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RESUMO

O chumbo é um metal com ação neurotóxica. No entanto, pouco se tem de 
conclusivo sobre suas ações no SNC.

Neste trabalho ratas Wistar adultas foram expostas ao acetato de chumbo na 
água de beber nas concentrações de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mM. O grupo controle recebeu 
água milli-Q. A exposição das ratas compreendeu os seguintes períodos: 6 semanas 
pré-acasalamento, 5 dias de acasalamento, gestação, lactação e 3 a 4 semanas pós- 
desmame dos filhotes. Nos ratos de 1 dia de idade filhos de ratas mães expostas ao 
chumbo foram determinados os pesos corporal, cerebral e renal e o teor de chumbo no 
cérebro, sangue e conteúdo estomacal. Cerca de metade da ninhada dos ratos 
desmamados foram avaliados quanto a parâmetros: a) físicos (pesos corporal, cerebral 
e renal), b) químicos (teor de chumbo no sangue, córtex cerebral e rins), c) 
hematológicos (dosagem de hemoglobina, hematócrito e contagem de leucócitos), d) 
neuroquímicos (união específica de [3H]glutamato e atividade da adenilato ciclase (AC), 
e) comportamentais e f) bioquímicos (atividade da enzima ALA-D em cérebro e rim). O 
restante da ninhada permaneceu com o mesmo tratamento que era administrado às 
ratas mães, até seis meses de idade. Nesta idade, foram avaliados os mesmos 
parâmetros dos ratos jovens, exceto dosagens de chumbo no cérebro e parâmetros 
hematológicos. Nas ratas mães foram avaliados os mesmos parâmetros dos ratos 
jovens, exceto os testes comportamentais e a atividade da ALA-D.

O modelo de exposição ao chumbo empregado não causou alterações 
grosseiras nos parâmetros físicos e gerais dos animais. As dosagens de chumbo 
confirmaram que os animais estavam intoxicados. Os ratos jovens apresentaram 
hiperatividade e falta de habituação no campo aberto, déficit de retenção na esquiva 
ativa e um aparente comprometimento no aprendizado de fuga ao choque na tarefa de 
esquiva ativa. Os ratos de seis meses de idade expostos ao chumbo não apresentaram 
déficit no aprendizado latente em labirinto.

Foi observado um efeito inibitório do chumbo sobre a atividade da enzima ALA-D 
em cérebro e em rim de ratos de seis meses de idade expostos ao metal desde a 
concepção. No entanto, a atividade específica da ALA-D em cérebro e em rim de ratos 
jovens não foi sensível ao chumbo. Apenas o índice de reativação da ALA-D renal em 
ratos jovens, que apresentaram 1,5 ppm de chumbo no rim (grupo 4,0 mM), mostrou um 
efeito inibitório do chumbo sobre a síntese de heme renal.

A exposição ao chumbo causou uma redução na união específica de 
[3H]glutamato em cerebelo e córtex cerebral de ratos jovens do grupo 4,0 mM. Por outro 
lado, não ocorreu um efeito significativo do chumbo in vivo sobre a união específica de 
[3H]glutamato em córtex cerebral e cerebelo de ratas mães e de ratos de seis meses de 
idade expostos ao chumbo. Este resultado indica que o SNC de ratos adultos é mais 
resistente aos efeitos do chumbo.

Houve um efeito inibitório do chumbo in vivo sobre a atividade basal da adenilato 
ciclase (AC) de cerebelo e córtex cerebral. Em cerebelo, somente nas ratas mães dos 
grupos 2,0 e 4,0 mM houve uma redução da atividade basal da adenilato ciclase (AC). 
Em córtex cerebral, ocorreu uma inibição da atividade da AC nas ratas mães do grupo 
0,5 mM e nos ratos jovens dos grupos 1,0; 2,0 e 4,0 mM. A exposição dos ratos ao 
chumbo não afetou os efeitos estimulatório do Gpp(NH)p 10 ^M e inibitório do chumbo
3,0 pM adicionados in vitro sobre a atividade da AC em cerebelo e córtex cerebral.

Os estudos neuroquímicos com adição de chumbo in vitro, mostraram que o 
chumbo na faixa de |j,M inibiu a união específica de [3H]glutamato em córtex cerebral de 
ratos jovens e adultos, mas não afetou esta união em cerebelo. Em córtex cerebral de 
ratos adultos, o efeito inibitório do chumbo sobre o sistema glutamatérgico parece 
envolver os receptores NMDA, cainato, AMPA, quisqualato e ACPD.
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A atividade basal da AC de cerebelo e córtex cerebral foi inibida pelo chumbo in 
vitro, com IC50 na faixa de 2,1 a 4,0 |xM, conforme a estrutura cerebral (cerebelo ou 
córtex cerebral) e a idade do animal.

O chumbo in vitro na concentração de 5,0 |xM diminuiu a união específica de 
[3H]Gpp(NH)p em córtex cerebral de ratos adultos. Os resultados indicaram que este 
efeito se deu por interação com proteínas G. Por outro lado, o chumbo a partir da 
concentração de 20,0 (xM estimulou a união específica de [3H]Gpp(NH)p em sítios fora 
da proteína G, presumivelmente em sítios de união de nucleotídeos da guanina 
relacionados com o receptor glutamatérgico.
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1. INTRODUÇÃO GERAL

Os metais pesados são poluentes ambientais acumulados pelos seres vivos e 

que possuem uma durabilidade muito grande. Entre estes, o chumbo destaca-se por ser 

um metal cuja exposição parece ter aumentado de 100 a 1.000 vezes em comparação 

com os níveis existentes antes do advento da poluição por metais pesados (Grandjean, 

1993). Enquanto em muitos países desenvolvidos a exposição ao chumbo tem 

diminuído, tendo em vista a adoção de políticas governamentais seriamente 

preocupadas com o problema, estima-se que tem se agravado em países sub­

desenvolvidos (Grandjean, 1993).

O chumbo é um dos metais mais antigos conhecidos pela espécie humana, 

conforme fica evidenciado pela descoberta de artefatos egípcios feitos de chumbo 

datados de 4.000 A.C. A partir da era Romana, há 2.000 anos atrás, seu uso atingiu 

proporções industriais. Os problemas de saúde mais extensos relacionados à exposição 

ao chumbo ocorreram na história moderna, advintos do uso deste metal em tintas, na 

gasolina e, em menor extensão, em baterias. Seu amplo uso resultou na sua 

incorporação ubíqua nos solos, alimentos, poeiras, águas e ar (Al-Saleh, 1994; Cory- 

Slechta, 1995a).

O chumbo é um metal do grupo IV com muitas propriedades comuns aos metais 

alcalino terrosos. O símbolo químico do chumbo é Pb, do nome latino “plumbum”. Ele 

pode ter a valência +2 ou +4 e pode formar compostos orgânicos ou inorgânicos. O 

chumbo inorgânico bivalente forma sais, tais como acetato de chumbo, nitrato de 

chumbo e cloreto de chumbo. Por outro lado, os compostos orgânicos de chumbo são 

geralmente formados por chumbo tetravalente. Os exemplos mais conhecidos deles são 

o chumbo tetraetila e o chumbo tetrametila, os quais são usados como aditivos 

antidetonantes na gasolina (Al-Saleh, 1994).

O chumbo possui forte afinidade por ligantes tais como fosfatos, resíduos de 

cisteína e histidina em proteínas, purinas, pteridinas e porfirinas. Desta forma, ele pode 

agir em um grande número de sítios bioquímicos: várias enzimas que possuem grupos 

funcionais sulfidrílicos, ácidos nucleicos e fosforilação oxidativa (Vallee & Ulmer, 1972).

As principais vias de absorção do chumbo são o trato gastrointestinal e o sistema 
respiratório. A absorção intestinal do chumbo varia com a idade, pois o adulto absorve 

aproximadamente 10 % do chumbo ingerido, enquanto que a criança absorve até 40 % 
(Klaassen, 1996). Dietas com baixo cálcio podem aumentar a absorção intestinal de 

chumbo (Bodgen et al., 1992). A absorção de chumbo inalado varia com a forma: vapor
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ou partícula. Aproximadamente 90% das partículas de chumbo inaladas do ar são 

absorvidas (Klaassen, 1996).

O chumbo distribui-se inicialmente no sangue e nos tecidos periféricos, 

particularmente no rim e no fígado. Com o tempo, acumula-se no osso, dentes e cabelo. 

No sangue, a maior fração do metal está ligada aos eritrócitos (Al-Saleh, 1994; Philip & 

Gerson, 1994; Klaassen, 1996). Uma fração do chumbo acumula-se no cérebro, onde 

exerce efeitos tóxicos (Bressler & Goldstein, 1991; Silbergeld, 1992).

Em animais experimentais, o chumbo é excretado na bile, nas fezes e na urina. 

Em humanos, a principal via de excreção do chumbo é através da urina. A excreção do 

chumbo, no entanto, é lenta (Klaassen, 1996).

O chumbo pode ser medido no sangue total, plasma, saliva, urina, cabelo, 

dentes e tecido ósseo. Atualmente, a determinação da concentração sangüínea de 

chumbo é considerado o indicador mais útil da exposição recente a este metal (Al-Saleh, 

1994; Philip & Gerson, 1994).

Alguns segmentos da população em geral são considerados mais suscetíveis 

aos efeitos tóxicos do chumbo. As crianças são particularmente mais vulneráveis à 

exposição ao metal, devido ao hábito de levar as mãos à boca, a sua baixa capacidade 

de excretar o chumbo, a sua alta capacidade de absorvê-lo comparado aos adultos e 

também devido a sua menor proporção de tecido ósseo denso do que os adultos com a 

conseqüente incapacidade de transferir uma quantidade apreciável de chumbo para o 

osso. A quantidade não captada pelos ossos tende a permanecer nos tecidos 

periféricos, onde produz efeitos tóxicos nos sistemas nervoso, hematopoiético e renal 

(Al-Saleh, 1994). Uma segunda subpopulação vulnerável ao chumbo é constituída pelas 

mulheres grávidas e seus fetos em desenvolvimento. O chumbo atravessa a placenta e 

pode ter efeitos deletérios para o feto (Silbergeld, 1986; Schweinsberg & von Karsa, 

1990). É interessante ressaltar que durante a gravidez e lactação as alterações 

hormonais podem levar a uma maior mobilização de cálcio do osso, bem como do 

chumbo armazenado (Keller & Doherty, 1980; Al-Saleh, 1994). Ainda devemos 

considerar a população de idosos, pois a maior desmineralização óssea que ocorre com 

o envelhecimento pode ser acompanhada de mobilização de chumbo estocado no osso 

(Silbergeld et al., 1988; Al-Saleh, 1994). Além dos segmentos da população acima 
citados, destacamos como um segmento da população que merece particular atenção: 

os adultos ocupacionalmente expostos a este metal.
A exposição ocupacional ao chumbo ocorre principalmente em trabalhadores de 

fábricas de recuperação de baterias, de minas de carvão, pintores (tintas a óleo e
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anticorrosivas apresentam um teor relativamente alto de chumbo), gráficos e soldadores 

(Davis et al., 1993; Spurgeon, 1994). A exposição não ocupacional em adultos ocorre 

principalmente devido ao cozimento de alimentos ácidos em recipientes cerâmicos, ao 

uso de cosméticos (tintas para cabelo) e ao consumo de água e alimentos 

contaminados (Davis et al., 1993).

Nos Estados Unidos, o Centro de Controle de Doenças ("Center for Disease 

Control") estabeleceu em 1985 o limite de segurança de 25 pg chumbo/dl sangue em 

crianças. Contudo, este limite foi alterado para 10 pg chumbo/dl sangue em 1991 

(Silbergeld, 1992; Philip & Gerson, 1994). Estudos realizados nos Estados Unidos em 

1990 pela E. P.A. (Agência de Proteção Ambiental) estimaram que cerca de 15% da 

população de crianças apresentavam níveis sangüíneos de chumbo superiores ao limite 

de segurança atualmente aceito de 10 pg chumbo/dl sangue (Davis et al., 1993), sendo 

que a intoxicação por chumbo situa-se entre as quatro principais doenças da infância 

(Silbergeld, 1992). Da mesma forma, um estudo realizado na Austrália mostrou que 

cerca de 85% das crianças apresentavam um teor de chumbo no sangue superior a 10 

pg chumbo/dl sangue (Gulson et al., 1994). Estudos epidemiológicos realizados com a 

população infantil norte-americana apontaram que acima deste valor de chumbo de 

sangue, já foram observados comprometimentos no desempenho escolar (Bellinger et 

al., 1987; Davis et al., 1993). Aqui no Brasil é desconhecida a dimensão deste problema. 

Além disto, deficiências nutricionais, doenças crônicas e exposições a outros agentes 

poluentes podem causar efeitos aditivos ou sinérgicos (Grandjean, 1993).

O chumbo é especialmente tóxico para o sistema nervoso central (SNC) 

(Schweinsberg & von Karsa, 1991; Silbergeld, 1992). Em adultos, o efeito neurotóxico 

mais comum do chumbo é a neuropatia periférica. Um alto nível de exposição a este 

metal está associado a cólicas gastrointestinais, provavelmente conseqüência da 

neuropatia. Os efeitos do chumbo sobre o SNC de adultos incluem apatia, irritabilidade, 

perda de atenção, dor de cabeça, tremores musculares, perda da memória e alucinação 

(Philip & Gerson, 1994). Os efeitos de baixas doses de chumbo sobre o SNC de adultos 

parecem ser principalmente alterações de humor e afeto (Silbergeld, 1992).

As crianças são mais sensíveis do que os adultos em relação à neurotoxicidade 

por chumbo (Mushak et al., 1989; Silbergeld, 1992). Atualmente tem sido dada uma 
atenção especial à exposição de crianças a baixos níveis de chumbo, a qual parece 
estar associada a comprometimento no desenvolvimento cognitivo, hiperatividade com 

déficit de atenção e outras disfunções do SNC, tais como deficits do desenvolvimento
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motor e disfunções emocionais (Bellinger et ai., 1992, 1994; Davis & Svendsgaard, 

1987; Dietrich etal., 1993; Rosen,1992).

Embora o chumbo seja um dos agentes neurotóxicos de maior importância do 

ponto de vista de saúde ambiental (Silbergeld, 1992), muito pouco se obteve de 

conclusivo sobre as bases moleculares que estão envolvidas nos distúrbios 

neuroquímicos, neurofisiológicos, neuromorfológicos e comportamentais causados por 

este metal em animais e seres humanos (Bressler & Golstein, 1991; Silbergeld, 1992).
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2. OBJETIVOS

Considerando que a exposição ao chumbo está associada com neurotoxicidade 

e que seus efeitos sobre o SNC não se encontram bem estabelecidos, esta Tese tem 

quatro objetivos gerais, os quais serão tratados nos Capítulos I a IV, que são:

Capítulo I. Estabelecer um modelo de intoxicação com acetato de chumbo não 

associado a alterações morfológicas grosseiras em ratos, medindo os níveis de chumbo 

nos tecidos e avaliando parâmetros morfológicos (ganho de peso e peso das estruturas) 

dos animais e a atividade da enzima ALA-D de tecidos.

Capítulo II. Avaliar manifestações comportamentais nos ratos expostos ao chumbo. 

Capítulo III. Avaliar alguns parâmetros neuroquímicos nos ratos expostos ao chumbo: 

união específica de [3H]glutamato e atividade da adenilato ciclase (AC) em cerebelo e 

córtex cerebral.

Capítulo IV. Estudar o efeito do chumbo in vitro sobre a união específica de 

[3H]Gpp(NH)p, um análogo não hidrolisável do GTP, em membranas de córtex cerebral 

de ratos.
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CAPÍTULO I - ESTUDO DE UM MODELO DE EXPOSIÇÃO AO 

CHUMBO EM RATOS: PARÂMETROS GERAIS RELACIONADOS À 

INTOXICAÇÃO DOS ANIMAIS, CONTEÚDO DE CHUMBO NOS TE­

CIDOS E ATIVIDADE DA ALA-D EM CÉREBRO E RIM

1.1. INTRODUÇÃO

1.1.1.Crescimento cerebral e intoxicação por chumbo

O cérebro não é um órgão homogêneo. Ele é composto por várias regiões, cada 

uma com diferentes tipos de células que controlam diversas funções. No rato a multipli­

cação neuronal acontece principalmente durante a última semana de gestação, mas nas 

três primeiras semanas de vida pós-natal ocorre um crescimento rápido do cérebro, 

caracterizado por uma intensa sinaptogênese e mielinização (Gottlieb et al., 1977; Bayer 

et al., 1993). A neurogênese pós-natal é pequena na maioria das estruturas cerebrais, 

mas é particularmente conspícua no cerebelo e no hipocampo (Vitiello & Gombos, 1987; 

Bayer et al., 1993). Sendo assim, durante os períodos de gestação e/ou lactação os ra­

tos são particularmente vulneráveis a qualquer espécie de agressão externa, como por 

exemplo a exposição a agentes neurotóxicos como o chumbo (Kostial et al., 1978; Ro­

cha et al., 1995). Como o chumbo é um metal ubíquo no ambiente, a exposição a este 

metal em humanos pode ocorrer antes, durante e após a gestação (Silbergeld, 1986).

O cerebelo e o hipocampo tem sido propostos como estruturas cerebrais que são 

alvo para a ação neurotóxica do chumbo (Alfano & Petit, 1981; Lorton & Anderson, 

1986; Hasan et al., 1989; Stoltenburg-Didinger, 1994). O hipocampo e o cerebelo estão 

envolvidos em processos cognitivos e sofrem alterações estruturais em resposta a 

agentes neurotóxicos, talvez em função de seu particular desenvolvimento ontogenético 

(Walkeretal., 1989).

A primeira descrição de encefalopatia experimental causada pela exposição ao 

chumbo foi apresentada em 1966, por Pentschew & Garro. A encefalopatia aguda pro­

vocada pelo chumbo resulta em edema e hemorragias cerebrais, principalmente no 

cerebelo e nos gânglios basais. Ela está associada sempre à exposição a doses ele­
vadas de chumbo e ocorre no cérebro imaturo, e só raramente no cérebro de animais 

adultos (Lorton & Anderson, 1986).
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Em casos de encefalopatia causadas pela administração de doses elevadas de 

chumbo, o teor deste metal no cérebro chega a atingir em torno de 2 a 4 ppm (Mykkánen 

et al., 1979; Lefauconnier et al., 1980; Sandhir & Gill, 1994; Singh, 1995). No entanto, 

em se tratando de exposição de animais experimentais a baixas doses de chumbo, sua 

concentração no cérebro situa-se na faixa de 0,08 a 1,0 ppm (Ewers & Erbe, 1980; Cory- 

Slechta et al., 1981; Livesey et al., 1986; Lasley, 1992; Guilarte & Miceli, 1992; Flora et 

al., 1994; Widzowski et al., 1994; Altmann et al., 1994; Jett & Guilarte, 1995). O valor de 

chumbo no cérebro de animais controle fica na faixa de 0,02 a 0,07 ppm (Ewers & Erbe, 

1980; Livesey et al., 1986; Altmann et al., 1994; Widzowski et al., 1994).

1.1.2. Toxicidade renal causada pelo chumbo

Está bem estabelecido que o chumbo pode causar sérios efeitos sobre as 

funções renais. O acúmulo inicial do chumbo absorvido ocorre primariamente nos rins, 

principalmente através de filtração glomerular e subseqüente reabsorção e, em menor 

escala, através de absorção direta do sangue. A nefropatia aguda causada pelo chumbo 

caracteriza-se por disfunção proximal tubular com fosfatúria, glicosúria e aminoacidúria, 

alterações na estrutura mitocondrial e pelo desenvolvimento de corpúsculos de inclusão 

nucleares e citosólicos. (Nolan & Shaikh, 1992). A nefropatia após exposição crônica ao 

chumbo é irreversível e é geralmente caracterizada por uma lenta e progressiva degen- 

eração do tecido renal com a simultânea diminuição da função renal. Ela está acompan­

hada por fibrose, hiperplasia e atrofia dos túbulos renais, glomerulonefrite e falha renal, 

sendo que em ratos foi observado a ocorrência de neoplasia ou adenocarcinoma (Al- 

Saleh, 1994; Goyer, 1989; Nolan & Shaikh, 1992).

O chumbo intracelular parece estar associado com proteínas ligadoras do metal. 

Duas proteínas com pesos moleculares aparentes de 11.500 e 63.000 foram identifica­

das em extratos renais de rato. Ambas as proteínas tem uma alta afinidade, mas uma 

baixa capacidade de ligar chumbo, e podem participar precocemente na ligação do 

metal nas células tubulares renais (Oskarsson et al., 1982; Mistry et al., 1985). Tem sido 

sugerido que as proteínas ligadoras do chumbo estão envolvidas na detoxificação do 

chumbo por insolubilizar o metal e, conseqüentemente, impedir a sua interação com al­
guns componentes celulares, mantendo uma concentração de chumbo citoplasmática 

relativamente baixa (Nolan & Shaikh, 1992).
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1.1.3. Ações do chumbo sobre a biossíntese do heme

A via de biossíntese do heme (Figura 1.1.) é sabidamente inibida pelo chumbo. 

Esta via possui enzimas citosólicas e enzimas mitocondriais. Embora muitas das enzi­

mas da via de biossíntese do heme sejam em algum grau inibidas por este metal, as 

duas reações de maior importância são as catalisadas pelas enzimas ô-aminolevulinato 

desidratase (ALA-D) (enzima citosólica) e ferroquelatase (enzima mitocondrial). A 

inibição destas duas reações leva ao acúmulo dos substratos ácido ô-aminolevulínico 

(ALA) no sangue e urina e protoporfirina no sangue, respectivamente (Al-Saleh, 1994). A 

redução da concentração de heme livre causa um aumento da atividade da enzima 

marca-passo ô-aminolevulinato sintetase (ALA-S), com o conseqüente aumento da con­

centração de ALA (Goering, 1993; Al-Saleh, 1994).
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Figura 1.1. Via de biossíntese dos compostos tetrapirrólicos. Obs: A compartimentalização mito- 
côndria e citoplasma refere-se à biossíntese do heme.
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1.1.4. O chumbo e a enzima Ô-Aminolevulinato desidratase

A enzima ô-aminolevulinato desidratase (ALA-D) (E.C.: 4.2.1.24.) também con­

hecida como porfobilinogênio sintetase ou 5-aminolevulinato hidroliase participa da via 

de biossíntese do heme, catalisando a reação de condensação e ciclização de duas 

moléculas do ácido S-aminolevulínico (ALA) para formar o composto monopirrólico por­

fobilinogênio (PBG). Nesta reação, que ocorre no citosol, há eliminação de duas molécu­

las de água (Figura I.2.).

C O .H  ,CO H
i 2 / 2

P o rfob ilino gên io

NH2

A L A -D

c o 2 h C 0 2 H

O  —

n h 2 n h 2
A c id o  5 -a m in o le v u lín ic o

Figura I.2. Reação de formação de porfobilinogênio catalisada pela enzima ALA-D.
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Gibson et al. (1955) isolaram e purificaram pela primeira vez a ALA-D em fígado 

de boi. A estrutura da ALA-D é semelhante em todas as espécies, tecidos e idades. A 

enzima tem uma massa molecular de aproximadamente 280 kDa e consiste de oito 

subunidades, cada uma contendo oito grupos sulfidrila (-SH) (Goering, 1993). Uma im­

portante característica desta enzima, independentemente da fonte estudada, é a essen- 

cialidade dos grupos sulfidrila para sua ação catalítica (Tsukamoto et al., 1979; Bevan et 

al., 1980). Desta forma, a enzima é inibida por bloqueadores de grupos -SH, tais como 

paracloromercuribenzoato, N-etilmaleimida, monoiodoacetamida e ácido 5-5’ditiobis (2- 

nitrobenzóico) (Batlle et al., 1967; Wilson et al., 1972; Jordan et al., 1976; Barnard et al., 

1977). Ela também é inibida por íons metálicos que possuem elevada afinidade por gru­
pamentos sulfidrila, tais como chumbo, cobre, cádmio e mercúrio (Gibson et al., 1955; 

Wilson et al., 1972; Hutton, 1983; Rodrigues et al., 1989; Rocha et al., 1993, 1995) e é 

oxidada quando submetida ao oxigênio puro (Tsukamoto et al., 1979). Tsukamoto et al. 

(1980) e Hasnain et al. (1985) demonstraram que os resíduos de aminoácidos críticos no 

sítio catalítico são dois resíduos de cisteína, dois grupos imidazólicos da histidina e um 

grupo lisina. O Zn2+ tem sido apontado como o íon que faz parte da estrutura da ALA-D 

de mamíferos e bactérias. A atividade da enzima é máxima com 4 Zn2+ ligados por oc- 

tâmero da enzima (Bevan et al., 1980; Spencer & Jordan, 1993), embora a enzima ligue 

até 8 Zn2+ /octâmero. O papel do zinco parece ser evitar a autoxidação dos grupos -SH 

da ALA-D e/ou estabilizar a conformação ativa da enzima, (Tsukamoto et al. 1979; 

Hasnain et al., 1985), além de participar da atividade catalítica da mesma (Spencer & 

Jordan, 1994).

Dentre os metais inibidores da ALA-D de várias origens, o chumbo destaca-se 

por ser o metal mais estudado quanto à inibição da enzima e por ser um metal que apre­

senta uma grande eficiência inibitória (Hinmarsh, 1986). A ALA-D é a enzima mais sen­

sível da via de biossíntese do heme à inibição pelo chumbo (Goering, 1993). A inibição 

desta enzima pelo chumbo tem sido implicada na patogênese da intoxicação por este 

metal, uma vez que vários processos celulares críticos são afetados por uma concentra­

ção reduzida de heme. Vários estudos sugerem que a neurotoxicidade associada à ex­

posição ao chumbo resulta da depleção de heme (Goering, 1993). O heme é grupo 

prostético de várias proteínas. O metabolismo mitocondrial do SNC é intenso e a síntese 
dos grupos heme dos citocromos é uma etapa fundamental para suas atividades me- 

tabólicas (Goering, 1993). Além disto, tem sido proposto que o substrato da enzima, o 

ácido ô-aminolevulínico (ALA), o qual acumula-se na intoxicação por chumbo, seja re­

sponsável, pelo menos em parte, pela neurotoxicidade deste metal por gerar espécies
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ativas de oxigênio (Bechara et al., 1993) e/ou por causar dano mitocondrial (Hermes- 

Lima et al., 1992). Também foi demonstrado que o ALA compete com receptores neuro- 

nais para GABA (Brennan et al., 1980).

Vários estudos sobre a inibição da ALA-D pelo chumbo têm sido conduzidos, es­

pecialmente em eritrócitos de diversas espécies animais (Granick et al., 1973; Mitchell et 

al., 1977; Rodrigues et al., 1989; Gonzalez & Tejedor, 1992; Murase et al., 1993; Sim- 

monds et al., 1995). A atividade da ALA-D em sangue humano pode ser correlacionada 

com a concentração de chumbo sangüíneo, podendo, desta forma, auxiliar no di­

agnóstico da intoxicação aguda e crônica por este metal (Granick et al., 1973; Mitchell et 

al., 1977).

A inibição da ALA-D por chumbo parece ser devido ao fato de o chumbo formar 

uma ponte com dois grupos sulfidrila vizinhos ao centro ativo da enzima (Goering, 1993). 

A inibição é, na maioria das fontes enzimáticas estudadas, do tipo não competitiva 

(Wilson et al., 1972; Sakai et al., 1983; Rodrigues et al., 1989). A ligação do Pb2+ ao 

grupo -SH ao qual normalmente liga Zn2+ evita a ligação da segunda molécula de ALA 

(Goering, 1993).

1.1.4.1. Efeito do ditiotreitol sobre a ALA-D

O DL-ditiotreitol (DTT) ou reagente de Cleland é um agente redutor capaz de re­

duzir dissulfetos quantitativamente e de manter grupos tiólicos no estado reduzido 

(Cleland, 1963). Ele também funciona como um eficiente quelante metálico. O Pb2+ 

forma vários complexos com DTT. Está demontrado que 1 mM de DTT liga até 999 par­

tes em 1.000 de Pb2+ em solução, em pH 7,0 (Gnonlonfoun et al., 1991).

Granick et al. (1973) utilizaram o quociente entre a atividade da ALA-D reativada 

por DTT e a atividade não reativada em sangue humano para a avaliação do nível de 

inibição desta enzima por chumbo. Sakai et al. (1980) usaram o inverso deste quociente. 

Em ambos os casos, foram obtidos índices de correlação ainda superiores ao observado 

entre a concentração sangüínea de chumbo e a atividade da enzima como tal. Portanto, 

o uso do DTT no ensaio enzimático da ALA-D em indivíduos expostos ao chumbo 

parece ser um parâmetro eficiente e sensível para avaliar o grau de inibição da ALA-D 

pelo chumbo, pelo menos no que diz respeito à enzima de fonte sangüínea. A partir de­

stes relatos, o DTT tem sido usado por alguns investigadores para ativar a ALA-D incu­

bada na ausência de metais inibidores ou inibida por chumbo (Sassa, 1982; Murase et 

al., 1993; Burns & Godwin, 1991; Gupta etal., 1995).
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1.1.4.2. Efeitos do chumbo sobre a ALA-D cerebral

Segundo Goering (1993) há uma carência de estudos que examinam os efeitos 

do chumbo sobre a biossíntese de heme no cérebro de mamíferos. Os dados da litera­

tura sobre a atividade específica da ALA-D em animais expostos ao chumbo são princi­

palmente em sangue, rim e fígado. Poucos estudos tem investigado a atividade da ALA- 

D cerebral, sendo que os resultados revelam uma insensibilidade da enzima cerebral à 

ação do chumbo (Silbergeld & Lamon, 1982; Oskarsson, 1989; Rocha et al., 1995). 

Contudo, nestes estudos, a exposição ao chumbo ocorreu durante períodos de tempos 

relativamente curtos, os quais podem não terem sido suficientes para causar um efeito 

sobre a enzima. A ALA-D de origem renal também parece ser insensível ao chumbo in 

vivo (Fowler et al., 1980).

Alguns estudos tem indicado que provavelmente a insensibilidade da ALA-D de 

cérebro e rim em casos de exposição de animais experimentais ao chumbo seja devido 

à presença de uma proteína ligadora de chumbo no cérebro e no rim de animais intoxi- 

cados (Goering et al., 1986; DuVal & Fowler, 1989), o que reduziria a disponibilidade de 

chumbo intracelular.

1.1.5. Objetivos

O objetivo deste capítulo é estabelecer um modelo de intoxicação crônica com 

acetato de chumbo em ratos, que torne possível investigar os efeitos do chumbo sobre 

parâmetros gerais (ingesta líquida, dosagem de hemoglobina, hematócrito e contagem 

de leucócitos), parâmetros físicos (peso corporal, cerebral e renal e razão peso estrutu­

ras/peso corporal), parâmetros químicos (dosagem de chumbo em sangue, cérebro e/ou 

rim) e parâmetros bioquímicos (atividade da enzima ALA-D em cérebro e rim). O intuito é 

produzir um modelo de exposição com baixas doses de chumbo, não associado com 

desnutrição e/ou alterações morfológicas grosseiras nos animais.

1.2. MATERIAL E MÉTODOS

1.2.1.Reagentes

Acetato de chumbo - Baker’s Analyzed 
Ácido acético glacial - Merck

Ácido Ô-aminolevulínico-hidrocloreto - Sigma, St. Louis, MO 

Ácido clorídrico - Merck
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Ácido nítrico concentrado - Merck

Ácido orto-fosfórico - Merck

Ácido perclórico - Merck

Ácido tricloroacético - Reagen

Albumina de soro bovino - Sigma, St. Louis, MO

Cloreto de sódio - Reagen

Cloreto de mercúrio II - Merck

Coomassie brilhante azul G - Sigma, St. Louis, MO

p-Dimetilaminobenzaldeido - Riedel, Merck

DL-Ditiotreitol - Sigma, St. Louis, MO
Etanol p.a. - Merck

Fosfato de amônio dibásico - Merck

Fosfato de sódio dibásico - Reagen

Fosfato de sódio monobásico - Reagen

Heparina - Roche (Liquemine)

Triton X-100 - Merck

1.2.2.Equipamentos

Agitador de tubos: Phoenix

Balanças: Sartorius modelo 2842, Sartorius Basic, Fisher/Ainsworth modelo MX-300,

analítica Sartorius Basic modelo BA 110 S, analítica Marte modelo AS 2000

Banho térmico: Quimis modelo Q304.164

Bombas Tõlg de Teflon para digestão nítrica

Centrífugas: Janetzki K 23, centrífuga de microhematócrito

Digestor modelo Berghof para 10 cápsulas

Espectrofotômetros: Incibrás MF 200 UVA/IS e espectrofotômetro de absorção atômica

com forno de grafite Perkin-Elmer modelo 2380

Estufa: Heraeus modelo T 5060

Freezer a -20°C

Potenciômetro: Digimed

1.2.3. Animais e tratamento com chumbo inorgânico

Ratas Wistar fêmeas adultas (110-150g) provenientes do Biotério do Instituto de 
Biociências da UFRGS foram utilizadas. Elas foram mantidas em ciclo claro-escuro a 

temperatura controlada (23 ± 2°C). As ratas foram divididas em 5 grupos, a saber: o
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grupo controle que recebeu água milli-Q e os grupos expostos a acetato de chumbo, aos 

quais foi administrado acetato de chumbo na água de beber nas concentrações de 0,5 

mM, 1,0 mM, 2,0 mM e 4,0 mM. A Figura I.3. mostra o fluxograma da exposição ao 

chumbo. As soluções de acetato de chumbo foram preparadas em água milli-Q, a fim 

de impedir a formação de carbonato de chumbo, que é um sal insolúvel. Duas ratas do 

mesmo grupo, a serem submetidas ao tratamento com acetato de chumbo, foram 

escolhidas aleatoriamente e colocadas em caixas de plástico medindo 50 X 25 X 18 cm. 

Todos os animais foram pesados no início do tratamento e tiveram livre acesso à ingesta 

líquida (água milli-Q ou solução de acetato de chumbo, conforme o grupo experimental) 

e sólida (ração comercial Purina). O período de pré-acasalamento teve a duração de 6 

semanas. Neste período foram monitorados a ingesta hídrica e o peso corporal das 

ratas. Após 6 semanas de exposição, as ratas foram acasaladas com ratos Wistar 
machos adultos não intoxicados com chumbo. O acasalamento foi realizado através da 

exposição de duas fêmeas virgens por caixa, durante 5 noites consecutivas, com um 

macho. Durante o referido período as garrafas de líquido eram removidas, a fim de evitar 

a ingesta de chumbo dos machos. As ratas grávidas foram mantidas durante toda a 

gravidez com o mesmo tratamento até então administrado. As ratas visivelmente 

grávidas foram colocadas em gaiolas individuais contendo serragem. O dia do nasci­

mento dos filhotes era registrado, os animais eram contados e 24 horas após o nasci­

mento, os filhotes eram pesados e a ninhada era ajustada a 8 filhotes, a fim de evitar 

desnutrição dos filhotes por excesso de animais. Na medida do possível era deixado o 

mesmo número de filhotes fêmeas e machos. Os filhotes que excediam a 8 eram sacrifi­

cados por decapitação. Nos filhotes sacrificados, o cérebro total era imediatamente dis­

secado no gelo, os rins e o conteúdo estomacal removidos. As amostras de animais da 

mesma ninhada eram reunidas e colocadas em tubos eppendorf previamente lavados 

com ácido nítrico. Os rins e o cérebro total eram pesados em balança analítica e, junta­

mente com o conteúdo estomacal eram congelados a -20°C para posterior dosagem de 

chumbo. Os 8 filhotes restantes de cada ninhada receberam o chumbo indiretamente 

durante a fase pré-natal e através do leite materno, uma vez que as ratas mães per­

maneceram com o mesmo tratamento prévio durante toda a lactação. Eles foram pesa­
dos durante a fase de lactação nos dias 1, 5, 10, 15, 20. Aos 21 dias de idade, 1 a 3 ra­
tos por ninhada foram utilizados para testes comportamentais conforme será detalhado 

no capítulo II. O desmame ocorreu aos 22 dias de idade para não interferir com a reali­

zação do teste comportamental iniciado aos 21 dias de idade. A atividade da ALA-D foi 
determinada em ratos de 21 a 22 dias de idade. Na idade de 22-23 dias os filhotes fo­
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ram utilizados para ensaios neuroquímicos e para dosagens de chumbo nos tecidos. Os 

filhotes de 21 a 23 dias de idade serão referidos no texto como ratos jovens. Devido ao 

grande número de animais, tornou-se inviável utilizar todos os grupos experimentais 

para todas as determinações e análises realizadas. Desta forma, para algumas determi­

nações alguns grupos foram excluídos. Além disto, nem todas as ninhadas foram 

usadas para cada uma das determinações efetuadas. As Figuras I.3 e I.4. mostram flu- 

xogramas das análises efetuadas com os ratos expostos ao chumbo. Entretanto, de ma­

neira mais detalhada, a seguir estão discriminados os ensaios efetuados e os grupos 

experimentais usados nos ratos jovens:

• determinação de pesos de cérebro anterior, córtex cerebral, cerebelo e rim - todos os 

grupos experimentais.

• dosagens de chumbo no sangue, córtex cerebral e rim - todos os grupos experimen­
tais. O cerebelo não foi utilizado para a dosagem de chumbo devido ao peso insufi­

ciente da amostra para o método de dosagem.

• determinação de hematócrito, hemoglobina e contagem de leucócitos - grupos con­

trole, 0,5 mM, 2,0 mM e 4,0 mM de acetato de chumbo.

• determinação da atividade da ALA-D - grupos controle, 0,5 mM e 4,0 mM de acetato 

de chumbo.

• testes comportamentais (campo aberto e esquiva ativa) com os ratos jovens - grupos 

controle, 0,5 mM, 2,0 mM e 4,0 mM de acetato de chumbo.

• ensaios neuroquímicos (medida da união específica de glutamato e medida dos 

níveis de AMPc em preparações de membrana de córtex cerebral e cerebelo) - todos 

os grupos experimentais.

Os ratos que após o desmame não foram usados para nenhuma das determina­

ções acima citadas (aproximadamente metade de cada ninhada) foram separados por 

sexo e permaneceram recebendo o mesmo tratamento que era administrado a suas 

mães até a idade de 6 meses a 6 meses e meio, quando então foram utilizados para:

• testes comportamentais - grupos controle, 0,5 mM, 1,0 mM e 4,0 mM de acetato de 

chumbo

• determinação da atividade da ALA-D -grupos controle, 0,5 e 4,0 mM

• dosagens de chumbo no sangue e rim - todos os grupos experimentais.

• ensaios neuroquímicos (medida da união específica de glutamato e medida dos 

níveis de AMPc em preparações de membrana de córtex cerebral e cerebelo) - todos 

os grupos experimentais.
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As ratas mães que até o momento do desmame já tinham sido submetidas ao 

tratamento com água (grupo controle) ou acetato de chumbo por um período de 13 se­

manas, permaneceram recebendo o mesmo tratamento por mais 3 a 4 semanas. Sendo 

assim, após um período de exposição de 16 a 17 semanas, as ratas foram sacrificadas 

por decapitação, sendo então efetuadas as seguintes determinações:

• determinação de pesos de cérebro anterior, córtex cerebral, cerebelo e rim - todos os 

grupos experimentais.

• dosagens de chumbo no sangue, córtex cerebral e rim - todos os grupos experimen­

tais. O cerebelo não foi utilizado para a dosagem de chumbo devido ao peso insufi­

ciente da amostra para o método de dosagem.

• determinação de hematócrito, hemoglobina e contagem de leucócitos - grupos con­

trole, 0,5 mM, 2,0 mM e 4,0 mM de acetato de chumbo.

ensaios neuroquímicos (medida da união específica de glutamato e medida dos níveis 

de AMPc em preparações de membrana de córtex cerebral e cerebelo) - todos os grupos 

experimentais.
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Figura 1.3. Fluxograma da exposição ao chumbo e das análises subseqüentes

Tratamento 
com chumbo 
na água de 

beber
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Figura 1.4. Fluxograma das análises efetuadas após o desmame de ratos expostos ao chumbo
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1.2.4.Dissecção do cérebro anterior, córtex cerebral e cerebelo dos animais

Os ratos foram decapitados com guilhotina e logo após a pele da cabeça foi re­

batida e um corte foi feito entre os forames oculares. O encéfalo foi exposto cortando-se 

medialmente o osso na sutura parieto-frontal até atingir o corte entre os forames ocu­

lares. O crânio foi aberto e o encéfalo removido com o auxílio de uma espátula. Este foi 

colocado sobre uma placa de Petri invertida sobre gelo picado, a qual era revestida com 

papel de filtro umedecido com solução fisiológica. O cerebelo, o tronco cerebral e o 

bulbo olfatório foram removidos. O cérebro anterior (isento de cerebelo, tronco cerebral 

e bulbo olfatório) foi então imediatamente pesado em balança analítica digital. Logo a 

seguir, com o auxílio de um bisturi, o encéfalo foi dividido medialmente. O córtex cere­

bral foi imediatamente dissecado e secado com papel filtro. O córtex cerebral e o cere­

belo foram pesados em balança analítica.

1.2.5. Dosagem de chumbo

As dosagens de chumbo foram realizadas no Centro de Ecologia da Universi­

dade Federal do Rio Grande do Sul. As amostras de tecidos que estavam congeladas 

a -20°C eram descongeladas lentamente e submetidas a uma secagem em estufa a 

80°C até peso constante (24 h). As amostras de tecido eram então submetidas a uma 

digestão nítrica. O método adotado de digestão seguiu o recomendado porTõlg (Kotz et 

al., 1972). Após a secagem, as amostras eram pesadas em balança analítica e adicio­

nadas a bombas de Teflon juntamente com 2,0 ml de ácido nítrico concentrado. Em se­

guida, cada bomba era transferida a uma cápsula metálica de alta pressão e adicio­

nadas ao digestor modelo Berghof durante 2 horas a uma temperatura de 120°C. Ao 

final da digestão o volume final das amostras era elevado para 4,0 ml para posterior lei­

tura. O teor de chumbo das amostras era registrado em um espectrofotômetro de ab­

sorção atômica tipo Perkin-Elmer modelo 2380 com forno de grafite. As amostras de 

sangue foram tratadas com um modificador de matriz, o qual continha Triton X-100 

(0,5% v/v) e fosfato de amônio dibásico (0,2% v/v) e também analisadas por espectrofo- 

tometria de absorção atômica com forno de grafite. Os resultados de chumbo no sangue 

foram expressos em pg Pb/dl de sangue total e o teor de Pb nos tecidos foi expresso 

em ppm, ou seja, pg Pb/g de peso úmido da amostra.
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1.2.6. Determinação do hematócrito, hemoglobina e contagem de leucócitos

A medida do hematócrito, hemoglobina e contagem de leucócitos foi realizada no 

Laboratório de Hematologia do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul. A determinação do hematócrito foi realizada em uma centrífuga de mi­

crohematócrito. A dosagem da hemoglobina foi feita pelo método de van Kampen & 

Zijlstra (1961). A contagem de leucócitos foi realizada através de um contador 

automático.

