantum interference devices) que atualmente sdo os detectores de
fluxo magnético mais sensiveis.

2. Estimulagcdo magnética transcraniana (TMS), € um método de
estimulacdo do tecido excitavel com uma corrente elétrica induzida
por um campo magnético externo. O resultado da avaliacdo € obtido
pela analise das consequéncias deste estimulo.

3. Magnetoretinograma (MRG), sinais obtido pela aplicacdo de pulsos
magnéticos sobre o olho. Estes sinais geradas pelos cones e
bastonetes sédo analisados através de receptores colocados sobre a

esclerdtica e a pele;
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4. Magnetocardiograma (MCG), sendo o primeiro sinal biomagnético a
ser detectado (realizado por Baule e McFee), € bastante semelhante
funcionalmente ao ja conhecido eletrocardiograma (ECG), que esta
associado a atividade elétrica do coracdo. Em contraste com o ECG,
o MCG relaciona-se ao campo magnético associado com as

correntes elétricas do coracgéao.

Existem muitos outros exames que surgiram depois da possibilidade de
se detectar campos magnéticos pequenos. Estes campos séo tdo pequenos
que segundo ARAUJO (1999) encontram-se entre 10° e 107'°T. No artigo
escrito por este pesquisador, ele fala que "detectar um campo desta amplitude
€ como olhar para o céu a olho nu em um dia ensolarado e conseguir ver uma
estrela".

S&0 estes avancos tecnoldgicos que suscitam nosso interesse a seguir
as pesquisas neste campo do bioeletromagnetismo. Pode-se ainda constatar
grandes avancos em relacdo aos geradores de campos magnéticos que
pularam de 1 ou 2 Tesla naqueles geradores feitos com enrolamentos de fios
de cobre em nucleos de ferro nos anos 60, para até 45 Tesla em geradores
feitos com materiais semicondutores refrigerados a baixissimas temperaturas
com Hélio e Nitrogénio, como aquele em uso no National High Magnetic Fields
Laboratory, em Tallahassee, Florida, USA

Poderia ser questionada a razdo de estudos biolégicos em intensidade
de fluxo tdo altas. Realmente ndo ha em nosso meio fontes de campos nessa
amplitude, mas ndo podemos esquecer que uma pequena parte da populacao
gue trabalha em usinas hidrelétricas e outras fontes de energia cujos campos
sdo também muito altos. Ainda, como vem sendo observado, os efeitos dos
campos variam muito, tanto quanto a frequéncia, quanto com a intensidade.
Sendo assim, o fato de existir a possibilidade se conseguir efeitos biolégicos
benéficos com campos de alta intensidade, justifica as pesquisas com estes

valores.
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1.3 - Efeitos do campo magnético sobre o tecido sanguineo.

FEYCHTING e AHLBOM., (1993), mostraram que existe uma incidéncia
significativa de cancer nas pessoas que moram proximos a linhas de forcas de
alta tensdo, estando consequentemente sofrendo a acdo do campo magnético
induzido sendo que este acometimento ocorreu principalmente sobre o tecido
sanglineo na forma de leucemia, representando 27% dos individuos afetados.

O numero de células sangliineas, permanece constante em individuos
saudaveis. Esta manutencdo das concentracdes de células ocorre mesmo apés
fendbmenos de perda, como as hemorragias. Além deste fato, também é
surpreendente que, sob situacbes como infec¢Bes, ocorram aumentos de
concentracdo de uma ou mais populagdes celulares do sangue circulante.

Todos estes fendmenos ocorrem gracas a tecidos especializados na
producao de células sanglineas, os tecidos hematopoiéticos.

Ha diversos oOrgaos ricos em tecido hematopoiético. Nos mamiferos

podemos citar:

Medula 6ssea
Baco
Ganglios linfaticos

Timo

Existem ainda regibes, como a parede do tubo digestivo, onde ocorre
uma ativa formagéo de elementos do sangue.

Sabemos que existem varios fatores que podem alterar a constituicao
deste tecido quantitativamente WILLIAMS et al (1976):

Eritropoietina (EPO), a sintese desta substancia esta relacionada aos
rins e ao figado e sua acao esta ligada a hipdxia dos tecidos

Fator Estimulante de Colbnias de granuldcitos (FEC-G), este fator
estimula a granulopoiese, aumenta a atividade quimiotaxica,

fagocitaria e citotoxica dos neutréfilos e mondcitos.
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Fator Estimulante de colbnias de granulécitos/mondcitos (FEC-GM),

estimula a formacéo de neutréfilos e mondcitos

Existem duas etapas bem distintas para o tecido sangtiineo durante toda

sua vida: a hematopoiese, com células jovens, e a fase adulta da célula.

Hematopoiese: Esta é a fase da formacéo do tecido sangliineo que esta
relacionada a origem e ao desenvolvimento das células. Sabe-se que
tanto as células vermelhas quanto as brancas e as plaqguetas, tém
origem na medula de todos 0s 0sso0s, permanecendo apenas Nnos 0Ss0S
chatos e longos no individuo adulto. Na vida intra-uterina, a
hematopoiese € encontrada no saco vitelino. Posteriormente ocorre a
formacédo de tecido hematopoiético no figado e no baco, sendo que apos
0 nascimento a medula dos ossos assumem total controle deste
fendbmeno Fig.1. Nesta fase existem varios fatores que podem alterar
este tecido

a) As células jovens: A eritropoiese se desenvolve a partir dos
eritroblastos ou células mae, dando origem as formas jovens de
hemacias que ainda tém nucleos: os reticuldcitos. A série branca
também tem células mae, de acordo com o seu tipo: linfoblastos do
tipo T e B, Mieloblastos, que se diferenciam em basofilos, eosindfilos
e neutrofilos. Os megacarioblastos dao origem aos megacariocitos e
por fim as plaquetas.

b) A fase adulta da célula: aquela fase em que a célula ja esta
especializada ou diferenciada. Sabemos que as hemacias
apresentam uma vida média em torno de 120 dias, sendo fagocitada
pelo baco ao término deste periodo. Também a série branca se
diferencia ao longo de seu processo de maturacdo, através da

segmentacdo do ndcleo e por granulacdes citoplamaticas.
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Figura 1. Etapas da hematopoiese no embrido e no feto, que indicam a participagéo
comparativa dos principais centros hematopoiéticos e o momento aproximado do

aparecimento dos varios tipos de células. Modificado de WINTROBE (1979).

Na fase em que a célula esta se formando e se diferenciando (na
hematopoiese), sabemos que existe uma intensa atividade metabdlica e pode
haver neste estagio da vida da célula uma influéncia do campo magnético
atuando nas reacdes bioguimicas que estdo ocorrendo, apesar de haver ainda
pouco volume de trabalhos nesta area.

Além de transportar células da defesa organica e carreadoras de gases,
0 sangue também transporta a agua usada pelo organismo, o calor gerado pelo
metabolismo e as diversas substancias produzidas pelas células, tais como
proteinas, hormonios, enzimas, lipidios, glicideos e todas as demais que fazem

parte da bioquimica celular.
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LIKHACHEV apud BARNOTHY (1969) demonstrou que campos
estaticos de 0,5 T induzem o aumento de leucécitos em coelhos sofrendo de
inflamacédo cronica além de fazerem aumentar o nivel de eritrosedimentagéo.
Isto leva a supor uma alteracdo nos processos de producdo e amadurecimento
da série branca, certamente orquestrado por fatores intrinsecos do sangue, tais
como proteinas e enzimas. Estas Ultimas sdo sensiveis aos campos
magnéticos, como atesta BLANK; SOO (1993).