1.2.7. Determinação da atividade da ALA-D

Ensaio padrão: a atividade da ALA-D em cérebro anterior, cerebelo e rim foi realizada 

conforme método de Sassa (1982) com as modificações feitas por Rocha et al. (1995). A 

preparação dos tecidos para a realização do ensaio da medida da atividade da enzima 

foi basicamente realizado conforme Rocha et al. (1995). As estruturas foram dissecadas 

em gelo, pesadas e imediatamente homogeneizadas a 1.200 rpm com o auxílio de um 

homogeneizador Potter-Elvehjem. A homogeneização foi feita com 10 movimentos de 

vai e vem vagarosos em 5 volumes (cérebro anterior e cerebelo) ou 10 volumes (rim) de 

tampão fosfato de sódio 70 mM pH 6,8. O material era centrifugado a 5.000 g durante 15 

minutos a 4°C em uma centrífuga refrigerada (Janetzki K 23). Os sobrenadantes foram 

coletados e usados nos ensaios enzimáticos. O meio de incubação continha uma quan­

tidade adequada de material enzimático: 1,9 a 4,2 mg para o cérebro anterior, 0,71 a

1,1 mg para o cerebelo e 0,7 a 2,0 mg para o rim; tampão fosfato de sódio 70 mM pH 

6,8; ALA 2,5 mM. O tempo de incubação era de 1 h (rim) a 3 h (cérebro anterior e cere­

belo) a temperatura de 39°C. A reação era finalizada através da adição de TCA 10% 

contendo 0,05 M de HgCI2.

O método baseia-se na medida da produção de porfobilinogênio (PBG) através 

de método colorimétrico, usando reagente de Ehrlich modificado. A leitura da absorbân- 

cia era realizada a 555 nm. O coeficiente de absorção molar do produto da reação do 

PBG com o reagente de Ehrlich modificado é 6,2 x 104 cm'1 M‘1 (Mauzerall & Granick, 

1956). O ensaio foi realizado sob condições de velocidade constante e havia uma rela­

ção linear entre o conteúdo de proteína e a formação de PBG. A atividade da enzima foi 
expressa em nmol PBG/h/mg proteína.

Ensaio utilizando 15 mM de ditiotreitol (DTT): paralelamente ao ensaio padrão foi reali­

zado um ensaio com DTT, nas mesmas condições de incubação, exceto que 15,0 mM 

de DTT era adicionado. O objetivo da adição do mesmo era obter o índice de reativação.
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(Atividade da ALA-D com DTT -atividade da ALA-D sem DTT) x 100%
ati vidade da AL A-D com DTT

1.2.8. Dosagem de proteínas

Alíquotas dos homogeneizados de cérebro anterior e rim utilizados para determi­

nação da atividade da ALA-D foram utilizadas para dosar proteínas pelo método de 

Bradford (1976), usando Coomassie Brilhante Azul G como reagente de cor e albumina 

de soro bovino como proteína padrão.

1.2.9. Análise estatística

Os resultados de ganho de peso corporal e de ingesta hídrica foram analisados 

por análise de variância (ANOVA) (5 grupos tratados X tempo), com o tempo consid­

erado como medida repetida (Sokal & Rohlf, 1981). Os demais resultados foram anal­

isados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste do raio múltiplo de Duncan quando 

apropriado ou teste t não pareado. As diferenças entre os grupos foram consideradas 

significativas quando p< 0,05. Não mais de um ou dois ratos da mesma ninhada foi 

usado como uma medida independente nas análises dos resultados referentes aos ratos 

jovens e de 6 meses, respectivamente, a fim de evitar um efeito da ninhada (Abbey & 

Howard, 1973).

I.3. RESULTADOS

1.3.1. Ingesta líquida e pesos corporais dos ratos expostos ao acetato de 

chumbo

Tendo em vista que alguns trabalhos da literatura relatam alterações na ingesta 

líquida e no peso corporal em alguns protocolos de exposição ao chumbo em ratos 

(Mykkãnen et al., 1980; Rosen et al., 1985; Kumar & Desiraju, 1990), decidimos avaliar 

se o presente protocolo de exposição ao chumbo estaria associado com alterações 

nestes parâmetros. Foi medida a ingesta líquida nas ratas fêmeas no período pré- 

acasalamento, sendo os resultados mostrados na Tabela 1.1. A ANOVA de duas vias (5 

grupos X 6 semanas), considerando as semanas como medida repetida mostrou que 

houve um efeito significativo do tratamento com chumbo [F(4, 28) = 10,46, p<0,001], do 

tempo [F(5, 140) = 5,11, p<0,001] e da interação tratamento com chumbo X tempo

Este índice indica a extensão da reativação da ALA-D com DTT e é obtido da seguinte

forma:
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[F(20, 140) = 2,23, p<0,01], Foi observada uma redução da ingesta líquida nos grupos 

expostos ao chumbo, principalmente no grupo exposto a solução de acetato de chumbo

4,0 mM, pelo teste post-hoc de Duncan.
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Tabela 1.1. Ingesta líquida de ratas fêmeas antes do acasalamento.

CONTROLE GRUPO 0,5 mM g r u p o  1,0 mM GRUPO 2,0 mM GRUPO 4,0 mM

1a semana 14,6 ± 0,4a 11,9 ± 0,3b 13,2 ± 0,6a 12,3 ± 0,6b 10,0 ± 0,3C

2asemana 13,6 ± 0,7a 13,0 ± 0,6a 14,4 ± 0,8a 11,5 ±0,4b 9,3 ±0,2°

3a semana 14,3 l+ O cn 0) 11,8±0,5b 12,6 ± 0,6a 10,2 ±0,6C 10,1 ±0,1°

4a semana 14,1 ± 0,7a 12,0±0,8b 13,5 ± 0,9a 12,0 ± 0,5b 10,1 ±0,4C

5a semana 13,6 ± 0,6a 11,8 ± 1,0b 13,2 ± 1,0a 12,0 ± 0,7b 10,6 ± 0,1c

6a semana 13,8 ± 0,7a 10,5 ± 0,3b 12,0 ± 1,0b 10,8 ± 0,5b 9,9 ± 0,2b

média 14,0 ± 0,2a 11,8 ±0,3b 13,1 ± 0,3a 11,5 ± 0,3b 10,0 ±0,2°

A ingesta líquida foi monitorada uma vez por semana e os resultados são valores médios diários da semana. Os re­
sultados estão expressos como média ± erro padrão em ml /d ia /100 g peso corporal.
As médias que não compartilham a mesma letra são significativamente diferentes pelo teste do raio múltiplo de Dun- 
can, pelo menos para p<0,05.

24



A ANOVA de duas vias (5 grupos experimentais X tempo), com o tempo conside­

rado como medida repetida, mostrou que não houve alterações nos pesos corporais das 

ratas induzidas pelo tratamento com acetato de chumbo no período pré-acasalamento. 

Também não houve interação entre o tratamento com acetato de chumbo X tempo, pois 

o ganho de peso corporal foi semelhante em todos os grupos (Tabela I.2.), embora te­

nha havido uma diminuição da ingesta líquida nos grupos expostos a este metal durante 

este período (Tabela 1.1.). Quanto aos pesos corporais das ratas durante os períodos de 

gestação e lactação (Tabela I.3.), não foram observadas diferenças significativas entre 

as médias dos pesos dos diferentes grupos pela ANOVA de uma via que avaliou as 

médias de pesos corporais no 1o dia de gestação, no 1o dia de lactação e no 21° dia de 

lactação, isoladamente.
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Tabela 1.2. Peso corporal de ratas fêmeas antes do acasalamento.

CONTROLE GRUPO 0,5 mM GRUPO 1,0 mM GRUPO 2,0 mM GRUPO 4,0 mM

início do tratamento 160,0 ±3,8 163,7 ±3,4 158,0 ±1,8 153,7 ±3,5 158,6 ±2,3

1a semana de tratamento 176,1 ±2,9 183,8 ±2,8 173,3 ±2,3 173,3 ±4,0 172,4 ±2,4

2 a semana de tratamento 186,6 ±3,3 194,5 ±3,2 182,8 ±3,1 183,1 ±3,6 182,1 ±3,1

3 a semana de tratamento 195,2 ±2,9 205,6 ± 3,8 196,4 ±3,6 191,7 ±3,2 194,9 ±3,8

4 a semana de tratamento 204,1 ±3,7 212,9 ±4,5 201,3 ±3,1 199,5 ±3,8 200,3 ± 3,2

5 a semana de tratamento 210,4 ±3,1 218,9 ±5,3 210,3 ±3,4 207,0 ±4,2 210,3 ±3,5

6 a semana de tratamento 213,2 ±3,1 225,0 ±5,1 213,8 ±3,4 209,5 ±3,8 213,0 ±3,5

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão em gramas. Foram usadas para a estatística as ratas que ficaram grá­
vidas (n = 11, 8, 10, 7, e 10 para os grupos controle, 0,5 mM, 1,0 mM, 2,0 mM e 4,0 mM, respectivamente).
Não houve efeito significativo do tratamento pela ANOVA de duas vias (5 grupos tratados X tempo), com o tempo considerado 
como medida repetida.
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Tabela 1.3. Efeito do tratamento com acetato de chumbo na água de beber sobre o peso

corporal das ratas mães nos períodos de gestação e lactação.

1° dia de gestação 1o dia de lactação 21° dia de lactação

CONTROLE 211,0 ±5,7 239,8 ± 8,2 259,6 ± 9,7

g r u p o  0,5 mM Pb 228,0 ± 7,7 228,3 ± 12,1 268,5 ± 12,2

g r u p o  1,0 mM Pb 213,5 ±4,8 239,4 ± 7,5 263,2 ± 6,6

g r u p o  2,0 mM Pb 216,8 ±5,4 241,0 ± 11,5 255,8 ±4,6

g r u p o  4,0 mM Pb 215,6 ±6,1 233,2 ± 8,2 251,8 ±8,5

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão em gramas. O número de ratas para 
os grupos controle; 0,5,1,0; 2,0 e 4,0 mM era 11, 8,10, 7 e 10, respectivamente.
Não foi observado efeito do tratamento pela ANOVA de uma via.

A evolução do ganho de peso dos filhotes expostos ao chumbo através de suas 

mães durante a gestação e lactação está mostrada na Tabela I.4. A ANOVA de duas 

vias (5 grupos experimentais X tempo), com o tempo considerado como medida re­

petida, mostrou que não houve um efeito significativo do tratamento com acetato de 

chumbo sobre o ganho de peso corporal dos filhotes. A ANOVA mostrou um efeito do 

tempo [F(4, 164) = 615,75, p<0,01], mas não houve interação significativa entre o tra­

tamento com acetato de chumbo X tempo, pois o ganho de peso corporal foi semelhante 

em todos os grupos.
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Tabela 1.4. Peso corporal de ratos amamentados por mães controle e expostas ao ace­
tato de chumbo.

PN 1 p n 5 PN 10 PN 15 PN20

CONTROLE 5,4 ±0,2 9,4 ± 0,4 17,7 ±0,7 25,7 ±0,7 36,0 ± 0,7

GRUPO 0,5 mM Pb 5,3 ±0,2 8,4 ± 0,6 15,9 ±0,9 24,8 ± 0,8 33,3 ±0,9

grupo  1,0 mM Pb 5,5 ±0,1 9,4 ±0,5 17,0 ±0,8 26,5 ± 0,8 35,5 ±0,9

grupo  2,0 mM Pb 5,3 ±0,1 8,6 ±0,5 16,2 ±0,9 25,9 ±0,8 35,5 ±0,8

grupo  4,0 mM Pb 5,4 ±0,1 8,6 ± 0,4 15,9 ±0,8 24,8 ±1,0 33,4 ±1,2

Os resultados estão expressos como média em gramas (g) ± erro padrão dos pesos corpo­
rais do 1o ao 20° dia de vida pós-natal (PN1-PN20) de 7 a 11 ninhadas.
Não houve efeito significativo do tratamento pela ANOVA de duas vias (5 grupos tratados X 
tempo), com o tempo considerado como medida repetida.

A ANOVA de uma via mostrou que o peso corporal dos ratos machos e fêmeas 

de 6 meses de idade expostos cronicamente ao acetato de chumbo também não foi al­

terado pelo tratamento (Tabela I.5.). A análise estatística através de ANOVA de duas 

vias (5 grupos experimentais X sexo) só mostrou um efeito significativo do sexo [F(1, 

58) = 718,35, p<0,001], pois os machos apresentaram um peso corporal superior ao das 

fêmeas.
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Tabela 1.5. Efeito do tratamento com acetato de chumbo na água de beber sobre o peso

corporal de ratos de seis meses de idade.

Machos Fêmeas
*

CONTROLE 354 ±6 (7) 242 ±8 (8)

GRUPO 0,5 mM Pb 341 ±6 (5) 234 ±6 (8)

g r u p o  1,0 mM Pb 347 ±8 (5) 252 ±4 (10)

g r u p o  2,0 mM Pb 346 ±6 (4) 246 ±4 (7)

g r u p o  4,0 mM Pb 354 ±4 (6) 248 ±6 (8)

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão em gramas 
(g). O número de ratos está indicado entre parênteses.
Não foi observado efeito do tratamento pela ANOVA de uma via.
* indica efeito significativo do sexo (p<0,01) pela ANOVA de duas vias.

I.3.2. Número de filhotes por ninhada

Foi analisado o número de filhotes por ninhada nascidos de ratas expostas ao 

acetato de chumbo durante as fases pré-acasalamento, acasalamento e gestação 

(Tabela I.6.). A ANOVA de uma via mostrou que não houve um efeito significativo do 

tratamento com o metal sobre este parâmetro.

Tabela I.6. Número de filhotes por ninhada, peso cerebral e renal de ratos de 1 dia de 

idade expostos ao acetato de chumbo através de suas mães durante o período pré- 

natal.

N° filhotes/ninhada Peso cerebral Peso renal

CONTROLE 10,2 ±1,0 197,1 ±4,0 48,4 ± 4,2

g r u p o  0,5 mM Pb 10,8 ± 1,7 213,0 ± 14,5 43,0 ± 3,4

g r u p o  1,0 mM Pb 10,3 ±1,6 202,6 ±6,9 50,4 ± 3,2

g r u p o  2,0 mM Pb 10,6 ±0,7 197,2 ±7,9 41,2 ±2,4

g r u p o  4,0 mM Pb 10,8 ±0,9 210,6 ±3,9 42,2 ± 2,2

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. O peso cerebral e renal está ex­
presso em mg. O peso renal refere-se ao par de rins.
Não houve efeito significativo do tratamento pela ANOVA de uma via.
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1.3.3. Peso de cérebro anterior e de estruturas cerebrais e razão peso do 

tecido/peso corporal de ratos expostos ao acetato de chumbo

A ANOVA de uma via mostrou que o tratamento com acetato de chumbo não 

afetou significativamente o peso cerebral, o peso do cerebelo ou do córtex cerebral das 

ratas mães, dos ratos jovens ou dos ratos de 6 meses de idade expostos ao chumbo 

nos períodos pré e pós-natal (Tabelas I.7., 1.8. e I.9., respectivamente). Houve uma di­

minuição no peso cerebral nos animais jovens e de 6 meses de idade expostos ao 

chumbo em torno de 6 a 7%, porém esta redução não atingiu significância estatística. 

Também não foram observadas diferenças entre os grupos na razão peso cerebral/peso 

corporal, peso cerebelar/peso corporal e peso cortical/peso corporal nas ratas mães, nos 

ratos jovens ou nos ratos de 6 meses de idade (Tabelas 1.7., 1.8. e 1.9., respectiva­

mente).
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Tabela 1.7. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre o peso do cérebro, cerebelo e córtex cerebral e sobre

a razão peso da estrutura cerebral/peso corporal em ratas mães.

cérebro
(mg)

cérebro/corpo
(mg/g)

cerebelo
(mg)

cerebelo/corpo
(mg/g)

córtex cerebral 
(mg)

córtex/corpo
(mg/g)

CONTROLE 1047,4 ± 14,7 4,39 ±0,15 214,6 ± 15,4 0,90 ± 0,04 604,0 ±21,2 2,54 ±0,13
(11) (10) (11) (10) (11) (10)

g r u p o  0,5 mM Pb 1022,5 ± 16,3 4,26 ±0,15 222,5 ± 11,2 0,92 ± 0,04 605,9 ± 27,5 2,55 ±0,18
(8) (8) (8) (8) (8) (7)

g r u p o  1,0 mM Pb 1053,0 ±12,7 4,02 ± 0,06 213,9 ± 11,8 0,84 ± 0,06 587,8 ± 18,9 2,26 ±0,10
(8) (7) (8) (7) (8) (7)

g r u p o  2,0 mM Pb 993,1± 28,7 4,31 ±0,10 216,0 ±9,8 0,95 ± 0,04 573,6 ± 28,4 2,52 ±0,10
(7) (6) (7) (6) (7) (6)

g r u p o  4,0 mM Pb 1029,3 ± 17,6 4,20 ±0,11 216,3 ±11,0 0,88 ± 0,06 568,8 ± 18,3 2,35 ±0,11
(10) .. (10) (10) (10) (10) (IP)

Os resultados estão expressos em média ± erro padrão. O número de ratas está indicado entre parênteses. Nem todos as ratas usadas 
no tratamento tiveram seus pesos cerebrais avaliados, por isso o número aqui mostrado não coincide com o número de ninhadas. O cé­
rebro não incluia cerebelo, medula espinhal e bulbo olfatório (=  cérebro anterior).
Não houve efeito significativo do tratamento pela ANOVA de uma via.

31



Tabela 1.8. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre o peso do cérebro, cerebelo e córtex cerebral e sobre a

razão peso da estrutura cerebral/peso corporal em ratos de 22 a 23 dias de idade.

cérebro
(mg)

cérebro/corpo
(mg/g)

cerebelo
(mg)

cerebelo/corpo
(mg/g)

córtex cerebral 
(mg)

córtex/corpo
(mg/g)

881,9 ± 13,7 19,62 ±0,42 169,0 ±2,7 3,84 ±0,15 514,5 ±22,8 12,42 ±0,67
CONTROLE (11) (11) (11) (11) (9) (9)

851,4 ± 15,9 20,00 ± 0,58 168,3 ±8,1 3,89 ±0,10 507,6 ±25,4 12,62 ±0,35
GRUPO 0,5 mM Pb (8) (8) (8) (8) (7) (7)

839,2 ± 12,3 19,65 ±0,60 156,0 ±6,3 3,70 ±0,12 538,1 ± 13,1 13,06 ±0,88
GRUPO 1,0 mM Pb (10) (9) (9) (9) (9) (7)

815,1 ±30,2 20,25 ± 0,72 156,1 ±6,5 3,88 ±0,11 501,7 ± 12,5 12,01 ±0,55
g r u p o  2,0 mM Pb (7) (7) (7) (6) (7) (7)

830,6 ± 14,8 20,13 ±0,78 157,2 ±5,4 4,07 ± 0,26 492,8 ± 16,4 12,88 ±0,80
g r u p o  4,0 mM Pb (10) (10) (10) (10) (9) (9)

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. O cérebro não incluia cerebelo, corda espinhal e bulbo olfatório ( = cérebro 
anterior). O número de ninhadas está indicado entre parênteses.
Não houve efeito significativo do tratamento pela ANOVA de uma via.
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Tabela 1.9. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre o peso do cérebro, cerebelo e córtex cerebral e sobre a 

razão peso da estrutura cerebral/peso corporal em ratos de seis meses de idade tratados com acetato de chumbo 
desde a concepção.

cérebro cérebro/corpo cerebelo cerebelo/corpo córtex cerebral córtex/corpo
(mg) (mg/g) (mg) (mg/g) (mg) (mg/g)

CONTROLE 1090,2 ± 16,8 3,83 ±0,18 250,8 ±9,9 0,88 ± 0,05 611,7±  18,5 2,24 ±0,11
(15) (15) (15) (14) (9) (9)

g r u p o  0,5 mM Pb 1056,5 ± 13,2 4,13 ± 0,19 234,1 ±11,9 0,90 ± 0,04 585,6 ± 10,2 2,26 ±0,15
(14) (11) (14) (11) (9) (9)

g r u p o  1,0 mM Pb 1039,0 ± 19,2 4,19 ±0,09 235,0 ± 9,4 0,95 ± 0,04 592,0 ± 18,8 2,22 ±0,12
(14) (11) (13) (11) (9) (9)

GRUPO 2,0 mM Pb 1038,3 ± 14,9 3,99 ± 0,22 222,9 ±8,9 0,86 ± 0,04 606,7 ± 13,1 2,34 ±0,13
(9) (8) (7) (8) (9) (9)

g r u p o  4,0 mM Pb 1026,2 ± 14,0 3,73 ±0,17 242,9 ± 9,9 0,90 ±0,05 598,7 ± 14,6 2,21 ±0,12
(15) (13) (15) (13) (9) (9) ..

Os resultados estão expressos em média ± erro padrão. O cérebro não incluia cerebelo, corda espinhal e bulbo olfatório (= cérebro 
anterior). O número de ratos está indicado entre parênteses.
Não houve efeito significativo do tratamento pela ANOVA de uma via.
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1.3.4. Peso renal e razão peso renal/peso corporal de ratos expostos ao ace­

tato de chumbo

Não houve um efeito significativo do tratamento com chumbo sobre o peso úmido 

renal ou peso seco renal nas ratas mães (Tabela 1.10.). Por outro lado, a ANOVA de 

uma via revelou um efeito significativo do tratamento com acetato de chumbo sobre a 

razão peso úmido renal/peso corporal e sobre a razão peso seco renal/peso corporal 

nas ratas mães [F(4,34) = 3,70, p<0,05] e [F(4,33> = 4,39, p<0,01], respectivamente 

(Tabela 1.10.). O teste post-hoc de Duncan mostrou que houve um aumento das razões 

peso úmido ou peso seco renal/peso corporal nos animais expostos à dose mais ele­

vada de acetato de chumbo (4,0 mM) em relação ao grupo controle. Estes resultados 

indicam que não houve um aumento no conteúdo de água no rim devido ao tratamento 

com chumbo.
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Tabela 1.10. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre o peso renal e sobre a

razão peso renal/peso corporal em ratas mães.

Peso úmido 

renal

(g)

Peso seco 

renal

(g)

Peso úmido re­

nal/peso corporal 

(mg/g)

Peso seco re­

nal/peso corporal 

(mg/g)
CONTROLE 1,83 ± 0,08 0,395 ±0,018 7,76 ±0,41 1,66 ±0,09

(8) (7) (8) (7)
GRUPO 0,5 mM 1,87 ± 0,04 0,406+0,011 8,06 ±0,19 1,72 ±0,04

Pb (8) (8) (7) (7)
g r u p o  1,0 mM 1,92 ± 0,07 0,415+0,019 7,88 ±0,29 1,69 ±0,05

Pb (8) (8) (8) (8)
g r u p o  2 ,0  mM 1,96 ± 0,12 0,412 ±0,021 8,63 ±0,30 1,81 ±0,05

Pb (8) (8) (8) (8)
g r u p o  4,0 mM 2,11 ± 0,07 0,458 ±0,017 9,19 ±0,31* 1,97 ±0,05**

Pb (8) (8) (8) (8)

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. O número de amostras está in­
dicado em parênteses. O peso renal refere-se ao par de rins.
* p<0,05 e **p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio múltiplo de 
Duncan.

De forma semelhante ao resultado observado nas ratas mães, não ocorreu um 

efeito significativo do tratamento com chumbo sobre o peso úmido renal ou peso seco 

renal dos ratos jovens e dos ratos de 6 meses de idade (Tabelas 1.11. e 1.12., respecti­

vamente). Entretanto, a ANOVA de uma via revelou um efeito significativo do tratamento 

com acetato de chumbo sobre a razão peso úmido renal/peso corporal de ratos jovens e 

dos ratos de 6 meses de idade: [F(4, 28) = 8,70, p<0,001] e [F(3, 17) = 7,07, p<0,01], 

respectivamente. Um efeito significativo também foi observado sobre a razão peso seco 

renal/peso corporal de ratos jovens [F(4, 28) = 10,51, p<0,001], mas não em ratos de 6 

meses de idade (Tabelas 1.11. e 1.12., respectivamente). Houve um aumento na razão 

peso seco renal/peso corporal nos ratos de 6 meses de idade, mas este não foi signifi­

cativo. O teste de Duncan revelou que os ratos jovens dos grupos 1,0 mM, 2,0 mM e 4,0 

mM apresentaram uma maior relação peso úmido ou peso seco renal/peso corporal do 

que os ratos do grupo controle. No caso dos ratos de 6 meses de idade, o teste de Dun­

can revelou que os animais dos grupos 0,5, 1,0 e 4,0 mM (este parâmetro não foi de­

terminado no grupo 2,0 mM) apresentaram uma maior razão peso úmido renal/peso 
corporal do que os animais do grupo controle (pelo menos para p<0,05, vide Tabela 

1.12.).
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Tabela 1.11. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre o peso renal e sobre a

razão peso renal/peso corporal em ratos jovens.

Peso úmido 

renal (mg)

Peso seco 

renal 

(mg)

Peso úmido re­

nal/peso corporal 

(mg/g)

Peso seco re­

nal/peso corporal 

(mg/g)
CONTROLE 463,0 ±17,1 104,0 ±5,4 10,74 ±0,30 2,39 ± 0,05

(8) (8) (8) (8)
GRUPO 0,5 mM 441,8 ±36,0 107,6 ±4,6 10,96 ±0,53 2,54 ±0,10

Pb (6) (6) (6) (6)
g r u p o  1,0 mM 502,5 ± 22,0 113,3 ±5,8 12,89 ±0,37* 2,68 ± 0,05*

Pb (6) (6) (6) (6)
g r u p o  2,0 mM 556,9 ±41,9 120,9 ±6,0 12,96 ±0,32* 2,78 ± 0,04*

Pb (5) (5) (5) (5)
g r u p o  4,0 mM 482,5 ± 34,3 107,5 ±5,7 13,60 ±0,55** 2,95 ± 0,08**

Pb (8) (8) (8) .(§)._.........

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. O número de ninhadas está indica­
do em parênteses. O peso renal refere-se ao par de rins.
* p<0,05 e **p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio múltiplo de Dun- 
can.
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razão peso renal/peso corporal em ratos de seis meses de idade.

Tabela 1.12. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre o peso renal e sobre a

Peso úmido 

renal

(g)

Peso seco 

renal 

(mg)

Peso úmido 

renal/peso 

corporal 

(mg/g)

Peso seco re­

nal/peso cor­

poral 

(mg/g)
CONTROLE 1,84 ±0,19 342,2 ±8,0 5,56 ±0,39 1,15 ±0,07

(5) (8) (5) (8)
GRUPO 0,5 mM 1,86 ±0,17 347,4 ±6,5 6,76 ±0,31* 1,34 ±0,05

Pb (5) (7) (5) (7)
g r u p o  1,0 mM 1,75 ±0,13 322,7 ±6,7 6,54 ±0,22* 1,26 ±0,08

Pb (6) (7) (6) (7)
g r u p o  4,0 mM 2,15 ±0,16 360,8 ±8,5 7,65 ±0,34** 1,31 ±0,11

Pb (5) (6) (5) (6)

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. O número de amostras 
está indicado em parênteses.
* p<0,05 e **p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio múltiplo 
de Duncan.

I.3.5. Parâmetros hematológicos

A fim de monitorar a exposição ao chumbo foram determinados os valores de 

hemoglobina, hematócrito e contagem de leucócitos de ratas mães e ratos jovens expos­

tos ao metal. A análise estatística através da ANOVA de uma via mostrou que houve um 

efeito significativo do tratamento sobre o teor de hemoglobina e de hematócrito das 

ratas mães [F(3, 21) = 3,90, p<0,05] e [F(3,21) = 3,64, p<0,05], respectivamente (Tabela

1.13.). O tratamento com chumbo não alterou a contagem de leucócitos nas ratas mães. 

Em relação aos ratos jovens, ANOVA de uma via mostrou que não houve um efeito 

significativo do tratamento sobre os mencionados parâmetros hematológicos.
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Tabela 1.13. Parâmetros hematológicos em ratas mães e ratos de 22 a 23 dias de idade expostos ao acetato de chumbo.

CONTROLE g r u p o  0,5 mM Pb g r u p o  2,0 mM Pb g r u p o  4,0 mM Pb

Mãe Rato 23 dias Mãe Rato 23 dias Mãe Rato 23 dias Mãe Rato 23 dias

hemoglobina 14,98 ±0,44 9,80 ±0,24 14,90 ±0,45 9,47 ±0,36 13,62 ±0,51* 9,63 ±0,25 13,51 ±0,29* 9,63 ±0,15

(g/di) ( 5 ) (11) (6) (6) ( 5 ) (6) (9 ) (10)

hematócrito 46,2 ± 0,9 30,4 ±0,8 45,2 ±1,2 30,5 ± 1,1 43,2 ± 1,2 31,8 ±1,0 42,0 ± 0,8* 29,2 ±0,7

(%) ( 5 ) (11) (6) (8) ( 5 ) ( 7 ) (9 ) (10)

leucócitos 5,80 ± 0,65 2,35 ± 0,34 5,08 ± 0,92 1,80 ±0,11 5,56 ± 0,53 2,45 ± 0,33 5,15 ±0,79 2,17 ±0,13

(x 103 mm'3) (6) (9 ) (4 ) (3 ) ( 5 ) (4 ) (6) (8)

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. Os números entre parênteses representam o número de amostras. O grupo de 
animais expostos a 1,0 mM de acetato de chumbo não foi utilizado para estas determinações.
* p<0,05 quando comparado ao grupo controle correspondente (mesma idade) pelo teste do raio múltiplo de Duncan.
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A fim de podermos avaliar o nível de intoxicação atingido nos ratos expostos ao 

acetato de chumbo e tornar possível a comparação com trabalhos que dosam o nível de 

chumbo associado a exposições a este metal, foi determinado o conteúdo de chumbo 

em sangue, rim e córtex cerebral de ratas mães e ratos jovens expostos ao chumbo 

conforme descrito em Material e Métodos. Nos ratos de 1 dia de idade, devido ao 

tamanho reduzido das amostras, foi determinado o teor do metal em sangue, cérebro 

anterior total, conteúdo estomacal (leite) e rim (este último em um número reduzido de 

amostras, dados não mostrados). Nos ratos de 6 meses de idade, foi determinado o teor 

do metal apenas em sangue e rim, por ter se evidenciado nos estudos com ratas mães e 

ratos jovens que a dosagem do metal nestas duas fontes torna possível a comparação 

com dados da literatura e serve como parâmetro adequado para avaliar o grau de intoxi­

cação. Além disto, os resultados neuroquímicos obtidos com os ratos jovens impuseram 

determinações neuroquímicas também nos ratos de 6 meses de idade (capítulo III), o 

que acarretou a falta de material cerebral para dosar chumbo.

I.3.6.1. Chumbo nos tecidos de ratas mães

A ANOVA de 1 via revelou um efeito significativo da concentração de chumbo na 

água de beber sobre o conteúdo de chumbo no sangue [F(4,38) = 56,39, p<0,001], no 

córtex cerebral [F(4,28) = 4,27, p<0,01] e no rim [F(4, 35) =32,56, p<0,001], Existiu um 

aumento do teor do metal nos tecidos conforme a concentração de chumbo na água de 

beber das ratas (Tabela 1.14.). O teste post-hoc do raio múltiplo de Duncan revelou que 

o nível de Pb no sangue foi significativamente maior (p<0,01) nos grupos 1,0, 2,0 e 4,0 

mM de acetato de chumbo, comparado ao grupo controle. No caso do córtex cerebral, o 
efeito significativo (p<0,05) só foi obtido no grupo exposto à concentração mais elevada 

de acetato de chumbo (4,0 mM), quando comparado ao grupo controle. No rim, um 

aumento significativo de chumbo na estrutura ocorreu nos grupos 2,0 e 4,0 mM de ace­

tato de chumbo (p<0,05 e p<0,01, respectivamente).

1.3.6. Determinação do teor de chumbo nos tecidos em ratos expostos ao

acetato de chumbo
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Tabela 1.14. Conteúdo de chumbo nos tecidos de ratas mães expostas ao acetato de

chumbo.

SANGUE CÓRTEX CEREBRAL RIM

CONTROLE 6,6 ± 0,3 a (10) 0,055 ± 0,004 a (8) 0,26 ± 0,02 a (9)

GRUPO 0,5 mM Pb 14,5 ± 1,0 a (8) 0,070 ± 0,005 a (6) 1,29 ± 0,09 a (8)

g r u p o  1,0 mM Pb 33,0 ± 4,7 b (8) 0,071 ± 0,005 a (6) 1,95 ± 0,19 a (6)

GRUPO 2,0 mM Pb 46,1 ± 3,2 ° (7) 0,095 ± 0,024 a (7) 4,68 ± 0,45 b (7)

g r u p o  4,0 mM Pb 70,8 ± 5,2 d (10) 0,165 ± 0,042 b (6) 15,25 ± 2 ,0 3 ° (10)

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. Os números entre parênteses 
representam o número de animais. A concentração de chumbo no sangue está expressa em 
pg/dl e no córtex cerebral e rim em pg/g peso úmido.
As médias que não compartilham a mesma letra são significativamente diferentes pelo teste 
do raio múltiplo de Duncan, pelo menos para p<0,05.

I.3.6.2. Chumbo nos tecidos de ratos de 1 dia de idade

Os resultados do conteúdo de chumbo nos tecidos de ratos de 1 dia de idade 

expostos indiretamente ao acetato de chumbo através de suas mães está mostrado na 

Tabela 1.15. A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo da concentação de 

chumbo na água de beber das mães sobre o conteúdo de chumbo no sangue dos ratos 

de 1 dia [F(4, 30) = 24,04, p<0,001] e no teor de chumbo encontrado no conteúdo 
estomacal (indicativo direto do teor do metal no leite) [F(3, 12) = 17,05, p<0,01], Não 

houve um efeito significativo do tratamento das mães com acetato de chumbo sobre o 

teor de chumbo atingido no cérebro total dos filhotes, ou seja, não foi evidenciado um 

acúmulo do metal no cérebro dos animais expostos no período pré-natal ao chumbo 

através do sangue materno. No rim, não houve um efeito aparente do tratamento sobre 

o acúmulo de metal no tecido, mas não foi feita análise estatística dos dados em função 

do número pequenos de amostras dosadas (n =2) (dados não mostrados).
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Tabela 1.15. Conteúdo de chumbo nos tecidos de ratos de 1 dia de idade expostos ao

acetato de chumbo através de suas mães durante o período pré-natal.

SANGUE CÉREBRO CONTEÚDO

ESTOMACAL

CONTROLE 6,6 ± 0,7 a ( 7 ) 0,050 ± 0,009 (4 ) 0,60 ± 0,01 (4 )

GRUPO 0,5 mM Pb 20,3 ± 0,9 b ( 7 ) 0,045 ± 0,009 (5) 5,32 ± 0,28 b (4 )

g r u p o  1,0 mM Pb 27,9 ± 4,8 b (8) 0,037 ± 0,008 (4 ) N.D.

g r u p o  2,0 mM Pb 44,7 ± 6,2 0 (5) 0,049 ± 0 ,0 1 0 (5) 6,50 ± 0,97 b (4 )

g r u p o  4,0 mM Pb 60,3 ± 5,7 d (8) 0,052 ± 0,008 ( 7 ) 9,73 ± 1 ,39 ° (4 )

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. Os números entre parênteses 
representam o número de amostras de diferentes ninhadas. A concentração de chumbo no 
sangue está expressa em pg/dl, no cérebro em pg/g peso úmido e no conteúdo estomacal em 
pg/g peso seco. N. D. = não determinado.
As médias que não compartilham a mesma letra são significativamente diferentes pelo teste 
do raio múltiplo de Duncan, pelo menos para p<0,05.

I.3.6.3. Chumbo nos tecidos de ratos jovens

Os resultados do conteúdo de chumbo nos tecidos de ratos de 22 a 23 dias de 

idade (jovens) expostos indiretamente ao acetato de chumbo através de suas mães 

(tanto na vida pré-natal através do sangue materno como na vida pós-natal através do 

leite materno) estão mostrados na Tabela 1.16. A ANOVA de uma via mostrou um efeito 

significativo da concentração de chumbo na água de beber das mães sobre o conteúdo 

de chumbo no sangue [F(4,18= 36,35, p<0,001], no córtex cerebral [F(4,24) = 3,85, 
p<0,05] e no rim [F(4,41) = 22,28, p<0,001], O teste post-hoc de Duncan mostrou que 

houve um aumento significativo de chumbo sangüíneo apenas nos animais expostos à 

concentração mais elevada do metal (4,0 mM de acetato de chumbo) (p<0,05), enquanto 

que no córtex cerebral houve um aumento do teor de chumbo no tecido de todos os 

grupos expostos ao metal (p<0,05) e no rim, o aumento do chumbo foi significativo nos 

grupos 1,0 (p<0,05) ,2,0 e 4,0 mM (p<0,01) em relação ao grupo controle.
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Tabela 1.16. Conteúdo de chumbo nos tecidos de ratos de 23 dias de idade expostos

ao acetato de chumbo através de suas mães.

SANGUE CÓRTEX CEREBRAL RIM

CONTROLE 5,8 ± 0,3 a (5) 0,044 ± 0,013 a (7) 0,18 ±0 ,01  a (11)

GRUPO 0,5 mM Pb 11,0 ± 0,7 a (4 ) 0,092 ± 0,018 b (6) 0,56 ± 0,04 b (8)

grupo  1,0 mM Pb 14,3 ± 0,7 a (4) 0,093 ± 0,014 b (4) 0,78 ± 0,05 b (10)

grupo  2,0 mM Pb 18,2 ±2 ,1  a (4 ) 0,088 ± 0,021 b (6) 1,23 ± 0,20 c (7)

grupo  4,0 mM Pb 50,6 ±5 ,1  b (6) 0,120 ± 0,014 b (7) 1,52 ± 0 ,1 8 ° (10)

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. Os números entre parênteses 
representam o número de amostras de diferentes ninhadas. A concentração de chumbo no 
sangue está expressa em pg/dl, no córtex cerebral e no rim em pg/g peso úmido.
As médias que não compartilham a mesma letra são significativamente diferentes pelo teste 
do raio múltiplo de Duncan, pelo menos para p<0,05.

1.3.6.4. Chumbo nos tecidos de ratos de 6 meses de idade

O conteúdo de chumbo em sangue e rim de ratos de seis meses de idade, ex­

postos ao metal desde a concepção está mostrado na Tabela 1.17. A ANOVA de uma 

via mostrou um efeito significativo da concentação de chumbo sobre o conteúdo de 

chumbo no sangue [F(4,26= 35,73, p<0,001] e no rim [F(4,28) = 150,87, p<0,001], O 

teste de Duncan revelou que todos os grupos expostos ao chumbo apresentaram um 

aumento no teor do chumbo sangüíneo e renal (pelo menos para p<0,05).
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Tabela 1.17. Conteúdo de chumbo nos tecidos de ratos de 6 meses de idade expostos

ao acetato de chumbo cronicamente.

SANGUE RIM

CONTROLE

CD ± 0,8 a (6) 0,20 ± 0,02 a (7)

GRUPO 0,5 mM Pb 41,6 ± 3,7 b (5) 1,83 ± 0,17 b (7)

g r u p o  1,0 mM Pb 49,4 ± 2,9 b (7) 11,78 ± 0 ,9 5 ° (6)

g r u p o  2,0 mM Pb 108,3 ± 12,7 c (5) 14,09 ± 1 ,15 ° (6)

g r u p o  4,0 mM Pb 112,3 ± 9,9 0 (8) 23,92 ± 1,13 d (7)

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. Os números 
entre parênteses representam o número de ratos de diferentes ninhadas. A 
concentração de chumbo no sangue está expressa em jj.g/dl e no rim em 
pg/g peso úmido.
As médias que não compartilham a mesma letra são significativamente di­
ferentes pelo teste do raio múltiplo de Duncan, pelo menos para p<0,05.

I.3.7. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre a atividade es­

pecífica da ALA-D e sobre o índice de reativação com DTT.

I.3.7.1. Em cérebro anterior de ratos

A ANOVA de uma via não revelou efeitos significativos do tratamento com ace­

tato de chumbo sobre a atividade específica da ALA-D e sobre o índice de reativação 

com DTT em cérebro anterior de ratos jovens (Figura I.5.). Por outro lado, em ratos de 6 

meses de idade a ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do tratamento com 

acetato de chumbo sobre a atividade específica da ALA-D de cérebro anterior [F(2,14) = 

5,26, p<0,05] (Figura I.5.). O teste de Duncan revelou que o efeito foi signficativo no 

cérebro anterior, porque o grupo de animais expostos a 4,0 mM de acetato de chumbo 

apresentou uma atividade específica da ALA-D inferior a do grupo controle (p<0,05) 

(Figura I.5.). Nos ratos de 6 meses de idade também houve um efeito significativo do 

tratamento sobre o índice de reativação com DTT [F(2,14) = 7,62, p< 0,01] (Figura I.6.).
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Figura 1.5. Atividade da ALA-D em cérebro anterior de ratos jovens (21 a 22 dias de idade) e 
adultos (6 meses de idade) tratados com acetato de chumbo 0,5 mM ou 4,0 mM, conforme consta 
no Material e Métodos. Os resultados estão expressos como média + erro padrão (n = 5 a 8).
* p<0,05 quando comparado ao grupo controle na respectiva idade pelo teste do raio múltiplo de 
Duncan.
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Figura 1.6. índice de reativação com DTT em cérebro anterior de ratos jovens (21 a 22 dias de 
idade) e adultos (6 meses de idade) tratados com acetato de chumbo 0,5 mM ou 4,0 mM, confor­
me consta no Material e Métodos. Os resultados estão expressos como média + erro padrão (n = 
5 a 8).
** p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio múltiplo de Duncan.
# p<0,05 quando comparado ao índice de reativação do grupo controle em rato jovem pelo teste t 
de Student para amostras não pareadas.

13.7.2. Em cerebelo de ratos

A ANOVA de uma via não revelou efeitos significativos do tratamento com ace­

tato de chumbo sobre a atividade específica da ALA-D e sobre o índice de reativação 

com DTT em cerebelo de ratos jovens (Figura I.7.). Em ratos de seis meses de idade, a 

ANOVA mostrou um efeito significativo do tratamento sobre o índice de reativação 
[F(2,13) = 4,75, p<0,05], mas não sobre a atividade específica da enzima. O teste post- 

hoc de Duncan mostrou que o índice de reativação com DTT no cerebelo foi maior no 

grupo 4,0 mM em relação ao grupo controle (p<0,05) (Figura I.8.).
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Figura I.7. Atividade da ALA-D em cerebelo de ratos jovens (21 a 22 dias de idade) e adultos (6 
meses de idade) tratados com acetato de chumbo 0,5 mM ou 4,0 mM, conforme consta no Mate­
rial e Métodos. Os resultados estão expressos como média + erro padrão (n = 5 a 8).
Não houve diferença significativa entre os grupos pela análise de variância de uma via.

46



o
o
CT3>
C O

2
0“O
0o
TDc

J o v e m

c o n t r o l e

A d u l t o

0 , 5  m M 4 , 0  m M

Figura 1.8. índice de reativação com DTT em cerebelo de ratos jovens (21 a 22 dias 
de idade) e adultos (6 meses de idade) tratados com acetato de chumbo 0,5 mM ou
4,0 mM, conforme consta no Material e Métodos. Os resultados estão expressos 
como média + erro padrão (n = 5 a 8).
* p<0,05 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

I.3.7.3. Em rim de ratos

A ANOVA de uma via revelou que não houve um efeito significativo do trata­

mento com acetato de chumbo sobre a atividade específica da ALA-D renal em ratos 

jovens (Figura I.9.). No entanto, evidenciou-se um efeito significativo do tratamento com 

acetato de chumbo sobre o índice de reativação com DTT em rim de ratos jovens 

[F(2,12) = 4,71, p<0,05] (Figura 1.10.). Em ratos de seis meses de idade a ANOVA de 

uma via mostrou um efeito significativo do tratamento sobre a atividade específica da 

ALA-D renal [F(2,13) = 18,45, p<0,001], O teste de Duncan revelou que o efeito foi sig­

nificativo porque houve um decréscimo da atividade da enzima em ambos os grupos ex­

postos ao metal (p<0,01) quando comparado ao grupo controle (Figura I.9.). De forma 

semelhante, houve um efeito significativo do tratamento com acetato de chumbo sobre o 

índice de reativação com DTT no rim de ratos de seis meses [F(2,13) = 11,61, p<0,01] 

(Figura 1.10.). O teste de Duncan mostrou que este parâmetro foi maior nos grupos 0,5
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e 4,0 mM em relação ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) (Figura

1.10.).

Figura I.9. Atividade da ALA-D em rim de ratos jovens (21 a 22 dias de idade) e adultos (6 meses 
de idade) tratados com acetato de chumbo 0,5 mM ou 4,0 mM, conforme consta no Material e 
Métodos. Os resultados estão expressos como média + erro padrão (n = 4 a 6).
** p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio múltiplo de Duncan.
# p<0,01 quando comparado à atividade específica do grupo controle em rato jovem pelo teste t 
de Student para amostras não pareadas.
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Figura 1.10. índice de reativação com DTT em rim de ratos jovens (21 a 22 dias de idade) e 
adultos (6 meses de idade) tratados com acetato de chumbo 0,5 mM ou 4,0 mM, conforme consta 
no Material e Métodos. Os resultados estão expressos como média + erro padrão (n = 4 a 6).
* p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

I.4. DISCUSSÃO

1.4.1. Parâmetros gerais relacionados à intoxicação dos animais

1.4.1.1. Desenvolvimento dos animais

O protocolo de exposição ao acetato de chumbo utilizado no presente trabalho 

não causou alterações no ganho de peso das ratas mães (nas fases pré-acasalamento, 

gestação e lactação) (Tabelas I.2. e I.3.) e dos seus filhotes durante a lactação (Tabela

I.4.) ou dos ratos após o desmame que foram mantidos com o tratamento com acetato 

de chumbo até a idade adulta (Tabela I.5.). Este resultado é importante de ser conside­

rado, uma vez que o modelo de intoxicação usado não estava associado com desnutri­

ção dos animais. Diminuições de ganho de peso corporal associadas à exposição ao 

chumbo eram achados freqüentes nos trabalhos da literatura da década de 70 e 80,
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quando concentrações elevadas de chumbo eram utilizadas nos modelos com animais 

experimentais, mas ainda ocorre com menor freqüência em trabalhos mais recentes 

(Silbergeld & Goldberg, 1973, 1974; Mykkanen et al., 1979; Rafales et al., 1979; 

Lefauconnier et al., 1980; Alfano & Petit, 1981, 1985; Rosen et al., 1985; Kumar & Desi- 
raju, 1990; Epstein et al., 1991). Contudo, atualmente tem sido dada atenção especial a 

exposição de animais experimentais a baixas doses de chumbo, tanto em animais jo­

vens como em adultos. Nestes trabalhos, de forma semelhante ao nosso estudo, não 

são observadas alterações no ganho de peso dos animais tratados com chumbo (Munoz 

et al., 1989; Widmer et al., 1992; Bielarczyk et al., 1994).

A diminuição da ingesta líquida observada nas ratas expostas ao acetato de 

chumbo na fase do pré-acasalamento (Tabela 1.1.) está de acordo com relatos da litera­

tura de que o chumbo causa uma inibição do consumo hídrico em ratos (Rafales et al., 

1979; Fregoneze et al., 1994). Contudo, esta redução não foi suficiente para alterar o 

peso das ratas (Tabela I.2.). O tratamento com acetato de chumbo também não provo­

cou alteração no número de filhotes por ninhada (Tabela I.6.), conforme relatado em 

trabalhos que utilizaram baixas doses de chumbo (Baraldi et al., 1985; Widmer et al., 

1992; Jett & Guilarte, 1995).

Outro parâmetro que tem sido utilizado na literatura para avaliar uma intoxicação 

com chumbo tem sido a avaliação do peso do cérebro total e/ou das estruturas cerebrais 

em animais expostos a este metal. Estes parâmetros foram afetados em estudos que 

empregaram doses elevadas de chumbo (Kumar & Desiraju, 1990; Epstein et al., 1991). 

É sabido que no rato o cerebelo apresenta uma neurogênese que se inicia na metade 

da gestação e se prolonga até as primeiras semanas de vida pós-natal, sendo uma es­

trutura bastante vulnerável a xenobióticos durante o desenvolvimento. Em nosso estudo, 

assim como nos estudos que usaram baixas doses de chumbo (Munoz et al., 1989; 

Cory-Slechta, 1990; Widmer et al., 1991), não foram afetados os pesos do cérebro ante­

rior, córtex cerebral ou cerebelo em ratas mães, ratos jovens, ou ratos de 6 meses de 

idade expostos ao chumbo (Tabelas I.7., I.8. e I.9., respectivamente), assim como o 

peso relativo das referidas estruturas (razão peso da estrutura/peso corporal) (Tabelas

I.7., I.8. e I.9.). O peso do cérebro total de ratos de 1 dia de idade também não foi alte­

rado pelo tratamento (Tabela I.6.). Estes resultados indicam que o protocolo de exposi­

ção usado é adequado, no sentido de não provocar alterações anatômicas grosseira­

mente mensuráveis no SNC.
Ao contrário dos resultados de ausência de alterações anatômicas grosseiras no 

cérebro de ratos expostos ao chumbo observadas no presente trabalho, houve um au­
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mento da razão peso seco ou peso úmido renal/ peso corporal nas ratas mães, nos ra­

tos jovens e nos ratos de 6 meses de idade (Tabelas 1.10., 1.11. e 1.12., respectivamen­

te), o qual sugere uma proliferação celular no rim induzida pelo chumbo (Choie & Ri- 

chter, 1974), pois o referido aumento não foi devido a um aumento no conteúdo de água 

neste órgão. Isto pode ser devido ao grande acúmulo de chumbo observado neste teci­

do no presente estudo. Estes resultados estão de acordo com dados da literatura que 

indicam que o rim é um dos principais órgãos alvo para o chumbo (Nolan & Shaikh, 

1992).

1.4.1.2. Parâmetros hematológicos

A ausência de alterações nos níveis de hemoglobina, hematócrito e contagem de 

leucócitos observada nos ratos jovens expostos pré- e pós-natalmente ao chumbo 

(Tabela 1.13.) está de acordo com trabalhos anteriores que expuseram ratos a baixas 

doses de chumbo através de suas mães (Roels et al., 1977). Por outro lado, a diminui­

ção da hemoglobina e do hematócrito observada nas ratas mães cronicamente expostas 

a este metal difere do trabalho de Roels et al. (1977), onde não foram relatadas altera­

ções nestes parâmetros, mas está de acordo com o estudo de Jehan & Motlag (1994), 

no qual foi relatado uma redução no nível de hemoglobina em ratos adultos expostos ao 

chumbo. Contudo, no referido estudo existiram diferenças em relação aos resultados 

aqui mostrados, pois a redução observada por Jehan & Motlag (1994) neste parâmetro 

foi de maior ordem (em torno de 25%) do que no nosso trabalho (em torno de 10%) e 

também houve um aumento no número de leucócitos não observado no nosso trabalho. 

A redução no hematócrito e na hemoglobina pode ser devido ao fato do chumbo diminuir 

o tempo de vida dos eritrócitos e de afetar a biossíntese do heme na medula (Al-Saleh,

1994), causando uma anemia. Nossos resultados indicam que níveis de chumbo san­

güíneos relativamente altos são necessários para afetar estes parâmetros hematológi­

cos em ratos, uma vez que somente foram detectadas alteraçõs hematológicas nos gru­

pos 2,0 e 4,0 mM (ratas mães), os quais apresentaram níveis de chumbo no sangue de 

46,1 pg/dl e 70,8 pg/dl, respectivamente. Os resultados obtidos com ratas mães concor­

dam com a observação de que uma redução da hemoglobina e anemia ocorre em adul­

tos com níveis de chumbo sangüíneos de 50 a 80 pg/dl (Philip & Gerson, 1994).

1.4.2.Conteúdo de chumbo nos tecidos

A análise do conteúdo de chumbo nos tecidos demonstrou que os ratos de 1 dia 

de idade não acumularam chumbo no cérebro total (Tabela 1.15.). Este foi um achado 

interessante, pois se considerarmos que a neurotoxicidade do chumbo está relacionada
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ao acúmulo deste metal no SNC, o modelo de exposição usado no presente estudo não 

pode ser considerado como um modelo de intoxicação cerebral pré-natal. Contudo, ain­

da é possível que o chumbo acumule-se somente em regiões específicas do cérebro no 

embrião e que a determinação do chumbo no cérebro total não revele tal acúmulo regio­

nal. Os estudos iniciais da literatura que tratavam de exposição de ratos ao chumbo, 

demonstraram que o chumbo acumulava-se seletivamente no hipocampo, na amígdala e 

no cerebelo (Fjerdingstad et al., 1974; Campbell et al., 1982). No entanto, em um estudo 

recente Widzowski & Cory-Slechta (1994) relataram que não havia um acúmulo seletivo 

de chumbo em regiões cerebrais, trabalhando com ratos adultos expostos a baixas do­

ses deste metal na água de beber. Estes autores, inclusive, discutiram que parte do 

acúmulo diferencial encontrado em trabalhos anteriores podia ser devido ao fato de al­

guns pesquisadores expressarem seus resultados em pg/g peso seco e não jxg/g de 

peso úmido como parece ser mais adequado. Inclusive, este procedimento de expres­

sar os resultados das dosagens do metal nos tecidos em pg/g de peso úmido foi adota­

do no nosso estudo. Os nossos resultados demonstraram que houve um aumento es­

pecífico de chumbo no sangue dos ratos de 1 dia de idade (Tabela 1.15.). Isto é compa­

tível com a observação de que o chumbo atravessa a placenta (McCIain & Becker, 1975; 

Lauwerys et al., 1978; Schweinsberg & von Karsa, 1990) e tem uma distribuição não 

usual no embrião, caracterizada por um marcante acúmulo quase que exclusivamente 

no sangue (Danielsson et al., 1984). Os níveis de chumbo observados nos ratos de 1 dia 

são muito semelhantes aos níveis atingidos no sangue materno (Tabelas 1.15. e 1.14., 

respectivamente), o que está de acordo com os dados da literatura para humanos 

(Mayer-Popken et al., 1986; Schweinsberg & von Karsa, 1990) e para ratos (McGivern et 

al., 1991). Os níveis de chumbo no rim dos filhotes de 1 dia foi determinado em um pe­

queno número de amostras, o que impediu uma análise estatística adequada dos dados 

(dados não mostrados). Mesmo assim, os resultados parecem apontar para a inexistên­

cia de um acúmulo de chumbo neste tecido.

Com a término do período de lactação, o padrão de distribuição de chumbo nos 

tecidos foi um pouco alterado. A análise dos níveis de chumbo atingidos no sangue em 

ratos jovens (Tabela 1.16.) indicou que os mesmos diminuíram levemente comparado 

aos níveis observados nos filhotes de 1 dia. Por outro lado, houve um aumento no teor 
do metal encontrado no cérebro (córtex cerebral) de cerca de 2 a 3 vezes, bem como um 

aumento no rim que variou de 3 a 8 vezes (Tabela 1.16.) comparado ao teor observado 

em animais de 1 dia de idade (1.15.). Os altos níveis de chumbo encontrados nos tecidos 

dos ratos jovens parecem estar relacionados ao alto nível de chumbo observado no leite
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materno (conteúdo estomacal dos ratos de 1 dia de idade) (Tabela 1.15.). A transferên­

cia de chumbo da mãe para o recém-nascido durante a lactação tem sido demonstrado 

em humanos (Wolff, 1983; Rabinowitz et al., 1985) e animais experimentais (Bornschein 

et al., 1977; Hallén & Oskarsson, 1993). Esta transferência pode estar relacionada à 
mobilização do chumbo do tecido ósseo (Silbergeld, 1986). Os níveis de chumbo san­

güíneos encontrados nos ratos de 23 dias de idade (11 a 50 pg/dl) (Tabela 1.16.) estão 

na faixa daqueles associados com alterações comportamentais em crianças (Davis et al. 

1990). Tais níveis não são incomuns em crianças de muitas comunidades urbanas dos 

E.U.A. e Europa (Bithoney et al., 1993, Englert & Hõring, 1994, Wiley et al., 1995). O 

nível de chumbo sangüíneo encontrado no grupo de ratos expostos a 0,5 mM de acetato 

de chumbo através das mães (11 pig/dl) (Tabela 1.16.) é semelhante ao limite de segu­

rança (10 pg/dl) recentemente estabelecido pelo “Center for Disease Control” para crian­

ças (Silbergeld, 1992).

Embora seja usual a comparação entre os níveis de chumbo sangüíneo atingidos 

em crianças e em animais experimentais, salientamos que esta comparação deve ser 

feita sempre com cautela. Os ratos parecem ser mais resistentes à toxicidade provocada 
por altas doses de chumbo do que os humanos. Por exemplo, o nível de chumbo 

sangüíneo necessário para causar uma encefalopatia em crianças é cerca de 80 pg/dl, 

enquanto que no rato jovem a intoxicação por chumbo deve produzir um nível em torno 

de 300 pg/dl para causar um efeito similar (Cory-Slechta et al., 1985). Algumas evidên­

cias, contudo, mostram que exposições a baixos níveis de chumbo, as quais produziram 

níveis de chumbo sangüíneo equiparáveis, causaram alterações comportamentais se­

melhantes tanto em ratos como em humanos (Annau, 1990; Davis et al., 1990).

Foi observado um grande acúmulo de chumbo no rim das ratas mães intoxicadas 

com chumbo (Tabela 1.14.), bem como nos ratos de seis meses de idade cronicamente 

expostos ao metal (Tabela 1.17.), o que está em concordância com outros estudos que 

mostram que este órgão é um grande acumulador de chumbo (Roels et al., 1977; Cory- 

Slechta, 1990). Estes resultados demonstram que o modelo de exposição ao chumbo 

empregado foi eficaz em produzir uma intoxicação.

I.4.3. Atividade da ALA-D

Neste trabalho foi determinada a atividade da enzima ALA-D em cérebro anterior, 

cerebelo e rim de ratos. A atividade da ALA-D nestes tecidos parece não ser inibida pelo 

chumbo, no caso de exposição de animais experimentais a este metal in vivo 

(Oskarsson & Fowler, 1985,1987; DuVal & Fowler, 1989). Os objetivos eram verificar se
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a referida insensibilidade ocorreria mesmo mediante uma exposição prolongada ao 

acetato de chumbo e se a utilização do índice de reativação da enzima com DTT poderia 

ser eficiente para detectar um efeito do metal.

A medida da atividade específica da ALA-D de cérebro anterior, cerebelo e rim de 

ratos expostos ao chumbo não pode ser considerada um eficiente parâmetro para a 

avaliação da toxicidade do chumbo, pois não houve um efeito consistente do metal so­

bre este parâmetro. Por outro lado, o índice de reativação com DTT foi um melhor parâ­

metro da intoxicação por chumbo. Pode-se afirmar isto, uma vez que o índice de reativa­

ção revelou um efeito do chumbo não aparente na atividade específica no cerebelo de 

ratos de 6 meses e no rim de ratos jovens expostos ao metal (Figuras 1.8. e 1.10., res­

pectivamente). Um resultado semelhante a este foi previamente relatado na literatura, 

em ALA-D de sangue humano, no que diz respeito a maior eficiência com DTT para ava­

liação da intoxicação com chumbo (Granick et al., 1973; Sakai et al., 1980).

O índice de reativação com DTT da atividade da enzima ALA-D cerebral (cérebro 

anterior e cerebelo) de ratos de 6 meses de idade expostos ao chumbo desde a vida 

pré-natal foi significativamente aumentado no grupo exposto à dose mais elevada de 

acetato de chumbo (4, 0 mM) (Figuras I.6. e I.8., respectivamente). Por outro lado, a 

atividade da ALA-D cerebral de ratos jovens expostos ao chumbo desde a vida pré-natal 

não foi significativamente alterada pelo tratamento com o metal (Figuras I.6. e I.8.). Po­

demos comparar nossos resultados com os de Oskarsson (1989), o qual verificou que 

ratos desmamados expostos ao chumbo através da água de beber das mães (12,0 mM 

de chumbo) durante os períodos de gestação e lactação não apresentaram alterações 

na atividade da ALA-D cerebral. No referido estudo os ratos apresentaram níveis de 

chumbo sangüíneos bastante elevados: 147 jxg/dl de sangue. O nível da intoxicação dos 

ratos desmamados era superior ao atingido no nosso trabalho (faixa de aproximada­

mente 10 a 44 ^g Pb/dl de sangue, para os grupos 0,5 e 4,0 mM respectivamente). Por 

outro lado, o nível de chumbo sangüíneo era similar ao nosso resultado com ratos de 6 

meses de idade do grupo 4,0 mM. Desta forma, parece que uma exposição prolongada 

ao chumbo é necessária para causar um efeito sobre a ALA-D cerebral. Ainda podemos 

acrescentar que a insensibilidade da ALA-D cerebral ao chumbo relatada na literatura 

(Silbergeld & Lamon, 1982; Oskarsson, 1989; Rocha et al., 1995) parece ser relativa, 
pois no presente trabalho evidenciamos uma inibição desta enzima em um tratamento 

no qual os ratos apresentaram uma alta concentração de chumbo no sangue, mas não 

mostraram sinais evidentes de toxicidade como desnutrição. Além disto, a fonte da en­

zima parece ser importante no que concerne sua sensibilidade ao chumbo, pois a ALA-D
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de hemisfério cerebral e cerebelo de patos intoxicados com chumbo mostrou-se bas­

tante sensível à inibição por este metal (Dieter & Finley, 1979).

A inibição da ALA-D renal ocorreu principalmente nos ratos de 6 meses de idade 

cronicamente expostos ao chumbo (Figuras I.9. e 1.10.). Este resultado está em desa­

cordo com o estudo de Fowler et al. (1980), o qual não encontrou alterações na 

atividade da ALA-D renal em ratos tratados com chumbo desde a concepção até 9 me­

ses de idade. No entanto, os níveis de chumbo renais atingidos no presente trabalho são 

superiores aos do estudo de Fowler et al. (1980). A ação do chumbo sobre a ALA-D re­

nal nos ratos jovens foi evidenciada pelo aumento do índice de reativação com DTT no 

grupo exposto à dose mais elevada de chumbo, mas nenhum efeito foi observado no 

grupo 0,5 mM (Figura 1.10.). A parcial ausência de efeito nos ratos jovens pode ser 

devido ao menor teor de chumbo renal nestes animais (Tabela 1.16.) quando comparado 

aos valores obtidos em ratos de 6 meses de idade (Tabela 1.17.). Além disto, existe a 

possibilidade da ocorrência de corpúsculos de inclusão nos rins dos animais expostos 

durante a gestação e lactação ao chumbo, o que diminuiria a concentração citosólica de 

chumbo (Goyer et al., 1970), protegendo a ALA-D da inibição pelo metal. Oskarsson & 

Johansson (1987) observaram que corpúsculos de inclusão foram formados nos rins de 

filhotes de ratos expostos ao chumbo através de suas mães durante a gestação e lacta­

ção. Por outro lado, tem sido relatado a não ocorrência destes corpúsculos em casos de 

exposição prolongada ao chumbo (Nolan & Shaikh, 1992).

Uma observação interessante é que o índice de reativação com DTT foi significa­

tivamente maior no cérebro anterior de ratos de seis meses de idade do grupo controle 

do que na respectiva estrutura nos ratos jovens (teste t de Student não pareado, 

p<0,001, Figura I.6.). Também foi observado um índice de reativação com DTT um 

pouco maior, porém de forma não estatisticamente significativa, no cerebelo e no rim 

dos ratos de seis meses, em relação aos ratos jovens (Figuras I.8. e 1.10., respectiva­

mente). Este conjunto de resultados pode ser devido ao fato que o DTT restaura não 

apenas a atividade da ALA-D inibida por chumbo, mas também a atividade da ALA-D 

inibida por oxidação de grupos sulfidrila, não relacionado ao efeito do metal sobre a en­

zima (Sakai et al., 1980). Tem sido relatado que os mecanismos de defesa antioxidante 

estão reduzidos com a idade, sendo relatado que o nível da glutationa no cérebro en­
contra-se diminuído em animais idosos (Benzi et al., 1988; Reiter, 1995). Isto poderia 

ajudar a explicar os nossos resultados de reativação diferencial com o DTT em função 

da idade dos animais controle.
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A maior atividade da ALA-D renal em relação à atividade da ALA-D cerebral em 

ratos observada no presente trabalho (Figura 1.9. x Figuras 1.5. e 1.7.) não entra em de­

sacordo com a observação de que em mamíferos os tecidos que apresentam maior 

atividade enzimática são fígado, rim e os tecidos hematopoiéticos (Gibson et al., 1955). 

Também a maior atividade específica da ALA-D cerebelar e renal observada nos ratos 

jovens em relação a atividade específica dos ratos adultos (Figuras I.7. e I.9., respecti­

vamente) é condizente com a observação de que a atividade específica da ALA-D em 

alguns tecidos de ratos jovens é maior do que em ratos adultos (Sassa, 1982).
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CAPÍTULO II - ESTUDO DE ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS 

ASSOCIADAS À EXPOSIÇÃO AO ACETATO DE CHUMBO EM 

RATOS

11.1.INTRODUÇÃO

11.1.1. Estudos comportamentais em animais expostos ao chumbo

O sistema nervoso tem a capacidade de alterar seu funcionamento diante da re­

petição de situações semelhantes e da ocorrência de situações novas. O aprendizado 

relaciona-se ao novo padrão funcional criado no sistema nervoso como conseqüência de 
uma situação nova ou repetida (Izquierdo, 1992). O termo memória está intimamente 

relacionado ao aprendizado. A memória relaciona-se à habilidade de adquirir, reter e 

usar informações ou conhecimentos. A diferença básica entre o aprendizado e a 

memória reside no fato de que o termo aprendizado é usado para designar o primeiro 

estágio da memória, a aquisição de novas informações, enquanto a memória com­

preende também a retenção e a evocação de informações ou conhecimentos previa­

mente adquiridos (Izquierdo et al., 1990, Izquierdo, 1992,1993). Nos modelos experimen­

tais de aprendizado e memória só pode ser medido a evocação. Os processos de 

aquisição e retenção devem ser presumidos (Izquierdo, 1992).

A realização de tarefas comportamentais em animais experimentais é freqüente­

mente utilizada para avaliar a funcionalidade do SNC e tem sido usada para estudar 

efeitos adversos de agentes químicos e/ou físicos sobre organismos (World Health 

Organization, 1986). Considerando que o comportamento é o produto final da atividade 

do sistema nervoso, o qual pode ser inclusive afetado pelo funcionamento de outros 

sistemas, alterações causadas por agentes tóxicos pode refletir-se em alterações com­

portamentais. Tem sido demonstrado que uma série de agressões (desnutrição, agentes 

tóxicos) ao SNC, especialmente durante o período perinatal, se manifesta por distúrbios 

de comportamento (Strupp & Levitsky, 1983; Rocha & Vendite, 1990; Souza et al., 1992; 

Cagiano et al., 1990; Davis et al., 1990).
Os efeitos comportamentais do chumbo têm sido extensivamente estudados ao 

longo das últimas três décadas, principalmente utilizando ratos como animais experimen­

tais (Davis et al., 1990). Os primeiros estudos realizados neste sentido utilizavam doses 

muito elevadas de chumbo, as quais estavam sempre associadas à desnutrição e/ou
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modificações morfológicas bem evidentes (Sauerhoff & Michaelson, 1973; Silbergeld & 

Golberg, 1973, 1974; Petit & Alfano, 1979; Alfano & Petit, 1981). Tais resultados devem, 

portanto ser vistos sob esta óptica, ou seja, o efeito atribuído ao tratamento com chumbo 

pode ser devido, pelo menos em parte, aos efeitos da desnutrição associada ao trata­

mento.

Nas últimas duas décadas começou-se a investigar os efeitos de doses baixas 

de chumbo sobre diferentes tarefas comportamentais em animais experimentais. Estes 

estudos envolvendo baixas doses de chumbo passaram a ser empregados tendo em 

vista que em crianças foram observadas alterações comportamentais associadas com 

um nível baixo de exposição a este metal (Davis et al., 1990).

Em animais experimentais, os estudos comportamentais associados à exposição 

ao chumbo têm sido realizados em uma grande variedade de modelos de exposição ao 

metal. Na maior parte dos estudos da literatura, a exposição ao chumbo ocorre durante 

a vida pré-natal (através de tratamento das mães com chumbo durante todo o período 

gestacional) e/ou durante o período lactacional (Grant et al., 1980; Barret & Livesey, 

1985; Baraldi et al., 1988; Munoz et al., 1989; Luthman et al., 1992; Widmer et al.,

1992). Nestas fases, o cérebro está sob intenso desenvolvimento (Bayer et al., 1993) e 

está, desta forma, mais suscetível a ser afetado por agentes neurotóxicos, incluindo o 

chumbo (Kostial et al., 1978; Rocha et al., 1995). Alguns estudos estendem ainda o tra­

tamento com chumbo até a vida adulta (Dolinsky et al., 1983; Munoz et al., 1988). Em 

alguns trabalhos, entretanto, a exposição ao metal se inicia na vida adulta (Burright et 

al., 1983; De Luca et al., 1989; Burkey & Nation, 1994) e, em outros, a exposição inicia- 

se após o desmame (Cory-Slechta et al., 1981,1983, 1985; Cohn et al., 1993; Cohn & 

Cory-Slechta, 1994).

Apesar da grande quantidade de estudos que estudam os efeitos comportamen­

tais do chumbo na fase de desenvolvimento cerebral, as comparações entre os resulta­

dos relatados na literatura produzem dados conflitantes. Na verdade, em alguns casos 

as comparações entre os estudos ficam prejudicadas devido à falta de determinações 

dos níveis de chumbo sangüíneos e/ou cerebrais em alguns destes estudos (Alfano & 

Petit, 1981; Dolinsky et al., 1983; Baraldi et al., 1988). Além disto, as comparações não 

são muito adequadas quando a exposição ao chumbo está associada com desnutrição 
ou grandes alterações morfológicas. Isto era freqüente nos estudos iniciais que tratavam 
dos efeitos comportamentais do chumbo, mas ainda está presente em alguns estudos 

da última década (Sauerhoff & Michaelson, 1973; Rosen et al., 1985; Draski et al., 1989; 

Kumar & Desiraju, 1990; Hahn et al., 1991).
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Um dos aspectos mais estudados é o efeito da exposição ao chumbo sobre a 

atividade locomotora espontânea de roedores (Davis et al., 1990). Para este fim, tem 

sido utilizado tanto a medida da locomoção em caixas automáticas como a avaliação do 

animal no campo aberto. Nas caixas automáticas o animal é observado por períodos de 

tempo maiores do que no campo aberto, geralmente durante 24 horas, permitindo a de­

tecção de alterações associadas ao ritmo circadiano do animal (Collins et al., 1984). No 

campo aberto normalmente o tempo de observação do animal fica na faixa de 2 a 10 

minutos e avalia-se principalmente a atividade locomotora horizontal, ou seja, as respos­

tas de cruzamentos, e a atividade locomotora vertical, que são as respostas de orienta­

ção (“rearing”) efetuadas pelo animal (Driscoll & Stegner, 1978; Barret & Livesey, 1985; 

Luthman et al., 1992). A medida das respostas de cruzamento e, principalmente, das 

respostas de orientação realizadas pelos animais em duas ou mais sessões idênticas, 

consecutivas (com intervalo de geralmente 24 horas) no campo aberto possibilita anali­

sar a habituação do animal ao ambiente novo (Netto et al., 1986). A habituação diz re­

speito à diminuição da resposta comportamental após a exposição repetida ao mesmo 

estímulo, no caso o ambiente novo (0 ’Keefe & Nadei, 1978) e, por envolver um aprendi­

zado não essencial, é considerada por alguns pesquisadores como sendo bastante 

adequada para avaliar déficits cognitivos sutis (Strupp et al., 1984; Dutra et al., 1991).

Em relação aos resultados de atividade locomotora apresentados pelos animais 

intoxicados por chumbo, tem sido relatados tanto hiperatividade (Sauerhoff & Michael- 

son, 1973; Silbergeld & Golberg, 1973 e 1974; Winneke et al., 1977; Driscoll & Stegner, 

1978; Petit & Alfano, 1979; Jason & Kelog, 1981; Barret & Livesey, 1985; Baraldi et al., 

1985), ausência de efeito do chumbo sobre este parâmetro (Rafales et al., 1979; Grant 

et al., 1980; Jason & Kelog, 1981; Munoz et al., 1989) ou até mesmo hipoatividade 

(Dolinsky et al., 1983; Luthman et al., 1992).

Muitos dos trabalhos que estudaram o comportamento de ratos expostos ao 

chumbo no campo aberto não realizaram a análise da memória de habituação no campo 

aberto nos animais expostos ao chumbo. Este ponto merece ser enfatizado, pois a 

memória é uma expressão das funções cognitivas (Izquierdo, 1994).

É sabido que a função cognitiva é alterada pela exposição ao chumbo. Tem sido 

demonstrado que animais intoxicados com este metal, principalmente durante o período 

perinatal, apresentam comprometimento no desempenho de várias tarefas comporta- 
mentais que avaliam aprendizado e memória, a saber: aprendizado em caixas de 

Skinner (condicionamento operante) (Cory-Slechta et al., 1981, 1983, 1985), compor­

tamento de alternar espontâneo (Kostas et al., 1976; Barret & Livesey, 1985), labirinto
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radial (Alfano & Petit, 1981; Munoz et al., 1988), aprendizado latente (Massaro & Mas- 

saro, 1986), esquiva passiva (Alfano & Petit, 1981) e esquiva ativa (Altmann et al.,

1993). Contudo, também já foram relatados estudos em animais expostos ao chumbo, 

nos quais não foram observados déficits de aprendizado (Brown et al., 1971; Winneke et 

al., 1982; Rosen etal., 1985).

A tarefa de esquiva ativa envolve um aprendizado associativo e baseia-se nas 

clássicas técnicas de condicionamento inicialmente descritas por Pavlov. Esta tarefa en­

volve um estímulo condicionado ou neutro (aquele que normalmente não produz uma 

resposta por si só), tal como um tom, o qual precede um estímulo não condicionado, que 

normalmente é um choque elétrico nas patas do animal. Através de pareamentos repeti­

dos, o estímulo condicionado vem a produzir uma resposta condicionada (Kupfermann & 

Kandel, 1995). O animal neste tipo de tarefa deve aprender a esquivar-se do choque 

elétrico, associando o tom com o choque. Ao contrário da tarefa de campo aberto, a 

tarefa de esquiva ativa é aversiva por envolver um estímulo doloroso que é o choque 

elétrico nas patas do animal. Alguns estudos sugerem que os efeitos comportamentais 

do chumbo seriam manifestados principalmente em situações aversivas, estressantes 

e/ou causadoras de medo (Barret & Livesey, 1985; Engellener et al., 1986). Existem 

poucos estudos na literatura a respeito dos efeitos da exposição ao chumbo sobra a 

tarefa de esquiva ativa (Sobotka & Cook, 1974; Alfano & Petit, 1981; Winneke et al., 

1982; Altmann et al., 1993). Os resultados destes estudos demonstram ausência de 

efeito do metal (Alfano & Petit, 1981), facilitação (Winneke et al., 1982) ou déficits 

(Sobotka & Cook, 1974; Altmann et al., 1993) de desempenho da tarefa. Desta forma, 

considerando os resultados conflitantes da literatura, os efeitos do chumbo sobre o 

comportamento de animais experimentais nesta tarefa merece maior investigação.

A tarefa de aprendizado latente têm sido proposta como útil no sentido de detec­

tar déficits cognitivos sutis em roedores submetidos a insultos tais como desnutrição ou 

exposição a metais (Mello et al., 1989). Nesta tarefa o aprendizado é manifestado sem 

estar associado com qualquer reforço relevante durante uma experiência de aprendi­

zado não apetitiva prévia (Massaro & Massaro, 1986). Tipicamente, permite-se uma ex­

ploração livre de um labirinto ao animal saciado, o qual não recebe nenhum reforço du­

rante a exposição. Após deprivado de alimento, o animal é reexposto ao mesmo labirinto 

com comida e seu desempenho é comparado com um grupo de animais que não teve 

experiência prévia no labirinto para demonstrar o efeito do aprendizado latente. Esta 

tarefa baseia-se no fato de que os roedores são capazes de adquirir e reter informação
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sobre relações espaciais em labirintos e usar esta informação “latente” para aprendi­

zados subseqüentes (World Health Organization, 1986).

11.1.2. Objetivos

Este capítulo tem o objetivo de:

1. Examinar os efeitos da exposição perinatal a baixas doses de chumbo sobre o com­

portamento em um campo aberto e na tarefa de esquiva ativa em ratos jovens, em face 

de resultados contraditórios a cerca dos efeitos do chumbo sobre estas tarefas compor- 

tamentais.

2. Verificar se a exposição prolongada ao chumbo produz alterações na tarefa de 

aprendizado latente em ratas adultas.

11.2.MATERIAL E MÉTODOS

11.2.1. Equipamentos

Caixa de condicionamento automatizada - Albarsh 

Caixa para habituação ao campo aberto 

Labirinto para a tarefa de aprendizado latente

11.2.2.Tratamento dos animais

O tratamento dos animais foi realizado conforme consta na pg. 14 do capítulo I. A 

exposição ao chumbo através da mãe é um modelo animal adequado, uma vez que em 

se tratando de exposição ao chumbo no ser humano, a gestante é a fonte mais provável 
de contaminação por este metal em lactentes (Silbergeld, 1986). Além disto, conforme 

comentado no Capítulo I, o modelo de exposição com baixas doses de chumbo empre­

gado não causou desnutrição nos animais. Isto é importante no sentido de evitar uma 

variável adicional que dificultaria a interpretação dos resultados comportamentais.

11.2.3.Tarefas comportamentais

11.2.3.1. Em ratos jovens

Para a avaliação comportamental dos ratos expostos no período perinatal ao 

chumbo, desde a concepção até o desmame ou até a idade de 28 dias, foram utilizadas 

duas tarefas comportamentais: habituação a um campo aberto e esquiva ativa, respecti-
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vãmente. Para este protocolo de estudo comportamental foram utilizados os grupos: 

controle, 0,5, 2,0 e 4,0 mM de acetato de chumbo. Todas as sessões foram conduzidas 

no horário compreendido entre 13:00 e 16:00 h. Foram utilizados um a três ratos machos 

de cada ninhada e, quando mais de um rato da mesma ninhada foi usado, a média do 

desempenho dos animais foi utilizada para as análises estatísticas.

Habituação a um campo aberto- foi realizada em ratos Wistar machos de 21 dias de 

idade em uma caixa de madeira envernizada, medindo 50 cm de altura, 60 cm de lar­
gura e 40 cm de profundidade, sendo a parede frontal de vidro. O assoalho era re­

coberto com linóleo e dividido em 12 retângulos de 15 x 13 cm. Ratos controle e trata­

dos com acetato de chumbo indiretamente através das mães foram submetidos a duas 

sessões de 6 min, com intervalo de 24 horas entre as mesmas. A primeira sessão é de­
nominada treino e a segunda sessão é denominada teste. A tarefa consistia em colocar 

o animal, gentilmente, no canto posterior esquerdo da caixa, sendo registrados o número 

de respostas de orientação (“rearings” - elevação das patas dianteiras, cabeça e tronco 

do rato) e o número de respostas de cruzamento realizados pelo animal. Foram conta­

dos também o número de bolos fecais eliminados pelo rato durante a tarefa. Uma di­

minuição do número de respostas de orientação apresentada pelo animal na sessão de 

teste em relação à sessão de treino foi considerada como medida de memória de ha­

bituação e o número de respostas de cruzamento foi utilizado como parâmetro para 

avaliar a atividade locomotora (Walsh & Cummins, 1976; Izquierdo et al., 1984; Netto et 

al., 1986).
Teste de esquiva ativa de duas vias: foi realizado em ratos Wistar machos aos 28 dias 

de vida que já haviam sido submetidos à tarefa de habituação ao campo aberto aos 21 

dias. Após o desmame os ratos permaneceram com o mesmo tratamento que era admin­

istrado a suas mães. Esta tarefa comportamental foi realizada em uma caixa de condi­

cionamento automatizada com dois compartimentos e com o assoalho constituído de 

barras de bronze paralelas com 1 mm de diâmetro, distantes 1 cm uma das outras. A 

caixa continha entre as duas barras centrais uma barra de acrílico medindo 1 cm de al­

tura. As barras de bronze de cada lado da caixa eram, independentemente, conectadas 

a um estimulador elétrico que, ao ser acionado, permitia a passagem da corrente elétrica 

que oscilava de maneira irregular, para que não houvesse polarização das barras e con­

seqüente insensibilização ao choque elétrico. O rato era colocado em um dos lados da 

caixa e, após um período de 2 min, eram apresentados 30 tons (estímulo condicionado) 

em intervalos variáveis, ao acaso, durando de 10 a 50 seg. Cada tom era seguido de um 

choque nas patas de 0,4 mA (estímulo não condicionado), aplicado na metade em que
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se encontrava o animal e mantido até que o mesmo cruzasse para a outra metade da 

caixa. Caso o animal emitisse a resposta de esquiva ao tom, o mesmo era interrompido 

e a emissão do choque evitada. Sendo assim, durante uma sessão duas respostas po­

diam ocorrer: o rato cruzar para a outra metade da caixa durante a apresentação do tom 

(resposta de esquiva) ou cruzar durante o choque elétrico nas patas (resposta de fuga). 

O número de respostas de esquiva e de cruzamentos interprova (cruzamento da caixa 

independentemente da apresentação do tom e do choque), assim como o tempo de fuga 

foram registrados automaticamente. Foi imposto um teto de 30 segundos para cada 

latência de fuga ao choque. Os animais foram submetidos à sessão de teste 24 h após a 

sessão de treino. O aumento do número de respostas de esquiva na sessão de teste em 

relação à sessão de treino foi tomado como medida de memória de esquiva (Pereira et 

al., 1988). A aquisição da resposta de fuga ao choque foi avaliada dentro da mesma 

sessão, através da comparação das latências de fuga ao choque entre o terceiro e o 

primeiro bloco de dez tentativas. Os cruzamentos interprova realizados pelo animal fo­

ram interpretados como resposta locomotora sob situação aversiva.

11.2.3.2. Em ratos adultos

Para a avaliação comportamental dos ratos expostos no período perinatal ao 

chumbo, desde a concepção até o desmame e que permaneceram submetidos ao 

mesmo tratamento com acetato de chumbo administrado a suas mães até 6 meses de 

idade, foi empregada a tarefa de aprendizado latente em um labirinto. Para este proto­

colo de estudo comportamental foram utilizados os grupos: controle, 0,5, 1,0 e 4,0 mM 

de acetato de chumbo. Somente ratas fêmeas com 170 a 180 dias de idade foram utili­

zadas. Os experimentos foram realizados ente 09:00 e 16:00 h.

Tarefa comportamental: foram realizadas três sessões de treino em 3 dias consecu­

tivos, seguidas da sessão teste no labirinto. Cada sessão teve a duração de 10 minutos 

e durante este tempo permitia-se que as ratas explorassem a caixa de campo aberto 

(controle) ou o labirinto. Ambos mediam 91 X 52 X 28 cm e seus assoalhos eram dividi­

dos em 28 quadrados que mediam 12 X 12 cm. O labirinto tinha quatro pontos de 

escolha, conforme mostrado na Figura 11.1. No canto direito superior do labirinto, foi 

colocado um recipiente plástico translúcido de 5 cm de diâmetro, contendo 50g de ração 
comercial para ratos. A caixa de campo aberto tinha o recipiente de ração comercial 

colocado em local equivalente ao do labirinto. Foram registrados o número de respostas 
de orientação (“rearings” - elevação das patas dianteiras, cabeça e tronco do rato) e o 
número de respostas de cruzamento realizados pelo animal.
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Figura 11.1. Representação esquemática do labirinto utilizado para a tarefa de aprendizado laten­
te. IN indica o local de início da tarefa (ponto de partida) e o círculo representa o ponto de chega­
da, onde estava colocado o recipiente de comida.