FIORINI et al (1997), apresentou um estudo fn vitro” sobre a acédo do
campo magnético de 50 Hz e 0.5 mT sobre células vermelhas de coelho,
demostrando que, em células sadias, ndo se observou nenhum efeito. No
entanto, quando estas células foram previamente estressadas com um
oxidante (Fe[ll]/ascorbato), os danos deste oxidante aumentaram. Assim
também, GALVANOVSKIS et al (1999) usando um campo com mesma
frequiéncia, encontrou alteragdes no nivel de Ca*™ no citoplasma de células T

A hemoglobina, ferro-proteina do sangue, € muito sensivel aos campos
magnéticos, devido a sua reatividade ferromagnética, causada pela inducéo
magnética do heme, a estrutura molecular principal de cada uma das quatro
sub estruturas da hemoglobina. O efeito direto de campos estaticos de média
intensidade (350 e 400 mT) levam a modificagdo da conformacédo da
hemoglobina, acompanhada de alteragcbes nas interagdes intermoleculares
ATEF (1995). Os campos de alta intensidade (10 a 50 T), por outro lado,
provocam alinhamento das moléculas e as modificacbes estruturais induzidas
levam & variacdo da absorbancia de luz visivel, sendo a oxi-hemoglobina
menos sensivel que a deoxihemoglobina, que apresenta maior
paramagnetismo, MOTTA (1998); MELVILLE (1982) e MASAAKI (1997)
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2 - OBJETIVO

2.1 - Geral

Avaliar a influéncia do campo magnético sobre o tecido sanglineo de

camundongos (Mus musculus)

1)
2)
3)

4)

2.2 - Especifico

Avaliar o crescimento dos animais quando expostos ou ndo ao CME;
Avaliar quantitativamente os elementos figurados do sangue.

Observar alteragbes morfoldgicas na série branca e vermelha do
sangue, induzida pelo campo magnético estatico.

Determinar o comportamento das proteinas presentes no plasma dos

animais, expostos ou ndo, e comparar os resultados obtidos
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1-Modelo experimental

Comparando os seguintes tecidos: sangue, musculo, cérebro, e pulméo
apos serem expostos ao campos eletromagnéticos, WEBSTER (1976) relata
gue em relacdo a permissividade e a condutividade, o tecido mais afetado, ou
seja 0 que apresenta maior valor, € o tecido sanglineo. Estas duas
propriedades dielétricas dos tecidos também é comentada por POLK (1995)
Segundo MARKOV (1981), os efeitos do campo magnético ocorre
principalmente devido a presenca da agua; o nosso tecido sanguineo tem 90%
s6 de agua em sua composicao plasmatica

Além do mais, o tecido sanglineo tem se mostrado como aquele que
mais apresenta consequéncias graves (como 0 cancer) apds exposicdo ao
campo magnético FEYCHTING; AHLBOM (1993) e DUGGAR (1936).

Independente do tempo de exposicdo de um tecido ao campo
magnético, provavelmente havera alguma consequéncia sobre este. No
entanto, MARKOV (1981), que realizou uma exposicdo da agua ao campo
magnético em tempos que variaram de 5 min a 120 min, com intervalos de 5
min, demonstra que o maior efeito do campo magnético sobre a agua,
encontra-se em um tempo de exposicdo de 30 min.

WAGIH (1981) fez um estudo sobre o efeito do campo magnético de
60Hz em ratos, com uma intensidade de 110 mT.

SEZE (2000) estudou o efeito de um campo magnético de 0.8 Hz de 100
mT sobre tumores induzidos quimicamente em ratos
Nossa fonte geradora do campo magnético pode emitir um campo de 117 mT.
Como este valor encontra-se préximo dos valores citados, e s6 dispunhamos

dele, resolvemos utiliza-lo
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3.2 -0s Animais

Foram utilizados 90 camundongos da espécie (Mus musculus),
adquiridos no biotério do Departamento de Antibidticos da UFPE. Os
camundongos eram todos machos, com peso médio de 21.19 gramas, tendo
sido desmamados aos 20 dias de idade.

A vistoria diaria da dgua e da comida foi realizada para proporcionar aos
camundongos uma alimentacdo abundante com racdo balanceada especifica
(Labina) e 4gua potavel “ad libitum”.

Os animais foram tratados seguindo os procedimentos normais, ou seja,
com troca de gaiolas a cada 3 dias, para manter as condi¢cdes sanitérias

exigidas, além de ambiente ventilado e iluminado com luz natural.
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3.3 - Gerador do Campo Magnético

O gerador de campo magnético usado, é um eletroimd fabricado sob
encomenda pela GEOTRONIC, atualmente MACTRONIC?, cuja fotografia pode
ser vista na figura 2 e as caracteristica logo adiante. E formado por um ntcleo
de ferro em laminas mantidas juntas por uma armacédo de madeira, formando
um gquadrado. O nucleo tem a forma de um C, tendo portanto uma abertura
(gap) de 10.5 cm, entre dois segmentos de 30,25 cm, que séo paralelos a um
braco, ou segmento inferior com 70 cm. Os lados do nucleo sdo formados por
dois segmentos de 70 cm, fixados perpendicularmente nas extremidades dos
segmentos descritos. O conjunto, mantidos por parafusos que atravessam a
armacgéo de madeira, pode girar em torno de um eixo montado com rolamentos
no centro de duas barras de madeira que seguram todo o conjunto. As duas
bobinas, com 50 quilogramas de fio 17 AWG cada uma, foram enrolada em
torno dos segmentos laterais a abertura ou gap e podem ser basculadas para
gualquer angulo. O eixo é apoiado em uma estrutura metdlica que da
estabilidade ao conjunto. Todo o nucleo da bobina, tem uma éarea transversal
de 90 cm?. As duas bobinas foram enroladas em série nos bracos paralelos,
construidas com fio 17 AWG. Quando estas bobinas sdo alimentadas por uma
tensdo de 62 VDC, exigem uma corrente de 2A e produzem um campo estatico
de 117 mT no interior do gap.

A afericdo do campo foi feita através de um Phywe Teslameter
13910.83 , cuja ponta de prova foi usada de forma a varrer toda a area
transversal do “gap” e depois foi montada uma tabela que nos mostra a relacao
entre a tensdo aplicada, a corrente exigida e o campo gerado pelo
equipamento. Usando 62 Volts a 2 Amperes, conseguimos 117mT (intensidade
de fluxo usada no experimento) no centro da area transversal, e proximo as

suas bordas houve uma queda de apenas 3mT devido ao pequeno espaco do

1] ” 4

gap”. O eletroimd é refrigerado a ar e ndo se observa aumento de

temperatura com a tensao elétrica usada, em vista de estar em ambiente com

! Rua Mascarenhas de Moraes, s/n- Recife- PE.
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ar condicionado a 25°C. Uma imagem mais aproximada do “gap” pode ser vista

na figura 3.

Figura 2. Gerador de campo magnético GEOTRONIC (117mT) utilizado para criar o
campo para exposi¢cao dos animais deste experimento.