No final da terceira sessão de treino no campo aberto ou no labirinto, os ratos fo­

ram submetidos a uma deprivação de alimento por 48 horas. Após este período, todas 

as ratas foram submetidas a uma sessão no labirinto. Foram contados os números de 

erros efetuados, bem como a latência para tocar o recipiente de comida. Foi considera­

do erro quando o animal atravessava um quadrado na direção errada ou quando uma 

pata era retirada da direção correta (Mello et al., 1989).

II.2.4. Análise estatística

A ninhada foi considerada a unidade experimental em todas as análises estatísti­

cas efetuadas (Abbey & Howard, 1973). Os resultados do campo aberto (respostas de 
orientação, cruzamento e defecação) e as respostas de esquiva ativa e de cruzamentos 

interprova dos ratos jovens foram analisados através de análise de variância (ANOVA) 
de duas vias (4 grupos experimentais - 0; 0,5; 2,0 e 4,0 mM de acetato de chumbo X 2 

sessões) com a sessão considerada como medida repetida. A fim de atingir os requisitos
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para uma análise de variância, os resultados de defecação e de cruzamentos interprova 

foram submetidos a transformação de raiz quadrada. Foi utilizado o teste do raio múlti­

plo de Duncan como teste post-hoc para efeito simples ou para efeito da interação, 

conforme o resultado da ANOVA, quando apropriado. Os resultados de latência de fuga 

ao choque não mostraram homogeneidade de variância através do teste de Bartlett. 

Desta forma, as comparações entre os grupos no que diz respeito aos resultados de 

latência de fuga ao choque foram feitas através do teste de análise de variância de 

Kruskall Wallis (não paramétrico). Com a finalidade de avaliar a aquisição do aprendi­

zado de fuga ao choque na sessão treino ou teste, as comparações foram feitas dentro 

do mesmo grupo, considerando o primeiro e o último bloco de dez tentativas na mesma 

sessão, através do teste de Wilcoxon. As diferenças entre os grupos foram considera­

dos significativas para p<0,05. Os resultados da ANOVA estão fornecidos no texto 

quando este nível de significância foi atingido.

A análise estatística dos resultados da sessão treino dos ratos de 6 meses de 

idade foi feita através de uma ANOVA de duas vias (4 grupos experimentais - 0; 0,5; 1,0 

e 4,0 mM de acetato de chumbo X 3 sessões) com a sessão considerada como medida 

repetida. Os dados de campo aberto e do labirinto foram analisados separadamente. Os 

resultados da sessão teste foram analisados através de uma ANOVA de duas vias (4 

tratamentos com chumbo - 0; 0,5; 1,0 e 4,0 mM X 2 tipos de exposição prévia:campo 

aberto ou labirinto). Foi utilizado o teste do raio múltiplo de Duncan como teste post-hoc 

para efeito simples ou para efeito da interação, conforme o resultado da ANOVA.

II.3.RESULTADOS

11.3.1. Efeito da exposição perinatal ao chumbo sobre o comportamento de 

ratos jovens.

11.3.1.1.Habituação ao campo Aberto

Os resultados do número de respostas de orientação e número de cruzamentos 

registrados durante 6 min de duração das sessões são mostrados na Figura II.2 e H.3.. 

A análise de variância de duas vias considerando as sessões como medida repetida do 

número de respostas de orientação no campo aberto (Figura II.2.) demonstrou um efeito 

significativo do tratamento [F(3,30) = 0,05, p<0,01] e da interação tratamento X sessões 
[F(3,30)=7,36, p<0,01], Não houve efeito significativo da sessão. A análise post-hoc da 

interação pelo teste do raio múltiplo de Duncan indicou que os ratos do grupo controle
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apresentaram uma redução significativa no número de respostas de orientação durante 

a sessão teste, quando comparado à sessão treino no campo aberto. Esta redução foi 

cerca de 40%. Por outro lado, os ratos expostos ao chumbo não apresentaram este pa­

drão de resposta. Isto indica que somente os ratos controle tiveram memória de habitua­

ção.

60

o
■2 40
( D

O 30d)u

(/) o
CL
w 10 <D
a:

o
C o n t r o l e  0 , 5  m M  2 , 0  m M  4 , 0  m M  

I T r e i n o  T e s t e

Figura 11.2. Respostas de orientação de ratos jovens expostos ao chumbo no campo aberto. Os 
resultados estão expressos como média + erro padrão de 9 ninhadas para o grupo controle, 8 ni­
nhadas para o grupo 0,5 mM, 7 ninhadas para o grupo 2,0 mM e 10 ninhadas para o grupo 4,0 
mM.
* p<0,05 comparando as respostas no teste com as respostas no treino, dentro do mesmo grupo;
# p<0,01 quando comparado à sessão teste do grupo controle.

A análise de variância de duas vias das respostas de cruzamento (Figura II.3.) 

revelou efeitos significativos da sessão [F(1,30) = 37,38, p<0,01] e da interação trata­

mento X sessões [F(3,30) = 6,87, p<0,01] (p<0,01). Não houve efeito significativo do 

tratamento. A análise post-hoc da interação mostrou que todos os grupos expostos ao 

chumbo tiveram um aumento dos escores de cruzamento durante a sessão teste, com­
parado à sessão treino no campo aberto (p<0,05 ou p<0,01, conforme o grupo). Entre­

tanto, os ratos do grupo controle não tiveram alteração na ambulação entre as sessões 

treino e teste. Além disto, nenhuma diferença ocorreu na sessão treino entre os grupos,
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enquanto na sessão teste todos os grupos expostos ao chumbo exibiram maior ambula- 

ção comparado ao grupo controle.
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Figura 11.3. Respostas de cruzamento de ratos jovens expostos ao chumbo no campo aberto. Os 
resultados estão expressos como média + erro padrão de 9 ninhadas para o grupo controle, 8 ni­
nhadas para o grupo 0,5 mM, 7 ninhadas para o grupo 2,0 mM e 10 ninhadas para o grupo 4,0 
mM.
* p<0,05 ou ** p<0,01 comparando as respostas no teste com as respostas no treino, dentro do 
mesmo grupo; # p<0,01 quando comparado à sessão teste do grupo controle.

Os resultados de defecação foram transformados em raiz quadrada para serem 

analisados estatisticamente. No entanto, com a finalidade de facilitar a visualização dos 

dados eles estão representados em valores não transformados na Figura II.4. A análise 

de variância dos dados transformados mostrou que não houve diferenças significativas 

do tratamento ou da interação tratamento X sessões. Somente foi verificado um efeito 
significativo das sessões [F(1,30) = 5,21, p<0,05], porque na sessão teste o número de 

bolos fecais de todos os grupos foi menor quando comparado ao grupo controle.
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Figura 11.4. Defecação de ratos jovens expostos ao chumbo no campo aberto. Os resultados es­
tão expressos como média + erro padrão de 9 ninhadas para o grupo controle, 8 ninhadas para o 
grupo 0,5 mM, 7 ninhadas para o grupo 2,0 mM e 10 ninhadas para o grupo 4,0 mM.
Não foram observadas diferenças significativas do tratamento com chumbo pela ANOVA de duas 
vias que considerou a sessão conio medida repetida.

11.3.1.2. Esquiva ativa

Durante cada sessão de esquiva ativa foi avaliado simultaneamente o compor­

tamento de fuga ao choque e as respostas de esquiva e de cruzamentos interprova real­

izados pelos animais.

A análise de variância de duas vias considerando as sessões como medida re­

petida das respostas de esquiva (Figura II.5.) mostrou uma tendência de diferença do 

tratamento [F(3,30)=2,47, p = 0,08], Houve um efeito significativo das sessões [F(1,30) 

= 9,75, p<0,01], mas não houve um efeito significativo da interação tratamento X 

sessões. A comparação post-hoc dentro do mesmo grupo mostrou que somente o grupo 

controle apresentou um aumento no número de respostas de esquiva na sessão teste, 

comparado à sessão treino (Figura 11.5.).
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Figura 11.5. Respostas de esquiva na tarefa de esquiva ativa de duas vias de ratos de 28 dias de 
idade expostos ao chumbo. Os resultados estão expressos como média + erro padrão de 10 ni­
nhadas para o grupo controle, 8 ninhadas para o grupo 0,5 mM, 6 ninhadas para o grupo 2,0 mM e 
10 ninhadas para o grupo 4,0 mM.
* p<0,05 comparando as respostas no teste com as respostas no treino, dentro do mesmo grupo.

A análise de variância de duas vias dos resultados de cruzamentos interprova 

submetidos a uma transformação de raiz quadrada não demonstrou diferenças significa­

tivas do tratamento, sessão ou interação tratamento X sessões. A Figura 11.6. mostra os 

valores de cruzamento interprova (CIP) não transformados.
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Figura 11.6. Respostas de cruzamentos interprova (CIP) de ratos de 28 dias de idade expostos ao 
chumbo, na tarefa de esquiva ativa de duas vias. Os resultados estão expressos como média + 
erro padrão de 10 ninhadas para o grupo controle, 8 ninhadas para o grupo 0,5 mM, 6 ninhadas 
para o grupo 2,0 mM e 10 ninhadas para o grupo 4,0 mM.
Não foram observadas diferenças significativas do tratamento com chumbo pela ANOVA de duas 
vias que considerou a sessão como medida repetida.

Os resultados de latência das respostas de fuga ao choque (Tabela 11.1.) reve­

laram que apenas o grupo controle mostrou um aprendizado de fuga ao choque signifi­

cativo na sessão teste, uma vez que a latência de fuga no terceiro bloco de 10 tentativas 

foi significativamente menor do que a latência de fuga no primeiro bloco de 10 tentativas 

na mesma sessão (p=0,01).
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Tabela 11.1. Latência de fuga ao choque em ratos de 28 dias expostos ao acetato de chumbo.

Bloco de Dez Tentativas
Sessão Treino Sessão Teste

n 1 2 3 P 1 2 3 P
CONTROLE
0,5 mM Pb
2.0 mM Pb
4.0 mM Pb

10
8
6
9

5,6 (2,2/8,6) 2,0 (1,3/8,9) 1,2 (0,7/5,9) 0,17 
6,9(3,7/21,0) 9,6(4,8/22,5) 4,7(3,8/20,5) 0,40 
5,8(4,3/12,1) 8,3(2,9/11,6) 5,6(1,5/11,2) 0,75 
6,1 (2,1/ 13,0) 5,9 (1,1/11,4) 3,2 (1,3/9,8) 0,11

4,0 (2,2/7,3) 2,0 (1,2/2,8) 1,0 (0,6/2,3) * 0,01 
2,7(1,6/14,0) 2,8(1,1/13,0) 3,0(0,8/11,0) 0,33 
5,2 (1,6/7,7) 1,9(0,9/2,1) 1,2 (0,7/2,8) 0,22 
2,9 (1,4/7,8) 1,5(0,8/12,0) 1,5(0,5/4,1) 0,21

Os resultados estão expressos em mediana (intervalo interquartil) por bloco de dez tentativas (1= primeiro bloco, 2 = segundo bloco, 3 
= terceiro bloco) para as duas sessões (treino e teste). Não foram observadas diferenças entre os grupos em cada bloco de tentativas 
pela análise de variância Kruskall-Wallis. Os valores de p mostrados na tabela (Teste de Wilcoxon) foram obtidos comparando-se a 
latência de fuga ao choque no primeiro e no terceiro bloco de dez tentativas na mesma sessão.
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ll.3.2.Avaliação comportamental em ratos de seis meses de idade expostos 

ao acetato de chumbo desde a concepção

A análise do número de respostas de orientação dos ratos expostos ao campo 

aberto (Tabela II.2-A.) revelou um efeito significativo da sessão [F(2,58) = 6,1, p<0,005] 

e um efeito significativo da interação tratamento X sessão [F(6,58) = 3,3, p<0,01], O 

teste post-hoc para efeito simples revelou que os animais que receberam 1,0 mM e 4,0 

mM de acetato de chumbo na água de beber modificaram seus escores ao longo das 

sessões [F(2,58) = 10,35, p<0,001 e F(2,58) = 3,30, p<0,05, respectivamente],

A análise do número de respostas de cruzamento dos ratos expostos ao campo 

aberto revelou um efeito significativo do tratamento [F(3,32) = 4,26, p<0,05] e um efeito 

significativo da interação tratamento X sessão [F(6,58) = 2,34, p<0,05], O teste post-hoc 

para efeito simples revelou que os animais que receberam 1,0 mM e 4,0 mM de acetato 

de chumbo na água de beber apresentaram um maior locomoção do que os animais do 

grupo controle (Tabela II.2-B.). A análise post-hoc também demonstrou que o número de 

respostas de cruzamento diminuiu ao longo das sessões no grupo controle, enquanto 

que nos grupos expostos ao chumbo este efeito não foi observado [F(2,58) = 3,49, 

p<0,05],

A análise do número de respostas de orientação dos ratos expostos ao labirinto 

revelou somente um efeito significativo da sessão [F(2,60) = 21,24, p<0,001], O teste 

post-hoc revelou que todos os grupos aumentaram seus escores de respostas de orien­

tação ao longo das sessões (os valores de F estão mostrados na Tabela H.3.).

A análise do número de respostas de cruzamento dos ratos expostos ao labirinto 

revelou somente um efeito significativo da sessão [F(2,60) = 20,35, p<0,001], O teste 

post-hoc revelou que todos os grupos aumentaram seus escores de respostas de cru­

zamento ao longo das sessões (os valores de F estão mostrados na Tabela H.3.).
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Tabela 11.2. Respostas de orientação (A) e de cruzamento (B) dos ratos submetidos a

três sessões no campo aberto.

Sessão

1 2 3 Soma

A

CONTROLE 29,5 ± 3,4 28,5 ± 3,6 28,6± 2,9 (11) -

g r u p o  0,5 mM Pb 34,4 ± 4,2 33,7 ± 4,5 29,1 ± 3,6 (8) -

g r u p o  1,0mMPba 28,6 ± 4,5 44,9 ± 4,3 38,2 ± 4,9 (9) -

g r u p o  4,0 mM Pbb 34,4 ± 3,6 44,8 ± 4,9 33,8 ± 3,2 (5) -

B

CONTROLE 216,6 ± 17,5 205,9 ± 18,2 182,3+ 11,9 604,9 ± 42,8

g r u p o  0,5 mM Pb 237,3 ± 23,2 243,5 ± 20,6 237,3 ± 23,2 718,3 ± 63,5

g r u p o  1,0mMPb 251,1 ± 12,8 287,1 ± 9,2 250,5 ± 13,8 788,7 ± 27,8 *

g r u p o  4,0 mM Pb 262,6 ± 29,6 281,0 ± 25,8 299,0 ± 25,5 842,6 ± 75,2 *

Os dados estão expressos como média ± erro padrão. O número de ratos está indicado entre parênte­
ses. A “soma” significa a soma das respostas de cruzamento nas sessões 1, 2 e 3.
(A) aF(2,58) = 10,35, p<0,001.b F(2,58) = 3,30, p<0,05.
(B) * p<0,05 em relação ao grupo controle pelo teste do raio múltiplo de Duncan.
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Tabela 11.3. Respostas de orientação (A) e de cruzamento (B) dos ratos submetidos a

três sessões no labirinto.

Sessão

1 2 3

A

CONTROLE3 25,6 ± 2,3 31,3 ± 3,0 35,1 ± 4,5 (10)

g r u p o  0,5 mM Pbb 26,8 ± 2,3 31,1 ± 2,7 36,5 ± 2,9 ( 7 )

g r u p o  1,0mMPbc 29,1 ± 2,1 35,1 ± 1,2 42,5 ± 3,2 (10)

g r u p o  4,0 mM Pbd

B

CONTROLE®

22,2 ± 2,6 28,8+ 2,1 35,0 ± 3,2 ( 7 )

194,3 ± 11,9 231,3 ± 24,2 239,2+ 26,1

GRUPO 0,5 mM Pbf 182,0+ 11,2 220,1 +  7,5 244,5 ± 12,8

g r u p o  1,0mMPb9 212,5 ± 14,0 248,7 ± 7,4 261,5± 11,1

g r u p o  4,0 mM Pbh 207,0 ± 24,3 242,2 ± 30,8 286,7 ± 19,5

Os dados estão expressos como média ± erro padrão. O número de ratos está indicado 
entre parênteses.
a F(2,60) = 4,59, p<0,05. b F(2,60) = 3,33, p<0,05. c F(2,60) = 9,04, p<0,01. d F(2,60) = 
5,68, p<0,05.
e F(2,60) = 4,08, p<0,05. f F(2,60) = 4,93, p<0,05. 9 F(2,60) = 4,13, p<0,05. h F(2,60) = 
7,94, p<0,01.
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A análise da sessão teste mostrou um efeito significativo do tipo de exposição 

prévia à deprivação de alimento, ou seja, campo aberto ou labirinto, no número de erros 

[F(1,59) = 44,86, p<0,001] e na latência para tocar o recipiente de comida [F(1,59) = 

42,28, p<0,001], A exposição prévia ao labirinto reduziu tanto o número de erros como a 

latência para tocar o recipiente de comida (Figura II.7A. e II.7B., respectivamente). O 

tratamento com acetato de chumbo na água de beber não teve efeito no desempenho 

tanto dos grupos de aprendizado latente como dos grupos do campo aberto.
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Figura II.7A. Aprendizado latente de ratos de seis meses de idade expostos ao chumbo avaliado 
através do número de erros. “Campo aberto” e “labirinto” referem-se à exposição prévia do ani­
mal. Os resultados estão expressos como média + erro padrão. O número de animais de cada 
grupo está indicado em parênteses.
A análise estatística não revelou um efeito dos grupos, apenas houve um efeito da exposição 
prévia do animal (campo aberto ou labirinto).
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Figura II.7B. Aprendizado latente de ratos de seis meses de idade expostos ao chumbo avaliado 
pela e latência para atingir o recipiente de comida. “Campo aberto” e “labirinto” referem-se à ex­
posição prévia do animal. Os resultados estão expressos como média + erro padrão. O número de 
animais de cada grupo está indicado em parênteses.
A análise estatística não revelou um efeito dos grupos, apenas houve um efeito da exposição 
prévia do animal (campo aberto ou labirinto).

II.4.DISCUSSÃO

11.4.1. Exposição perinatal ao chumbo até o desmame (campo aberto) ou até 28 dias 

de idade (esquiva ativa):

A tarefa do campo aberto permite uma expressão natural do comportamento do 

rato em um ambiente novo, presumivelmente não aversivo. Nesta tarefa os ratos apre­

sentam um comportamento exploratório que consiste em atividade locomotora 

(ambulação), respostas de orientação e defecação. A habituação a um ambiente novo 
se expressa pela redução de tais atividades sob exposição repetida ao mesmo ambiente 
(0 ’Keefe & Nadei, 1978). As respostas de orientação parecem ser um melhor parâmetro 
para avaliar a atividade exploratória, uma vez que esta parece ser menos confundida 

com outras expressões comportamentais (Frankova & Barnes, 1968; Netto et al., 1986;
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Rotta et al., 1988). Nossos resultados com os ratos de 21 dias de idade submetidos ao 

campo aberto corroboram esta afirmação, uma vez que os animais do grupo controle 

mostraram uma redução do número de respostas de orientação (Figura II.2.) mas não 

de cruzamentos (Figura II.3.) na sessão teste em relação à sessão treino. Os ratos ex­

postos ao chumbo não tiveram memória de habituação. Tem sido demonstrado que a 

memória de habituação no campo aberto é processada pelo hipocampo (Izquierdo,

1994). Acredita-se que esta estrutura seja um dos principais alvos da ação neurotóxica 

do chumbo no SNC (Stoltenburg-Didinger, 1994).
O padrão de atividade locomotora dos ratos expostos ao acetato de chumbo du­

rante a vida pré-natal e lactação diferiu significativamente do apresentado pelo grupo 

controle. No treino, a atividade locomotora dos ratos expostos ao chumbo não diferiu 

significativamente dos ratos não expostos a este metal. Contudo, na sessão teste, os 

animais controle apresentaram escores de cruzamentos similares aos do treino, en­

quanto que os animais expostos ao chumbo foram mais ativos (Figura M.3.). Portanto, 

em nosso modelo experimental de intoxicação pelo chumbo, a hiperatividade somente 

foi expressa na segunda sessão dos ratos no campo aberto. Isto deve ser ressaltado, 

uma vez que muitos trabalhos na literatura utilizam apenas uma sessão de exposição 

dos animais ao campo aberto ou expressam a média da ambulação de várias sessões 

(Jason & Kelog, 1981; Munoz et al., 1989). Caso este tivesse sido o procedimento ado­

tado neste trabalho, nenhuma alteração na atividade locomotora seria relatada. Desta 

forma, os nossos resultados demonstram a importância de considerar alterações na 

atividade locomotora ao longo do tempo e podem contribuir para explicar algumas das 

discrepâncias sobre os efeitos do chumbo na atividade locomotora de roedores que ex­

iste na literatura (Sauerhoff & Michaelson, 1973; Grant et al., 1980; Dolinsky et al., 1983; 

Barret & Livesey, 1985; Munoz et al., 1989). Além disto, os resultados no campo aberto 

contradizem a afirmativa de que a hiperatividade está apenas associada com a perda de 

peso induzida pelo tratamento com chumbo em roedores (Munoz et al., 1989), uma vez 

que os tratamentos impostos no presente estudo não causaram alterações no peso cor­

poral dos animais, conforme mostrado no Capítulo I (Tabela I.4.).

Os resultados contraditórios a cerca dos efeitos do metal sobre locomoção 

poderiam ser devido à utilização de diferentes protocolos de exposição dos animais ex­
perimentais ao chumbo e da análise comportamental usada. Os níveis de atividade lo­

comotora podem ser influenciados por muitas variáveis, tais como: idade, sexo, horário 
da tarefa, novidade do ambiente, estresse e deprivação de alimento (Barret & Livesey, 
1985; Davis et al., 1990).
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Na verdade, os nossos resultados no campo aberto (Figuras 11.2., 11.3. e 11.4.) são 

similares àqueles observados em animais com lesão hipocampal (0 ’Keefe & Nadei, 

1978) e ao estudo de Ferguson & Bowman (1990), o qual analisou os efeitos do trata­

mento com chumbo sobre o comportamento de macacos no campo aberto. Nestes estu­

dos, os animais apresentaram aumento de atividade locomotora, déficit de habituação e 

não tiveram alterações quanto à defecação.

Existem muitos estudos na literatura que tratam a respeito do efeito do chumbo 

sobre o comportamento de roedores, mas estudos utilizando a tarefa de esquiva ativa 

são escassos (Alfano & Petit, 1981; Winneke et al. , 1982; Altmann et al., 1993). No pre­

sente trabalho não foi evidenciado uma alteração na aquisição das respostas de esquiva 

(Figura H.5.). Contudo, os resultados sugerem um efeito do chumbo sobre a retenção na 

tarefa de esquiva, especialmente no que concerne ao grupo de ratos expostos a concen­

tração mais elevada de chumbo (grupo 4,0 mM). Desta forma, embora o tratamento com 
o chumbo não tenha afetado a aquisição da esquiva, ele causou diminuição na 

memória. Este resultado contradiz os dois primeiros estudos citados acima, nos quais o 

chumbo não causou efeito sobre a tarefa (Alfano & Petit, 1981) ou até mesmo causou 

facilitação (Winneke et al, 1982). Contudo, se tentarmos comparar nosso estudo com o 

de Alfano & Petit, verificaremos os seguintes aspectos diferentes aos do presente 

estudo: a) o tratamento com chumbo foi realizado somente no período lactacional; b) a 

concentração de chumbo empregada era muito elevada; c) a tarefa de esquiva ativa foi 

realizada na vida adulta (150 dias de idade), o qual pode ter levado a uma recuperação 

da função comportamental e/ou um efeito da idade; d) o procedimento comportamental 

usado e ainda, e) a ausência de determinações de chumbo nos tecidos naquele estudo. 

Em relação ao estudo de Altmann et al. (1993), encontramos alguma similaridade de 

resultado. No referido trabalho os autores demonstraram que ratos expostos cronica­

mente ao chumbo desde a concepção até o desmame ou desde a concepção até a 

idade adulta (70 a 210 dias) e submetidos ao treino da tarefa de esquiva ativa na idade 

adulta, apresentaram uma diminuição no número de respostas de esquiva no segundo 

dia de teste comparado ao grupo controle. Os resultados do presente trabalho estão de 

acordo com as observações de Altmann et al. (1993). Deve-se considerar, entretanto, 

que existem algumas diferenças metodológicas entre os dois trabalhos, como a idade 
dos animais no momento da realização da tarefa comportamental, intensidade do cho­
que (1 mA X 0,4 mA no nosso estudo). O estudo de Altmann et al. (1993) relatou um 

comprometimento na tarefa de esquiva ativa em ratos expostos ao chumbo no período 

perinatal submetidos à tarefa comportamental na idade adulta.
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Na esquiva ativa, também foi medido o comportamento de fuga ao choque dos 

ratos tratados, uma vez que em um estudo prévio desenvolvido por Rocha & Vendite 

(1990), mostrou-se que ratos jovens aprendem simultaneamente respostas de esquiva e 

de fuga ao choque. Os resultados demonstraram que somente os ratos do grupo con­

trole apresentaram um aprendizado significativo da tarefa durante a sessão teste, evi­

denciado pela diminuição da latência da resposta de fuga ao choque no terceiro bloco 

de 10 tentativas, comparado ao primeiro (Tabela 11.1.). Todavia, uma grande variabili­

dade nas respostas de fuga ao choque que ocorreu em todos os grupos experimentais 

pode ter evitado a observação de uma diferença significativa nesta resposta nos animais 

expostos ao chumbo. Desta forma, a conclusão de que o tratamento com acetato de 

chumbo pode afetar o comportamento de fuga ao choque dos animais deve ser vista 

com cuidado. Este resultado, contudo, não seria surpreendente, pois alguns estudos tem 

mostrado que a exposição de ratos ao chumbo afeta a sensibilidade dos animais a 

estímulos dolorosos (Kitchen, 1993). Este resultado merece investigação futura.

Na esquiva ativa foi avaliado paralelamente às duas respostas citadas anterior­

mente, também a atividade locomotora dos animais, expressa pelo número de cru­

zamentos interprova efetuados na sessão treino e na sessão teste. Este parâmetro não 

foi significativamente afetado pelo tratamento dos ratos com o chumbo (Figura H.6.). 

Este resultado está de acordo com o estudo de Altmann et al. (1993), o qual também 

trabalhou com esquiva ativa em ratos expostos a baixas doses de chumbo no período 

perinatal. Contudo, foi demonstrado que ratos Wistar machos tratados com chumbo du­

rante a lactação apresentaram uma hiperatividade na tarefa do campo aberto, quando 

submetidos ao barulho como agente estressante (Barret & Livesey, 1985). Nossos resul­

tados na caixa de esquiva ativa não demonstraram, entretanto, hiperatividade expressa 

pelo número de cruzamentos interprova, pelo menos quando o agente causador de es­

tresse era o choque elétrico nas patas. Nossos resultados indicam que a hiperatividade 

em ratos expostos ao chumbo não está associada necessariamente a situações aver- 

sivas ou estressantes.

II.4.2. Exposição a chumbo desde a concepção até a idade de seis meses

Neste estudo o principal objetivo era verificar o desempenho de ratos expostos 
cronicamente ao chumbo em uma tarefa de aprendizado latente, comparado a ratos 

controle.

Durante as sessões de treino, as ratas expostas ao chumbo apresentaram maior 

atividade locomotora no campo aberto do que os animais controle. Além disto, o grupo
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controle teve um decréscimo de atividade ao longo das sessões, diferentemente dos 

animais tratados com chumbo. Entretanto, o tratamento com o metal não teve efeito so­

bre os escores de atividade dos animais expostos ao labirinto.

Estes resultados indicam que o tratamento prolongado com chumbo provocou 

uma hiperatividade no campo aberto, assim como foi observado nos ratos jovens expos­

tos perinatalmente ao chumbo. Além disto, houve um déficit de habituação no campo 

aberto, também já constatado nos ratos jovens.

Os resultados comportamentais com os ratos de 6 meses demonstra que tanto 

os animais tratados com acetato de chumbo, como os animais não tratados foram ca­

pazes de aprender sobre o ambiente quando nenhum reforço imediato estava presente. 

Isto foi evidenciado pelo fato que durante a sessão de teste, os ratos expostos ou não 

ao chumbo que tiveram experiência prévia no campo aberto fizeram mais erros e tiveram 

maior latência para atingir o recipiente de comida do que os animais previamente expos­

tos ao labirinto. Contudo, os ratos expostos ou não ao chumbo que tiveram experiência 

prévia no labirinto, não tiveram diferenças de desempenho na sessão teste, ou seja, tiv­

eram aprendizado latente semelhante.

Foi relatado na literatura comprometimento na aquisição no labirinto radial de 8 

braços em ratos intoxicados com chumbo (Alfano & Petit, 1981; Munoz et al., 1988), de 

forma semelhante ao observado em animais com lesão hipocampal (Alfano & Petit, 

1981). No presente estudo, entretanto, os ratos não tiveram que visitar uma seqüência 

de braços para ter um bom desempenho no teste. Eles apenas tiveram que lembrar a 

localização do recipiente de comida. Sendo assim, é possível que diferenças quanto os 

requisitos das tarefas sejam responsáveis pela falta de efeito do tratamento com 

chumbo aqui observada.

Em relação à falta de efeito do tratamento com chumbo nos animais sobre o 

aprendizado latente, devemos considerar ainda as seguintes possibilidades:

a) a maior atividade locomotora apresentada pelos animais expostos ao chumbo pode 

ter desempenhado um papel compensatório na sessão de teste e mascarado um even­

tual déficit de aprendizado. Considerando que os animais expostos ao chumbo tiveram 

um maior número de escores de exploração do que os animais do grupo controle, é 

possível que eles tenham sido capazes de aprender mais sobre o ambiente durante o 
mesmo tempo de exposição ao aparato. Esta possibilidade, entretanto, parece imprová­

vel, pois foi demonstrado que a cafeína, uma droga que aumenta a locomoção e o com­

portamento exploratório, não tem efeito sobre o aprendizado latente em ratos (Oliveira et 

al., 1990). Além disto, as diferenças observadas na exploração ocorreram somente nos
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animais do grupo pré-exposto ao campo aberto. Desta forma, se os animais foram capa­

zes de ter informações adicionais durante as sessões de treino, isto seria de valor limi­

tado nas sessões teste, quando todos os animais foram testados no labirinto.

b) o labirinto utilizado tinha quatro pontos de escolha, o que pode não ter sido de com­

plexidade suficiente para detectar um déficit sutil de aprendizado causado pelo trata­

mento com acetato de chumbo. Foi demonstrado que animais desnutridos apresentaram 

aprendizado latente em um labirinto simples (Mello et al., 1989), mas comprometimentos 

de desempenho neste tipo de tarefa foram mostrados em labirintos que possuíam pa­

drões mais complexos (Katz et al., 1979). Portanto, é possível que fossem detectadas 

diferenças entre grupos se um labirinto mais complexo tivesse sido usado.

c) há uma falta de efeito do chumbo sobre o aprendizado latente dos ratos, pois o proto­

colo de exposição ao chumbo empregado não foi suficiente para causar um déficit nesta 

tarefa. O fato de os animais tratados com chumbo não terem apresentado déficits 

grosseiros de desenvolvimento, o que pode ser evidenciado pela ausência de perda de 

peso entre os grupos (Tabela I.5.), corrobora esta hipótese.

Em resumo, a exposição a baixas doses de acetato de chumbo produziu altera­

ções comportamentais em ratos jovens e adultos. Em ratos jovens houve déficit de ha­

bituação no campo aberto, déficit de retenção na esquiva ativa e um aparente compro­

metimento na aquisição da resposta de fuga ao choque na caixa de esquiva. Também 

foi observado um aumento da atividade locomotora no campo aberto, mas não na tarefa 

de esquiva ativa. Estas alterações comportamentais ocorreram em animais que apresen­

taram concentrações de chumbo no sangue e no cérebro relativamente baixas, ou seja, 

um acúmulo de chumbo de cerca de três vezes no cérebro e níveis de chumbo 

sangüíneo na faixa de 11-50 pg/dl. Estes níveis de chumbo sangüíneo são atingidos em 

crianças (Davis et al., 1990), sendo portanto de relevância toxicológica, conforme men­

cionado no Capítulo I. Além disto, estas alterações comportamentais ocorreram em ani­

mais que não apresentaram sinais visíveis de toxicidade e desnutrição (Capítulo I). Nos 

ratos adultos de 6 meses de idade expostos cronicamente ao chumbo desde a fase pré- 

natal foi observado déficit de habituação no campo aberto e hiperatividade. No entanto, 

os ratos adultos parecem ser mais resistentes à ação do chumbo, uma vez que não foi 

detectado um déficit de aprendizado latente.
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CAPÍTULO III - ESTUDO DE ALTERAÇÕES NEUROQUÍMICAS 

ASSOCIADAS À EXPOSIÇÃO AO ACETATO DE CHUMBO EM 

RATOS

111.1.INTRODUÇÃO

Embora o chumbo seja um dos agentes neurotóxicos mais estudados, o efeito da 

exposição a este metal em animais experimentais sobre vários parâmetros neuroquími­

cos, e os mecanismos moleculares responsáveis por sua toxicidade no SNC, não se en­

contram bem estabelecidos (Silbergeld, 1992; Cory-Slechta, 1995a). Em princípio, toda 

proteína possuidora de grupamentos sulfidrila (-SH) é um alvo em potencial para a ação 

do chumbo (Vallee & Ulmer, 1972). Contudo, não apenas este fator determina que uma 

proteína terá sua função afetada por metais pesados como o chumbo. Outros fatores, 

tais como competição com outros ligantes, a conformação protéica, as taxas de síntese 

e degradação protéica e a localização intracelular da proteína e do metal também de­

vem ser considerados em se tratando da neurotoxicidade causada por esse metal 

(Goering, 1993). Foi proposto que entre os possíveis sítios de ação neurotóxica para 

metais pesados como o chumbo estariam receptores e enzimas envolvidas na transdu- 

ção do sinal, proteínas G, proteínas quinase C e canais de cálcio (Rossi et al., 1991).

O chumbo causa várias alterações comportamentais e neuroquímicas em ani­

mais experimentais. Dentre as alterações neuroquímicas associadas à exposição a este 

metal estão o aumento da liberação espontânea de neurotransmissores (Minnema et al., 

1988), ativação da calmodulina (Sandhir & Gill, 1994), alteração da atividade das enzi­

mas adenilato ciclase (Nathanson & Bloom, 1975; Ewers & Erbe, 1980; Sandhir & Gill,

1994), óxido nítrico sintase (Quinn & Harris, 1995) e da proteína quinase C (Markovac & 

Goldstein, 1988; Murakami et al., 1993), lipoperoxidação de lipídeos da membrana 

(Sandhir et al., 1994) e alterações em vários sistemas de neurotransmissão, tais como 

sistemas dopaminérgico, adrenérgico, colinérgico, gabaérgico, opióide e glutamatérgico 

(Lucchi et al., 1981; Minnema et al., 1988; Rossouw et al., 1987; Drew et al., 1989; 
Kitchen, 1993; Cory-Slechta, 1995a).

Assim sendo, provavelmente o chumbo exerce seu efeito neurotóxico em múlti­
plos sítios celulares (Pounds & Cory-Slechta, 1993) e tem-se procurado estudar estas
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ações como parte da tentativa de desvendar os mecanismos que respondem pela neu- 

rotoxicidade deste metal.

Neste capítulo será dada especial atenção ao sistema de neurotransmissão glu- 

tamatérgica e à enzima adenilato ciclase, os quais são objeto de estudo deste trabalho 

quanto às ações do chumbo no SNC.

111.1.1. O glutamato como neurotransmissor

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório, apresentando ampla dis­

tribuição no SNC, em concentrações maiores do que qualquer outro aminoácido 

(Fonnum, 1984; Nicholls, 1993; Greenamyre & Porter, 1994; Cotman et al., 1995).

Os estudos sobre o papel do glutamato no cérebro iniciaram-se na década de 

30, quando Krebs (1935) sugeriu que o glutamato desempenhasse um papel importante 

neste tecido (Fonnum, 1984). Em 1950 foi apontado seu papel como precursor do ácido 

y-aminobutírico (GABA), um neurotransmissor inibitório (Roberts & Frankel, 1950), bem 

como sua função na detoxificação da amônia no cérebro (Weil-Malharbe, 1950). Poste­

riormente Lucas & Newhouse (1957) observaram que o glutamato poderia ser neurotóxi- 

co em retina de camundongos, após administração parenteral. Estudos eletrofisiológicos 

realizados por Curtis & Watkins em 1961 demonstraram a ação excitatória do glutamato 

em neurônios da medula espinhal, sugerindo sua ação como neurotransmissor. Estudos 

subseqüentes na década de 1970 forneceram evidências de que este aminoácido real­

mente era um neurotransmissor. Além disto, foi apontado por Meister (1979) o papel do 

glutamato na síntese de proteínas e peptídeos, incluindo a glutationa (Fonnum, 1984). 

Atualmente, o glutamato além de ser reconhecido como o principal neurotransmissor 

excitatório do SNC envolvido com a transmissão sináptica rápida, também é considera­

do essencial nos fenômenos de plasticidade neuronal e nos fenômenos de aprendizado 

e memória (Collingridge & Singer, 1991; McEntee & Crook, 1993; Izquierdo, 1994; Izqui- 

erdo & Medina, 1995). A neurotransmissão glutamatérgica desempenha um papel impor­

tante nas funções cognitivas corticais e hipocampais, na função motora piramidal e ex- 

trapiramidal, na função cerebelar e na função sensorial (Headley & Grillner, 1990). Por 

outro lado, o glutamato também está envolvido no fenômeno da neurotoxicidade, em 

situações nas quais há uma estimulação excessiva de seus receptores, tais como is- 
quemia cerebral, hipóxia, hipoglicemia e epilepsia (Meldrum & Garthwaite, 1991; Lipton 

& Rosenberg, 1994; Nakanishi & Masu, 1994). O glutamato também exerce um papel na 
patogênese de várias doenças neurodegenerativas, tais como doença de Parkinson, 
doença de Alzheimer e doença de Huntington (Rothman & Olney, 1986; Beal, 1992;
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Lipton & Rosenberg, 1994). Os mecanismos precisos através dos quais a ativação ex­

cessiva dos receptores para aminoácidos excitatórios produz morte neuronal não estão 

bem compreendidos, embora o aumento da permeabilidade da membrana e o influxo 

anormal de Na\ Cl' e Ca2+ desempenhem papéis importantes (Olney, 1994).

O sistema de neurotransmissão glutamatérgica está organizado em um alto grau 

de sofisticação. Inicialmente, os primeiros receptores glutamatérgicos estudados esta- 

vam associados a fluxos iônico através de canais (ionotrópicos) e eram classificados 

farmacologicamente de acordo com o agonista que produzia a resposta excitatória em: 

NMDA (N-metil-D-aspartato), quisqualato e cainato (Watkins & Evans, 1981; Foster & 

Fagg, 1984). Posteriormente, verificou-se que o quisqualato além de ativar um receptor 

ionotrópico também ativava um receptor acoplado à proteína G e que existia um agonis­

ta mais potente para sua ação ionotrópica que era o AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- 

isoxazolpropionato) (Bettler & Mulle, 1995). Sendo assim, o até então denominado re­

ceptor quisqualato passou a receber a denominação AMPA. Novos agonistas que exer­

cem sua ação despolarizante via proteína G foram identificados e os receptores gluta­

matérgicos passaram a ser sistematicamente classificados em ionotrópicos e metabo- 

trópicos (mGluRs). Desta forma, os receptores ionotrópicos estão associados a fluxos 

de cátions através de um canal iônico (NMDA, AMPA e cainato) e os metabotrópicos 

estão acoplados a proteínas G (quisqualato, ACPD e L-AP4) (Hollmann & Heinemann,

1994) (Figura 111.1.). Os receptores ionotrópicos são permeáveis a Na+, K+ e Ca2+ (Bettler 

& Mulle, 1995; Cotman et al., 1995). Os receptores metabotrópicos modulam a atividade 

de enzimas que produzem segundos mensageiros. Estas enzimas (efetores) incluem a 

fosfolipase C, a adenilato ciclase e a fosfolipase A2. Estes receptores estão, portanto, 

ligados à hidrólise de fosfatidilinositol, à produção de AMPc e à liberação de ácido ara- 

quidônico. Eles também ativam ou inibem canais iônicos, tais como os canais de cálcio 

sensíveis à voltagem e os canais de potássio. Além disto, eles modulam a atividade de 

canais iônicos, tais como GABA-A, AMPA e NMDA. A ativação dos mGluRs pode, desta 

forma, modular a neurotransmissão glutamatérgica no cérebro (Schoepp & Conn, 1993; 

Pin & Bockaert, 1995; Pin & Duvoisin, 1995).
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Figura III.1. Representação esquemática dos receptores glutamatérgicos. 
PCP = sítio para fenciclidina; G = proteína G
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A síntese e o metabolismo de glutamato depende da interação entre terminais 

nervosos e células gliais. O glutamato é liberado pelos neurônios, exerce sua ação no 

terminal pós-sináptico e é captado principalmente pelas células gliais, onde é convertido 

a glutamina, pela ação da enzima glutamina sintetase. A glutamina é captada pelo 

neurônio pré-sináptico, onde participa na reposição dos estoques de glutamato 

(Dingledine & McBain, 1994; Greenamyre & Porter, 1994). O glutamato é armazenado 

em vesículas sináticas, as quais podem acumular concentrações dez vezes maior do 

que as encontradas no citosol (10 mM) (Nicholls & Attwell, 1991).

Os transportadores de glutamato presentes nos neurônios e nas células gliais 

ajudam a terminar as ações pós-sinápticas do glutamato e a manter a concentra­

ção extracelular de glutamato baixa (1 a 3 |xM) (Nicholls & Attwell, 1991; Kanner, 

1993; Hansson & Rõnnbáck, 1995). Se a concentração de glutamato na fenda fosse 

elevada, haveria uma estimulação excessiva dos receptores glutamatérgicos, particu­

larmente do subtipo NMDA, o que levaria a danos neuronais e/ou morte neuronal 

(excitotoxicidade) (Greenamyre & Porter, 1994; Dawson et al., 1995).