P
B
b
£
3

Figura 3. Fotografia aproximada do “gap”, utilizado para exposicdo dos
animais ao campo magnético neste experimento.

24



A fonte de energia elétrica que alimenta o gerador de campo magnético

€ apresentada na Figura 4.

Figura 4. Regulador de tensdo do gerador de campo magnético, onde podemos ver. A o
transformador regulavel; B um amperimetro e C,o circuito retificador.

7

Esta fonte de energia elétrica € composta basicamente de um
transformador com saida variavel (variac), que é alimentado com uma tensao
elétrica de 220 Volts e fornece uma corrente elétrica com tensdo variando de 0
a 220 Volts. Além disto, existe um circuito retificador com a finalidade de
transformar a corrente alternada (AC) em continua ou direta (DC). Foram
usados também um banco de cinco capacitores elétricos, para estabilizar a
tensdo elétrica, o qual diminuiu a flutuacdo (ripple) a 1%, resultando em uma
corrente continua de boa qualidade. O controle de poténcia da fonte conta
ainda com uma resisténcia de descarga para o desligamento do eletroima,
consumindo a o pulso de energia que retorna a bobina, do campo induzido,

apos o desligamento da corrente elétrica.
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3.4 - Caixa de exposicao dos animais

A caixa de exposicao foi confeccionada em acrilico, com dimenses de
12 x 10 cm com profundidade de 15 cm. A tampa transparente permite
observar os animais durante a exposi¢cdo. Janelas horizontais laterais (1,5 x 4
cm), abertas a 3 cm abaixo da borda, permitem o travamento da tampa e o
suporte de sustentacdo da caixa dentro do “gap” do eletroimd, através de uma
peca de madeira, de 1 x 3,5 cm com 14 cm de comprimento, que € colocada
através das janelas laterais (ver Figura 5). Deste modo ao animais contidos na

caixa ficam totalmente cobertos pelas linhas de for¢a que atravessam o “gap”.

Figura 5. Compartimento utilizado para expor os animais ao campo magnético. Este
compartimento é de acrilico para evitar altera¢fes no fluxo do campo.
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3.5-Procedimento para pesagem dos animais

Durante o experimento os camundongos foram avaliados quanto ao
peso a cada 7 dias.

A medida do peso foi realizada no mesmo horério para todos os grupos,
sendo que todos os animais de cada grupo foram pesados em conjunto,
obtendo-se um valor médio para cada animal. A média do peso dos
camundongos de cada grupo foi obtida dividindo-se o peso total do grupo pelo
namero de animais daquele grupo.

Essa forma de avaliagdo foi escolhida porque o tempo de exposicao
magnética foi diferenciado de grupo para grupo e ndo de animal para animal,
além do que, as variacdes individuais foram assim evitadas, quando os

resultados foram tomados pela média de cada grupo.

3.6 - Procedimentos para coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada em trés etapas para cada experimento,
tendo cada etapa ocorrido num dia, e tendo cada etapa 1/3 dos animais de
cada grupo.

Inicialmente, os animais foram anestesiados individualmente por via
respiratoria com uma solugéo de éter sulfurico, sendo colocados em um becker
de 200ml, que continha um “swab” de algoddo umedecido com 5 ml de eter. O
recipiente era tampado com uma placa de Petri, e 0 animal era observado até
perder a consciéncia e cessarem movimentos musculares. Esta anestesia era
suficiente para manter o animal vivo, mas de forma que qualquer acao sobre o
mesmo fosse indolor. A partir dai, foi feita uma puncdo cardiaca em cada
animal e retirado um volume de 0,5 ml de sangue. Para cada animal, foi
utilizada uma seringa descartavel de 3ml com agulha niumero 8, e apos retirado
0 sangue, 400m do mesmo foi transferido para o tubo microtainer que ja
contem o anticoagulante EDTA. ApOs transferido, o sangue foi agitado
(suavemente) no tubo para mistura-se ao EDTA e evitar a hemocoagulacéo,

assim como para evitar a quebra de hemacias (hemaolise).
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Apoés os procedimentos de coleta de sangue, que durou em média 20
minutos para cada etapa, o material foi levado para ser lido pelo contador de
célular Coulter e depois foram feitos esfregagos de laminas para a avaliacéo
microscopica. Este material tem um tempo méaximo de 2 horas entre sua coleta
e leitura no analisador hematolégico Coulter, para ter-se um resultado
confiavel.

Devido a forma de coleta de sangue ser a puncdo cardiaca e a
guantidade de sangue coletada ser de 0.5 ml, os camundongos n&o

sobreviveram.
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3.7 - Hemograma e Eletroforese

3.7.1 Hemograma.

A analise dos elementos figurados do sangue foi feita de modo
automatico, pelo analisador hematolégico Coulter Modelo T-890 que pode ser
visto na Figura 6. Ele foi utilizado para fazer a determinagéo quantitativa e
simultanea de hemacias, hemoglobina, contagem e distribuicdo de leucocitos.
Este equipamento mede o numero de células por volume unitério e identifica a
sua forma, classificando o tipo de célula diferenciando as series branca e
vermelha do sangue; Afere o hematdcrito, calculando volume unitario, volume
corpuscular médio, hemoglobina média; Conta os componentes da série
branca, distribuindo os valores de acordo com os elementos identificados por
algoritmos de reconhecimento de formas.

Para a leitura das amostras de sangue retirada dos animais dos grupos
controle e dos grupos testes, foram utilizados tubos especificos: “Tubos
Microtainer com EDTA K3”. Estes sédo apropriados para uso pelo Coulter, para
a leitura das amostras, contendo apenas 400m de sangue, o que € ideal para o
estudo com camundongos, onde o volume sanguineo que pode ser retirado,
sem danos para o animal, é muito pequeno. Cada tubo contendo sangue de

apenas um camundongo, perfaz um total de 45 tubos por experimento.

3.7.2 Eletroforese .

Para analisar alteragbes macromoleculares no sangue, foi feita a
eletroforese do plasma sanglineo dos camundongos sendo para isto utilizada
a técnica SDS-PAGE. A dosagem das proteinas teve sua concentracao
protéica estimada pelo método de Bradford, utilizando soro albumina bovina

como padrdo (BRADFORD, 1976). As determinagbes foram realizadas em
espectrofotbmetro Beckman (DU-640). Na preparacdo dos geéis de

poliacrilamida, os géis de resolugcéo foram preparados em sistema HOEFER®

MIGHTY SMALL II - PHARMACIA BIOTECH, utilizando espacadores de
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0.75mm. A concentracédo da acrilamida utilizada no gel foi de 12.5%. O gel de
empacotamento foi preparado com 4,5% de acrilamida. A preparacao das
amostras ocorreu a partir das amostras irradiadas e nédo irradiadas de plasma
sanguineo de camundongos, estas foram diluidas 1:1 em solucdo tampao
segundo LAEMMLI(1970) (60mM Tris-HCI, pH 6,8; 2% SDS; 25% glicerol; 0,1%
azul de bromofenol; 14,4 mM de 2-mercaptoetanol). Para a eletroforese em
presenca de SDS, as proteinas misturadas com tampao de amostra, e em
seguida foi feita a corrida. Para realizar a corrida foi utilizado o sistema
vertical de eletroforese HOEFER® MIGHTY SMALL Il - PHARMACIA BIOTEC
acoplado a uma fonte VOKAM-SAE 2761, com voltagem constante de 150V,
contendo 25 mM Tris, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS como tampao de
corrida. Ap6s a corrida, as proteinas foram fixadas e coradas com azul de
coomassie (BOLLAG, 1991).