111.1.1.1. Alterações no sistema glutamatérgico causadas pelo chumbo

Alguns agentes neurotóxicos que contaminam o meio-ambiente exercem efeitos 

sobre o sistema glutamatérgico. Por exemplo, foi relatado que o trimetilestanho aumenta 

a liberação de glutamato (Dawson et al., 1995); o metilmercúrio estimula a liberação, 

aumenta a captação de glutamato e diminui a afinidade do receptor glutamatérgico por 

glutamato (Bondy et al., 1979, Cagiano et al., 1990; Dawson et al., 1995); o alumínio 

diminui a liberação de glutamato (Kiss & Osipenko, 1994) e o tolueno aumenta a união 

específica no receptor de glutamato (Dawson et al., 1995).

O papel do sistema glutamatérgico na neurotoxicidade do chumbo tem sido re­

centemente objeto de investigação mais intensa. Dentre os estudos que procuram avali­

ar a participação do sistema glutamatérgico no mecanismo de ação deste metal no SNC, 

constam a avaliação do efeito da exposição ao chumbo sobre a união específica de 

[3H]glutamato (Regunathan & Sundaresan, 1985), sobre a união específica de [3H]MK- 

801 (avalia indiretamente a ativação do receptor de NMDA) (Guilarte & Miceli, 1992, 

Guilarte et al., 1993, 1994, 1995; Jett & Guilarte, 1995; Schulte et al., 1995), estudos 
eletrofisiológicos (Alkondon et al., 1990; Ujihara & Albuquerque, 1992; Hori et al., 1993; 

Uteshev et al., 1993; Ishihara et al., 1995), estudos comportamentais (Cohn & Cory- 

Slechta, 1994; Cory-Slechta, 1995b), estudos enzimáticos com a enzima glutamina sinte­

tase (Sierra et al., 1989; Engle & Volpe, 1990; Sierra & Tiffany-Castiglioni, 1991) e estu­
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dos da medida dos níveis de glutamato em estruturas cerebrais (Kumar & Desiraju, 

1990).
Os efeitos do chumbo sobre o sistema glutamatérgico, tanto nos estudos de uni­

ão específica de [3H]MK-801, quanto nos estudos eietrofisiológicos são mais pronuncia­

dos em animais jovens do que em adultos (Alkondon et al. 1990; Guilarte & Miceli, 1992; 

Ishihara et al., 1995). A maior parte dos estudos tem sido realizado em hipocampo, uma 

estrutura cerebral reconhecidamente importante para o processamento dos estágios ini­

ciais de memória (Izquierdo & Medina, 1995; Maren & Baudry, 1995) e rica em recepto­

res NMDA (Young & Fagg, 1991). Um número restrito de estudos foi realizado em córtex 

cerebral e cerebelo (Regunathan & Sundaresan, 1985; Guilarte & Miceli, 1992). Os re­

ceptores NMDA tem sido reconhecidos como essenciais para a indução da potenciação 

de longa duração (LTP) (McEntee & Crook, 1993; Izquierdo & Medina, 1995; Maren & 

Baudry, 1995). A LTP leva a um aumento específico das respostas pós-sinápticas exci- 

tatórias e tem sido amplamente reconhecida como um mecanismo envolvido no proces­

samento da memória (Izquierdo, 1994; Izquierdo & Medina, 1995). Existem relatos na 

literatura de que o chumbo inibe a LTP em hipocampo e córtex piriforme (Altmann et al., 

1991, 1993, 1994; Lasley et al., 1993; Carpenter et al., 1994), o que parece ser por blo­

queio de receptores NMDA. Sugere-se que o bloqueio do receptor de NMDA, com o 

conseqüente comprometimento da LTP, possa ser um dos mecanismos através dos 

quais o chumbo comprometa a função cognitiva em crianças e em animais jovens (Cory- 

Slechta, 1995b). No entanto, foi demonstrado um efeito deste metal sobre a LTP inde­

pendente de NMDA (Hori et al., 1993). Inclusive, não está bem estabelecida a ação do 

chumbo sobre subtipos de receptores glutamatérgicos não-NMDA, os quais também de­

sempenham um papel importante para a LTP e memória (Izquierdo, 1994; Izquierdo & 

Medina, 1995). Segundo Alkondon et al. (1990) e Ujihara & Albuquerque (1992) o 

chumbo inibe seletivamente as correntes iônicas evocadas por NMDA, sem afetar as 

correntes induzidas pela ativação de outros subtipos de receptores glutamatérgicos 

como quisqualato e cainato. Contudo, ainda não está excluída a possibilidade de que a 

ação deste metal sobre o sistema glutamatérgico envolva também os receptores iono- 

trópicos não-NMDA e/ou os receptores metabotrópicos.

III.1.2. A enzima adenilato ciclase (AC)

A adenilato ciclase (E. C. 4.6.1.1.) é uma enzima de membrana que catalisa a 

reação de hidrólise do ATP intracelular, gerando AMP cíclico (AMPc) e pirofosfato inor-
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gânico (Figura 111.2.). O substrato para a enzima é um complexo de Mg2+ e ATP (Gilman, 

1984, 1987).
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Figura III.2. Reação de síntese de AMPc a partir do ATP catalisada pela enzima adenilato ciclase 
(AC).
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0  AMPc é uma molécula regulatória ubíqua, que controla diversos processos 

metabólicos em organismos eucarióticos e procarióticos (Walaas & Greengard, 1991). A 

atividade da AC é encontrada em quase todas as células animais e, dependendo da 

célula, pode ser modulada por um ou vários hormônios e/ou neurotransmissores. Estes 

incluem aminas biogênicas, proteínas, polipeptídeos, prostaglandinas, opióides, adeno- 

sina e acetilcolina (Ross & Gilman, 1980; Levitzky, 1987a). A ativação ou inibição da AC 

pode se dar por ligantes que se associam a receptores que estão acoplados a proteínas 

G estimulatórias (Gs) ou inibitórias (Gi), respectivamente (Levitzky, 1987a; Casperson & 

Bourne, 1987; Gilman, 1987). Receptores estimulatórios (por exemplo, receptores 

padrenérgicos, receptores dopaminérgicos D1 e D5, receptores A2 para adenosina, re­

ceptor serotoninérgico 5-HT4) e receptores inibitórios (por exemplo, receptores 

a2adrenérgicos, receptores dopaminérgicos D2, receptores muscarínicos M2 e M4, re­

ceptores A1 para adenosina, receptores serotoninérgicos 5-HT 1B e 1D) estão associa­

dos à estimulação e inibição da AC, respectivamente (Levitzki, 1987a). Tanto a estimula­

ção como a inibição da AC por hormônios e/ou neurotransmissores requer GTP intrace­

lular (Casperson & Bourne, 1987; Birbaumer, 1990). O resultado final é uma alteração 

nos níveis intracelulares de AMPc. Este, por sua vez, liga-se à subunidade regulatória 

da proteína quinase A, tornando a enzima ativa. Desta forma, modulando os níveis de 

AMPc, os neurotransmissores modulam o ciclo fosforilação/defosforilação de proteínas 

dependentes de AMPc, que é um aspecto importante no controle do metabolismo celular 

(Walaas & Greengard, 1991; Rodnight & Wofchuk, 1992). O término do sinal envolve a 

hidrólise enzimática do AMPc pela enzima fosfodiesterase que o hidrolisa a 5’AMP, bem 

como a desativação da proteína G pela atividade GTPásica presente na própria proteína 

G (Gilman, 1987). Esta última será abordada com maior detalhe no capítulo IV.

Além da regulação da AC mediada através da ação de agonistas ou de antago­

nistas nos receptores, algumas drogas tem ação direta sobre a subunidade catalítica 

desta enzima, como parece ser o caso do lítio que inibe a AC (Mork & Geisler, 1993, 

1995) e do composto diterpênico forscolina que exerce um efeito estimulatório sobre a 

enzima (Seamon & Daly, 1981; Gehlert, 1986). No entanto, em ambos os exemplos ci­

tados, também parece ocorrer uma ação do lítio e da forscolina mediada por proteínas G 

(Newman & Belmaker, 1987; Avissar et al., 1988; Laurenza et al., 1989). O fluoreto tam­

bém é um potente agente estimulador da AC que age através da subunidade a da prote­

ína G estimulatória (Gs) (Nomura et al., 1985; Rodbell, 1992). Também foi relatado na 
literatura que a enzima adenilato ciclase de diferentes fontes é inibida por reagentes
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sulfidrílicos (Storm & Gunsalus, 1974; Takats et al., 1990), indicando a necessidade de 

grupamentos sulfidrila para a atividade catalítica da enzima.

A AC quando determinada em preparações de membrana apresenta uma ativi­

dade basal que varia de acordo com o tecido (Ross & Gilman, 1980; Levitzki, 1987b). A 

atividade basal da enzima representa a sua atividade na ausência de agentes estimula- 

tórios ou inibitórios (agonistas) ou a sua atividade modulada por ligantes regulatórios 

endógenos (Levitzki, 1987b). Em virtude de a AC fazer parte da estrutura da membrana 

como uma proteína intrínseca, a sua regulação por hormônios e/ou neurotransmissores 

in vitro depende da integridade do sistema de transdução de sinal composto por recep­

tor, proteína G e AC (Ross & Gilman, 1980).

Até hoje foram clonadas oito formas de adenilato ciclase. Cada forma da enzima 

é diferentemente regulada e possui distribuição diferenciada nos tecidos (Cooper et al.,

1995). A clonagem do primeiro gene da AC de mamíferos revelou uma estrutura bastan­

te complexa (Krupinski et al., 1989). Esta e todas as AC subseqüentemente clonadas 

são grandes polipeptídeos, contendo 1.080 a 1.248 aminoácidos. Elas contêm duas re­

giões hidrofóbicas, cada uma delas contendo seis domínios transmembrana. Cada regi­

ão hidrofóbica é seguida por um longo domínio citosólico (Cooper et al., 1995). Os do­

mínios transmembrana não são muito conservados entre as AC. Os dois domínios cito- 

sólicos são bastante homólogos entre si e entre as diferentes AC e, possivelmente, po­

dem formar parte do sítio catalítico ligador de ATP (Pieroni et al., 1993; Cooper et al.,

1995).

Além da modulação da AC pela proteína G, a clonagem e expressão dos oito ti­

pos de AC revelou que elas são multiplamente reguladas. Não apenas as subunidades 

a das proteínas G regulam as AC, mas também a proteína quinase C (PKC), o Ca2+ e as 

subunidades Py das proteínas G desempenham papéis regulatórios (Tang & Gilman, 

1991; Cooper et al., 1995).

111.1.2.1. Adenilato ciclase cerebral

Das oito isoformas de AC até hoje clonadas, três apresentam uma distribuição 

expressiva no cérebro (Mons et al., 1995). São elas as AC do tipo I, II e V. A AC do tipo I 

é seletivamente expressada no córtex cerebral, hipocampo e cerebelo (Mons et al.,
1995). Esta isoforma é estimulada por concentrações fisiológicas de cálcio (0,1 a 1,0 

pM), que age através da calmodulina, além de ser um pouco estimulada por Gs (Cooper 

et al., 1995). A AC do tipo II apresenta uma ampla distribuição, mas em quantidade limi­

tada no SNC. A AC do tipo II não é afetada por cálcio e é estimulada por Gs e por prote-
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ína quinase C (PKC). A AC do tipo V apresenta-se restrita ao estriado e é estimulada por 

Gs e inibida por cálcio (Cooper et al., 1995).

As adenilato ciclase estão presentes tanto em terminais nervosos pós-sinápticos 

como pré-sinápticos, assim como também na glia e em células do endotélio dos capila­

res (Musgrave et al., 1994; Mons et al., 1995).

111.1.2.2. Efeito de metais pesados sobre a adenilato ciclase

Existem estudos na literatura relatando a inibição da AC basal de diversas fontes 

por metais pesados. Dentre os metais inibidores da enzima estão o mercúrio inorgânico 

e o metilmercúrio (Storm & Gunsalus, 1974), o cádmio (Lundberg et al., 1987; Fasitsas 

et al., 1991) e o chumbo (Nathanson & Bloom, 1975, 1976; Ewers & Erbe, 1980; 

Doskeland, 1980; Biondi et al., 1989; Sandhir & Gill, 1994). Por outro lado, também foi 

demonstrado que o tratamento crônico com cádmio em ratos estimulou a atividade basal 

da AC hepática (Merali et al., 1975).

Os estudos que tratam sobre a inibição da AC cerebral pelo chumbo mostram 

dados variados tanto quanto à concentração do metal necessária para inibir a enzima 

como quanto ao possível mecanismo através do qual o metal exerce o seu efeito 

(Nathanson & Bloom, 1975, 1976; Ewers & Erbe, 1980; Sandhir & Gill, 1994). A AC de 

origem cerebral parece ser particularmente sensível ao efeito inibitório do chumbo, sen­

do que concentrações deste metal na faixa de îM inibiram significativamente a atividade 

enzimática (Nathanson & Bloom, 1975; Ewers & Erbe, 1980). Em alguns casos também 

têm sido demonstrado que o chumbo, dependendo da concentração, pode estimular a 

enzima in vitro (Takats et al., 1990; Sandhir & Gill, 1994). Contudo, o efeito estimulató- 

rio apenas parece estar associado à determinação da atividade da AC em presença da 

calmodulina (Sandhir & Gill, 1994).

111.1.2.3. Influência do glutamato na atividade da adenilato ciclase

Os receptores glutamatérgicos metabotrópicos clonados (mGluRI a mGluR8) di­

videm-se em três grupos. Em termos gerais, os receptores do grupo 1 estão associados 

à hidrólise de fosfatidilinositol e os receptores dos grupos 2 e 3 estão associados à di­

minuição dos níveis de AMPc (Nakanishi et al., 1994; Pin & Bockaert, 1995; Pin & 

Duvoisin, 1995). Contudo, tem sido relatado um aumento dos níveis de AMPc induzido 
por glutamato em fatias de hipocampo de rato, sendo que o referido efeito estimulatório 

parece ser dependente de adenosina endógena (Winder & Conn, 1993; Schoepp et al.,

1995). Portanto, o efeito estimulatório do glutamato sobre a AC ocorre em sistemas ínte­
gros, como fatias de tecidos, onde a integridade do sistema purinérgico está preservada.
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Além disto, o glutamato pode estimular a atividade da adenilato ciclase indiretamente 

por aumentar os níveis intracelulares de cálcio como conseqüência da despolarização 

da membrana. O aumento do cálcio pode juntamente com a calmodulina ativar formas 

da AC sensíveis a Ca2+/calmodulina (Cooper et al., 1995).

Um estudo recente (Musgrave et al.,1994) sugere que a ativação dos receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos pós-sinápticos resulta na estimulação da atividade da 

AC, enquanto que a inibição da AC parece ser mediada, pelo menos em parte, através 

de mecanismos pré-sinápticos.

11.1.3. Objetivos

Considerando:

a) que existem poucos estudos que avaliam o efeito da exposição ao chumbo em ani­

mais experimentais sobre o sistema glutamatérgico e sobre a atividade da adenilato ci­

clase no cérebro;

b) que os resultados parecem ser bastante influenciados pelo protocolo de exposição ao 

metal;

c) que muito pouco se sabe a respeito dos efeitos de uma intoxicação crônica com 

chumbo em várias etapas do desenvolvimento do rato sobre os referidos parâmetros 

neuroquímicos;

d) que poucos trabalhos têm examinado o efeito do chumbo em ratos tratados in vivo 

simultaneamente em mais de uma estrutura cerebral, sobre os referidos parâmetros 

neuroquímicos;

decidimos investigar o efeito da exposição ao acetato de chumbo sobre a união 

específica de [3H]glutamato e sobre a atividade da enzima adenilato ciclase basal, esti­

mulada por Gpp(NH)p 10,0 |nM e inibida por acetato de chumbo 3,0 pM em membranas 

de córtex cerebral e cerebelo de ratos submetidos a três esquemas de exposição:

a) ratas adultas (mães) que foram expostas ao metal na água de beber por um período 

de 16 a 17 semanas.

b) ratos jovens de 21 a 23 dias de idade expostos ao metal indiretamente através de su­

as mães durante as fases pré-natal e lactacional.

c) ratos que foram expostos ao metal desde a fase pré-natal até a idade de 6 meses, 
sendo até o desmame através das mães e, após o desmame, através da exposição ao 

metal na água de beber.

Também foi investigado o efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união es­

pecífica de [3H]glutamato e sobre a atividade basal da enzima adenilato ciclase em
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m e m b r a n a s  d e  c ó r t e x  c e r e b r a l  e  c e r e b e lo  d e  r a t o s  j o v e n s  e  a d u lt o s ,  a  f im  d e  v e r if ic a r  

uma eventual diferença de sensibilidade ao chumbo dependente da idade.

III.2.MATERIAL E MÉTODOS

lll.2.1.Reagentes

Acetato de chumbo - Baker’s Analyzed 

Ácido caínico - Sigma, St. Louis, MO 

Ácido clorídrico - Merck

ACPD = Trans-(+)-ACPD = trans-1-amino ácido ciclopentano-1,3-dicarboxílico - 

Research Biochemicals International 

Albumina de soro bovino - Sigma, St. Louis, MO

AMPA = a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato - Research Biochemicals 

International

AMPc - adenosina-3’,5’-monofosfato cíclico - Sigma, St. Louis, MO

[3H]AMPc =[3H]adenosina-3’,5’-monofosfato cíclico (23 Ci/mmol) Amershan International,

U. K.

ATP = adenosina-5’-trifosfato - Boehringer Mannhein

Carbonato de sódio - Reagen

Carvão ativado - Riedel-de-Hãen

Cloreto de magnésio - Reagen

Dodecil sulfato de sódio (SDS) - Sigma, St. Louis, MO

Etanol absoluto - Merck

Etilenodiaminotetracetato sódico (EDTA sódico) - Reagen

Folin-Ciocalteau - Bioensaios

Glutamato - Sigma, St. Louis, MO

[3H]glutamato (50 Ci/mmol) - Amershan International, U. K.

Guanina imidodifosfato (5'guanililimidodifosfato ou imido guanosina 5'trifosfato) =

Gpp(NH)p - Sigma, St. Louis, MO

Hidróxido de sódio - Reagen

NMDA = N-metil-D-aspartato - Sigma, St. Louis, MO
POPOP = 1,4-bis [5-fenil-2-oxazolil] benzeno; 2,2’-p-fenileni-bis[5-feniloxazol] - Sigma, 

St. Louis, MO

PPO = 2,5difeniloxazol - Sigma, St. Louis, MO

Proteína quinase de coração bovino - Sigma, St. Louis, MO
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Quisqualato = p-(3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidina-2il)-L-alanina - Sigma, St. Louis, MO

Sacarose - Reagen

Sulfato de cobre - Reagen

Tartarato de sódio e potássio - Reagen

Tolueno - Reagen ou Merck

Tris(hidroximetil)aminometano - Sigma, St. Louis, MO 

Triton X-100 - Reagen ou Merck

111.2.2.Equipamentos

Agitador de tubos: Phoenix

Balanças: analítica Sartorius Basic modelo BA 110 S, analítica Marte modelo AS 2000 

Banho térmico: Quimis modelo Q304.164

Centrífugas: Sorvall modelo RC 5B Plus, minicentrífuga Incibrás modelo spin I 

Compressor de ar

Cintiladores: Rackbeta modelo 1217, Wallac modelo 1409 (“Liquid Scintillation Coun- 

ter”)

Espectrofotômetros: Beckman DU 640 UVA/IS; de absorção atômica com forno de grafi­

te (Perkin-Elmer modelo 2380)

Freezer a -20°C e Freezer a -70°C 

Potenciômetro: Digimed

111.2.3. Animais experimentais

Nos estudos in vitro foram utilizados ratos Wistar adultos (3 a 6 meses) de am­

bos os sexos provenientes do Biotério do Instituto de Biociências da UFRGS. Os ani­

mais foram mantidos em ciclo claro-escuro a temperatura de 23°C ± 2°C, com ração 

comercial (Purina) e água "ad libitum”. Nos estudos para avaliação dos efeitos do aceta­

to de chumbo in vivo sobre a atividade da adenilato ciclase ou sobre a união específica 

de [3H]glutamato em membranas de córtex cerebral e cerebelo de ratos, os animais fo­

ram tratados com acetato de chumbo conforme descrito no Capítulo I, página 14.

111.2.4. Dissecção do córtex cerebral e cerebelo

A dissecção do córtex cerebral e cerebelo foi realizada conforme descrição feita 

no Capítulo I, página 20, exceto que o cérebro total não foi pesado e as estruturas foram 

dissecadas sobre uma placa de Petri invertida sobre gelo picado, a qual era revestida
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111.2.5. Preparação da membrana

As membranas lisadas e lavadas de córtex cerebral e cerebelo de rato foram 

preparadas conforme o método usado por Souza & Ramírez, 1991.

A estrutura cerebral depois de pesada era homogeneizada em 20 volumes de 

uma solução com sacarose 0,32 M, Tris/HC110 mM pH 7,4 e MgCI2 1 mM em um "potter" 

de vidro, contendo duas vazas: A (mais folgada) e B (mais justa), com 10 movimentos 

de vai e vem manuais com cada uma das vazas. O homogeneizado era centrifugado a

1.000 g por 15 minutos. O precipitado desta centrifugação, contendo a fração nuclear, 

"debris" celulares e mielina, era ressuspenso no mesmo volume do tampão usado inici­

almente e era centrifugado novamente a 1.000 g por 15 minutos e o sobrenadante 

(SN1) mantido no gelo. O segundo precipitado era desprezado e o sobrenadante (SN2) 

misturado com o SN1. A mistura de SN1 e SN2 era centrifugada a 27.000 g durante 15 

minutos. O precipitado resultante era ressuspenso em 20 volumes de tampão Tris/HCI 1 

mM pH 7,4 e permanecia no gelo por, no mínimo, 30 minutos, para que fosse processa­

da a lise das vesículas que foram formadas com sacarose. O lisado era submetido a 

centrifugação a 27.000 g por 15 minutos. O precipitado era lavado 3 vezes em tampão 

Tris/HCI 10 mM pH 7,4 (ressuspensão no tampão seguida de centrifugação a 27.000 g 

por 15 minutos), a fim de remover contaminantes endógenos, tais como glutamato, nu- 

cleotídeos, íons, sacarose, etc. O precipitado resultante da terceira lavagem era ressus­

penso em tampão Tris/HCI 10 mM pH 7,4 de forma a obter uma concentração de 2,0 a

3.0 mg de proteína/ml.

111.2.6. Determinação da união específica de ^HJglutamato em membranas

Os ensaios para determinação da união específica de [3H]glutamato em mem­

branas de ratos expostos ao acetato de chumbo in vivo foram realizados a 25°C, em um 

tempo de incubação de 15 minutos, em pequenos tubos de policarbonato previamente 

lavados com uma solução de HN03. Eles continham 0,1 ml de membrana, Tris/HCI 10 

mM pH 7,4, MgCI2 10 mM e [3H]glutamato (50 Ci/mmol) 40 nM, em um volume final de

1.0 ml, com ou sem glutamato não radioativo 40 |j.M (para medida da união total e ines- 

pecífica, respectivamente). Os ensaios para determinação do efeito do acetato de 

chumbo in vitro sobre a união específica de [3H]glutamato em membranas foram realiza­

dos em uma condição similar, exceto que o meio de incubação continha Tris/HCI 50 mM

95



pH 7,4, MgCh 10 mM e era adicionado acetato de chumbo na faixa de concentração de 

4 a 400 pM. Foram evitadas concentrações de acetato de chumbo superiores a 400 pM, 

a fim de evitar a precipitação de um sal insolúvel (Drew et al., 1989). A centrifugação a
o

27.000 g por 30 minutos foi o procedimento adotado para separar o [ H]glutamato nao 

unido às membranas. O sobrenadante de cada tubo era descartado e imediatamente, 

procedia-se a uma lavagem rápida e cautelosa das paredes do tubo e do precipitado 

com água destilada a 4°C. O tubo era cuidadosamente secado com cotonete e adicio­

nava-se 300 pl de solução de dodecil sulfato de sódio (SDS) 0,1% para solubilizar as 

proteínas do tubo. Aguardava-se no mínimo 12 horas, quando então os tubos eram co­

locados em estufa a 60°C durante 15 minutos e era retirada uma alíquota de 240 pl. 

Esta alíquota era pipetada em tubos plásticos (adaptadores de “vials”), aos quais adicio­

nava-se 3 ml de líquido de cintilação. A radioatividade era avaliada em cintilador beta. A 

união específica de [3H]glutamato era calculada por diferença entre a união total e a 

inespecífica. Por união inespecífica entende-se a união de [3H]glutamato na presença de 

glutamato não radioativo em uma concentração 1.000 vezes superior ao de 

[3H]glutamato (Figura III.3.)

Com o objetivo de determinar os efeitos de agonistas que reconhecem subtipos 

de receptores glutamatérgicos específicos, as membranas foram incubadas com 

[3H]glutamato 40 nM na presença de NMDA, cainato, AMPA, quisqualato ou ACPD 40 

jiM, conforme descrito por Elisabetsky et al. (1995). Com este procedimento, o 

[3H]glutamato não se une a receptores já ocupados pelo excesso de agonista específico 

não radioativo. A diferença entre a união específica remanescente (com excesso de 

agonista específico não radioativo) e a união total (na ausência de qualquer tipo de 

agonista específico não radioativo) foi tomada como medida da união a receptores rela­

cionados ao agonista específico usado. Os efeitos do acetato de chumbo (300 pM) so­

bre cada subtipo de receptor glutamatérgico específico foi avaliado incubando-se o 

acetato de chumbo e o [3H]glutamato juntamente com cada agonista específico. Todos 

os experimentos foram realizados em triplicatas.
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Figura III.3. Representação esquemática da união total, inespecífica e específica de 
[3H]glutamato em receptores na membrana.
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111.2.7.Ensaio da atividade da adenilato ciclase

A atividade da adenilato ciclase em preparações de membrana era avaliada atra­

vés da produção de AMPc a partir de ATP não radioativo. As amostras eram processa­

das de acordo com o método de Albano et al. (1974). Os ensaios eram realizados a 

30°C em tubos eppendorf contendo, em um volume final de 100 pl, 30 a 60 jig de prote­

ína da membrana, Tris/HC110 mM pH 7,4, MgCI210 mM, 1g% de albumina de soro bovi­

no, Gpp(NH)p 10 |xM (exceto nos tubos controle e em experimentos onde apenas era 

avaliado o efeito do chumbo isoladamente) e acetato de chumbo (concentrações varian­

do de 0.01 fxM a 100 nM nos experimentos onde era avaliado o efeito in vitro do chum­

bo). Após 15 minutos de pré-incubação, a incubação era iniciada pela adição de ATP 

(concentração final de 1,0 mM) e finalizada depois de 1 minuto, através da adição de 2 

volumes de etanol absoluto gelado ou 5 minutos de fervura. Os tubos eram centrifuga­

dos durante 5 minutos a 12.000g e alíquotas dos sobrenadantes (que continham AMPc) 

eram evaporadas em um banho-maria a 50°C, com uma corrente de ar em cada tubo, 

através de cânulas conectadas a um compressor de ar. Os resíduos eram solubilizados 

em 100 pi de Tris/HCI 50 mM pH 7,4, contendo EDTA 4,0 mM.

No ensaio padrão de determinação da atividade da adenilato ciclase, foi suprimi­

do o uso de ditiotreitol (DTT) em função de sua capacidade de complexar-se ao chumbo 

(Gnonlonfoun e t al., 1991). Seu uso iria diminuir a concentração de Pb2+ no meio de in­

cubação. Conforme enfatizado por Simons (1993), várias enzimas sulfidrílicas, as quais 

tem sido ensaiadas na presença de reagentes protetores sulfidrílicos, os quais também 

ligam chumbo, não tem sido examinadas de forma quantitativa no que tange ao efeito in 

vitro do chumbo sobre as suas atividades enzimáticas.

111.2.8. Dosagem de AMP cíclico (AMPc)

O conteúdo de AMPc produzido durante a incubação foi dosado pelo método do 

radioensaio de Tovey et al. (1974). Foram pipetados em tubos eppendorf 50 pl de 

amostra, 50 pl de [3H]AMPc e 100 pl de solução da proteína “binding" (proteína quinase 

A). Estes tubos eram incubados a 4°C por um período que podia variar de 2 a 18 horas. 

A reação era finalizada através da adição de 100 nl de uma solução de carvão ativado 

(2,6% contendo 2% de albumina). Estes tubos eram centrifugados por 2 minutos a

12.000 g, sendo a seguir retirada uma alíquota de 120 pl. Esta alíquota era pipetada em 

tubos plásticos (adaptadores de “vials”), os quais continham 240 pl de solução de do-
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decil sulfato de sódio (SDS) 0,1 N / HCI 3N / NaOH 1N. Adicionava-se 3 ml de líquido de 

cintilação e a radioatividade era avaliada em cintilador beta. A concentração de AMPc 

na amostra era determinada a partir de uma curva padrão linear, realizada paralelamen­

te, obtida com concentrações de AMPc que variavam de 1 a 16 pmol/tubo.

111.2.9.Dosagem de proteínas

A concentração protéica era determinada em alíquotas da suspensão final da 

preparação da membrana através do método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina 

de soro bovino como padrão protéico.

111.2.10. Dosagem de chumbo em preparações de membrana de córtex cere­

bral

A fim de verificar se o procedimento de preparação da membrana de ratos ex­

postos ao chumbo in vitro seria capaz de remover o metal dos fragmentos de membra­

na, foram utilizadas membranas de ratos do grupo controle (expostos à água deioniza- 

da) e membranas de ratos expostos à concentração mais elevada de chumbo (grupo 4,0 

mM de acetato de chumbo) para dosar chumbo. A dosagem do metal foi realizada atra­

vés de espectrofotometria de absorção atômica em forno de grafite.

111.2.11. Análise estatística e expressão dos resultados

Os resultados obtidos foram avaliados através de análise de variância de uma ou 

de duas vias, conforme o caso, seguida pelo teste do raio múltiplo de Duncan, quando 

apropriado. Quando foi realizada comparação entre duas médias, a análise estatística 

foi feita através do teste t de Student. Foram consideradas significativas as análises nas 

quais p< 0,05. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média de 

determinações realizadas em triplicata. A unidade para expressão dos resultados de 

atividade da adenilato ciclase é pmol AMPc / mg de proteína / minuto ou os resultados 

estão expressos em % em relação ao controle, o qual era considerado 100%. Os resul­

tados de união específica de [3H]glutamato estão expressos em pmol [3H]glutamato / mg 

de proteína ou os resultados estão expressos em % em relação ao controle, o qual era 

considerado 100%.
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III.3.RESULTAD0S

A fim de verificar se o tratamento com acetato de chumbo administrado nos ratos 

havia produzido alterações no conteúdo de proteínas das membranas de córtex cerebral 

e cerebelo, alíquotas das preparações de membranas obtidas de ratos expostos ao 

metal e ratos controle foram utilizadas para dosar proteínas.

A Figura III.4. mostra o resultado da proteína em fração de membranas de cere­

belo de ratas mães expostas ao acetato de chumbo por 16 a 17 semanas, ratos jovens 

expostos ao chumbo durante a gestação e lactação e ratos de 6 meses expostos ao 

metal desde a concepção. A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do tra­

tamento com acetato de chumbo sobre o teor de proteína na fração de membrana de 

cerebelo das ratas mães expostas ao acetato de chumbo por 16 a 17 semanas [F(4,27) 

= 3,60, p<0,050], O teste post-hoc de Duncan revelou que o teor de proteína nas mem­

branas obtidas de ratas expostas as concentrações de 2,0 e 4,0 mM de acetato de 

chumbo de água de beber foi superior ao de membranas obtidas de ratas do grupo con­

trole (p<0,05). Não houve diferenças significativas do tratamento com acetato de chum­

bo sobre este parâmetro em membranas obtidas de ratos jovens e de ratos de seis me­
ses de idade.

O chumbo, não interfiriu com a dosagem de proteínas pelo método de Lowry et 

al. (1951), inclusive em concentrações cerca de quinhentas vezes superior às concen­

trações presentes nas membranas de ratos intoxicados (dados não mostrados).

III.3.1. Efeito do tratamento com chumbo sobre o teor de proteínas na fração

das membranas de cerebelo e córtex cerebral de ratos
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Mãe Jovem Adulto

Figura 111.4. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias de 
idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre o teor de proteínas na membrana de cerebelo. 
Os resultados estão expressos em mg proteína / g de cerebelo e representam a média + erro pa­
drão (n = 5 a 9).
* p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo controle pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

O mesmo parâmetro foi avaliado em membranas de córtex cerebral de ratos tra­

tados conforme mencionado no parágrafo anterior. A ANOVA de uma via que avaliou o 

efeito do tratamento com chumbo sobre este parâmetro em córtex cerebral revelou que 

não houve diferenças significativas entre os diferentes grupos experimentais (Figura III. 

5.).
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Mãe Jovem Adulto

Figura 111.5. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias de 
idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre o teor de proteínas na membrana de córtex cere­
bral. Os resultados estão expressos em mg proteína / g de córtex cerebral e representam a média 
+ erro padrão (n = 5 a 9).
Não houve efeito significativo do tratamento com chumbo pela ANOVA de uma via.

III.3.2. Dosagem de chumbo remanescente nas membranas de ratos tratados 

com acetato de chumbo

Com o objetivo de verificar se o procedimento de preparação das membranas, o 

qual inclui lavagens após a lise, removia o chumbo presente no cérebro dos ratos expos­

tos ao metal, foi dosado o chumbo remanescente em membranas de ratos expostos à 

concentração mais elevada de chumbo (4,0 mM na água de beber) e de ratos controle. 

Para este fim foram usadas membranas de córtex cerebral de ratas mães, pois as mem­

branas de cerebelo não forneceram um volume (1,0 ml) necessário para a dosagem.

A análise estatística através do teste t de Student para amostras não pareadas 

mostrou que houve uma diferença no teor de metal encontrado nas membranas (t= - 

3,43, p<0,01) (Figura III.6.), pois na membrana obtida dos ratos expostos ao chumbo o 

teor do metal foi quase três vezes superior ao teor encontrado na membrana de ratos 

controle. Isto significa que, mesmo após as lavagens, o chumbo permanece na prepara­

ção de membrana.
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Figura lli.6. Dosagem de chumbo na preparação de membrana de córtex cerebral obtida de ratas 
mães dos grupos controle e 4,0 mM de acetato de chumbo. Os resultados estão expressos em mg 
de chumbo/l (escala em expoente'1) e são a média + erro padrão de 9 determinações.
* p<0,01 em relação ao grupo controle pelo teste t de Student para amostras independentes.

III.3.3. Efeitos do chumbo sobre o sistema glutamatérgico

111.3.3.1. Estudos in vivo

111.3.3.1.1. Efeito da exposição ao acetato de chumbo sobre a união específica de 

[3H]glutamato em membrana de cerebelo de ratos jovens e adultos.

O tratamento com acetato de chumbo realizado nas ratas mães e nos ratos de 

seis meses de idade (0; 0,5; 1,0; 2,0 ou 4,0 mM de acetato de chumbo na água de be­

ber) não afetou significativamente a união específica de [3H]glutamato em membrana de 

cerebelo (ANOVA de uma via) (Figura III.7.). Entretanto, A ANOVA de uma via revelou 

um efeito significativo do tratamento com o metal nos ratos jovens expostos ao chumbo 

durante a gestação e lactação [F(4,17) = 3,20, p<0,05], O teste post-hoc de Duncan re­

velou que os ratos do grupo 4,0 mM apresentaram uma menor união específica de 

[3H]glutamato quando comparado aos animais do grupo controle (p<0,05) (Figura III.7.).
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Figura 111.7. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias de 
idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre a união específica de [ Hjglutamato em mem­
branas de cerebelo. Os resultados estão expressos como média dos valores em porcentagem em 
relação grupo controle + erro padrão (n = 4 a 9). A união específica de [3H]glutamato (média ± 
erro padrão) no grupo controle foi de 3,93 ± 0,82; 1,65 + 0,47; 1,80 + 0,34 para as ratas mães, 
ratos jovens e ratos de seis meses, respectivamente.
*p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo controle, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

III.3.1.1.2. Efeito da exposição ao acetato de chumbo sobre a união específica de 

[3H]glutamato em membrana de córtex cerebral de ratos jovens e adultos.

A ANOVA de uma via que avaliou o efeito do tratamento com acetato de chumbo 

sobre a união específica de [3H]glutamato em membrana de córtex cerebral mostrou que 

não houve um efeito significativo do tratamento com acetato de chumbo sobre este pa­

râmetro em ratas mães e ratos adultos de 6 meses de idade (Figura III.8.). Por outro 

lado, houve um efeito significativo do tratamento nos ratos jovens expostos ao metal du­
rante a gestação e lactação sobre este parâmetro [F(4,21) = 3,80, p<0,05], O teste post- 

hoc de Duncan revelou que os ratos do grupo 4,0 mM apresentaram uma menor união 

específica de [3H]glutamato quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 

III.8.). Este resultado foi semelhante ao observado em membrana de cerebelo de ratos 

jovens (Figura III.7.).
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Figura III.8. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias de 
idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre a união específica de [ Hjglutamato em mem­
branas de córtex cerebral. Os resultados estão expressos como média dos valores em porcenta­
gem em relação grupo controle + erro padrão (n = 4 a 9). A união específica de [3H]glutamato 
(média ± erro padrão) no grupo controle foi de 2,43 ± 0,38; 1,20 ± 0,27; 3,27 ± 0,59 para as ratas 
mães, ratos jovens e ratos de seis meses, respectivamente.
*p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo controle, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

III.3.3.2. Estudos in vitro

111.3.3.2.1. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de 

[3H]glutamato em membrana de cerebelo de ratos jovens e adultos.

A ANOVA de duas vias que avaliou o efeito do chumbo sobre a união específica 

de [3H]glutamato em membrana de cerebelo (controle e 5 concentrações de chumbo = 

0,4,10, 40 100, 400 pM X 2 idades = 21 dias e 6 meses de idade) (Figura III.9.) mostrou 

que não houve um efeito significativo do chumbo, da idade e também não existiu intera­

ção significativa entre concentração de chumbo X idade.
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Figura HI.9. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de [3H]glutamato em 
preparação de membrana de cerebelo de rato jovem (21 a 23 dias de idade) e rato adulto (6 me­
ses de idade). Os resultados estão expressos como média + erro padrão de 6 determinações. Os 
valores referentes à união específica de [3H]glutamato na ausência de Pb2+ (controle) apresenta­
ram uma média ± erro padrão de 0,75 + 0,09 em rato jovem e de 0,99 ± 0,07 em rato adulto.
Não houve efeito significativo do chumbo pela ANOVA de duas vias.

III.3.3.2.2. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de 

[3H]glutamato em membrana de córtex cerebral de ratos jovens e adultos.

O efeito do chumbo sobre a união específica de [3H]glutamato em membrana de 

córtex cerebral de ratos jovens e adultos está ilustrado na Figura 111.10. A ANOVA de 

duas vias (controle e 5 concentrações de chumbo = 0,4,10, 40,100, 400 pM X 2 idades = 

21 dias e 6 meses de idade) mostrou efeitos significativos da idade [F(1,54) = 4,93, 

p<0,05] e da concentração de chumbo [F(5,54) = 11,77, p<0,001], O teste post-hoc de 

Duncan do efeito da idade mostrou um efeito inibitório mais acentuado na preparação 

de membrana de ratos jovens do que na preparação de membrana de ratos adultos 
(p<0,05). O teste de Duncan que avaliou o efeito do chumbo mostrou que houve um 
efeito inibitório de todas as concentrações de acetato de chumbo em relação ao controle 

(p<0,01 em todos os casos). Analisando isoladamente os resultados em relação a cada 
idade, através da ANOVA de uma via, verificou-se um efeito significativo do chumbo
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tanto na membrana de ratos jovens [F(5,30) = 7,22, p<0,001], como na membrana de 

ratos adultos [F(5,24) = 6,32, p<0,001], O teste post-hoc de Duncan mostrou que houve 

um efeito inibitório do chumbo na membrana de ratos jovens nas concentrações de 4 

pM, 10 pM, 40 pM, 100 pM de acetato de chumbo (p<0,05) e 400 pM de acetato de 

chumbo (p<0,01) (Figura 111.10.). No caso da membrana de ratos adultos, o efeito inibi­

tório ocorreu nas concentrações de 40 pM (p<0,05), 100 pM (p<0,05) e 400 pM de 

acetato de chumbo (p<0,01) (Figura 111.10.).

1 5 0

Figura 111.10. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de [3H]glutamato em 
preparação de membrana de córtex cerebral de rato jovem (21 a 23 dias de idade) e rato adulto (6 
meses de idade). Os resultados estão expressos como média + erro padrão de 5 a 6 determina­
ções. Os valores referentes à união específica de [3H]glutamato na ausência de Pb2+ (controle) 
apresentaram uma média ± erro padrão de 0,71 ± 0,06 em rato jovem e de 0,91 ± 0,06 em rato 
adulto.
* p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao ensaio na ausência de chumbo pelo teste do raio múl­
tiplo de Duncan.

III.3.3.2.3. Estudo da dependência de magnésio para o efeito do chumbo in vitro sobre a 

união específica de [3H]glutamato em membrana de córtex cerebral de ratos jovens e 

adultos.
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Uma vez verificado que o acetato de chumbo inibia in vitro a união específica de 

[3H]glutamato em membranas de córtex cerebral de ratos jovens e adultos em concen­

trações relativamente baixas (Figura 111.10.), decidimos verificar se o efeito inibitório do 

metal era dependente da presença de magnésio no meio de incubação. Sendo assim, o 

acetato de chumbo foi adicionado no meio de incubação em concentrações variando de 

1 a 400 fiM, na presença de 10 mM de cloreto de magnésio ou sem cloreto de magné­

sio, para avaliar a união específica de [3H]glutamato em membrana de córtex cerebral 

de ratos jovens e ratos adultos (Figuras 111.11. e 111.12., respectivamente).

A ANOVA de duas vias que avaliou os resultados obtidos da membrana de ratos 

jovens revelou um efeito significativo da concentração de chumbo [F(6,42) = 13,65, 

p<0,001], Não houve efeito significativo do magnésio e nem da interação concentração 

de chumbo X magnésio. Uma avaliação através da ANOVA de uma via dos resultados 

na presença de magnésio [F(6,21) = 8,99, p<0,001], seguida do teste do raio múltiplo de 

Duncan mostrou que a união específica de [3H]glutamato na presença de 10 |aM de 

chumbo (p<0,05), 40, 100 e 400 de chumbo difere do resultado obtido sem chumbo 

(p<0,01). Um resultado semelhante foi obtido para os resultados na ausência de mag­

nésio [F(6,21) = 5,29, p<0,01], pois também a união específica de [3H]glutamato na pre­

sença de 10, 40, 100 e 400 nM de chumbo difere do resultado obtido na ausência de 

chumbo (p<0,05 em todos os casos) (Figura 111.11.).