Figura 6. Vista frontal do equipamento Coulter T-890 utilizado na analise do sangue

dos animais. Encontra-se no setor de hematologia do Hospital das Clinicas - UFPE.
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O procedimento utilizado neste protocolo foi o descrito por BOLLAG
(1991), sendo as amostras de plasma aplicadas da seguinte forma: padrao,
controle, exp 1h, exp 2h, exp 1h, exp 2h , segundo o esquema abaixo
apresentado na figura 7. Ou seja, em cada eletroforese foram usados amostras
de 5 camundongos: um controle, dois expostos durante 1 hora (expl) e dois
expostos por 2 horas (exp2). O uso das amostras expl e exp2 repetida, teve
como objetivo comparar e confirmar os resultados, sendo, portanto, cada

amostra (expl = E1h) e (exp2 = E2h) provenientes de animais distintos.

pd ¢t Elh EZ2h Elh EZh

Figura 7. Representagdo esquematica do sistema
sequencial das corridas das amostras no gel de
poliacrilamida. Pd = padréo, ct = controle, E1h = exposto
1h, E2h = exposto 2h
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3.8 - Exposicdo ao Campo Magnético Estatico (CME)

gerador do campo magnético

esfregago

45 eletroforese
camundongos

Y ff

15 ?:t“"’”lais exposica-—e 1N=15 animais D
SRS 2h=15 animais COULTER

o o

o o

avaliacio quantitstiva

coleta do sangue
g dos componerite

W W

grupo cortrole = 15 camundongos

avaliagio semansl

grupo exposto 1h = 15 camundongos do peso dos animais

grupa exposto 2h = 15 camundongas

Figura 8. Esquema geral de exposicdo dos camundongos ao campo magnético e as
etapas de coleta de dados

Foram separados 3 grupos de 15 camundongos e cada grupo colocado
em uma gaiola de arame, com capacidade maxima de 20 camundongos, cuja
medida é de 17x37x30 cm.

O experimento com estes primeiros trés grupos (experimento 1) teve a
duracdo de trinta dias, sendo um grupo controle, e dois grupos expostos ao
campo magnético estatico com 117 mT de intensidade, durante uma e duas
horas respectivamente, como mostra o esquema de exposicdo ao CME. Ao
final do experimento 1, iniciamos 0 experimento 2 com uma segunda populacao
de camundongos, idéntica a primeira, também composto por 45 camundongos

e divididos em trés grupos como no experimento 1 com o objetivo de confirmar
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os dados obtidos e de aumentar a populacdo analisada, para maior
confiabilidade estatistica.

O grupo controle refere-se ao grupo de camundongos que néo foi
exposto ao campo CME.

Os grupos experimentais foram expostos ao campo magnético de
117mT durante uma hora por dia, no grupo expl, e duas horas no grupo exp2.
O periodo total de exposi¢cdo para cada grupo foi de 30 horas para o grupo
expl e 60 horas para o grupo exp2.

Na Figura 8, podemos ver esquematicamente os procedimentos de
exposicdo e avaliagdo dos animais e na Tabela 1, estd esquematizado o
procedimento adotado para a exposicdo dos camundongos aos campos

magnéticos estaticos.

Tabela 1. Periodo de duracdo da exposicdo dos camundongos ao CME,
apresentando a quantidade de horas diaria de exposicdo para cada grupo e a
quantidade de dias total do experimento.

Experimento 1 Exposicdo ao CME Duracao
Grupo controle N&o exposto 30 dias
Grupo expl 1 hora/dia 30 dias
Grupo exp2 2 hora/dia 30 dias
Experimento 2

Grupo controle N&o exposto 30 dias
Grupo expl 1 hora/dia 30 dias
Grupo exp2 2 hora/dia 30 dias

Devido ao tamanho reduzido do “gap” do gerador de CME, a exposicéo
do grupo exposto foi realizada em trés vezes para cada grupo, ou seja, foram
expostos 5 camundongos por vez, 0 que exigiu também um cronograma para
as exposicdes, 0 que estd mostrado na tabela 2 abaixo. O compartimento
(caixa) utilizado para expor o animal € o apresentado na foto 5, compartimento
este que adaptava-se as medidas do “gap”. O grupo controle também foi
colocado em um compartimento de mesmas caracteristicas, porém com o

eletroima desligado, durante o periodo de uma hora.
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Tabela 2. Periodo de exposicdo didria dos camundongos ao CME.
Apresenta a subdivisio de cada grupo e os hor&ios em que foram
expostos, e a quantidade de horas de exposi¢éo

Grupos Periodo Total (horas)
5 animais 08:00 - 09:00 1
Expl 5 animais 09:00 - 10:00 1
5 animais 10:00 - 11:00 1
5 animais 11:00 - 13:00 2
Exp2 5 animais 13:00 - 15:00 2
5 animais 15:00 - 17:00 2

Deste modo, um total de 30 animais por experimento, totalizando uma
populacdo de 60 animais, foram expostos ao CME. Isto implicou em um
periodo de funcionamento do eletroimd de 270 horas, porém em vista da

climatizacdo da sala onde ele se encontra, ndo foi notado sobre-aquecimento.



3.9 - Processamento dos dados eletroforéticos

Este sistema computadorizado prople-se a aquisicdo e andlise de
imagens principalmente no que tange aos exames de materiais genéticos
realizados em SDS-PAGE, assim como de proteinas em geral.

Este trabalho se beneficiou deste software porque procurou identificar
proteinas do plasma sangiineo pelo SDS-PAGE, a quantificacdo das proteinas
e fracOes ndo poderam ser realizadas, em vista de nao haver
microdensitbmetros disponiveis. Deste modo, como se tratou de uma
separacao de proteinas em SDS-PAGE, que resulta em imagens das fracdes
coradas de acordo com seu peso molecular e do seu teor no plasma, o método
prestou-se perfeitamente.

Inicialmente é feita a eletroforese em gel de poliacrilamida, com tampéao
SDS, do plasma do sangue dos animais estudados.

Apoés a aquisicdo da imagem (em formato .bmp), o software nos da uma
imagem da separacao das proteinas e ainda os valores em forma de gréafico. O
valor da saturacdo de cor na imagem obtida, por fotografia do gel, é
transformado por coordenadas ortogonais, em valores do eixo das abcissas,
fazendo deste modo a quantificagdo do volume de proteina deslocado até a
sua faixa de peso molecular. Os valores do eixo das ordenadas tém origem nos
picos de saturacao de cor ao longo do gel, a partir do ponto onde foi depositado
o plasma a ser analisado. Ele traduz o peso molecular, por comparacdo com
padrdes, que séo fornecidos pelos fabricantes do kit de andlise SDS-PAGE,

gue tém os seus pesos moleculares conhecidos, e que estdo apresentados

abaixo.
1. Myosin 200.000
2. b-galactosidade 116.250
3. Phosphorylase b 97.400
4. Serum albumin 66.200
5. Ovalbumin 45.000
6. Carbonic anhydrase 31.000
7. Trypsin inhibitor 21.500
8. Lysozyme 14.400
9. Aprotinin 6.500
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Este software foi criado pelo (DEES/UFPE) sob a supervisdao do
professor Ascendino Silva. Ainda ndo existe um distribuidor para este software
gue esta em fase experimental. Por este motivo, colocamos em anexo um texto

explicativo do funcionamento do mesmo. Ver Anexo 2.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Peso médio dos animais

O resultado da coleta de dados de peso dos animais esta apresentada
na tabela 3 e representada graficamente na Figura 9 para os animais do
experimento 1 e 2. Esta coleta ocorreu durante os 30 dias para ambos

experimentos

Tabela 3. Vaiacdo semana do peso dos animais, a quantidade de animais
por grupo e 0 peso médio dos animais em cada grupo.