A ANOVA de duas vias que avaliou os resultados obtidos da membrana de rato 

adulto revelou um efeito significativo da concentração de chumbo [F(6,44) = 7,16, 

p<0,001]. Não houve efeito significativo do magnésio e nem da interação concentração 

de chumbo X magnésio. Uma avaliação através da ANOVA de uma via dos resultados 

na presença de magnésio [F(6,22) = 4,04, p<0,01], seguida do teste do raio múltiplo de 

Duncan mostrou que a união específica de [3H]glutamato na presença de 400 nM de 

chumbo difere do resultado obtido sem chumbo (p<0,05). Um resultado semelhante foi 

obtido para os resultados na ausência de magnésio [F(6,22) = 3,36, p<0,05], pois tam­

bém a união específica de [3H]glutamato na presença de 400 pM de chumbo difere do 

resultado obtido na ausência de chumbo (p<0,05) (Figura 111.12.). Talvez devido à vari­

abilidade dos resultados, não foi possível observar um efeito inibitório significativo do 

chumbo nas concentrações de 40 e 100 |xM, conforme observado na Figura 111.10. De 

qualquer forma, este experimento parece claro no sentido de demonstrar que o efeito 

inibitório sobre a união específica de [3H]glutamato em membrana de córtex cerebral de 

ratos adultos independe do magnésio.
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Figura 111.11. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de [3H]glutamato em 
preparação de membrana de córtex cerebral de rato jovem (21 dias de idade) na presença de 10 
mM de magnésio ou na ausência de magnésio no meio de incubação. O controle (100%) refere- 
se ao ensaio realizado na ausência de acetato de chumbo. Os resultados estão expressos como 
média + erro padrão de 4 determinações. Os valores referentes à união específica de 
[3H]glutamato no controle apresentaram uma média + erro padrão de 0,71 ± 0,08 na presença de 
magnésio e 0,47 ± 0,09 na ausência de magnésio.
* p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao ensaio na ausência de chumbo pelo teste do raio múl­
tiplo de Duncan.
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Figura 111.12. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de [3H]glutamato em 
preparação de membrana de córtex cerebral de rato adulto na presença de 10 mM de magnésio 
ou na ausência de magnésio no meio de incubação. O controle (100%) refere-se ao ensaio reali­
zado na ausência de acetato de chumbo. Os resultados estão expressos como média + erro pa­
drão de 3 a 5 determinações para cada concentração. Os valores referentes à união específica de 
[3H]glutamato no controle apresentaram uma média + erro padrão de 1,93 ± 0,30 na presença de 
magnésio e 1,62 ± 0,13 na ausência de magnésio.
* p<0,05 quando comparado ao ensaio na ausência de chumbo pelo teste do raio múltiplo de 
Duncan.

III.3.3.2.4. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de 

[3H]glutamato em membrana de córtex cerebral de ratos adultos em receptores glutama- 

térgicos sensíveis a agonistas específicos.

A fim de investigar quais os tipos de receptores glutamatérgicos estariam envol­

vidos no efeito inibitório do acetato de chumbo sobre a união específica de 

[3H]glutamato em membrana de córtex cerebral de ratos adultos, foi realizado um estudo 

no qual foram adicionados ao meio de incubação agonistas glutamatérgicos específicos 

na sua forma não radioativa em concentração 1.000 vezes maior que a de [3H]glutamato
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(Figura 111.13.). Paralelamente foram feitos ensaios nos quais adicionou-se 300 pM de 

acetato de chumbo na presença de cada agonista específico (Figura 111.13.). O resultado 

da análise estatística através de ANOVA que comparou a união específica na presença 

de cada agonista com a união específica na ausência do agonista, (considerando os 

agonistas como medida dependente) mostrou um efeito significativo dos agonistas so­

bre este parâmetro [F(5,15) = 9,11, p<0,001], O teste post-hoc de Duncan revelou que a 

união específica na presença de NMDA, cainato, AMPA, quisqualato e ACPD foi inferior 

ao valor obtido na ausência do agonista (p<0,05 no caso do NMDA e do cainato e 

p<0,01 no caso do AMPA, quisqualato e ACPD). Isto mostra que as preparações de 

membrana de córtex cerebral de ratos adultos usadas neste estudo contêm receptores 

sensíveis a todos os tipos de agonistas glutamatérgicos estudados. A análise estatística 

através de teste t de Student para amostras dependentes que comparou os níveis de 

união específica na presença de cada agonista glutamatérgico com ou sem acetato de 

chumbo, mostrou que a união específica na presença do agonista + chumbo é inferior 

em todos os casos ao valor da união específica na presença do agonista isoladamente 

(Figura 111.13., p<0,01). Estes resultados indicam que o chumbo interfere com a união 

específica de [3H]glutamato em membrana de córtex cerebral de ratos adultos através 

de interação com NMDA, cainato, AMPA, quisqualato e ACPD.
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Figura 111.13. Efeito do acetato de chumbo 300 pM in vitro sobre a união específica de 
[3H]glutamato deslocada por agonistas glutamatérgicos. Os valores estão expressos em pmol / 
mg de proteína. Cada valor representa a média de 3-4 experimentos.
#: p<0,05, # #: p<0,01 quando foi comparada a união específica na presença de cada agonista 
glutamatérgico com a união específica na ausência de agonista (controle) pelo teste do raio múl­
tiplo de Duncan.
* p<0,05 quando comparado a união específica na presença de cada agonista glutamatérgico com 
e sem acetato de chumbo pelo teste t de Student.

III. 3. 4. Efeitos do chumbo sobre a adenilato ciclase (AC)

Tendo em vista que a adenilato ciclase é uma enzima essencial nas funções ce­

rebrais por catalisar a produção do segundo mensageiro AMPc, uma alteração neste 

parâmetro neuroquímico poderia ser responsável, pelo menos em parte, pelos efeitos 

tóxicos do chumbo. Sendo assim, decidimos estudar os efeitos do chumbo tanto in vivo 

como in vitro sobre a atividade da AC em preparações de membrana lavadas e lisadas 

de córtex cerebral e cerebelo de ratos jovens e adultos.
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111.3.4.1. Estudos in vivo

111.3.4.1.1. Efeito da exposição ao acetato de chumbo sobre a atividade basal da adenila- 

to ciclase em membrana de cerebelo de ratos jovens e adultos.

O tratamento com acetato de chumbo realizado nas ratas mães (0; 0,5; 1,0; 2,0 

ou 4,0 mM de acetato de chumbo na água de beber por 16 a 17 semanas) afetou signi­

ficativamente a atividade da AC em cerebelo [F(4,19) = 5,60, p<0,01], O teste de Dun­

can mostrou que os grupos expostos às concentrações de 2,0 e 4,0 mM de acetato de 

chumbo apresentaram uma menor atividade da enzima em relação ao grupo controle 

(p<0,05) (Figura 111.14.). Contudo, a ANOVA revelou que em se tratando da atividade da 

AC em ratos jovens expostos ao chumbo durante a gestação e lactação, bem como nos 

ratos adultos que permaneceram com a exposição ao chumbo após o desmame até a 

idade de 6 meses não houve um efeito significativo do tratamento (Figura 111.14.). Desta 

forma, o efeito do chumbo in vivo sobre a atividade da AC basal em cerebelo parece ser 

bastante dependente do modelo de exposição ao metal.
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Figura 111.14. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias 
de idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre a atividade basal da AC em membranas de 
cerebelo. Os resultados estão expressos como média dos valores em porcentagem em relação 
grupo controle + erro padrão (n = 4 a 9). O valor médio da atividade basal da AC em pmol AMPc 
/ mg de proteína / min ± erro padrão no grupo controle de ratas mães, ratos jovens e ratos de 6 
meses foi, respectivamente: 217,3 ± 26,4; 533,8 ± 60,8; 247,2 ± 42,1.
*p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo controle, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

III.3.4.1.2. Efeito da exposição ao acetato de chumbo em ratos sobre a atividade basal 

da adenilato ciclase em membrana de córtex cerebral de ratos jovens e adultos.

O tratamento com acetato de chumbo realizado nas ratas mães (0; 0,5; 1,0; 2,0 

ou 4,0 mM de acetato de chumbo na água de beber por 16 a 17 semanas) afetou signi­

ficativamente a atividade da AC em córtex cerebral [F(4,27) = 4,10, p<0,01], O teste de 

Duncan mostrou que os animais do grupo 0,5 mM apresentaram uma menor atividade 

basal da enzima quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 111.15.). A 

ANOVA de uma via também revelou um efeito significativo do tratamento com chumbo 

sobre a atividade basal da enzima de ratos jovens expostos indiretamente ao chumbo 

durante a gestação e lactação [F(4,22) = 4,78, p<0,01], O teste de Duncan mostrou que 
os animais do grupo 1,0 mM (p<0,05), 2,0 mM e 4,0 mM (p<0,01) apresentaram uma 

atividade inferior aos animais do grupo controle (Figura 111.15.). Não houve um efeito si­

gnificativo do tratamento com acetato de chumbo nos ratos que após o desmame per­

maneceram sob exposição ao metal até seis meses de idade (Figura 111.15.). Estes re-
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sultados indicam que a atividade basal da AC de córtex cerebral de ratos é bastante 

sensível à inibição por chumbo, mas que conforme a concentração do metal e/ou o tem­

po de exposição ao mesmo, pode haver uma recuperação da atividade enzimática.
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Figura 111.15. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias 
de idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre a atividade basal da AC em membranas de 
córtex cerebral. Os resultados estão expressos como média dos valores em porcentagem em re­
lação ao grupo controle + erro padrão (n = 4 a 9). O valor médio da atividade basal da AC em 
pmol AMPc / mg de proteína / min ± erro padrão, no grupo controle de ratas mães, ratos jovens e 
ratos de 6 meses foi, respectivamente: 161,7 ± 23,3; 288,5 ± 36,8; 147,8 ± 25,3.
*p<0,05 e **p<0,01 quando comparado ao respectivo grupo controle, pelo teste do raio múltiplo de 
Duncan.

III.3.4.1.3. Efeito da exposição ao acetato de chumbo em ratos sobre a atividade da 

adenilato ciclase em membranas de cerebelo e córtex cerebral estimuladas por 

Gpp(NH)p 10 nM.

É conhecido que o Gpp(NH)p, um análogo não hidrolisável do GTP, na concen­

tração de 10 nM estimula a atividade da adenilato ciclase por saturar proteínas Gs 

(Newman & Belmaker, 1987; Paz et al., 1994; Tasca et al., 1995). Com a finalidade de 

investigar se o tratamento com acetato de chumbo in vivo teria interferido na sensibilida­

de da adenilato ciclase à modulação por proteínas G, decidimos verificar se membra­
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nas preparadas a partir de animais dos diferentes grupos expostos ao chumbo teriam a 

mesma resposta da membrana proveniente de animais do grupo controle, em relação à 

adição do Gpp(NH)p ao meio de incubação. A ANOVA de uma via mostrou que a por­

centagem de estimulação da atividade basal da AC produzida pela adição de Gpp(NH)p 

ao meio de incubação não diferiu entre as membranas oriundas de ratos de diferentes 

grupos experimentais. Este resultado é válido tanto para ratas mães, como para ratos 

jovens e ratos adultos de 6 meses e idade em membranas de cerebelo e córtex cerebral 

(Figuralll. 16. e 111.17.).
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Figura 111.16. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias 
de idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre a atividade da AC estimulada por Gpp(NH)p 
10 nM em membranas de cerebelo. Os resultados estão expressos em porcentagem do controle 
(na ausência de Gpp(NH)p no meio de incubação = 100%).
Não houve efeito significativo do tratamento com acetato de chumbo pela ANOVA de uma via.
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Figura 111.17. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias 
de idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre a atividade da AC estimulada por Gpp(NH)p 
10 pM em membranas de córtex cerebral. Os resultados estão expressos em porcentagem do 
controle (na ausência de Gpp(NH)p no meio de incubação = 100%).
Não houve efeito significativo do tratamento com acetato de chumbo pela ANOVA de uma via.

III.3.4.1.4. Efeito da exposição ao acetato de chumbo em ratos sobre a atividade da 

adenilato ciclase em membranas de cerebelo e córtex cerebral inibida por 3,0 pM de 

acetato de chumbo.

Com o objetivo de investigar se o tratamento com acetato de chumbo in vivo teria 

afetado a sensibilidade da enzima adenilato ciclase à inibição por acetato de chumbo 

adicionado na incubação, foi utilizado uma concentração de acetato de chumbo que 

havia inibido significativamente (produzindo aproximadamente 50 % de inibição da ativi­

dade) as AC de córtex cerebral e cerebelo de ratos jovens ou adultos: 3,0 pM (Figuras

111.18. e 111.19.). A ANOVA de uma via mostrou que não houve diferenças significativas 

do tratamento com acetato de chumbo em relação à sensibilidade da AC à inibição pelo 
metal, tanto para ratas mães, como para ratos jovens e ratos adultos de 6 meses e ida­

de em membranas de cerebelo e córtex cerebral (Figuras 111.18. e 111.19.).

117



100

ü?
o
c
oo
o

“D

50 1 .0  mM

2 .0  mM

4.0  mM

controle

0,5 mM

Mae Jovem Adulto

Figura 111.18. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias 
de idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre a atividade da AC inibida por acetato de 
chumbo 3,0 pM em membranas de cerebelo. Os resultados estão expressos em porcentagem do 
controle (na ausência de acetato de chumbo no meio de incubação).
Não houve efeito significativo do tratamento com acetato de chumbo pela ANOVA de uma via.
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Figura 111.19. Efeito do tratamento com acetato de chumbo das mães, ratos jovens (21 a 23 dias 
de idade), e ratos adultos (6 meses de idade) sobre a atividade da AC inibida por acetato de 
chumbo 3,0 pM em membranas de córtex cerebral. Os resultados estão expressos em porcenta­
gem do controle (na ausência de acetato de chumbo no meio de incubação).
Não houve efeito significativo do tratamento com acetato de chumbo pela ANOVA de uma via.
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lll.3.4.2.Estudos in vitro

III.3.4.2.1. Efeito de concentrações crescentes de magnésio no meio de incubação sobre 

a atividade basal da AC.

A essencialidade do magnésio para a atividade catalítica da AC está bem estabe­

lecida na literatura (Gilman, 1987). O gráfico da Figura III.20. mostra o efeito de concen­

trações crescentes de magnésio sobre a atividade basal da AC em membranas de cór­

tex cerebral e cerebelo de ratos adultos. Na concentração de 10 mM de cloreto de mag­

nésio, a qual havia sido previamente utilizada pelo grupo (Souza & Ramírez, 1991), já foi 

evidenciado um efeito estimulatório máximo sobre a atividade da enzima.

0 0.01 0.1 1 10 100

[Mg2+] (mM)

—H córtex cerebral — cerebelo

Figura 111.20. Efeito de concentrações crescentes de cloreto de magnésio sobre a atividade basal 
da AC em membranas de cerebelo e córtex cerebral de rato adulto. O gráfico mostra os valores 
de um experimento representativo. A atividade da AC está expressa em pmol AMPc / mg de pro­
teína / min.
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III.3.4.2.2. Avaliação do efeito da presença do DTT no meio de incubação sobre o efeito 

do chumbo sobre a AC.

Em estudos realizados pelo grupo, foi utilizado DTT no meio de incubação para 

dosagem da atividade da AC (Souza & Ramírez, 1991; Paz et al., 1994; Rocha & Souza, 

1994; Elisabetsky et al., 1995; Tasca et al., 1995), sendo este também o procedimento 

adotado em alguns outros estudos (Ozawa & Rasenick, 1991). Em virtude da capacida­

de quelante deste composto (Gnonlonfoun et al., 1991), foi testado se a sua presença 

no meio de incubação interferiria com o efeito do chumbo sobre a atividade da AC 

(Figura III. 21.). Utilizou-se a membrana de córtex cerebral de rato adulto como repre­

sentativa para a realização deste experimento.

A ANOVA de duas vias (0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pM de acetato de chum­

bo) X DTT (0 ou 1 mM) revelou efeitos significativos do chumbo [F(6,28) = 13,89, 

p<0,001], do DTT no meio de incubação [F(1,28) = 55,37, p<0,001] e da interação 

chumbo X DTT no meio de incubação [F(6,28) = 2,44, p<0,050]. O teste post-hoc de 

Duncan mostrou que houve um efeito da interação porque o efeito do chumbo sobre a 

atividade basal da AC apenas ocorreu na membrana incubada na ausência de DTT, nas 

concentrações de 10 pM e 100 pM de acetato de chumbo. Estes resultados demonstram 

que o DTT impediu a ação inibitória do chumbo sobre a AC, provavelmente devido a sua 

capacidade quelante (Gnonlonfoun et al., 1991). Em ensaios que avaliam a ação de 

metais sobre a AC, a presença de DTT impede uma avaliação quantitativa da capacida­

de inibitória do metal em questão sobre a enzima.

Também observamos que não ocorreu um efeito estimulatório do chumbo sobre 

a atividade da AC em nenhuma das concentrações de chumbo testadas.
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Figura 111.21. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a atividade basal da AC em preparação 
de membrana de córtex cerebral de ratos adultos na presença de 1 mM de ditiotreitol (DTT) ou na 
ausência de DTT no meio de incubação. Os resultados estão apresentados como média ± erro 
padrão de 3 experimentos. Os valores estão expressos em pmol AMPc / min / mg proteína.
*,# p<0,01 em relação ao controle sem chumbo da membrana sem DTT e p<0,01 em relação à 
respectiva concentração de chumbo na membrana com DTT pelo teste do raio múltiplo de Dun­
can.

III.3.4.2.3. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a atividade basal da adenilato ci­

clase em membranas de cerebelo e córtex cerebral de ratos jovens e adultos.

A Figura III.22. mostra o efeito da adição de concentrações crescentes de aceta­

to de chumbo in vitro sobre a atividade basal da AC.

A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo do chumbo sobre a ativida­
de da AC em membranas de cerebelo de ratos jovens e adultos [F(8,27) = 11,54, 

p<0,001] e [F(8,15) = 10,18, p<0,001], respectivamente. O teste post-hoc de Duncan re­
velou que em cerebelo de ratos jovens e de ratos adultos houve uma menor atividade 

da AC nas concentrações de acetato de chumbo de 3; 5; 7; 10 e 100 pM (p<0,05 para
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todas as concentrações em ratos jovens e, p<0,05 para as concentrações de 3; 5; 7 e 

10 pM e p<0,01 para a concentração de 100 pM em ratos adultos).

Uma inibição quase completa da atividade da AC ocorreu com uma concentra­

ção de chumbo de 100 |aM em todas as preparações de membrana testadas (Figura

III.22.).

De forma semelhante, houve um efeito significativo do chumbo sobre a atividade

da AC em membranas de córtex cerebral de ratos jovens e adultos [F(8,27) = 23,01,

p<0,001] e [F(8,20) = 54,51, p<0,001], respectivamente. O teste post-hoc de Duncan 

revelou que em córtex cerebral de ratos jovens e de ratos adultos houve uma menor 

atividade da AC nas concentrações de acetato de chumbo de 3; 5; 7; 10 e 100 |xM em 

relação ao controle (p<0,05 para todas as concentrações em ratos jovens e p<0,01 para 

todas as concentrações em ratos adultos).

Os valores de IC50 para inibição da AC por acetato de chumbo, calculados pelo 

método de Dixon & Webb (1964) está apresentado na Tabela 111.1.
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Tabela 111.1. IC5o para inibição da AC de cerebelo e córtex cerebral de de ratos jovens e 

de ratos adultos por acetato de chumbo.

Membrana IC50 (pM)

Cerebelo de rato jovem 2,1 ± 0,1a

Cerebelo de rato adulto 3,9 ± 0,5b

Córtex cerebral de rato jovem 4,0 ± 0,3b

Córtex cerebral de rato adulto 2,5 ± 0,1c

Os valores de IC50 estão expressos como média ± erro padrão de 3 a 4 determinações. As médi­
as que não compartilham a mesma letra são significativamente diferentes entre si pelo teste do 
raio múltiplo de Duncan (p<0,05).
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Figura 111.22. Efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a atividade basal da AC em preparação 
de membrana de córtex cerebral de rato jovens = 21 dias (cxj), de córtex cerebral de ratos adultos 
= 3 a 6 meses (cxad), de cerebelo de ratos jovens = 21 dias (cbj) e de cerebelo de ratos adultos = 
3 a 6 meses (cbad). Os resultados são a média de 4 experimentos no caso de cxj e cbj e de 3 ex­
perimentos no caso de cxad e cbad e estão expressos em pmol AMPc / min / mg proteína. O erro 
padrão foi inferior à 10% do valor da média. As significâncias pelo teste do raio múltiplo de Dun­
can estão indicadas no texto.
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IN.4.DISCUSSÃ0

A membrana celular é teoricamente a primeira barreira encontrada pelo chumbo. 

Considerando que ela é muito acessível, e dada a afinidade de metais pesados como o 

chumbo por grupamentos funcionais de proteínas, tais como sulfidrila, carboxila e imida- 

zol, não é surpreendente que muitos efeitos deste metal ocorram mediante interação 

deste com proteínas da membrana (Aschner et al., 1991; Goering, 1993).

O estudo da união específica de neurotransmissores e de seu acoplamento com 

efetores celulares específicos está entre os parâmetros neuroquímicos utilizados para 

caracterizar os efeitos bioquímicos responsáveis pela neurotoxicidade de alguns agen­

tes tóxicos (Baraldi et al., 1988; Drew et al., 1989; Cagiano et al., 1990). Agentes neu- 

rotóxicos podem exercer seu efeito alterando a síntese, a liberação ou a recaptação de 

glutamato ou ainda, estimulando o efluxo inespecífico de glutamato de compartimentos 

citosólicos de neurônios e glia (Dawson et al., 1995). Todos estes mecanismos de ação 

devem alterar a neurotransmissão glutamatérgica. Ainda, a transmissão glutamatérgica 

pode ser afetada através de união de um dado agente no sítio de reconhecimento do 

agonista no receptor ou em sítios alostéricos modulando positiva ou negativamente a 

afinidade pelo agonista, através de alteração no acoplamento entre agonista e efetor e 

no caso dos receptores ionotrópicos também por união no canal iônico ou na proximida­

de deste, inibindo os fluxos iônicos através do canal (Wroblewski & Danysz, 1989). Le­

vando em consideração que o glutamato pode estimular a produção de AMPc em siste­

mas íntegros, possivelmente envolvendo o estímulo da liberação de adenosina (Winder 

& Conn, 1993; Schoepp et al., 1995), alterações no sistema glutamatérgico provocadas 

pela ação de agentes tóxicos podem levar a alterações na produção de AMPc. O estudo 

de alterações na neurotransmissão provocadas pelo chumbo podem ajudar a elucidar a 

base molecular para as alterações comportamentais associadas à exposição a este 

agente neurotóxico. No presente capítulo descrevemos os efeitos inibitórios do chumbo 

sobre a união específica de [3H]glutamato em membranas cerebrais de ratos e sobre a 

atividade da enzima adenilato ciclase (AC). Foram estudados os efeitos in vitro e in vivo 

deste metal sobre estes parâmetros em córtex cerebral e cerebelo de ratos jovens e 

adultos. Nos estudos de exposição ao chumbo in vivo um dos principais objetivos era 

verificar se eventuais alterações manifestadas nos ratos jovens persistiriam mediante 

exposição prolongada dos animais ao metal. Isto é importante, dada a reversibilidade de 
algumas ações de agentes neurotóxicos relatadas na literatura, devido a mecanismos 

compensatórios (World Health Organization, 1986).
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A fim de avaliar os efeitos do chumbo sobre a união específica de [3H]glutamato 

em membranas cerebrais de ratos, foi utilizada uma metodologia de união específica na 

ausência de sódio no meio de incubação. Nestas condições, a união específica de 

[3H]glutamato ocorre em sítios pré- e pós-sinápticos e não deve ocorrer em sítios de 

captação de glutamato dependentes de sódio (Foster & Fagg, 1984; Collingridge & 

Lester, 1989). Além disto, as células gliais também contém sítios de união de 

[3H]glutamato independente de sódio (Bridges et al., 1987; Hansson & Rõnnbáck, 1995).

111.4.1.2. Estudos in vivo

O estudo da união específica de [3H]glutamato em cerebelo e córtex cerebral de 

ratos jovens expostos ao metal durante a fase de gestação e lactação mostrou uma alte­

ração no sistema glutamatérgico em ratos que apresentavam uma concentração de 

chumbo sangüínea em torno de 50 pg/dl (Tabela 1.16., Capítulo I), as quais são relevan­

tes em termos de exposição ambiental. A referida alteração foi uma diminuição da união 

específica de [3H]glutamato nestas duas estruturas (Figuras III.7. e III.8.). Contudo, no 

presente estudo não foi avaliado se esta redução foi devido a uma alteração no número 

de receptores ou na afinidade entre o receptor e o glutamato. Ainda, é interessante ob­

servar que houve uma recuperação deste efeito inibitório em cerebelo e córtex cerebral 

mediante manutenção da exposição dos ratos ao chumbo após o desmame, até seis 

meses de idade (Figuras III.7. e III.8.). O estudo de Guilarte et al. (1993) mostrou que 

ratos expostos ao chumbo durante a gestação, lactação e após o desmame apresenta­

ram um aumento do número de sítios de união de [3H]MK-801 sem alteração na cons­

tante de afinidade em preparação de membrana de cérebro anterior. Também cabe res­

saltar o fato de as ratas mães expostas ao metal por 16 a 17 semanas não terem apre­

sentado uma alteração significativa na união específica de [3H]glutamato em córtex ce­

rebral ou cerebelo. Este resultado é semelhante ao observado por Guilarte & Miceli 

(1992) em relação à união de [3H]MK-801 em córtex cerebral de ratos cuja exposição ao 

chumbo se iniciou na idade adulta.
Alterações na plasticidade sináptica podem ser conseqüência da exposição do 

SNC a agentes neurotóxicos (Stoltenburg-Didinger, 1994). Dentre as alterações que po­

dem ocorrer, alterando a eficiência sináptica, podemos citar a dessensibilização de re­
ceptores. A dessensibilização envolve uma perda de resposta da célula a um determi­

nado agonista, mediante exposição prévia a este agonista. Ela pode ocorrer por altera­

111.4.1. União específica de ^HJglutamato
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ção conformacional do receptor, por seqüestro do receptor por organelas endocitóticas 

e, se a exposição ao agonista for prolongada, pode haver uma degradação proteolítica 

do receptor, diminuindo o número de receptores na célula (“down-regulation”) (Sibley & 

Lefkowitz, 1987; Klein et al., 1989; Ruiz et al., 1996). Estas alterações na plasticidade 

sináptica afetam, por exemplo, a geração de AMPc (Harden, 1983; Sibley & Lefkowitz, 

1987). O efeito inibitório do chumbo observado em córtex cerebral e cerebelo de ratos 

jovens poderia envolver uma dessensibilização do receptor glutamatérgico. No caso da 

neurotoxicidade por mercúrio foi proposto que este metal exerce sua ação tóxica indire­

tamente através do acúmulo de glutamato na fenda sináptica (Brookes, 1992). Pode-se 

presumir que se o chumbo exerce um efeito neurotóxico por um mecanismo semelhante 

ao mercúrio, o acúmulo de glutamato na fenda sináptica produzido pela exposição ao 

metal provavelmente afetaria a união específica de [3H]glutamato em seus receptores 

específicos, através de um fenômeno de dessensibilização. Contudo, uma exposição 

dos ratos a um período de tempo mais prolongado (ratos de seis meses de idade que 

permaneceram com o tratamento com acetato de chumbo após o desmame) reverteu a 

inibição da união específica de glutamato evidenciada nos animais jovens. Este fato 

pode ser devido a um mecanismo compensatório desencadeado mediante a presença 

prolongada do chumbo no SNC, que pode envolver uma alteração do número ou afini­

dade do receptor glutamatérgico e/ou uma menor disponibilidade de chumbo na sua 

forma livre capaz de interagir com o receptor, por ação de proteínas quelantes de chum­

bo (Egle & Shelton, 1986; Opanashuk & Finkelstein, 1995).

III.4.1.2. Estudos in vitro

Considerando que houve um efeito inibitório sobre a união específica de 

[3H]glutamato em ratos jovens expostos ao acetato de chumbo, tanto em cerebelo como 

em córtex cerebral (Figuras III.7. e III.8., respectivamente), ao contrário do observado 

em animais adultos (Figuras III.7. e III.8.), tornou-se importante verificar a eventual ocor­

rência de uma sensibilidade diferencial ao acetato de chumbo in vitro sobre a união es­

pecífica de [3H]glutamato em ratos jovens e adultos.

O estudo do efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de 

[3H]glutamato em membranas de córtex cerebral e cerebelo de ratos de 21 dias de idade 

e de 6 meses de idade mostrou uma diferença de sensibilidade deste parâmetro quanto 

à inibição por chumbo, conforme a estrutura cerebral analisada (Figuras III.9. e 111.10.). 

Esta diferença é devido ao fato de o chumbo não ter afetado significativamente a união 

específica de [3H]glutamato em membranas de cerebelo de ratos de 21 dias ou de 6
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meses de idade (Figura 111.9.), mas ter inibido significativamente a união específica de 

[3H]glutamato em membranas de córtex cerebral de ratos de 21 dias e de 6 meses de 

idade (Figura 111.10.). No que se refere a membranas de córtex cerebral, foi demonstra­

do um efeito significativo da idade na inibição da união específica de [3H]glutamato. No 

caso da inibição ocorrida na preparação de membrana cortical de rato jovem, o efeito já 

foi significativo na concentração de acetato de chumbo de 4 |iM (Figura 111.10.), a qual é 

comparável com outros estudos da literatura que relatam que o chumbo inibe o receptor 

NMDA em concentrações na faixa de pM (Ujihara & Albuquerque, 1992; Guilarte et al., 

1994; Schulte et al., 1995). Na membrana cortical de ratos adultos o efeito do chumbo 

só foi significativo a partir de 40 |aM de acetato de chumbo (Figura 111.10.).

A maior sensibilidade dos receptores glutamatérgicos em ratos jovens está de 

acordo com a literatura que trata dos efeitos do chumbo sobre o receptor de NMDA 

(Guilarte & Miceli, 1992; Ishihara et al., 1995). Contudo, parece inexistir estudos que 

mostrem um efeito inibitório do chumbo in vitro usando o ligante [3H]glutamato em mem­

branas de cérebro de ratos. No estudo de Regunathan & Sundaresan (1985) foi relatado 

uma ausência de efeito do acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de 

[3H]glutamato em membranas de córtex cerebral, cerebelo e medula espinhal. Mena et 

al. (1985) relataram que a união específica de [3H]glutamato independente de sódio em 

membranas sinápticas de cérebro anterior de ratos foi inibida in vitro por alguns metais 

pesados: cobalto, níquel, cobre, zinco e cádmio. Entretanto, o chumbo não foi estudado 

neste trabalho. Em outros estudos, também foi relatado um efeito inibitório do zinco, co­

bre e cádmio sobre a união específica de [3H]glutamato (Slevin & Kasarkis, 1985; 

Monahan & Michel, 1987). Foi relatado na literatura a participação de grupos sulfidrila na 

função dos receptores glutamatérgicos (Kiskin et al., 1986). O efeito inibitório do chumbo 

sobre a união específica de [3H]glutamato em córtex cerebral pode envolver o bloqueio 

destes grupamentos. Contudo, é difícil entender porque o cerebelo não apresenta sen­

sibilidade à ação inibitória do chumbo in vitro.

A união específica de [3H]glutamato é bastante influenciada pela composição 

iônica do meio (Baudry & Lynch, 1979; Foster & Fagg, 1984). Além do bem estudado 

efeito do magnésio sobre às respostas iônicas ao NMDA (Mayer et al., 1984; Nowak et 

al., 1984; Wong & Kemp, 1991; Strecker et al., 1994), o magnésio foi descrito como um 

çátion estimulador da união específica de [3H]glutamato (Baudry & Lynch, 1979; Foster 

& Fagg, 1984). Sendo assim, testamos se o efeito inibitório do chumbo sobre a união 

específica de [3H]glutamato em membranas de córtex cerebral de ratos jovens e adultos
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seria influenciada pela presença de magnésio no ensaio. Os resultados mostraram que 

o magnésio não influenciou a capacidade de o chumbo produzir um efeito inibitório so­

bre este parâmetro.

A partir da verificação de que o chumbo produzia um efeito inibitório in vitro sobre 

a união específica de [3H]glutamato em membranas de córtex cerebral (Figura 111.10.), 

decidiu-se estudar o efeito deste metal sobre os subtipos de receptores de glutamato 

(Figura 111.13.). Os resultados da literatura parecem apontar para uma ação do chumbo 

exclusiva sobre receptores NMDA (Alkondon et al., 1990; Ujihara & Albuquerque, 1992; 

Guilarte etal., 1993, 1994, 1995).

Os nossos resultados de deslocamento da união específica de [3H]glutamato em 

membranas de córtex cerebral de ratos adultos por agonistas específicos, foram seme­

lhantes aos obtidos por Elisabetsky et al. (1995). Em ambos os estudos, os quais utiliza­

ram uma metodologia semelhante, demonstrou-se que as preparações de membrana de 

córtex cerebral de ratos adultos continham receptores sensíveis a todos os tipos de 

agonistas glutamatérgicos estudados (Figura 111.13.).

Verificou-se que o chumbo na presença de cada agonista glutamatérgico inibiu 

significativamente a união específica de [3H]glutamato. Isto significa que o chumbo, na 

concentração de 300 nM, parece ter atuado em todos os subtipos de receptores de glu­

tamato testados. Este resultado traz uma nova informação para a literatura, da inibição 

não apenas do receptor de NMDA pelo chumbo, e merece uma maior investigação futu­

ra, como por exemplo em animais jovens. Uma abordagem adequada seria a utilização 

dos agonistas específicos na sua forma radioativa. Deve-se levar em consideração que 

a abordagem experimental usada de deslocar a união de [3H]glutamato pela adição do 

agonista em uma concentração 1.000 vezes superior ao glutamato é criticável do ponto 

de vista quantitativo. Podemos facilmente perceber isto se somarmos as porcentagens 

de união específica de [3H]glutamato quando da adição de cada agonista. O somatório 

das porcentagens ultrapassa 100%. Isto se deve ao fato de agonistas de glutamato em 

altas concentrações poderem ligar-se de maneira não tão específica, unindo-se a outros 

subtipos de receptores para glutamato (Wroblewski & Danysz, 1989). De qualquer for­

ma, estas considerações não invalidam a interpretação de que não apenas o receptor 

NMDA é sensível ao chumbo, uma vez que aparentemente todos os subtipos de recep­

tores glutamatérgicos usados foram sensíveis ao chumbo.

128



Alguns agentes com ação neurotóxica, tais como metais pesados e inseticidas, 

inibem a atividade da AC cerebral (Storm & Gunsalus, 1974; Nathanson & Bloom, 1975, 

1976; Ewers & Erbe, 1980; Kodavanti et al., 1989). No presente estudo verificamos que 

a atividade da AC basal em córtex cerebral e cerebelo foi inibida in vivo e in vitro por 

baixas concentrações de chumbo.

111.4.2.1. Estudos in vivo

Foi objetivo deste trabalho verificar as ações do chumbo sobre os níveis de 

AMPc em córtex cerebral e cerebelo de ratos expostos a este metal, considerando a im­

portância do AMPc como regulador das funções neuronais. É possível que a diminuição 

da atividade da AC, com a conseqüente diminuição nos níveis de AMPc, possa contribu­

ir para as alterações comportamentais nos animais expostos ao chumbo. Ando et al. 

(1987) relataram que déficits de memória foram evitados com forscolina, um ativador da 

AC.

Os nossos resultados mostraram que a atividade basal da AC de cerebelo e 

córtex cerebral foi sensível aos efeitos do chumbo in vivo (Figuras 111.14. e 111.15.). O 

efeito inibitório do metal sobre a atividade da AC mostrou ser dependente do modelo de 

exposição ao chumbo utilizado.

Cabe ressaltar que parte do efeito inibitório do chumbo in vivo que foi observado 

na atividade específica da AC em cerebelo das ratas mães nos grupos 2,0 e 4,0 mM 

(Figura 111.14.) pode ter sido influenciado pelo maior teor de proteínas nestas prepara­

ções (Figura III.4.) Alterações no teor de proteínas nas membranas de córtex cerebral 

não foram observadas (Figura III.5.) e, desta forma, não podem responder pelas altera­

ções na atividade da AC cortical obtidas in vivo.

A recuperação da atividade específica basal da AC de córtex cerebral de ratos 

de seis meses de idade dos grupos expostos ao chumbo, quando comparado à ativida­

de enzimática dos ratos jovens, pode ser devido a:

a) um aumento da expressão da AC no córtex cerebral após administração prolongada 

ao chumbo, conforme já foi relatado no caso da exposição crônica ao lítio (Colin et al., 

1991).

b) uma menor disponibilidade de chumbo livre acessível à enzima, que pode ter ocorrido 

devido a uma quelação do chumbo por proteínas quelantes deste metal no cérebro, em 

resposta ao tratamento prolongado. É sabido que pode ocorrer uma indução da síntese 

de algumas proteínas cerebrais mediante exposição ao chumbo (Opanashuk &

111.4.2. Atividade da adenilato ciclase
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Finkelstein, 1995), o qual presume-se que possam conferir uma adaptação à presença 

do chumbo.

c) uma alteração conformacional da enzima que a tenha tornado menos sensível ao 

efeito inibitório do chumbo.

Na literatura parece inexistir um estudo da atividade da AC após administração 

prolongada ao chumbo, como realizado no presente trabalho. No entanto, foi relatado 

uma inibição da atividade da AC, seguida de uma recuperação da atividade após trata­

mento agudo com cádmio em ratos (Fasitsas et al., 1991).

Foi proposto que a inibição da AC pelo chumbo não envolva a proteína G 

(Sandhir & Gill, 1994), assim como também que a inibição não envolva a interação do 

metal com o sítio do magnésio (Doskeland, 1980). Os resultados que tratam do efeito 

estimulatório do Gpp(NH)p em membranas de ratos expostos ao chumbo não demons­

traram alterações na estimulação da atividade da enzima por este nucleotídeo depen­

dente do tratamento dos ratos com o metal (Figuras 111.16. e 111.17.).

A exposição dos ratos ao chumbo in vivo não afetou significativamente a sensi­

bilidade da AC ao chumbo in vitro (Figuras 111.18. e 111.19.).

III. 4.2.2. Estudos in vitro

A fim de padronizar a técnica de determinação da atividade da AC em relação à 

presença de magnésio e de DTT no meio de incubação, foram realizados os experimen­

tos mostrados nas Figuras III.20. e 111.21. A Figura III.20. mostra a essencialidade do 

magnésio para a atividade da AC. A Figura 111.21. mostra que o efeito inibitório do 

chumbo só é evidenciado na ausência de DTT. Sendo, assim concluiu-se que o DTT 

não deveria ser usado na incubação.

Tendo em vista as diferenças de sensibilidade da AC ao chumbo in vivo obser­

vadas entre ratos jovens e ratos adultos (Figuras 111.14. e 111.15.), tornou-se importante 

verificar se existiria uma diferença ontogenética na sensibilidade da AC quanto à inibi­

ção pelo chumbo in vitro. Sendo assim, o efeito do chumbo sobre a AC basal foi verifi­

cado em membranas de ratos de 21 dias de idade e de ratos adultos (3 a 6 meses de 

idade). O chumbo inibiu in vitro a atividade basal da AC em membrana de córtex cere­

bral e cerebelo de ratos jovens e adultos com IC50 que ficou na faixa de 2,1-4,0 pM de 

chumbo (Tabela 111.1. e Figura III.22.). Nosso resultado em membranas de cerebelo está 

em concordância com o trabalho de Nathanson & Bloom (1975) e de Ewers & Erbe 

(1980) que relatam um IC5o de 3,0 pM e de 1,9 pM para a AC de cerebelo, respectiva­

mente. Nosso resultado em membranas de córtex cerebral difere do obtido por Sandhir
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& Gill (1994), no qual o chumbo inibiu in vitro a atividade basal da AC sem calmodulina 

com IC50 de aproximadamente 50 pM em membrana sináptica de córtex cerebral de rato 

jovem.

lll.4.3.Considerações gerais sobre os efeitos in vivo e in vitro do chumbo sobre a 

união específica de ^Hjglutamato e sobre a atividade da AC em cerebelo e córtex 

cerebral

Não pode ser descartada a possibilidade de que 0  efeito do chumbo in vivo sobre 

a união específica de [3H]glutamato no cérebro seja indireto (Figuras III.7. e III.8.). Esta 

possibilidade parece ser especialmente plausível em se tratando do efeito inibitório pro­

vocado pelo tratamento com chumbo sobre a união específica de [3H]glutamato em ce­

rebelo de ratos jovens (Figura III.7.). Esta união não foi afetada in vitro significativamen­

te pelo chumbo até a concentração de 400 pM (Figura III.9.).

Embora tenham sido detectadas diferenças significativas no valor de IC50 de 

chumbo que causou inibição da AC em cerebelo e córtex cerebral de ratos jovens e 

adultos in vitro (Tabela 111.1. e Figura III.22), estas foram de pequena magnitude. Sendo 

assim, as diferenças de inibição da enzima nos estudos in vivo (Figuras 111.14. e 111.15.) 

podem ser atribuídas, pelo menos em parte, a efeitos indiretos do metal. O chumbo 

pode ter atuado em sistemas de neurotransmissores que afetaram a atividade da enzi­

ma e, no caso, da exposição prolongada ao chumbo, também deve-se considerar a 

possibilidade do desenvolvimento de mecanismos de adaptação à presença do chumbo. 

A ausência de efeito do chumbo sobre a estimulação da AC causada por Gpp(NH)p em 

concentrações saturantes sugere que a inibição da atividade da AC pelo chumbo inde­

pende da proteína G. Estudos in vitro com preparações de membrana de cerebelo e 

téctum óptico de pintos também demonstraram que 0 efeito estimulatório do Gpp(NH)p 

não é afetado pelo chumbo (dados não mostrados).
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CAPÍTULO IV - EFEITOS DO CHUMBO IN VITRO SOBRE A UNIÃO 
ESPECÍFICA DE Gpp(NH)p EM MEMBRANAS DE CÓRTEX 
CEREBRAL DE RATOS ADULTOS

IV.1. INTRODUÇÃO

IV.1.1. Proteínas G

As células especializadas em um organismo vivo comunicam-se com o ambiente 

externo através de mecanismos de transdução do sinal, no qual moléculas 

extracelulares como hormônios, neurotransmissores e fatores de crescimento ligam-se a 

receptores específicos na superfície celular e ativam segundo mensageiros associados 

à membrana. Elas recebem a maior parte das suas informações através de sistemas 

que utilizam proteínas G (proteínas ligadoras de nucleotídeos da guanina) como 

transdutoras do sinal extracelular para proteínas efetoras, gerando respostas 

intracelulares (Offermanns & Schultz, 1994).

As proteínas G são uma família de proteínas homólogas, que se encontram 

amplamente distribuídas nos seres vivos. Elas são encontradas em vários tecidos de 

células animais, em leveduras e em vegetais superiores (Kaziro et al., 1991).

As proteínas G são heterotriméricas, ou seja, contêm três subunidades: a, p e y, 

com massas moleculares de aproximadamente 39-52, 35-36 e 6-8 kDa, respectivamente 

(Müller & Lohse, 1995). Elas pertencem à superfamília de proteínas ligadoras de GTP ou 

GTPases e são extremamente conservadas ao longo do reino animal (Bourne et al., 

1991; Nürnberg et al., 1995). A superfamília de proteínas ligadoras de GTP consiste em 

várias famílias, incluindo fatores translacionais, proteínas G, proteínas 

protooncogenéticas ras, outras proteínas ligadoras de GTP de baixo peso molecular e 

tubulinas. Também existem enzimas metabólicas que interagem com o GTP, tais como 

succinato tioquinase e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (Kaziro et al., 1991).

No seu estado basal, as proteínas G existem na sua forma oligomérica, com o 

GDP firmemente ligado à subunidade a  (forma inativa). A união do agonista com seu 

receptor específico leva a uma alteração conformacional do receptor que induz a troca 

de GDP da subunidade a da proteína G por GTP presente em uma concentração celular 

relativamente alta (Casey & Gilman, 1988; Birnbaumer, 1990). Forma-se, então o 

complexo subunidade a-GTP e o dímero Py. A união do GTP traz duas importantes 

conseqüências. A primeira é a diminuição da afinidade do receptor pelo agonista. A
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segunda, é a ativação da proteína G, de forma que ela passa a interagir com um efetor 

específico. Este processo leva à modulação da atividade de efetores, isto é, uma 

enzima ou um canal iônico. Existe uma atividade GTPásica intrínseca que hidrolisa o 

GTP ligado, gerando GDP e, desta forma, inativando o sistema (Casey & Gilman, 1988; 

Offermanns & Schultz, 1994; Gudermann et al., 1995) (Figura IV.1 .)■ As células contêm 

aproximadamente 100 pM de GTP e aproximadamente 10 pM de GDP e uma constante 

de associação com Ga na faixa de nanomolar. Sendo assim, o GTP e o GDP existem 

em concentrações saturantes na célula e provavelmente não limitam a troca GTP/GDP 

(Bourne et al., 1991). O magnésio é importante tanto para a união do GTP na proteína 

G, quanto para a atividade GTPásica estimulada pela união do neurotransmissor ou 

agonista (Gilman, 1987; Birbaumer et al., 1990).

Dois proeminentes sistemas de segundo mensageiro acoplados a proteínas G 

são a produção de AMPc pela enzima adenilato ciclase e a hidrólise de fosfatidilinositol 

4,5 bifosfato catalisada pela fosfolipase C. Esta última reação forma diacilglicerol (DAG) 

e inositoltrifosfato (IP3). Outros sistemas de efetores que funcionam sob a regulação de 

proteínas G incluem fosfodiesterase GMPc específica, fosfolipase A2 e canais iônicos. 

A modulação da atividade destes efetores leva a alterações metabólicas e/ou iônicas 

dentro da célula (Offermanns & Schultz, 1994). Acrescenta-se que alguns canais iônicos 

possivelmente são regulados por proteínas G diretamente, independentemente do 

agonista (Clapham, 1994; Offermanns & Schultz, 1994; Wickman & Clapham, 1995). 

Entre os canais que se incluem nesta categoria, presentes no cérebro, estão o canal de 

cálcio do tipo L e o canal de potássio sensível à toxina pertussis, o qual é ativado por 

receptores m1 muscarínicos, D2 dopaminérgicos, a l  adrenérgicos e receptores para 

serotonina, histamina, opióides e somatostatina, para produzir potenciais pós-sinápticos 

inibitórios (Clapham, 1994; Wickman & Clapham, 1995).

Existem vários relatos de que um receptor pode ativar mais do que uma proteína 

G. Além disto, uma proteína G pode interagir com vários efetores, ou ainda, várias 

proteínas G podem regular um único efetor (Birnbaumer, 1990; Offermanns & Schultz,

1994). Desta forma, a resposta celular mediada por proteína G pode ser bastante 

complexa.
Recentes evidências, tais como a interação entre proteínas G e o citoesqueleto e 

a mobilidade limitada de receptores e proteínas G, sugerem que o sistema de 

receptores, proteínas G e efetores podem ter um grau de organização maior que o 

previamente aceito, formando complexos supramoleculares, os quais aumentam a 

especificidade da interação proteína - proteína (Neubig, 1994).
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TflANSPUÇAO  Do  SINAL EXTPiACELULAP)

Figura IV.1. Ciclo de ativação e desativação das proteínas G.
a. No estado basal a proteína G apresenta o GDP ligado à subunidade a.
b. Como resultado da interação com o seu agonista, o receptor se acopla à proteína G, a qual troca o 
GDP por GTP.
c. A ligação do GTP à proteína G diminui a afinidade do receptor pelo agonista e leva à ativação da 
proteína G, que passa a interagir com o efetor.
d. A hidrólise do GTP pela subunidade a  desativa a proteína G, que volta ao seu estado basal.
A = agonista; R = receptor; G = proteína G; E = efetor.
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Até hoje são conhecidas 23 subunidades a de proteínas G diferentes, as quais 

são agrupadas em 4 subfamílias: Gs, Gj, Gq e G12 de acordo com a similaridade em 

aminoácidos da subunidade a (Nürnberg et al., 1995). As subunidades a possuem um 

sítio de união de alta afinidade para nucleotídeos da guanina (GTP ou GDP) e uma 

atividade GTPásica endógena, mencionada anteriormente, a qual permite o 

acoplamento funcional reversível entre o complexo receptor-agonista e o efetor (Casey 

& Gilman, 1988; Rodbell, 1992). Esta subunidade também contem um sítio para ADP- 

ribosilação dependente de NAD, catalisada por toxinas bacterianas. A subunidade a da 

Gs (Gsa) pode ser ADP-ribosilada pela toxina colérica, enquanto a subunidade a da G* 

pode ser ADP-ribosilada pela toxina pertussis (Casey & Gilman, 1988; Bimbaumer et al., 

1990; Nürnberg et al., 1995). Já foram identificadas 5 subunidades p e 7 subunidades y 

das proteínas G. As subunidades Py formam um heterodímero altamente associado. Nos 

últimos anos tem sido dada atenção ao dímero GPy , ao qual era atribuída anteriormente 

apenas a função de ancorar a subunidade a à membrana (Nürnberg et al., 1995). Há 

evidências de que não apenas as subunidades a das proteínas G determinem uma 

especificidade na interação receptor-proteína G. As subunidades p parecem determinar 

o acoplamento ao receptor e as subunidades y parecem especificar a interação com o 

efetor, porém fisiologicamente apenas funcionam como dímero. Desta forma, tanto Ga 

como GPy transmitem um sinal por interagir com efetores (Iniguez-LIuhi et al., 1993; 

Gudermann et al. 1995). Efetores regulados pelo dímero GPy incluem adenilato ciclase, 

fosfolipase C, canais de potássio, fosfolipase A2 e fosfoinositídeo 3 quinase. 

Adicionalmente os dímeros Gpy parecem participar na regulação de receptores 

(Offermanns & Schultz, 1994; Sternweis, 1994; Müller& Lohse, 1995; Nürnberg et al., 

1995).

Recentes estudos apontam para um papel das proteínas G nos processos de 

formação e consolidação da memória, sendo proposto que a Gs esteja envolvida na 

consolidação da memória e a Go na formação da memória no hipocampo de ratos 

(Chou & Lee, 1995).

IV .1.1. 1. Modificação covalente das proteínas G

Acilação por ácidos graxos

As proteínas G estão sujeitas a uma série de modificações covalentes. As 

modificações covalentes de subunidades de proteínas G por lipídeos parecem facilitar 

sua associação à membrana, bem como sua interação com outros componentes do
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sistema de transduçâo de sinal (Casey, 1994; Mumby & Muntz, 1995). As subunidades a  

de algumas proteínas G são miristoiladas e palmitoiladas. O ácido mirístico liga-se 

através de uma união amida a um resíduo N-terminal de glicina da subunidade a. 

Demonstrou-se que a palmitoilação de uma série de proteínas G ocorre próximo a um 

resíduo N-terminal de cisteína (Pennington, 1994). A reversibilidade da palmitoilação 

sugere que ela possa desempenhar um papel regulatório na transduçâo do sinal 

(Mumby & Muntz, 1995).

Prenilação ou isoprenilação

A prenilação é um tipo de modificação covalente por lipídeos isoprenóides que 

ocorre nas subunidades y das proteínas G. Este tipo de modificação envolve a união de 

um farnesil ou de um geranilgeranil a resíduos de cisteína na porção C-terminal das 

proteínas (Casey, 1995). As subunidades y das proteínas G contêm uma região C- 

terminal : CAAX (onde C = cisteína, A = aminoácido alifático e X = qualquer 

aminoácido). Esta região atua como um sítio de reconhecimento para isoprenilação 

(Pennington, 1994, Casey, 1995). Foi demonstrado que uma mutação de um resíduo de 

cisteína da região CAAX da subunidade y não bloqueia a expressão das subunidades p, 

mas evita a união à membrana do complexo Py (Simonds et al., 1991).

Fosforílação

As funções das proteínas G parecem ser reguladas através de fosforílação (Sagi- 

Eisenberg, 1989). As subunidades a  das proteínas G contêm sítios de consenso para 

fosforílação por uma série de proteínas quinase (Pennington, 1994). Foi demonstrado 

que a ativação funcional da proteína quinase C por ésteres de forbol leva à inativação 

funcional da Gia (Sainz & Gutierrez, 1989, Gordeladze et al., 1989).

ADP-ribosilação

A toxina colérica produzida pelo vibrião da cólera é uma proteína de 87 kDa. Ela 

catalisa a transferência de uma unidade de ADP-ribose do NAD para uma cadeia lateral 

de uma arginina específica da subunidade a da Gs. Esta ADP-ribosilação da Gs bloqueia 

sua capacidade de hidrolisar o GTP ligado. A toxina pertussis, produzida pela bactéria 

Bordetella pertussis, catalisa a ADP-ribosilação de uma cadeia lateral de uma cisteína 

específica da subunidade a  da Gj (Birbaumer et al., 1990). Além da ADP-ribosilação das 

subunidades a  das proteínas G pelas toxinas colérica e pertussis, existem enzimas 

endógenas (ADP-ribosiltransferases) capazes de catalisar a mono- ADP-ribosilação. 

Presume-se que este seja um mecanismo de regulação da função das proteínas G in 

vivo (Willians et al., 1992).
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Modificação de grupos sulfidrila

Estudos com a transducina, que é uma proteína G que acopla a rodopsina à 

regulação das células fotorreceptoras, mostraram que os dímeros Py contêm um total de 

seis grupos sulfidrila, mas apenas dois deles, os quais se localizam nas subunidades p, 

são modificados por N-etilmaleimida (NEM), um reagente alquilante sulfidrílico (Ho & 

Fung, 1984). Contudo, esta modificação não causou efeito na função da transducina. 

Dos três grupos sulfidrila da subunidade a, a modificação de um levou à redução da 

atividade GTPásica e redução da união de Gpp(NH)p e de rodopsina. Também foi 

demonstrado que a modificação da subunidade a da proteína G por NEM bloqueou a 

sua união à rodopsina fotoexcitada (Reichert & Hofmann, 1984; Hofmann & Reichert, 

1985). Em relação à Go, dois grupos sulfidrila reativos a NEM foram identificados, 

sendo que um deles era o da Cys351, o sítio da ADP-ribosilação (Hoshino et al. 1990). 

A alquilação evitou a associação das subunidades a com os dímeros Py e inibiu a ADP- 

ribosilação por toxina pertussis de Gi e Go purificadas (Asano & Ogasawara, 1986) e 

inibiu a ADP-ribosilação de Gi em membranas de fígado (Wong et al., 1985).

Lin et al. (1980) propuseram que compostos mercuriais orgânicos interagem com 

proteínas G, afetando a atividade da enzima adenilato ciclase. Hess et al. (1994) 

demonstraram que o tratamento de membranas sinaptossomais com mercúrio impediu a 

subseqüente ADP-ribosilação por toxina pertussis. Neste mesmo estudo, verificou-se 

que o óxido nítrico (NO) modificou resíduos de cisteína da Go purificada de cérebro 

bovino. Isto foi evidenciado uma vez que o NO impediu a união subseqüente do 

reagente alquilante iodoacetamida, bem como a ADP-ribosilação catalisada por toxina 

pertussis.

IV.1. 1. 2. Receptores acoplados a proteínas G

Existe um grande número de agonistas que se ligam aos receptores acoplados à 

proteína G no SNC. Entre eles podemos citar: dopamina, noradrenalina, histamina, 

serotonina, acetilcolina, opióides, glutamato, ácido y-aminobutírico (GABA) e adenosina 

(Offermanns & Schultz, 1994).

Atualmente mais de 300 receptores acoplados a proteínas G foram clonados e 

presume-se que o número total exceda 1.000 (Clapham, 1994; Gudermann et al. 1995). 

Os receptores acoplados a proteínas G apresentam uma grande homologia estrutural. 

Eles têm uma única cadeia polipeptídica com grande similaridade de seqüência de 

aminoácidos, a qual forma 7 domínios hidrofóbicos transmembrana, ou seja, os 

receptores são heptahelicoidais (Baldwin, 1994; Straderet al., 1995; Naylor et al. 1995).
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Por outro lado, as regiões N-terminal e C-terminal, localizadas extra e intracelularmente, 

respectivamente e as alças conectores intra e extracelulares são distintos dentro desta 

grande superfamília de proteínas (Strader et al., 1995). As alças extracelulares contêm 

sítios de glicosilação (Strader et al., 1995).

Os receptores acoplados a proteínas G podem ser classificados em três 

subfamílias, a saber: família de receptor para rodopsina/p adrenérgico, família de 

receptor para secretina/ peptídeo vasointestinal (VIP) e família de receptor 

glutamatérgico metabotrópico (Baldwin, 1994; Strader et al., 1995).

A família de receptor para rodopsina/p adrenérgico inclui também receptores 

para dopamina, serotonina, substância P, bradicinina, angiotensina, somatostatina e 

lutropina (Strader et al., 1995).

A família de receptor para secretina/ peptídeo vasointestinal (VIP) inclui 

receptores para secretina, hormônio paratireoideo (PTH), peptídeo vasointestinal (VIP), 

glucagon, peptídeo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1), peptídeo inibidor gástrico, 

calcitonina, polipeptídeo da pituitária ativador da adenilato ciclase (PACAP) e hormônio 

liberador do hormônio de crescimento (Strader et al., 1995).

Os receptores glutamatérgicos metabotrópicos estão presentes nos sistemas 

nervoso central e periférico, onde regulam uma série de funções em resposta ao 

agonista glutamato. Eles são consideravelmente maiores do que os receptores das 

outras subfamílias de receptores acoplados a proteínas G (Strader et al., 1995). Além 

dos sete domínios hidrofóbicos transmembrana, estes receptores são caracterizados por 

possuírem longas regiões N-terminal extracelular e C-terminal intracelular (Strader et al.,

1995). Eles contêm resíduos de cisteína conservados no domínio extracelular, sugerindo 

um papel estrutural para esta região (Strader et al., 1995).

IV.1.1.3. Uso de nucleotídeos rígidos como ferramenta para o estudo de proteínas 

G

Existem vários agentes disponíveis que permitem o estudo da ativação das 

proteínas G na ausência de ativação do receptor. As proteínas G são permanentemente 

ativadas por análogos do GTP resistentes à hidrólise (análogos rígidos), tais como 

Gpp(NH)p (5’-guanililimidodifosfato), Gpp(CH2)p (5’-guanililmetileno-difosfato) e GTPyS 

(guanosina 5’(y-tio) trifosfato) (Rodbell, 1992). A ativação é lenta comparada à ativação 

do receptor, freqüentemente necessitando de vários minutos (Burch, 1989). Estes 

agentes não atravessam a membrana celular e devem ser usados em células 

permeabilizadas ou in vitro (Burch, 1989). Estes análogos permanecem ligados à
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subunidade a, mantendo-a no estado ativo. Devido a esta propriedade, eles podem ser 

usados como ferramenta para avaliação das funções das proteínas G. O uso destes 

análogos na sua forma radioativa também têm sido empregados para ligar 

covalentemente estes nucleotídeos à subunidade a das proteínas G com várias 

finalidades, tais como para a medida da atividade da proteína G e identificação de 

proteínas G que interagem com receptores específicos (Rodbell, 1992).

IV.1.2. Possível sítio de união extracelular para nucleotídeos da guanina 

relacionado com o receptor glutamatérgico

Conforme comentado no capítulo III, o glutamato é o principal aminoácido 

excitatório do sistema nervoso central. Os receptores glutamatérgicos dividem-se em 

duas grandes classes: ionotrópicos (NMDA, AMPA, cainato) e metabotrópicos (ACPD, 

ibotenato, L-AP4). Os receptores ionotrópicos estão associados a canais iônicos, 

enquanto os metabotrópicos estão acoplados à proteína G (Bettler & Mulle, 1995; 

Cotman et al., 1995; Pin & Duvoisin, 1995).

Relatos da literatura tem demonstrado que os nucleotídeos da guanina GTP e 

GDP, bem como seus análogos, inibem a união de agonistas, mas não de antagonistas 

a receptores acoplados a proteínas G. Entre eles incluem-se os receptores 

dopaminérgicos D2 (Senogles etal., 1987), substância P (Smith & Hoss, 1985), opióides 

(Szücs et al., 1987), receptores p-adrenérgicos (Maguive et al., 1970), purinérgicos 

(Klotz et al., 1990), GABAérgicos (Ohmori et al., 1990), muscarínicos (Haga et al., 1986) 

e serotoninérgicos (Peroutka et al., 1979). Atribui-se que a referida ação seja mediada 

através da união de GTP na proteína G, com a conseqüente diminuição da afinidade do 

receptor pelo agonista. No entanto, alguns relatos também tem demonstrado que não 

apenas os nucleotídeos da guanina GTP e GDP, mas também GMP, GMPc e guanosina 

regulam a união específica de agonistas e antagonistas glutamatérgicos, de forma a 

diminuir esta união (Sharif & Roberts, 1981; Butcher et al., 1986; Monahan et al., 1988; 

Baron et al., 1989; Hood et al., 1990; Souza & Ramírez, 1991; Barnes et al., 1993; 

Gorodinsky et al., 1993; Paz et al., 1994; Ibarra & Ortega, 1995). O conjunto destes 

estudos tem sugerido fortemente que esta ação dos nucleotídeos da guanina sobre os 
receptores glutamatérgicos se dá de uma forma não usual, através de um efeito 

independente da proteína G. Tem sido sugerido que os nucleotídeos da guanina liguem- 

se na porção extracelular do próprio receptor de glutamato (ionotrópico ou
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metabotrópico) e, possivelmente desempenhem um papel modulador sobre o sistema 

glutamatérgico. As evidências neste sentido são as seguintes:

- Em preparações de membrana lisadas de téctum óptico e cerebelo de pinto, bem como 

em preparações de vesículas, GTP, GDP, GMP e análogos não hidrolisáveis 

deslocaram a união específica de cainato, enquanto que apenas o GTP estimulou a 

atividade da adenilato ciclase nestas preparações (Souza & Ramírez, 1991). Vale 

ressaltar que os nucleotídeos não atravessam a membrana celular e que o resultado 

ocorreu também em preparações de vesículas de membrana, onde as proteínas G estão 

oclusas. Este resultado sugere que o efeito dos nucleotídes da guanina não é 

dependente da interação entre o receptor e o sistema efetor mediado pela proteína Gs. 

No caso das preparações de membrana de téctum óptico de pinto, foi verificado 

posteriormente que a união específica de cainato ocorreu sob condições nas quais a 

participação da proteína G pode ser virtualmente excluída (Paz et al., 1994).

- GMP, GMPc e guanosina não se ligam a proteínas G e mesmo assim tiveram efeito 

inibitório sobre a união específica de [3H]glutamato e agonistas em preparações de 

membrana de cérebro de rato (Monahan et al., 1988).

- A união específica de [3H]cainato em preparações de membrana de cérebro de peixe 

dourado foi diminuída por nucleotídeos da guanina em condições nas quais a 

modulação por proteína G foi minimizada (Barnes et al., 1993).

- Os nucleotídeos GTP, GDP, GMP, Gpp(NH)p e Gpp(CH2)p inibiram a união específica 

do antagonista de NMDA [3H]1-[1-(2-tienil)-ciclohexil]piperidina = [3H]TCP em 

membranas sinápticas de cérebro anterior, córtex cerebral e hipocampo de rato (Baron 

et al. 1989; Hood et al., 1990). A diminuição da união específica de antagonistas de 

glutamato pelos nucleotídeos da guanina indica um mecanismo de ação independente 

da proteína G, pois está bem estabelecido que a afinidade de união do receptor pelo 

antagonista não é alterada quando o GTP liga-se à subunidade a da proteína G, ou 

seja, a ativação da proteína G não interfere com a união de antagonistas (Casey & 

Gilman, 1988). Não há evidências de que os referidos antagonistas tenham uma ação 

como agonistas glutamatérgicos, o que poderia justificar a ação inibitória dos 

nucleotídeos da guanina através da proteína G.

- A fosforilação da GFAP (proteína glial fibrilar ácida), proteína marcadora de astrócito, 
é uma medida da ativação dos receptores glutamatérgicos metabotrópicos (Wofchuk & 

Rodnight, 1994). O efeito do glutamato de aumentar a fosforilação da GFAP em fatias 

de hipocampo de rato jovem foi revertido por 5’-guanililimidodifosfato (Gpp(NH)p), 

guanosina-5’-0-(2-tiodifosfato) (GDP-p-S) e GMP (Tasca et al., 1995). Presume-se que
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os nucleotídeos da guanina adicionados tiveram acesso apenas a face externa da 

membrana, pois as células são impermeáveis a nucleotídeos da guanina. Além disto, 

GMP que não liga-se à proteína G mostrou também o mesmo efeito de reverter a ação 

do glutamato. Este estudo indica, portanto, que os nucleotídeos da guanina podem inibir 

a fosforilação estimulada por glutamato em hipocampo de rato jovem interagindo com 

um receptor metabotrópico na superfície celular.

- O pré-tratamento de membranas sinápticas com as toxinas colérica ou pertussis não 

teve efeito significativo sobre a inibição causada pelo GTP da união específica de 

[3H]glutamato em receptores NMDA (Baron et al., 1989). Ainda, neste estudo, o GTP 

diminuiu a afinidade do receptor pelo NMDA através de uma diminuição na constante de 

associação, ao contrário de estudos nos quais os nucleotídeos agem através da 

proteína G onde fica aumentada a constante de dissociação receptor-agonista.

- GMP (Maraschin et al., 1996) e GDPpS (Baron et al., 1989) bloquearam convulsões 

induzidas por ácido quinolínico (agonista de NMDA) após administração i.c.v. em 

camundongos. Adicionalmente, GDPpS foi capaz de inibir três respostas funcionais 

provocadas pela ativação do receptor de NMDA: aumento de GMPc em fatias de 

cerebelo de rato jovem, estímulo da liberação de noradrenalina em fatias de hipocampo 

de rato e estímulo do influxo de cálcio em cultura de neurônios de cérebro anterior de 

rato (Baron et al., 1989). Adicionalmente, GMP foi capaz de evitar lesões no estriado de 

ratos induzidas por ácido quinolínico (Malcon et al., 1996). Estas ações destes 

nucleotídeos são semelhantes às ações de antagonistas clássicos de receptor de 

NMDA.

- O GDPpS antagonizou o fluxo iônico através da membrana induzido por NMDA, 

cainato e quisqualato em células íntegras através de um efeito extracelular (Budson et 

al., 1991).

- Os nucleotídeos da guanina ligam-se a uma região das subunidades a das proteínas 

G que apresenta uma seqüência rica em resíduos de glicina (GXGXXG) (G = glicina; X = 

qualquer aminoácido) (Bockaert, 1991). Atualmente, a partir do conhecimento da 

seqüência de aminoácidos dos receptores de glutamato metabotrópicos clonados 

(0'Hara et al., 1993), sabe-se que o mGluR2 e o mGluR3 possuem igualmente uma 
seqüência rica em resíduos de glicina no domínio extracelular do receptor (GDGI-G e 
GDGM-G, para o mGluR2 e o mGluR3, respectivamente). (G = glicina; D = ácido 

aspártico; I = isoleucina; M = metionona). Uma seqüência semelhante, rica em resíduos 

de glicina, também é encontrada na proteína ligadora de cainato em pintos (Teichberg et 

al., 1993) e no receptor para cainato GluK2 em mamíferos (Nakanishi et al., 1990).
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IV. 1.3. Interações do chumbo com o sistema glutamatérgico e com 

nucleotídeos da guanina

O chumbo é um metal que apresenta uma elevada toxicidade para o sistema 

nervoso central, contudo os mecanismos moleculares responsáveis por esta ação tóxica 

não se encontram bem estabelecidos. Possíveis sítios de ação neurotóxica para metais 

incluem receptores e enzimas envolvidas na transdução do sinal, proteínas G, proteínas 

quinase C e canais de cálcio (Rossi et al., 1991).

Tem sido proposto o envolvimento de vários sistemas de neurotransmissores na 

ação tóxica do chumbo. Os sistemas mais estudados tem sido o colinérgico (Carrol et 

al., 1977; Shih & Hanin, 1978; Minnema et al., 1988; Widmer et al., 1992; Bielarczyk et 

al., 1994; Cory-Slechta & Pokora, 1995; Tian et al., 1995), adrenérgico (Winder, 1982; 

Rossouw et al., 1987), dopaminérgico (Lucchi et al., 1981; Lasley & Lane, 1988; Lasley, 

1992; Widzowski et al., 1994) e gabaérgico (Silbergeld et al., 1980; Spence et al., 1985; 

Drew et al., 1989).

Conforme comentado no Capítulo III, a ação do chumbo sobre o sistema 

glutamatérgico tem sido objeto de investigação mais recente, no qual vários estudos tem 

demonstrado a ação inibitória deste metal sobre os receptores glutamatérgicos do 

subtipo NMDA (Alkondon et al., 1990; Guilarte & Miceli, 1992; Uteshev et al., 1993; 

Guilarte et al. 1993, 1994; Jett & Guilarte, 1995; Schulte et al., 1995). Em um estudo 

mais antigo Regunathan & Sundaresan (1985) observaram que a exposição crônica de 

ratos ao chumbo inorgânico alterou a união específica de glutamato independente de 

sódio em membranas sinápticas de córtex cerebral, cerebelo e medula espinhal. Foi 

notado um aumento do número de sítios de união (Bmax) e uma diminuição da afinidade 

do receptor pelo glutamato (maior Kd) nestas preparações de membrana. Contudo, 

estes pesquisadores relataram (dados não mostrados) uma ausência de efeito do 

chumbo adicionado in vitro sobre a união específica de glutamato independente de sódio 

nestas estruturas cerebrais. Estas observações sugerem um efeito indireto do chumbo 

sobre os receptores de glutamato quando da exposição dos ratos a este metal. Os 

nossos resultados (apresentados no capítulo III) demonstraram que a adição de acetato 

de chumbo in vitro inibiu a união específica de glutamato independente de sódio em 
membranas de córtex cerebral de ratos jovens ou adultos (Figura 111.12.), mas não 

alterou significativamente este parâmetro em membranas de cerebelo de rato (Figura

111.11.). Observamos também que a exposição perinatal ao acetato de chumbo resultou 

em uma diminuição da união específica de glutamato em córtex cerebral e cerebelo de
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ratos jovens que apresentaram um nível de Pb sangüíneo de 50,6 jxg/dl e 

aproximadamente 0,6 pM de Pb no córtex cerebral (Capítulo I). Considerando que o 

efeito inibitório observado nos animais expostos in vivo ao metal é presumivelmente 

através de uma ação indireta sobre os receptores de glutamato, alterações na estrutura 

da membrana e/ou outro mecanismo indireto deve estar envolvido. Uma das 

possibilidades é que o chumbo atue em algum mecanismo que module a união de 

glutamato em seus receptores.

A enzima adenilato ciclase de cérebro é inibida por concentrações de chumbo na 

ordem de pM, conforme demonstrado no Capítulo III e previamente relatado na literatura 

(Nathanson & Bloom, 1975; Ewers & Erbe, 1980). Foi relatado que os nucleotídeos da 

guanina protegem a AC da inibição pelo chumbo em fígado de rato (Doskeland, 1980). 

Não está descartada a possibilidade de que a ação inibitória deste metal ocorra através 

de um mecanismo indireto que envolva proteínas G.

IV. 1.4. Objetivos

Considerando:

a) o papel essencial das proteínas G na transduçâo do sinal no SNC e 

conseqüentemente na manutenção das funções neuronais e gliais;

b) o possível papel dos nucleotídeos da guanina na modulação dos receptores 

glutamatérgicos;

c) que grupamentos sulfidrila, os quais são um alvo em potencial para a ação de metais 

pesados como o chumbo, tem se mostrado essenciais para a função das proteínas G;

d) que a inibição da união específica de [3H]glutamato por exposição ao chumbo in vivo 

provavelmente é indireta, podendo ser exercida através de um sistema modulador dos 

receptores glutamatérgicos;

e) que a inibição da adenilato ciclase causada pelo chumbo pode ser, pelo menos em 

parte, devido a uma alteração na função da proteína G;

f) a falta de estudos a respeito da ação do chumbo sobre a proteína G e sobre a 

modulação exercida pelos nucleotídeos da guanina nos receptores glutamatérgicos; 

decidimos verificar o efeito do chumbo in vitro sobre a proteína G e sobre o possível sítio 

independente da proteína G (supostamente a porção extracelular do receptor de 
glutamato), através da avaliação da união específica de [3H]Gpp(NH)p em preparação 

de membrana de córtex cerebral de ratos adultos.
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IV.2. MATERIAL E MÉTODOS

IV.2.1. Reagentes

Acetato de chumbo - Baker’s Analyzed

Ácido clorídrico - Merck

Carbonato de sódio - Reagen

Cloreto de magnésio - Reagen

Dodecil sulfato de sódio (SDS) - Sigma, St. Louis, MO

Folin-Ciocalteau - Bioensaios

Hidróxido de sódio - Reagen

Imido [8-3H]guanosina 5’trifosfato ([3H]Gpp(NH)p ou [3H]GMP-PNP: 19,1 ou 20,0 

Ci/mmol) - Amershan International, U. K.

Guanina imidodifosfato (5'guanililimidodifosfato ou imido guanosina 5'trifosfato) = 

Gpp(NH)p - Sigma, St Louis, MO

POPOP- (1,4 di)-5-fenil-2-oxazolil-benzeno; 2-2’-pfenileni-bis [5-feniloxazol] - Sigma, St. 

Louis, MO

PPO - 2,5difeniloxazol - Sigma, St. Louis, MO

Sacarose - Reagen

Sulfato de cobre - Reagen
Tartarato de sódio e potássio - Reagen

Tolueno - Reagen ou Merck

Tris(hidroximetil)aminometano - Sigma, St. Louis, MO

Triton X-100 - Reagen ou Merck

IV.2.2. Equipamentos

Agitador de tubos: Phoenix

Balanças: analítica Sartorius Basic modelo BA 110 S, analítica Marte modelo AS 2000 

Banho térmico: Quimis modelo Q304.164

Centrífugas: Sorvall modelo RC 5B Plus, minicentrífuga Incibrás spin I

Cintiladores: Rackbeta modelo 1217, Wallac modelo 1409 ("Liquid Scintillation Counter")

Espectrofotômetro: Beckman DU 640 UVA/IS

Freezer a -20°C

Potenciômetro: Digimed
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Ratos Wistar adultos (3 meses de idade) de ambos os sexos provenientes do 

Biotério do Instituto de Biociências da UFRGS foram utilizados. Os animais foram 

mantidos em ciclo claro-escuro a temperatura de 23 ± 2°C, com ração comercial (Purina) 

e água “ad libitum”.

IV.2.4. Dissecção do córtex cerebral dos animais

A dissecção do córtex cerebral dos ratos foi realizada conforme consta nas 

páginas 20 do Capítulo I e 94 do Capítulo III.

IV.2.5. Preparação da membrana

A preparação das membranas lisadas e lavadas de córtex cerebral foi realizada 

conforme procedimento descrito no capítulo III, página 95. As membranas foram 

congeladas a -20°C por um período de no máximo 45 dias até sua utilização para os 

ensaios de medida da união específica de [3H]Gpp(NH)p.

IV.2.6. Ensaio de união específica de [3H]Gpp(NH)p

IV.2.6.1. Pré-incubação das membranas

Após lento descongelamento da membrana, esta era reomogeneizada com Tris- 

HC110 mM, centrifugada a 27.000 g durante 15 minutos e o precipitado da centrifugação 

ressuspenso em tampão Tris-HCI 25 mM / MgCI2 5 mM pH 7,4. Esta membrana era pré- 

incubada nas condições a seguir descritas, conforme o experimento. Em todas os casos 

a pré-incubação era realizada a 30°C durante 15 minutos.

• membranas pré-incubadas com Gpp(NH)p 10 pM: com o objetivo de saturar e, desta 

forma, bloquear os sítios de união de GTP nas proteínas G, procedeu-se uma pré- 

incubação da membrana com uma concentração saturante de Gpp(NH)p, um análogo 

não hidrolisável do GTP. Com esta finalidade, era adicionado Gpp(NH)p, na 

concentração final de 10 pM à membrana ressuspensa em tampão (Paz et al., 1994).

• membranas pré-incubadas com acetato de chumbo 100 pM: era adicionado acetato de 

chumbo, na concentração final de 100 pM à membrana ressuspensa em tampão. 

Esta concentração foi escolhida com base nos resultados do presente trabalho, os 

quais demonstraram que esta concentração produz uma inibição na proteína G.

IV.2.3. Animais experimentais
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• membranas pré-incubadas com Gpp(NH)p 10 pM + acetato de chumbo 100 pM: 

adicionava-se Gpp(NH)p, na concentração final de 10 pM e também acetato de 

chumbo, na concentração final de 100 pM à membrana ressuspensa em tampão. O 

objetivo era verificar uma eventual interação de ambos os reagentes.

• membranas pré-incubadas em condição controle: era sempre realizada nos 

experimentos nos quais qualquer uma das condições acima descrita foram efetuadas. 

À membrana ressuspensa em tampão Tris-HCI 25 mM/ MgCl2 5 mM pH 7,4, era 

adicionado um volume de água milli-Q equivalente ao usado nas outras condições de 

pré-incubação. Nos experimentos nos quais nenhuma das três condições acima 

descritas era realizada, a membrana era igualmente submetida a esta pré-incubação 

a 30°C durante 15 minutos.

IV.2.6.2. Medida da união específica de f  H]Gpp(NH)p em membranas

Após a pré-incubação da membrana, independentemente da condição de pré- 

incubação utilizada, seguia-se um período de repouso por 15 minutos no gelo, e 

posterior centrifugação a 27.000g por 15 minutos. O precipitado resultante era 

submetido a 3 lavagens sucessivas com tampão Tris-HCI 25 mM pH 7,4 / MgCh 5 mM 

com centrifugações a 27.000 g por 15 minutos. No caso da membrana pré-incubada 

com Gpp(NH)p 10 pM, estas lavagens tinham a finalidade de remover o Gpp(NH)p não 

ligado na proteína G ou em outros sítios, bem como o Gpp(NH)p ligado labilmente. Foi 

demonstrado em um estudo prévio do grupo, que o Gpp(NH)p ligado labilmente 

corresponde ao sítio extra-proteína G (Paz et al., 1994). Por outro lado, o Gpp(NH)p 

ligado na proteína G permanece ligado mesmo sob lavagens exaustivas a 4°C (Avissar 

et al., 1988; Paz et al., 1994). No caso da pré-incubação com acetato de chumbo, as 

lavagens tinham por finalidade remover todo o metal que não se encontrava firmemente 

ligado a sítios protéicos. Após a terceira lavagem, a membrana era ressuspensa no 

mesmo tampão da lavagem, estando pronta para ser incubada.

A incubação para medida da união total de [3H] Gpp(NH)p era realizada segundo 

o método de Paz et al. (1994) com pequenas modificações. Eram usados tubos 

eppendorf, em um meio de incubação contendo os seguintes componentes nas 

respectivas concentrações finais: Tris-HCI 25 mM pH 7,4, MgCI2 5 mM, membrana (0,15 
a 0,30 mg de proteína), [3H]Gpp(NH)p 40 nM e acetato de chumbo com a concentração 

final variando com o experimento (faixa de 1 a 400 pM). O volume final de incubação era 

500 pl. A incubação para medida da união inespecífica de [3H]Gpp(NH)p era realizada 

em um meio similar ao citado acima, exceto que Gpp(NH)p na concentração final de 40
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pM era adicionado. A incubação era iniciada pela adição da membrana e durava 5 

minutos, ou 2 a 60 minutos em experimentos nos quais o tempo foi uma variável 

considerada. Após a incubação, os tubos eram colocados no gelo e submetidos a uma 

centrifugação por 3 minutos a 12.000 g. O sobrenadante era removido com pipeta 

"Pasteur". As paredes dos tubos e a superfície dos precipitados eram lavadas rápida e 

cuidadosamente com água destilada a 4°C. As paredes do eppendorf eram 

cuidadosamente secadas com cotonetes e adicionava-se 300 pl de solução de SDS 

0,1%. Os tubos ficavam em repouso por no mínimo 12 horas, quanto então eram 

agitados e era retirada uma alíquota de 240 pl. Esta alíquota era pipetada em tubos 

plásticos (adaptadores para “vials”), onde adicionava-se 3,0 ml de líquido de cintilação 

(Tolueno 2 I: Triton X-100 11: PPO 16 g: POPOP 0,25g). A medida da radioatividade era 

feita em cintilador beta. A união específica de [3H]Gpp(NH)p era calculada por subtração 

da união total e da inespecífica. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A 

Figura IV.2. mostra uma representação esquemática da união específica de 

[3H]Gpp(NH)p após a pré-incubação com Gpp(NH)p ou na ausência de Gpp(NH)p 

(controle).

IV.2.6.3. Medida da união específica de fH]Gpp(NH)p na proteína G

Após lento descongelamento da membrana, esta era homogeneizada com Tris- 

HCI 10 mM pH 7,4 e centrifugada a 27.000 g durante 15 minutos. O precipitado era 

ressuspenso em tampão Tris-HCI 25 mM pH 7,4/ MgCI2 5 mM e a membrana incubada a 

30°C durante 15 minutos. A incubação para medida da união total de [3H]Gpp(NH)p era 

realizada em tubos eppendorf em um meio contendo os seguintes componentes nas 

respectivas concentrações finais: Tris-HCI 25 mM pH 7,4, MgCI25 mM, membrana (0,2 a 

0,3 mg de proteína), [3H]Gpp(NH)p 40 nM e acetato de chumbo com a concentração 

final variando com o experimento (5, 20 ou 100 pM). O volume final de incubação era 

500 pl. A incubação para medida da união inespecífica de [3H]Gpp(NH)p era realizada 

em um meio similar ao usado acima, exceto que Gpp(NH)p na concentração final de 400 

pM era adicionado. Após a incubação, os tubos eppendorf eram centrifugados a 

12.000g por 3 minutos. O sobrenadante desta centrifugação era analisado quanto a 

radioatividade em cintilador beta. A membrana era lavada 3 vezes a 4°C após a 

incubação. As lavagens nos tubos controle (sem acetato de chumbo) eram feitas com 

tampão Tris-HCI 25 mM / MgCI2 5 mM pH 7,4, seguidas de centrifugação a 12.000 g por 

3 minutos. As lavagens nos tubos contendo acetato de chumbo foram realizadas apenas 

com o tampão Tris-HCI 25 mM / MgCI2 5 mM pH 7,4 ou alternativamente, com o referido
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tampão contendo uma concentração de acetato de chumbo equivalente ao usada no 

meio de incubação. Os sobrenadantes das centrifugações que seguiam as lavagens 

também eram analisados quanto a radioatividade para controle da eficácia das 

lavagens. O precipitado final era lavado com água gelada e processado para medida da 

radioatividade conforme consta no item “medida da união específica de [3H] Gpp(NH)p 

em membranas”. A Figura IV.3. é uma representação esquemática do conjunto de 

procedimentos descritos neste item (união específica de [3H] Gpp(NH)p na proteína G).
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Figura IV.2. Representação esquemática da união específica de [3H]Gpp(NH)p após pré- 
incubação da preparação de membrana com Gpp(NH)p ou na ausência de Gpp(NH)p (controle).
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Figura IV.3. Representação esquemática da união específica de [3H]Gpp(NH)p na proteína G.
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Paralelamente a este experimento, um conjunto de três tubos contendo tampão, 

membrana e água milli-Q até o volume final de 500 1̂ era incubado e submetido ao 

procedimento experimental acima descrito. Após as lavagens, adicionava-se 300 pl de 

solução de SDS 0,1% e após cerca de 12 h, alíquotas da membrana solubilizada em 

SDS eram retiradas para dosagem de proteínas. Este cuidado era tomado devido ao 

fato de as lavagens implicarem em uma perda protéica, a qual podia ser mensurada 

usando o referido controle.

IV.2.7. Dosagem de proteínas

A proteína foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951), usando albumina de soro 

bovino como padrão.