Semana Grupo Pesodo Peso Médio Numero de
Grupo do Animal animais
Controle 326.40 21.76 15
1 Teste 1h 328.65 20.63 15
Teste 2h 309.45 21.91 15
Controle 381.15 25.41 15
2 Teste 1h 345.00 23.00 15
Teste 2h 384.00 25.56 15
Controle 424.65 28.31 15
3 Teste 1h 396.60 26.44 15
Teste 2h 425.70 28.38 15
Controle 482.40 32.16 15
4 Teste 1h 460.80 30.72 15
Teste 2h 483.45 32.23 15

Para a analise grafica dos dados da tabela 3, foi utilizado o crescimento
percentual dos animais, visto na tabela 4 que foi construida considerando a
primeira leitura dos grupos, obviamente como sendo 0% (zero por cento) de
crescimento. As semanas seguintes mostram portanto, um percentual do

crescimento ponderal do grupo em relagéo ao peso inicial de cada grupo.
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Tabela 4. Variacdo percentud do peso dos grupos de animais,
tomando como ponto de partida o peso médio inicid de cada grupo,
que foi consderando nulo.

Grupo Semanal Semanalll Semanalll Semana IV
Controle 0,00 16,77% 30,10% 47,79%
Teste 1h 0,00 11,49% 28,16% 48,91%
Teste 2h 0,00 16,66% 29,53% 47,10%

Os dados da tabela 4, resultaram no Grafico da figura 9, que oferece

uma melhor visualizacdo da comparacgéo dos dados dos grupos observados.

Desenvolvimento ponderal sob CMC
60,00
50,00
o —— Controle /
% 40,00 —— Teste 1h
€ —— Teste 2h
2 30,00
(]
©
< 20,00 —
10,00 ]
0,00
1 2 3 4
semanas

Figura 9. Crescimento percentual semanal dos camundongos separados em 3
grupos cujos pesos estdo sendo avaliados. Grafico montado a partir da tabela 4

WAGIH (1981), utilizando campo magnético de 60 Hz realizou um

protocolo de acompanhamento de peso dos (camundongos) expostos ao
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campo magnético durante uma semana. Os seus resultados indicaram que 0s
seus animais expostos apresentaram uma tendéncia de perda de peso em
relacdo ao controle. Segundo o autor, esta perda de peso de 3.77 % do grupo
exposto e o ganho de 4.76 % do grupo controle ndo apresentam valores
significativos, por isto sdo considerados como uma tendéncia. E importante
observar que o campo usado por WAGIH (1981) foi um campo magnético
alternado com freqiiéncia de 60Hz.

RUSSEL e HEDRICK apud BARNOTHY (1969), realizaram
experimentos com ratos sob um campo magnético estatico de 4200 Oe (0,42
mT) por 4 semanas e observaram que 0s niveis de atividade fisica dos animais
juntamente com o0s niveis de ingestdo de agua e alimento aumentaram. Os
autores concluiram que mesmo de forma néo significativa, quando os animais
foram expostos ao campo magnético alternado, estes tenderam a apresentar
uma queda da massa corpérea, porém, quando estes foram expostos ao
campo magnético estatico, tenderam a apresentar um leve aumento dos
fatores (maior consumo de alimento e agua) que contribuem com o aumento de
sua massa corporea.

Observamos que onde foi usada uma fonte de campo magnético estatico
com 117 mT, o ganho de peso dos animais ndo apresentou diferenca em
relacdo aos grupos experimentais e controle. No entanto, o grupo experimental
2h apresentou um leve retardo no ganho de peso nas duas primeiras semanas.
Este comportamento, ja foi analisado e visto que estatisticamente ndo €
significativo, no entanto, a curva tracada para representar o ganho de peso dos
animais mostra que existe uma tendéncia de um desenvolvimento do peso
mais retardado nos animais do grupo experimental com exposicao por 1h.a 117
mT

39



4.2 - Eletroforese do plasma

As alteracgOes induzidas na albumina em suas fra¢des alfa, beta e gama
por campos magnéticos alternantes (CMA) com frequéncia 60 Hz ja foram
estudadas (WAGIH, 1981), ndo tendo revelado alteragbes estatisticamente
significativas e usando a metodologia de rotina em sangue de ratos, para obter
o plasma sanglineo. N&o foi encontrado, na literatura consultada, trabalho
usando CME em plasma sanguineo de ratos, estudando as proteinas séricas.

O resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, pode

ser vista na Figura 10.

Figura 10. Eletroforese do plasma dos animais do grupo controle e
experimentais 1h e 2h, realizada em gel de poliacrilamida. A= grupo
controle; B= grupo exposto 1h; C= grupo exposto 2h. B2 e C2 diferem
de B e C por serem de animais distintos.

Foi realizada uma avaliacdo semi-quantitativa em relacdo ao peso
especifico das principais proteinas do plasma, através da Figura 11 utilizando-

se um programa experimental especifico, elaborado pelo Laboratorio de



Reconhecimento de Padrbes do Departamento de Engenharia Eletronica e
Sistemas, da UFPE.

Este software experimental, denominado DATA-GEL - Sistema de
Reconhecimento de Padrdes, foi desenvolvido pela equipe do professor Prof.
Dr. Ascendino Silva , realizou uma estimativa de variagdo da intensidade e
localizacdo de cada banda, utilizando a imagem mostrada na Figura 11.

—— —————
D00 ——
45—
i
‘ B C

Figura 11. Eletroforese com representacdo dos trés grupos do experimento,
mais a representagao do padrdo. A= controle; B= exposto 1h; C= exposto 2h

A partir da andlise da Figura 11 pelo DATA-GEL, foi obtido o grafico da
Figura 12, representando a comparacdo dos valores obtidos no grupo controle
com o grupo expl e também o gréfico da Figura 13, mostrando a comparacéao

do grupo controle com os valores resultantes do grupo exp2.
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Figura 12. Representacdo grafica da eletroforese para o grupo exposto 1h,
utilizando-se o DATA-GEL.; No eixo das ordenadas encontramos um valor de
saturacdo que foi dado, considerando 1 a maior leitura; No eixo das abscissas,
os valores dos pesos moleculares em KDa Neste grafico estdo representados os

grupos controle e expl (60min).
' |
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k. Dalton
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Figura 13. . Representacdo grafica da eletroforese para o grupo exposto 2h,
utilizando-se o DATA-GEL; No eixo das ordenadas encontramos um valor de
saturacdo que foi dado considerando 1 a maior leitura ; No eixo das abscissas
os valores dos pesos moleculares em KDa Neste gréafico estdo representados
0S grupos controle e exp2 (120 min).

W
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200 116 97
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Os graficos mostram claramente a diferenca de amplitude dos picos de
saturacdo de cada proteina, tornando maior o contraste entre as amostras nao
expostas e as expostas ao CME.

O comportamento da eletroforese foi estudado utilizando-se os graficos
originados pelo sistema DATA-GEL.

Através da andlise visual das imagens do SDS-PAGE vista na Figura 11,
pode-se observar algumas alteracdes, confirmadas na analise com o DATA-
GEL (Figuras 12 e 13), indicando variagdo do teor de proteinas, no plasma de
animais expostos ao CME. As duas alteracfes mais importantes consistem em
uma banda em torno dos 97 KDa que se apresenta com maior densidade nos
grupos experimentais 1h e 2h do que no grupo controle; uma outra banda (45
KDa) que praticamente desaparece nos grupos experimentais 1h e 2h e que
encontra-se bem marcada no grupo controle

Analisando o grafico da Figura 12, referente aos animais que foram
expostos durante 60 min comparados com o grupo controle. Observamos que
existe um desalinhamento entre alguns picos apresentados pelas duas linhas
do gréfico, referentes as bandas, o que também pode ser visto nas figuras 10 e
11, onde existe um leve desalinhamento entre os picos obtidos. Este artefato
se deve a flexibilidade do gel onde foram feitas. No entanto, estas alteracdes
nao trazem problemas, pois a analise dos graficos foram apoiados nas
fotografias das imagens cujas bandas estdo bem definidas.

Foram estudadas apenas as bandas que estdo com pesos na faixa de
97.4 KDa e 45 KDa, que tanto em uma andlise visual da fotografia quanto na
observada pelos graficos, ndo deixam didvidas quanto as suas variacdes apos
o tratamento com o CME.

No grafico da Figura 12, a alteragdo na faixa de 97.4 KDa € bem
evidente ndo s6 pelo fato do pico estar mais alto do que o controle, mas
também pela forma da curva referente aos dois grupos. O mesmo ocorre com a
banda referente a 45 KDa, sendo que neste caso ha uma inverséo, ou seja, 0
grupo experimental 1h ndo forma um pico, evidenciando quase uma auséncia
da banda naquele local. Isto evidencia um acéo estimulante do CME sobre a
proteina que tenha o peso de 97,4 KDa e também uma inibicdo sobre a

proteina sérica, cujo peso é 45 KDa
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No grafico da Figura 13, que se refere a comparacdo entre 0s grupos
controle e o experimental 2h, observamos um comportamento semelhante ao
do gréfico da Figura 12, entretanto com alteracdes na quantidade de fracdes
gue deslocaram-se para as faixas de peso estudadas. Assim, na faixa de 97
KDa observa-se uma diferenca maior entre as amplitudes do picos, revelando
gue o volume deslocado ap6s duas horas de exposi¢cdo ao campo foi maior que
0 observado com uma hora de tratamento, caracterizando um fenémeno
tempo-dependente. Na faixa de 45 KDa, a diferenca foi menor apos duas
horas ao CME, com a formacdo de um pico de absor¢cédo, sugerindo uma
reducdo da inibicdo observada com uma hora de tratamento, no volume
circulante da proteina com 47 KDa

A proteina com peso molecular de 45 KDa usada pela amostra do
padréao refere-se (segundo a tabela que acompanha o Kit SDS-PAGE da BIO-
RAD) a proteina ovoalbumina.

WHITE (1976) apresentou um quadro com 0s principais componentes
protéicos do plasma humano e suas propriedades (entre elas o peso
molecular), onde entre outras, encontramos a proteina Inter-alfa-globulina cujo
peso molecular é igual a 45 KDa No entanto, GROOT (2001) refere-se a inter-
alfa-globulina (TBG) como uma cadeia de 415 aminoacidos, com peso
molecular de 54 KDa Caso esta proteina seja tratada sem seu ligante, que
pesa 10 KDa - ficando a proteina entdo com 395 aminoacidos - seu peso
molecular fica em 44 KDa

Outras proteinas foram identificadas por HIMENO et al (1996), utilizando
plasma de rato como selenoproteina P, duas das quais tém peso molecular de
45 KDa . Esta € uma proteina extra-celular que contém mais de 60% do selénio
do plasma do rato. A forma do selénio contido na proteina € a selenocisteina,
assim como na “selenoprotein glutathione peroxidase”. Também tem este peso
a “iodothyronine-5'-deiodinase tipo 1" HIMENO (1996).

No caso da banda cujo peso melecular equivale ao da proteina usada
pelo Kit da BIO-RAD, a proteina que refere-se a faixa de 97.4 KDa é a
fosforilase b. N&o encontramos citagcbes na literatura consultada de outras

moléculas com pesos moleculares semelhantes a este.



Finalmente, podemos concluir que existe pelo menos duas fracdes no
plasma sangiliineo que encontram-se na faixa dos 45 KDa e 97 KDa e que tém
suas concentragdes no plasma, sensiveis a0 campo magnético. Para a banda
encontrada na faixa dos 97.4 KDa, ndo conseguimos encontrar referéncia de
proteinas com este peso, a ndo ser, a usada no padrao: fosforilase b. Mas ao
gue se refere a banda de 45 KDa, existe uma forte possibilidade de se tratar de
uma selenoproteina. Faz-se necessaria, no entanto, a continuacdo deste
estudo, desta vez direcionando-se a marcacao das fracdes encontradas nestas
faixas de peso molecular e consequente identificacdo das mesmas e estudos

de suas funcgdes.
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4.3 - Resultados obtidos pelo analisador hematolégico Coulter

A esta altura, alguém pode perguntar: mas sera que nao existe nenhum
trabalho que tenha se dedicado a estas informacées? Como foi dito na
introducdo deste trabalho, as pesquisas com campo magnético tém se
intensificado bastante. WAGIH (1981), estudou o efeito do campo magnético
alternado em ratos, enfocando alguns parametros tais como peso, volume de
agua consumido, proteinas do sangue e outros. Vale lembrar que os bioefeitos
do campo magnético, variam bastante com a intensidade; tempo de exposicao
e frequéncia.

No anexo 1, podemos encontrar os dados obtidos pelo equipamento
Coulter, e abaixo, temos um grafico (Figura 14) montado a partir da média dos
valores obtidos, sendo que a informacéo referente as plaguetas esta com seu
valor dividido por 10, ou seja, o valor 100 refere-se ao valor 1000. O objetivo

desta divisao foi a ndo deformacao do grafico representado na Figura 14.

120,0

100,0

80,0

& controle
Teste 1h

OTeste 2h
60,0 |

40,0 |—

20,0 — —

WBC RBC Hgb Hct MCV MCH MCHC PLT Lymph % Lymph #
Figura 14. Representagdo grafica dos valores do elementos figurados do
sangue dos camundongos avaliados no equipamento COUTER.

* Os valores correspondentes as plaquetas (PLT) foram divididos por 10 para
uma representacdo no mesmo gréfico. Assim, o valor correspondente a 100 é
1000.
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Foi aplicado o teste t nestas amostras e encontramos que, com excec¢ao
dos linfécitos (Lymph %) que teve um aumento de 6,8%, para 0 expl enquanto
para o exp2, aumentou 7,74%, nenhuma das diferencas observadas foi
significativa ao nivel de r = 0,05. As plaquetas (PLT) apresentaram uma
discreta reducédo na contagem, proporcional ao tempo de exposicdo ao CME,
gue apesar de nao significativa, representa um forte tendéncia.

Alteracbes no numero de linfécitos ndo séo dificeis de ocorrerem.
Existem na literatura, relatos de variacdo de varios fatores como temperatura,
nivel de estresse, ansiedade, sexo, raga, produtos quimicos e alguns
fenbmenos fisicos, que podem alterar o niumero de linfocitos sem que isto seja
considerado patologico. O aumento de linfocitos observado neste trabalho se
incluiria nesta categoria, visto que os animais estavam estressados durante o
tratamento ao campo magnético, se o0s controles também apresentassem
linfocitose. Porém de acordo com o trabalho de A. Likhachev, houve um
aumento de linfécitos apenas nos grupos expostos e que foi proporcional ao

tempo de exposicao.
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4.4 - Resultados obtidos pelo exame histolégico dos esfregacos.

Os resultados da andlise dos esfregacos, ndo revelaram quaisquer
anomalias na série branca e vermelha, sendo portanto perfeitamente
compativeis com os dados fornecidos pelo analisador hematolégico. Deste
modo, a morfologia e as caracteristicas histolégicas das hemacias né&o
sofreram mudancas com a aplicacdo do CME, com a intensidade utilizada
neste trabalho. Do mesmo modo, os leucécitos apresentaram-se com padrdes
histoldgicos homogéneos para 0s grupos controle e expostos ao CME.

Este resultado ja era esperado, visto que ndo existe mencéo na literatura
a alteracOes deste tipo, na faixa de intensidade que foi usada, em ratos. Além
disso, a intensidade do CME a qual foram expostos os animais, € pequena
para desencadear alteracGes deste tipo em animais adultos, quando aplicada
em exposicao de corpo inteiro. Certamente, os CME mais intensos poderiam

causar um efeito mais.
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5- CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos podemos inferir as seguintes
conclusdes:

1. Houve altera¢cdes no namero de Infécitos, com aumento proporcional ao
tempo de exposicdo ao CME de 117 mT, estatisticamente significante.

2. O plasma dos camundongos expostos ao CME apresentou alteracéo na
intensidade das bandas de duas proteinas cujos pesos moleculares
estdo na faixa de 97.4 KDa e 45 KDa.

3. Nao foram observadas modificacdes histologicas nas séries branca e
vermelha do sangue, causadas pela aplicacdo do CME.

4. As influéncias do CME no ganho ou perda de peso dos animais, nao

mostraram qualquer efeito significativo.

As perspectivas futuras apontam para o0 estudo especifico do
comportamento dos linfécitos e para a purificacdo e identificacdo das proteinas
influenciadas pelo campo magnético no objetivo de identifica-las de fato e de

comprovar os efeitos verificados "in vivo".
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7 - ANEXO



7.1-ANEXO 1
Valores obtidos pelo contador Coulter pela analise do sangue dos animais.

GRUPO CONTROLE

Nam. WBC RBC Hgb Hct MCV MCH MCHC Plaguetas Lymph % Lymph #
animais
1 60 | 76 | 84 |371| 487 | 110 | 227 7830 730 44
2 34 | 88 |139(448| 510 | 157 | 309 809,0 83,6 28
3 68 | 85 |136|431| 506 | 160 | 31,6 1424,0 77,2 52
4 104 | 86 [139(431| 500 | 161 | 323 870,0 741 7,7
5 34 | 81 |133|418| 518 | 164 | 318 11130 718 24
6 50 | 76 1128(398| 522 | 168 | 321 1238,0 79,1 4,0
7 45 | 74 |135(415| 559 | 182 | 325 1347,0 75,6 34
8 79 | 74 1132(400| %42 | 178 | 329 13250 82,9 6,6
9 38 | 83 |134(432| 522 | 462 | 310 1407,0 66,4 26
10 70 | 86 |136(429| 49,7 | 158 | 3.7 1029,0 775 54
11 11 | 83 [130(411| 495 | 156 | 316 11220 72,2 18
12 35 | 85 132(414| 490 | 156 | 317 1050,0 80,8 28
13 96 | 89 |144(454| 512 | 162 | 317 8790 60,1 58
Média 1 56 82 131419 512 183 311 110,7 749 42

GRUPO EXPOSTO -1 HORA

NGm. WBC RBC Hgb Hct MCV MCH MCHC Plaguetas Lymph % Lymph #
animais
1 47 | 795 (135(425| 434 | 170 | 318 11750 833 39
2 104 | 829 [132|41,2| 49,7 | 160 | 321 5130 82,2 85
3 86 | 794 134|40,7| 51,3 | 169 | 330 1455,0 791 6,8
4 60 | 784 135|424 541 | 172 | 318 1007,0 878 53
5 60 |888|139(441| 49,7 | 157 | 315 1201,0 75,5 45
6 60 | 765]|135/408| 534 | 176 | 331 1172,0 715 43
7 46 | 81 |138(421| 524 | 171 | 327 4325 833 38
8 59 | 83 |129|40,7| 490 | 156 | 318 1230,0 76,8 45
9 55 | 83 |134(421| 504 | 161 | 319 934,0 82,7 45
10 43 | 79 (131|415 523 | 165 | 316 1492,0 822 35
11 62 | 75 129|412| 551 | 172 | 313 724,0 76,2 47
12 35 | 81 128|398| 493 | 159 | 323 1660,0 799 28
Média 61 80 133 416 508 166 321 108,7 80,0 43
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GRUPO EXPOSTO -2 HORAS

NGam. WBC RBC Hgb Hct MCV MCH MCHC Plaguetas Lymph % Lymph #
animais
1 56 |795]133|425| 434 | 170 | 318 1175 833 39
2 98 |[829]135(420| 502 | 160 | 321 51,3 82,2 85
3 78 | 7941138|418| 51,3 | 169 | 330 1455 791 6,7
4 70 | 7841134|424| 514 | 172 | 318 100,7 878 56
5 62 | 86 |129(429| 49,7 | 157 | 315 120,1 795 43
6 65 | 75 135/408| 534 | 168 | 331 117,2 741 43
7 48 | 80 [138(421| 524 | 171 | 327 87,6 825 37
8 54 | 84 |132|420| 490 | 156 | 318 1230 76,8 45
Média 66 81 134 421 501 165 322 1079 80,7 52
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7.2 - ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE TECNOLOGIA E GEOCIENCIAS

DEPARTAMENTO DE EL ETRONICAE S STEMAS
LABORATORIO DE RECONHECIMENTO DE PADROES

DATA-GEL
Sistema de Documentacao de I magens para Analises de
Exames DNA/RNA por Gel Eletroforese

|3] A 0
—
100%
- -
1‘ — --- --
Eaisaid e z - - - 1=
= — -_— S
—
-
- - —-—
Hﬁ— —
!——E—:E -—
4B -
3_
2
Descricéo

O programa Andise Molecular permite que imagens de gés de detroforese de
DNA, RNA ou proteinas sgam andisados. Sua funcdo é determinar as massas
moleculares das substancias andisadas atraves da eetroforese. As massas moleculares
S50 determinadas a partir da posicdo das bandas da imagem do ge submetido a0
processo de eetroforese. A relacdo entre a posicdo das bandas na imagem e a massa
molecular é determinada aravés das bandas de uma substéncia cujas massas
moleculares ja s8o conhecidas. Esta substancia € denominada marcador.
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Imagem do Gel de Eletroforese

A imagem do gel de detroforese € formada por bandas que possuem a forma de
linhas horizontais. As digéncias destas bandas em rdacéo ao topo da imagem é fungdo
da massa molecular relativa a cada banda. As bandas est@o divididas em faixas verticas,
onde cada faixa € relativa a uma determinada amostra.

Abrindo uma Nova Imagem para Anélise

Para andisar uma nova imagem de um ge de detroforese utilize 0 comando
“Novo’ no menu “Arquivo’ da janela principa do programa. Entdo sdlecione o arquivo
gue desgja abrir (extensdo BMP), e a imagem armazenada no arquivo sera mostrada na
janela “Nova imagem”. Nesta janela vocé pode sdecionar aregido da imagem que sera
andisada clicando e arrastando 0 mouse sobre aimagem.

Vocé deve sdecionar o tipo de fundo da imagem, que pode ser branco ou preto,
clicando nos botdes circulares localizados embaixo daimagem.

Caso desge andisar a imagem como um todo, basta ndo sdecionar nenhuma
regido daimagem

Parafinalizar pressione o botéo OK.

Identificacdo das Faixas

Cada faixa vertica representa uma amostra de substancia que sera andisada. A
identificaco de cada faixa € redizada pelo usuaio através do botéo “Inserir” do quadro
“Faixa’ na janda principal do programa. Ao clicar o botéo inserir ele passa ab estado
“pressionado’. Entdo basta levar o mouse aé o loca da imagem onde esta a faixa que se
desgaidentificar e clicar o mouse neste local.

Ao dicar o mouse sobre a imagem serd modtrada a caixa de didogo “Nova
faxd’, onde poderd ser modificado o nome da nova faixa e o seu tipo (ver Tipos de
Faixa). Em seguida deve ser pressonado o botéo “OK” para encerrar a criacdo da nova
faixa, no da faixa tipo “Experimental”. Caso a faixa sga do tipo “Marcador”, deve-
se clicar sobre 0 botéo “Sdecionar” e em seguida deve ser sdlecionada referéncia do
marcador. (ver Selecionando Marcadores)

O botédo “Inserir’ continuard pressonado até que sga clicado novamente, ou
entdo, até que o botdo “Inserir’ do quadro “Banda’ sga pressionado. Enquanto o botéo
edtiver pressonado, uma nova faixa sera criada cada vez que o mouse sga clicado sobre
adgumaregido daimagem.

Tipos de Faixas

Exisem doistipos de faixas “ Experimental” e “Marcador”.

O tipo “Experimentd” representa as amostras cuja composicdo ndo € conhecida,
0U Sga, as amostras que estdo sendo andisadas.

O tipo “Marcador” representa a substdncia de massas moleculares conhecidas,
gue servira de referéncia para a andlise das outras substancias.
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SO é permitida a existéncia de uma faixa do tipo “Marcador”, que € indicada pea
linha verde (vermeha quando sdecionada). As faixas experimentais sdo indicadas por
linhas azuis (verme ha quando sdecionada).

A quaguer momento uma ou nenhuma faixa pode estar sdecionada Estando
selecionada, afaixa seraindicada pelalinhavermeha. (ver Sdecionando Faixas).

Selecionando Faixas

Para sdecionar uma faixa vocé pode clica com o mouse sobre a faixa ou
selecionar afaixa pelo nome na*“caixade rolagem” do quadro “Faixa’.

Quando uma faixa edtiver selecionada, 0 seu nome e 0 seu tipo aparecerdo na
caixa de rolagem do quadro “Faixd’. E a bandas que agparecerdo no quadro “Banda’
seréo relativas a esta faixa

Selecionando Marcadores

Ao criar ou editar uma faixa do tipo “Marcador”, vocé precisa selecionar o
tipo de marcador representado pela faixa. Esta sele¢céo é feita através da janela
“Marcadores”, que permite também incluséo, edi¢do e exclusdo de outros
marcadores.

Outra maneira de ter acesso aos tipos de marcadores € através do item
“Marcadores” do menu “Opcgoes”.

Editando Faixas

Para editar uma faixa vocé pode clicar com botdo direito do mouse sobre a faixa,
ou, com a faxa em questéo sdecionada, acionar o item “Editar faxd no menu
“Editar”.

Botdo “Achar Bandas”

Ao se pressonar 0 botdo “Achar Bandas’ no quadro “Faixa’, o programa ira
identificar automaticamente as bandas presentes na faixa selecionada.

A senshilidade da procura pode ser gustada aravés do item “Sensbilidade’ do
menu “Opcdes’.  Quanto maior for o vaor deste pardmetro, maior deverd ser a
intensidade das bandas para que sgam identificadas.

Sensibilidade
Ve “Botéo ‘ Achar Bandas' ™.

Excluindo Faixas

A faixa sdecionada pode ser excluida aravés do botdo “Excluir’ no quadro
“Faixd’ ou aravésdo item “Excluir faixa’ do menu “Editar”.
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Criando Bandas

Além do uso do botdo “Achar Bandas’, novas bandas podem ser criadas
utilizando o botéo “Inserir” do quadro “Banda’.

Clicando sobre este bot& uma vez o coloca no estado “pressionado”. A partir de
entéo novas bandas podem ser incluidas clicando sobre a faixa onde se desgja incluir a
nova banda no loca desgado. Para encerrar a criac@ de novas bandas deve-se clicar
novamente sobre 0 bot&o “Inserir”.

Movendo Bandas

Para mover uma banda deve-se pressonar o botéo “Mover” do quadro “Banda’
até que de figue no estado “pressonado”. Entéo deve-se clicar sobre 0 nimero da
banda que se desgja mover com o botdo esquerdo do mouse e arastar a banda para a sua

nova posi¢ao.

Dica para obter um guste mais fino da pos¢do da banda, dtere o zoom da imagem
paraum maior grau de magnificacéo.

Excluindo Bandas

A banda sdecionada pode ser excluida através do botdo “Excluir’ no quadro
“Banda ou araves do item “Excluir banda’ do menu “Editar”.

Calcular Escala

A ecda é a funcdo que relaciona a disténcia de um ponto qualquer da imagem
a0 topo e a massa molecular referente a uma banda que se encontra no referido ponto da
imagem. Eda funcdo € obtida a partir da posicdo das bandas do marcador, portanto
antes de s cdcula a escda é necessaio identificar dguma faixa como do tipo
“Marcador” elocalizar as bandas presentes nesta faixa.

O cdculo da escda é feito quando o item “Cacular escdd do menu “Cdcula”
€ selecionado.

ApGs o cadculo da escada, a massa molecular referente a posicdo do mouse na
imagem agparecera na barra de datus, na parte inferior da janela do programa. Além
disso, a massa molecular da banda selecionada sera mostrada no quadro “Banda’.
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