IV.2.8. Análise estatística e expressão dos resultados

Os resultados obtidos foram analisados por análise de variância de uma via ou 

de duas vias, conforme o experimento, seguida quando apropriado pelo teste post-hoc 

do raio múltiplo de Duncan (Sokal & Rohlf, 1981). Foram consideradas significativas as 

análises nas quais p foi igual ou menor que 0,05. Os valores de F são fornecidos na 

descrição dos resultados quando o nível de significância foi atingido. Os resultados são 

expressos em pmol [3H]Gpp(NH)p/mg proteína ou em % de união específica em relação 

ao controle (100%). Eles estão expressos como média ± erro padrão da méqlia de 

determinações ensaiadas em triplicata. O número de experimentos variou de 3 a 6 e 

está especificado em cada figura.

IV.3.RESULTADOS

IV.3.1. Efeito do chumbo sobre a união específica de ^HlGppfNHip

O acetato de chumbo foi adicionado ao meio de incubação em concentrações 

que variaram de 1 a 400 p.M, a fim de verificar seu efeito sobre a união específica de 

[3H] Gpp(NH)p em membrana de córtex cerebral de rato adulto pré-incubada em 

condição controle (sem Gpp(NH)p) (Figura IVA). Com o procedimento experimental 

usado neste experimento, a união de [3H]Gpp(NH)p ocorre tanto em sítios da proteína 

G, como em sítios extra-proteína G (Paz et al., 1994). Experimentos prévios haviam 

demonstrado que 400 pM de acetato de chumbo era a máxima concentração que podia 

ser usada, pois em concentrações maiores ocorria precipitação do chumbo. A ANOVA
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de uma via revelou que o tratamento com acetato de chumbo in vitro causou um efeito 

significativo sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p. [F(9,48) = 37,41, p<0,001] 

(Figura IVA). O efeito observado foi bifásico. O teste post-hoc mostrou que houve um 

efeito inibitório significativo na concentração de chumbo de 5 pM (p<0,05). Por outro 

lado, foi observado um efeito estimulatório significativo nas concentrações de 70, 100, 

200 e 400 pM do metal (p<0.01). Estes resultados sugerem diferentes sítios de ação do 

chumbo.

[Pb] (uM)

Figura IV.4. Efeito do acetato de chumbo sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p em 
preparação de membrana de córtex cerebral de rato adulto. A membrana foi incubada conforme 
descrito em Material e Métodos. Os valores estão expressos em porcentagem em relação ao 
controle (sem acetato de chumbo = 100%) e são a média ± erro padrão de 6 experimentos, 
ensaiados em triplicata. O valor absoluto da união específica de [3H]Gpp(NH)p na ausência de 
acetato de chumbo apresentou média ± erro padrão de 13,6 ± 0,8.
* p<0,05 e ** p<0,01 em relação ao controle, peto teste do raio múltiplo de Duncan.

IV.3.2. Efeito do chumbo sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p em 

proteínas G

Com base nos resultados da Figura IVA, decidimos testar o efeito da adição de 

acetato de chumbo in vitro sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p em proteínas G 

(Figura IV.5.). O experimento foi realizado sem a adição de acetato de chumbo
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(controle) e com 5 pM, 20 pM ou 100 pM de acetato de chumbo no meio de incubação. 

Para a realização das lavagens após a incubação foi usado tampão Tris-HCI 25 mM / 

MgCI2 5 mM pH 7,4 ou, alternativamente, este mesmo tampão contendo acetato de 

chumbo 5 pM, 20 pM ou 100 pM, para os tubos incubados com acetato de chumbo 5 

pM, 20 pM ou 100 pM, respectivamente. A ANOVA de duas vias revelou um efeito 

significativo do acetato de chumbo [F(3, 16) = 68,87, p<0,001]. Por outro lado, não 

houve efeito significativo do tampão ou da interação chumbo X tampão. O teste post- 

hoc mostrou que o metal provocou uma inibição da união específica de [3H]Gpp(NH)p na 

proteína G, independentemente da concentração usada (p<0,01) (Figura IV.5.). O efeito 

inibitório foi da ordem de 50% na concentração de 5 pM de chumbo e permaneceu 

semelhante nas concentrações de 20 e 100 pM do metal. Este resultado não foi 

influenciado pela adição de acetato de chumbo (na mesma concentração usada na 

incubação) no tampão de lavagem. Isto indica que o resultado inibitório do metal sobre a 

união específica de [3H]Gpp(NH)p demonstrado na Figura IV.4. é um efeito sobre a 

proteína G (união estável com as lavagens). Por outro lado, o efeito estimulatório do 

chumbo mostrado na Figura IV.4. seria possivelmente fora da proteína G. Cogitamos 

tratar-se de um efeito sobre os sítios que ligam nucleotídeos da guanina fora da proteína 

G.
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Figura IV.5. Efeito do acetato de chumbo sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p em sítios na 
proteína G em preparação de membrana de córtex cerebral de rato adulto. A membrana foi 
incubada conforme descrito em Material e Métodos, sendo utilizado o tampão de lavagem sem 
acetato de chumbo (Tris/HCI 25 mM, MgCI2 5 mM pH 7,4) ou o tampão de lavagem contendo a 
concentração de acetato de chumbo correspondente à usada na incubação (Tris/HCI 25 mM, 
MgCI2 5 mM pH 7,4 com 5, 20 ou 100 pM de acetato de chumbo). Os valores estão expressos em 
porcentagem em relação ao controle (sem acetato de chumbo = 100%) e são a média ± erro 
padrão de 3 experimentos, ensaiados em triplicata. O valor absoluto da união específica de 
[3H]Gpp(NH)p no controle apresentou média ± erro padrão de 33,2 ± 4,5.
** p<0,01 em relação ao controle, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

IV.3.3. Efeito da pré-incubação com Gpp(NH)p, acetato de chumbo ou 

Gpp(NH)p + acetato de chumbo sobre a união específica de fHIGppfNHjp 

fora das proteínas G

A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo da pré-incubação da 

membrana em uma das seguintes condições: com Gpp(NH)p 10 pM; com acetato de 

chumbo 100 pM; com Gpp(NH)p 10 pM + acetato de chumbo 100 pM; sem o nucleotídeo 

e/ou acetato de chumbo (controle) sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p [F(3,10 = 

12,35, p<0,01] (Figura IV.6.). O teste post-hoc de Duncan mostrou que qualquer uma 

das três primeiras condições acima citada foi significativamente inferior (p<0.01) à da
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membrana pré-incubada em condição controle (100%), ou seja, aquela que possui sítios 

na proteína G e fora da proteína G disponíveis para a união de [3H]Gpp(NH)p (Figura 

IV.6.). Por outro lado, o teste post-hoc revelou que as diferentes pré-incubações 

(excetuando o controle) não diferiram significativamente entre si. A diminuição da união 

específica de [3H]Gpp(NH)p quando da pré-incubação com Gpp(NH)p deve-se ao fato 

de a mesma ter saturado as proteínas G, de forma que o [3H]Gpp(NH)p adicionado 

durante a incubação teve acesso somente ao sítio para nucleotídeo da guanina fora da 

proteína G. No caso do efeito inibitório do chumbo, verificou-se que este permaneceu 

estável a 3 lavagens sucessivas. Este resultado é semelhante ao observado na Figura 

IV.5. Este resultado sugere que o chumbo adicionado durante a pré-incubação uniu-se 

estavelmente em proteínas G e isto inibiu a união de [3H]Gpp(NH)p nelas. 

Aparentemente o chumbo que durante a pré-incubação (30°C durante 15 minutos) ligou- 

se em sítios fora da proteína G foi removido durante as lavagens subseqüentes a 4°C, 

de forma similar ao que ocorre com o Gpp(NH)p adicionado na pré-incubação. A pré- 

incubação com Gpp(NH)p + acetato de chumbo não causou efeito somatório ou 

sinérgico sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p, ou seja, o efeito dos dois é 

semelhante ao efeito de cada um isoladamente. Este resultado sugere que ambos 

possam atuar de forma semelhante, ou seja, na proteína G.
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Figura IV.6. Efeito do pré-tratamento da membrana com Gpp(NH)p 10 pM, acetato de chumbo 
100 pM ou Gpp(NH)p 10 pM + acetato de chumbo 100 pM sobre a união específica de 
[3H]Gpp(NH)p. As membranas de córtex cerebral de rato foram pré-incubadas com os reagentes 
acima citados por 15 min. a 30°C. No final da pré-incubação, elas foram centrifugadas e o 
precipitado lavado como descrito em Material e Métodos. Os valores estão expressos em 
porcentagem em relação ao controle (membrana pré-incubada em condição controle, ou seja, 
sem o nucleotídeo e/ou acetato de chumbo) e são a média ± erro padrão de 4 experimentos, 
ensaiados em triplicata. O valor absoluto da união específica de [3H]Gpp(NH)p no controle 
apresentou média ± erro padrão de 17,5 ± 0,8.
** p<0,01 em relação ao controle, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

IV.3.4. Efeito da adição de acetato de chumbo 100 pM na incubação sobre a união 

específica de ^HJGppfNHlp em membrana pré-incubada em condição controle, com 

Gpp(NH)p, com acetato de chumbo ou com Gpp(NH)p + acetato de chumbo

Neste experimento, o objetivo era verificar se o chumbo, adicionado na 

incubação em condições nas quais as proteínas G estavam previamente oclusas, teria 

um efeito estimulatório sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p, o que seria esperado 

a partir dos resultados anteriores (Figuras IV.4., IV.5. e IV.6.). A adição de acetato de 

chumbo na concentração de 100 pM durante a incubação em membranas pré-incubadas 

em condição controle, com Gpp(NH)p 10 pM, com acetato de chumbo 100 pM ou ainda 

com acetato de chumbo 100 pM + Gpp(NH)p 10 pM causou efeito estimulatório sobre a
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união específica de [3H]Gpp(NH)p (Figura IV.7.) A ANOVA de uma via, considerando o 

ensaio realizado na ausência de chumbo adicionado durante a incubação como 100%, 

mostrou um efeito significativo da condição de pré-incubação empregada [F(3,12) = 

8,67, p<0,01], Isto ocorreu porque o efeito foi de intensidade diferente conforme a 

condição de pré-incubação utilizada. Na condição controle ele ficou em torno de 200%, 

sendo que nas demais condições ele foi significativamente superior ao controle (Teste 

post-hoc, pelo menos para p<0,05). Contudo, as membranas pré-incubadas com 

Gpp(NH)p, acetato de chumbo ou ambos não diferiram significativamente entre si. Este 

resultado também sugere fortemente que o efeito estimulatório do chumbo se dê por 

interação em sítios fora da proteína G, sendo de maior intensidade quando a proteína G 

não está inibida pelo chumbo.
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Figura IV.7. Efeito da adição de acetato de chumbo 100 pM sobre a união específica de 
[3H]Gpp(NH)p em membranas pré-incubadas com Gpp(NH)p 10 pM, acetato de chumbo 100 pM 
ou Gpp(NH)p 10 pM + acetato de chumbo 100 pM. As membranas foram pré-incubadas conforme 
descrito na legenda da Figura IV.6. Os valores estão expressos em porcentagem em relação ao 
controle (sem acetato de chumbo = 100%) e são a média + erro padrão de 4 experimentos, 
ensaiados em triplicata. O valor absoluto da união específica de [3H]Gpp(NH)p na membrana pré- 
incubada na condição controle, com Gpp(NH)p 10 pM, com acetato de chumbo 100 pM e com 
Gpp(NH)p 10 pM + acetato de chumbo 100 pM apresentou média ± erro padrão de: 17,5 ± 0,8; 
13,0 ± 1,0; 11,2 ± 1,3 e 10,1 ± 1,3, respectivamente.
* p<0,05 e ** p<0,01 em relação ao controle, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

controle Gpp(NH)p Pb Pb+Gpp(NH)p
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IV.3.5. Estudo comparativo do efeito de concentrações crescentes de 

chumbo sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p em membrana pré- 

incubada com Gpp(NH)p 10 [iM X membrana pré-incubada em condição 

controle

Foi testado paralelamente o efeito do acetato de chumbo adicionado nas 

concentrações de 1, 5, 20, 100 e 400 pM sobre a uniâo específica de [3H]Gpp(NH)p em 

membrana de córtex cerebral de rato pré-incubada com Gpp(NH)p 10 pM e pré- 

incubada em condição controle (Figura IV.8.). A análise estatística através de teste t de 

Student para amostras dependentes considerando cada concentração de acetato de 

chumbo, mostrou que na membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 pM, a união 

específica de [3H]Gpp(NH)p foi diferente em relação à membrana pré-incubada em 

condição controle, para as concentrações de 5, 20, 100 e 400 pM de acetato de 

chumbo. Apenas em relação à concentração de 1 pM de acetato de chumbo não houve 

diferença entre as duas condições de pré-incubação. Desta forma, a inibição da união 

específica de [3H]Gpp(NH)p ocorreu apenas na membrana pré-incubada em condição 

controle com a concentração de 5 pM de acetato de chumbo. Conclui-se que na 

condição na qual os sítios das proteínas G foram previamente saturados com Gpp(NH)p 

o chumbo não causou inibição, por não ter acesso às proteínas G. Observamos que a 

estimulação da união específica de [3H]Gpp(NH)p provocada pela adição de acetato de 

chumbo 20 pM ocorreu apenas na membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 |xM. Nas 

concentrações de acetato de chumbo 100 e 400 pM, a estimulação foi maior na 

membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 pM, de forma semelhante ao resultado 

observado na Figura IV.7. (acetato de chumbo 100 pM). Estes dados reforçam a 

conclusão de que a estimulação da união específica de [3H]Gpp(NH)p provocada pelo 

chumbo se dá em sítios para nucleotídeo(s) da guanina fora das proteínas G.
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Figura IV.8. Efeito do acetato de chumbo sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p em 
preparação de membrana pré-incubada em condição controle (o) ou em membranas pré- 
incubadas com Gpp(NH)p 10 pM (•). As membranas foram pré-incubadas conforme descrito em 
Material e Métodos. Os valores estão expressos em porcentagem em relação ao controle (sem 
acetato de chumbo = 100%) e são a média ± erro padrão de 3 experimentos, ensaiados em 
triplicata. O valor absoluto da união específica de [3H]Gpp(NH)p na membrana pré-incubada na 
condição controle, ou com Gpp(NH)p 10 pM apresentou média ± erro padrão de: 14,0 ± 0,9 e 9,0 
± 0,9, respectivamente.
* p<0,05 em relação à respectiva concentração de acetato de chumbo na membrana controle por 
teste t de Student para amostras dependentes.

IV.3.6. Efeito do tempo de incubação sobre a união específica de 

^HlGppfNHÍp em membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 p.M.

Após proceder-se a pré-incubação da membrana de córtex cerebral com 

Gpp(NH)p 10 pM, a mesma foi submetida a 3 lavagens sucessivas a 4°C para remoção 

do Gpp(NH)p não ligado, bem como o ligado fora das proteínas G (conforme consta em 

material e Métodos) e a seguir incubadas em tempos de 2, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos a 

temperatura de 30°C. Nesta condição, teoricamente toda a união específica obtida no 

final do experimento, independentemente do período de incubação empregado, seria 

devida à união do nucleotídeo radioativo em sítios fora da proteína G. Contudo, existia a 

possibilidade de que o Gpp(NH)p unido à proteínas G durante a pré-incubação sofresse 

um desligamento quando da realização da incubação a temperatura de 30°C (a
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estabilidade da união do Gpp(NH)p à proteínas G dá-se a temperaturas <20°C). Sendo 

assim, os objetivos deste experimento eram: a) verificar a diferença da união específica 

de [3H]Gpp(NH)p em membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 pM em relação à 

membrana pré-incubada sem Gpp(NH)p (controle) ao longo do tempo (Figura IV.9A.) e, 

b) verificar se a porcentagem da união específica de [3H]Gpp(NH)p obtida com a 

membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 pM comparada à membrana pré-incubada 

em condição controle permaneceria constante com o tempo de incubação (Figura 

IV.9B.).

A ANOVA de duas vias, considerando o tempo como medida repetida, revelou 

um efeito significativo da condição de pré-incubação usada (com ou sem Gpp(NH)p) 

[F(1,10) = 6,61, p<0,05] e também do tempo de incubação [F(5,50) = 103,99, p<0,001], 

Não houve efeito significativo da interação entre a condição de pré-incubação usada e o 

tempo. O teste post-hoc de Duncan revelou que a união específica de [3H]Gpp(NH)p em 

membrana pré-incubada com Gpp(NH)p foi inferior à condição controle (p<0,05). O teste 

de Duncan também mostrou que a união específica de [3H]Gpp(NH)p aumenta com o 

tempo de incubação, sendo que os resultados da união diferem entre si para cada 

tempo estudado (p<0,01) (Figura IV.9A.).
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Figura IV.9A. Efeito do tempo de incubação sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p em 
preparação de membrana pré-incubada em condição controle (o) ou em membranas pré- 
incubadas com Gpp(NH)p 10 ^M (•). As membranas foram pré-incubadas conforme descrito em 
Material e Métodos. Os valores estão expressos em pmol [3H]Gpp(NH)p/ mg proteína e são a 
média ± erro padrão de 6 experimentos, ensaiados em triplicata.

A Figura IV.9B. mostra os valores da união específica de [3H]Gpp(NH)p na 

membrana pré-incubada com Gpp(NH)p, expressos em porcentagem do controle (sem 

Gpp(NH)p = 100%). A ANOVA de uma via mostrou que existe um efeito significativo do 

tempo de incubação sobre esta porcentagem [F(5,53) = 6,01, p<0,001]. Figura IV.9B. 

mostra que a porcentagem da união específica de [3H]Gpp(NH)p obtida com a 

membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 pM é em torno de 50% nos tempos de 2 e 5 

minutos (união específica fora da proteína G), mas aumenta significativamente a partir 

do tempo 15 minutos, quando comparado ao tempo de 2 minutos de incubação (Teste 

post-hoc do raio múltiplo de Duncan). Este último resultado sugere que pode ter ocorrido 

um desligamento do Gpp(NH)p que saturava as proteínas G com o aumento do período 

de incubação. Contudo, tal hipótese necessita maior investigação.
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Figura IV.9B. Efeito do tempo de incubação sobre a porcentagem de união específica de 
[3H]Gpp(NH)p em membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 pM em relação à membrana pré- 
incubada em condição controle (100%). Os valores estão expressos em porcentagem em relação 
ao controle (membrana pré-incubada em condição controle) e são a média + erro padrão de 6 
experimentos, ensaiados em triplicata.
* p<0,05 e ** p<0,01 em relação ao tempo de 2 minutos, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

IV.3.7. Efeito do tempo de incubação sobre a ação do chumbo na união 

específica de [3H]Gpp(NH)p em membrana pré-incubada em condição 

controle

Com a finalidade de verificar o efeito do tempo de incubação sobre a ação do 

chumbo na união específica de [3H]Gpp(NH)p, foram escolhidas duas concentrações de 

acetato de chumbo: uma inibitória = 5 pM e uma estimulatória =100 pM. A Figura IV.10. 

mostra a curva de tempo realizada com a membrana pré-incubada em condição 

controle.

A ANOVA de duas vias, considerando o tempo como medida repetida, revelou 

um efeito significativo do chumbo [F(2,10) = 21,31, p<0,001], do tempo de incubação 

[F(4,40) = 17,26, p<0,001] e da interação entre chumbo e tempo [F(8,40) = 11,90,

p<0,001].
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0  teste post-hoc da interação mostrou que, na ausência de acetato de chumbo, 

a união específica de [3H]Gpp(NH)p aumenta com o tempo de incubação, sendo que 

todos os tempos diferem entre si, com exceção dos tempos de incubação de 2 minutos 

e 5 minutos (Figura IV.10.). Na presença de acetato de chumbo 5 pM, a medida da 

união do nucleotídeo radioativo só difere significativamente entre os tempos de 2 

minutos (p<0,01) ou 5 minutos (p<0,05) de incubação em relação ao tempo de 30 

minutos. Observou-se um perfil diferente na presença de acetato de chumbo 100 pM, no 

qual a união específica de [3H]Gpp(NH)p não difere significativamente entre os vários 

tempos empregados, ou seja, um "plateau" foi atingido desde o tempo de incubação de 

2 minutos.

Ainda, o resultado do teste post-hoc da interação mostrou um efeito inibitório 

exercido por acetato de chumbo 5 pM sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p, o qual 

foi significativo nos tempos de 5 minutos (p<0,05), 10 minutos (p<0,01), 15 e 30 minutos 

(p<0,001). Também foi mostrado um efeito estimulatório do chumbo na concentração de 

100 pM em relação à membrana controle. Este efeito foi significativo em todos os 

tempos de incubação empregados (p<0,01).
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Figura IV.10. Efeito do tempo de incubação sobre a ação do acetato de chumbo 5,0 pM (□) e 
100 pM (0) sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p em preparação de membrana pré-incubada 
em condição controle. A membrana foi incubada conforme descrito em Material e Métodos. Os 
valores estão expressos em pmol [3H]Gpp(NH)p/ mg proteína e são a média ± erro padrão de 4 
(com acetato de chumbo 5 pM) ou 3 experimentos (com acetato de chumbo 100 pM), 
respectivamente), ensaiados em triplicata.
* p<0,05 e ** p<0,01 em relação ao controle, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

IV.3.8. Efeito do tempo de incubação sobre a ação do chumbo na união 

específica de fHJGppfNHlp em membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 

pM.

A Figura IV.11. mostra a curva de tempo de incubação realizada com a 

membrana pré-incubada com Gpp(NH)p 10 pM, na presença de acetato de chumbo 5 

pM ou 100 pM ou ainda, na ausência de acetato de chumbo na incubação.

A ANOVA de duas vias, considerando o tempo como medida repetida, revelou 

um efeito significativo do chumbo [F(2,10) = 190,86, p<0,001], do tempo de incubação

164



[F(4,40) = 22,13, p<0,001] e da interação entre chumbo e tempo [F(8,40) = 5,46,

p<0,001],

O teste post-hoc da interação mostrou que, na ausência de acetato de chumbo, 

a união específica de [3H]Gpp(NH)p é significativamente maior no tempo 15 minutos em 

relação aos tempos 2 e 5 minutos e é significativamente maior no tempo 30 minutos 

minutos em relação a todos os demais tempos (Figura IV.11.). Na presença de acetato 

de chumbo 5 |xM, a medida da união do nucleotídeo radioativo só difere 

significativamente entre os tempos de 2 ou 5 minutos de incubação em relação ao 

tempo de 30 minutos (p<0,05), de forma semelhante à observada na Figura IV.10. Na 

presença acetato de chumbo de 100 pM, a união do nucleotídeo não difere 

significativamente entre os vários tempos estudados.

Se analisarmos o efeito do chumbo em relação à membrana incubada na 

ausência do metal, o resultado do teste post-hoc da interação mostra resultados um 

pouco diferentes dos apresentados na Figura IV. 10. Na presença de 5 pM de acetato 

de chumbo, não houve efeito inibitório significativo do metal sobre a união específica de 

[3H]Gpp(NH)p nos tempos de incubação de 2, 5, 10 ou 15 minutos (teste post-hoc do 

raio múltiplo de Duncan) (Figura IV.11.). No tempo de 15 minutos, deve ser ressaltado 

que houve uma tendência de efeito inibitório (p = 0,08), utilizando o teste post-hoc do 

raio múltiplo de Duncan (se o teste post-hoc empregado fosse o Student-Newman Keuls 

p seria 0,03). Contudo, uma união do nucleotídeo radioativo significativamente menor do 

que na ausência do chumbo ocorreu no tempo de incubação de 30 minutos (p<0,001). 

Este resultado sugere que nos tempos de 2, 5, 10 minutos de incubação, a saturação 

da proteína G pelo Gpp(NH)p impediu a interação do chumbo com a proteína G. Além 

disto, pode-se sugerir que com o aumento do período de incubação, o chumbo passa a 

atuar sobre proteínas G que tiveram parte do Gpp(NH)p que as saturava desligado 

(conforme já sugerido pela Figura IV.9B.. O teste post-hoc da interação ainda mostrou 

que o acetato de chumbo adicionado na concentração de 100 pM causou um efeito 

estimulatório significativo em relação à membrana sem o metal, para todos os tempos 

de incubação (p<0,01).
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Figura IV.11. Efeito do tempo de incubação sobre a ação do acetato de chumbo 5,0 pM (■) e 
100 pM (♦) sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p em preparação de membrana pré- 
incubada com Gpp(NH)p 10 pM. A pré-incubação foi realizada conforme descrito em Material e 
Métodos. Os valores estão expressos em pmol [3H]Gpp(NH)p/ mg proteína e são a média ± erro 
padrão de 4 experimentos (com acetato de chumbo 5 pM) ou 3 experimentos (com acetato de 
chumbo 100 pM), respectivamente), ensaiados em triplicata.
** p<0,01 em relação ao controle, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

IV.3.9. Avaliação do desligamento de Gpp(NH)p ligado a proteínas G, 

durante a incubação

Com a finalidade de verificar se o Gpp(NH)p que se une às proteínas G durante a 

pré-incubação sofre um desligamento quando a membrana é incubada a temperatura de 

30°C, realizou-se um experimento no qual a membrana foi pré-incubada com [3H] 

Gpp(NH)p 200 nM (experimento a) ou com [3H]Gpp(NH)p 2,0 pM (experimento b), lavada 

três vezes a 4°C (para remoção do [3H]Gpp(NH)p não ligado e também do ligado 

labilmente fora das proteínas G) e então incubada a 30°C em tempos crescentes. 

Estas concentrações de [3H]Gpp(NH)p foram escolhidas tendo em vista a 

impossibilidade da realização de um experimento com [3H]Gpp(NH)p 10 pM (não haveria
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união específica de [3H]Gpp(NH)p na proteína G), a qual seria a concentração 

equiparável à usada nos experimentos de pré-incubação com Gpp(NH)p.

Como controle da eficiência das lavagens acima mencionadas, foram realizadas 

medidas da radioatividade de alíquotas de sobrenadantes das lavagens, tanto no 

experimento a como no b. Como representativo deste controle, a Tabela IV. 1. mostra os 

valores de [3H]Gpp(NH)p em cada sobrenadante após a pré-incubação com 

[3H]Gpp(NH)p 2,0 pM. A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo das 

lavagens sobre os níveis de [3H]Gpp(NH)p [F(4,10) = 130,46, p<0,01], O teste post-hoc 

de Duncan mostrou que os valores de pmol de [3H]Gpp(NH)p nos sobrenadantes 2 

(SN2), 3 (SN3), 4 (SN4) e 5 (SN5) são inferiores ao valor obtido no sobrenadante 1 

(SN1) (p<0,01 em todos os casos). O resultado mostra que após a terceira lavagem 

(SN4), a quantidade de radioatividade remanescente corresponde a apenas 0,4% da 

radioatividade inicial e após a quarta lavagem (SN5) corresponde a 0,3% da 

radioatividade inicial.

Tabela IV.1. Determinação de [3H]Gpp(NH)p liberado por ciclos de lavagem após a pré- 

incubação.

Sobrenadante (SN) pmol [ H]Gpp(NH)p

SN1 21.842 ±1891

SN2 500 ± 99**

SN3 121 ± 54**

SN4 92 ± 43**

SN5 64 ± 30**

Após a pré-incubação com [3H]Gpp(NH)p 2,0 pM, conforme descrito em Material e Métodos, as 
membranas foram centrifugadas a 27.000 g e a radioatividade foi medida em 1,0 ml de 
sobrenadante (SN1). Este procedimento foi repetido 4 vezes, com lavagens adicionais e remoção 
de 1,0 ml dos sobrenadantes (SN2 a SN5) para medida da radioatividade. Os valores estão 
expressos em pmol [3H]Gpp(NH)p e representam a média ± erro padrão de três experimentos. 
**p<0,01 quando comparado ao valor obtido no SN1 pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

Experimento a: pré-incubação com [3H]Gpp(NH)p 200 nM
Foram retiradas alíquotas nos tempos de 0, 2, 5, 10, 15 e 30 minutos de 

incubação e com a medida da radioatividade nos sobrenadantes das centrifugações 

(vide detalhes em Material e Métodos), foram obtidos os resultados mostrados na Figura 

IV.12A. A ANOVA de uma via, considerando o tempo de incubação como medida
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dependente, revelou um efeito significativo do tempo [F(5,10) = 29,10, p<0,001]. O teste 

post-hoc revelou que a medida da radioatividade nos sobrenadantes nos tempos de 

incubação de 10, 15 e 30 minutos é significativamente maior do que nos tempos 0 e 2 

minutos (p<0,05 para tempo 10 min., p<0,01 para tempo 15 min. e p<0,001 para tempo 

30 min, todos em comparação com tempo 0 ou 2 min.). A medida da radioatividade na 

membrana está mostrada na Figura IV.12B. A ANOVA de uma via, considerando o 

tempo de incubação como medida dependente, revelou um efeito significativo do tempo 

[F(5,10) = 9,74, p<0,01], O resultado do teste post-hoc mostrou que a medida da união 

de [3H]Gpp(NH)p na membrana é significativamente menor no tempo de incubação de 

30 minutos em relação a todos os demais tempos (p<0,01 para todos os casos).

m i n .

Figura IV.12A. Determinação de [3H]Gpp(NH)p liberado durante a incubação a 30°C. A  
membrana foi pré-incubada com [3H]Gpp(NH)p 200 nM, centrifugada e lavada 4 vezes, conforme 
descrito em Material e Métodos. Foi medido a radioatividade em alíquotas de membrana retiradas 
nos tempos de 0, 2, 5, 10, 15 e 30 minutos de incubação e centrifugadas a 12.000g por 3 min., 
conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos em pmol 
[3H]Gpp(NH)p/ mg proteína e são a média ± erro padrão de 3 experimentos, ensaiados em 
triplicata.
*p<0,05 e ** p<0,01 em relação ao tempo 0 ou 2 minutos, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.
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Figura IV.12B. Determinação de [3H]Gpp(NH)p que permaneceu nas membranas durante a 
incubação a 30°C. A membrana foi pré-incubada conforme descrito acima. Foi medido a 
radioatividade remanescente nas membranas nos tempos de 0, 2, 5, 10, 15 e 30 minutos de 
incubação. Os resultados estão expressos em pmol [3H]Gpp(NH)p/ mg proteína e são a média ± 
erro padrão de 3 experimentos, ensaiados em triplicata.
**p<0,01 em relação ao tempo 0, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

Experimento b: pré-incubação com [3H]Gpp(NH)p 2,0 pM

A ANOVA de uma via, considerando o tempo de incubação como medida 

dependente, revelou um efeito significativo do tempo [F(6,12) = 34,83, p<0,001], O teste 

post-hoc revelou que a medida da radioatividade nos sobrenadantes nos tempos de 

incubação de 10,15, 30 e 60 minutos é significativamente maior do que nos tempos 0 e 

2 minutos (p<0,05 para tempo 10 min., p<0,01 para tempo 15 min. e p<0,001 para 

tempo 30 e 60 min, todos em comparação com tempo 0 ou 2 min.) (Figura IV.13A.). 

Este resultado é semelhante ao observado quando da pré-incubação com [3H]Gpp(NH)p 

200 nM, relatado anteriormente. A medida da união de [3H]Gpp(NH)p à membrana após 
os vários tempos de incubação está mostrada na Figura IV.13B. A ANOVA de uma via, 

Considerando o tempo de incubação como medida dependente, revelou um efeito 

significativo do tempo [F(3,6) = 18,64, p<0,01], O resultado do teste post-hoc mostrou 

que a medida da união de [3H]Gpp(NH)p na membrana é significativamente menor no

169



tempo de incubação de 30 e de 60 minutos em relação aos tempos 0 e 2 minutos 

(p<0,05 e p<0,01, respectivamente).

m i n .

Figura IV.13A. Determinação de [3H]Gpp(NH)p liberado durante a incubação a 30°C. A 
membrana foi pré-incubada com [3H]Gpp(NH)p 2 pM, centrifugada e lavada 4 vezes, conforme 
descrito em Material e Métodos. Foi medido a radioatividade em alíquotas de membrana retiradas 
nos tempos de 0, 2, 5,10,15, 30 e 60 minutos de incubação e centrifugadas a 12.000g por 3 min., 
conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos em pmol [3H]Gpp(NH)p 
/ mg proteína e são a média ± erro padrão de 3 experimentos, ensaiados em triplicata.
*p<0,05 e ** p<0,01 em relação ao tempo 0, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.
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Figura IV.13B. Determinação de [3H]Gpp(NH)p que permaneceu nas membranas durante a 
incubação a 30°C. Foi medido a radioatividade remanescente nas membranas nos tempos de 0, 
2, 30 e 60 minutos de incubação. Os resultados estão expressos em pmol [3H]Gpp(NH)p/ mg 
proteína e são a média ± erro padrão de 3 experimentos, ensaiados em triplicata.
*p<0,05 e **p<0,01 em relação ao tempo 0 e 2 minutos, pelo teste do raio múltiplo de Duncan.

IV.4. DISCUSSÃO

O chumbo, adicionado sob forma de acetato de chumbo, causou um efeito 

bifásico sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p (Figura IVA). Os resultados 

mostrados nas Figuras IV.5. e IV.6. demonstraram que o efeito na proteína G é de 

natureza inibitória. O efeito inibitório é estável, pois ocorre mesmo mediante a realização 

das lavagens a 4°C e, provavelmente, corresponda à união do chumbo em grupos 

sulfidrila na subunidade a das proteínas G. Toda proteína que possui grupamentos 

sulfidrila pode ser um alvo em potencial para a ação do chumbo (Goering, 1993). No 

caso das proteínas G, existem relatos da ocorrência de várias modificações covalentes 

que afetam grupos -SH específicos, as quais podem comprometer a função destas 

proteínas. Entre estes, pode-se incluir o estudo de Ho & Fung (1984) que demonstrou 

que a modificação de grupos -SH por NEM reduziu a união de Gpp(NH)p à proteína G.
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Adicionalmente, este trabalho mostrou que a união de Gpp(NH)p à subunidade a da 

transducina bloqueou dois grupos sulfidrila da alquilação, sugerindo que estes grupos 

são importantes para a união do nucleotídeo. Isto sugere que os grupos sulfidrila na 

subunidade a de proteínas G podem ser sítios nos quais reagentes alquilantes 

sulfidrílicos ou metais pesados exercem seu efeito inibitório. Sendo assim, não parece 

surpreendente que o chumbo, o qual deve formar mercaptídeos estáveis na proteína G 

(Figuras IV.5. e IV.6.), possa bloquear a união específica de [3H]Gpp(NH)p.

O efeito na proteína G ocorreu numa ampla faixa de concentração (de 5 a 100 

de chumbo), sendo significativo já na concentração de 5,0 |xM de chumbo. Esta 

concentração pode ser atingida no cérebro de animais expostos a este metal 

(Jett & Guilarte, 1995). Em nosso estudo (Tabela 1.14., pg. 40) o teor de chumbo no 

córtex cerebral chegou a atingir 0,8 uM. Desta forma, este efeito pode ser de grande 

relevância neurotoxicológica em intoxicações por chumbo, por envolver um sistema de 

transdução de sinal amplamente utilizado pelas células do SNC (Offermanns & Schultz,

1994). Isto impõe um futuro estudo do efeito in vivo do chumbo sobre este parâmetro 

neuroquímico.

A conclusão de que o acetato de chumbo, mesmo em altas concentrações inibe 

a proteína G, leva à inferência de que o efeito estimulatório observado na Figura IVA, 

pode dar-se fora da proteína G.

O efeito estimulatório do chumbo sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p 

mostrado na Figura IV.4. ocorreu em concentrações relativamente elevadas do metal. 

A partir da suposição de que o referido efeito ocorresse por união do chumbo com o 

sítio que liga nucleotídeos da guanina fora da proteína G, realizamos experimentos nos 

quais a proteína G foi saturada com Gpp(NH)p, de forma que todo a união específica de 

[3H]Gpp(NH)p que ocorresse na incubação poderia ser atribuída à união do nucleotídeo 

em sítios fora da proteína G (Paz et al., 1994). Nesta condição, a intensidade do efeito 

estimulatório produzido pelo chumbo foi maior do que na condição controle (Figuras 

IV.7. e IV.8.). Este resultado sugere fortemente que o efeito estimulatório observado se 

dá por interação do metal fora da proteína G. Este último efeito, presumivelmente, dá-se 

sobre o receptor glutamatérgico, tendo em vista que vários trabalhos do nosso grupo de 

pesquisa (Souza & Ramirez, 1991; Paz et al, 1994; Tasca et al., 1995; Malcon et al., 

1996; Maraschin et al., 1996) e de outros (Monahan et al., 1988; Baron et al., 1989; 

Barnes et al., 1993; Ibarra & Ortega, 1995) têm apontado para um sítio de união de 

nucleotídeos da guanina relacionado com o receptor glutamatérgico,
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independentemente da proteína G. Nossos resultados como um todo não só corroboram 

trabalhos anteriores da literatura, os quais propõem uma união específica de Gpp(NH)p 

em um sítio fora da proteína G, mas também dão um passo adiante no sentido de 

apontar um possível alvo para a ação do chumbo. A referida ação teria um potencial 

neurotóxico, na medida em que poderia trazer conseqüências para a modulação do 

sistema glutamatérgico. Desta forma, estes resultados sugerem uma possível relevância 

neurotoxicológica também para o sítio independente da proteína G, até então não 

existente na literatura, em se tratando de neurotoxicidade por metais pesados.

O tempo de incubação mostrou ser um fator crítico na avaliação do efeito do 

chumbo sobre a união específica de [3H]Gpp(NH)p, especialmente em se tratando da 

avaliação da união do nucleotídeo na proteína G. Se tivéssemos avaliado, por exemplo, 

o efeito de 5 pM de acetato de chumbo no tempo de incubação de 30 minutos sobre a 

união específica de [3H]Gpp(NH)p com a membrana pré-incubada com Gpp(NH)p, 

chegaríamos a conclusão equivocada de que este metal inibe a união do nucleotídeo 

fora da proteína G (Figura IV.11.). No entanto, experimentos que avaliaram o 

desligamento do nucleotídeo durante a incubação (Figuras IV. 12. e IV. 13.), mostraram 

que, de fato, ocorre um desligamento do mesmo. Este é significativo a partir do tempo 

de 15 minutos. Isto possibilita ao chumbo ter acesso à proteína G nestas condições 

experimentais. Esta união, inclusive, parece ser de alta afinidade, como já relatado para 

o mercúrio (Hess et al., 1994). Além disto, observando o efeito inibitório e estimulatório 

do chumbo em função do tempo de incubação (Figuras IV.10. e IV.11.), notamos que a 

cinética dos efeitos é distinta, pois o efeito estimulatório é extremamente rápido, 

atingindo um pico aos 2 minutos, ao contrário do efeito inibitório. Este é mais um 

elemento que indica que o efeito estimulatório pode ser fora da proteína G. Tem sido 

relatado que a ativação da proteína G por Gpp(NH)p é lenta, necessitando de vários 

minutos (Burch, 1989).

Temos a considerar que o efeito estimulatório referido anteriormente ocorreu em 

concentrações de chumbo já na ordem de 20 pM (Figura IV.8.), o que sustenta a sua 

possível importância do ponto de vista neurotoxicológico. No entanto, esta só poderá ser 

avaliada conclusivamente através de experimentos de exposição de animais ao 
chumbo. Em casos de encefalopatia causadas pela administração de altas doses de 

chumbo, o teor deste metal no cérebro chega a atingir em torno de 10 a 20 pM 

(Mykkãnen etal., 1979; Lefauconnier et al., 1980; Sandhir & Gill, 1994; Singh, 1995). No 

entanto, em se tratando de exposição de animais experimentais a baixas doses de
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chumbo, sua concentração no cérebro situa-se na faixa de 0,4 - 5,0 pM (Ewers & Erbe, 

1980; Cory-Slechta et al., 1981; Livesey et al., 1986; Lasley, 1992; Guilarte & Miceli, 

1992; Flora et al., 1994; Widzowski et al., 1994; Altmann et al., 1994; Jett & Guilarte, 

1995). Contudo, deve-se levar em consideração que as referidas concentrações dizem 

respeito ao conteúdo total do metal no cérebro ou numa dada estrutura cerebral, e é 

sabido que o chumbo pode concentrar-se em determinados microambientes celulares 

(Goering, 1993). Além disto, existem vários exemplos na literatura nos quais não se 

verifica um paralelismo entre os efeitos observados in vitro e in vivo para um dado 

agente neurotóxico, sendo que um dado efeito pode ocorrer in vitro, mas não in vivo ou 

vice-versa (Guilarte et al., 1994; Oliveira et al., 1994; Jett & Guilarte, 1995). No caso do 

efeito do chumbo sobre o receptor NMDA, avaliado através da união específica de 

[3H]MK-801 em membrana de córtex cerebral de rato adulto, é relatado que este metal in 

vitro inibiu esta união, com IC50 de 78 pM (Guilarte et al., 1994). Neste mesmo estudo, 

animais adultos intoxicados com chumbo, os quais apresentaram um teor de Pb em 

torno de 0,8 pM no córtex, não tiveram uma inibição do receptor de NMDA, avaliado 

através da medida da união específica de [3H]MK-801. Ainda, neste estudo, somente em 

ratos jovens (14 dias), o chumbo apresentou um efeito inibitório sobre o receptor de 

NMDA. Por outro lado, no caso do efeito do chumbo sobre a união específica de 

[3H]glutamato, uma alteração foi observada in vivo mas não in vitro (Regunathan & 

Sundaresan, 1985). Existem ainda, exemplos nos quais o metal pode apresentar um 

efeito in vitro em concentrações semelhantes às atingidas em um intoxicação, como 

parece ser o caso da inibição da enzima adenilato ciclase, descrita no capítulo III.

Um questionamento que surge a partir das evidências de um sítio de união para 

nucleotídeos da guanina no receptor glutamatérgico, diz respeito a sua relevância 

fisiológica. Não existem evidências da presença destes nucleotídeos no espaço 

extracelular sob condições normais de funcionamento do SNC. No entanto, existe a 

possibilidade da presença de nucleotídeos da guanina no espaço extracelular em 

situações de lesão do SNC (Tatham & Lindau, 1990). Tal fato, leva à hipótese de que 

nestas condições, os nucleotídeos da guanina desempenhem um papel modulador das 

funções glutamatérgicas.

Uma das possibilidades que se tem a cerca da ação do chumbo sobre a união 

específica de glutamato, é que o metal cause um comprometimento da estrutura da 

membrana, ao invés de uma ação direta no receptor. Existem relatos na literatura de 

que a exposição de animais ao chumbo cause lipoperoxidação de lipídeos de membrana 

no cérebro (Sandhir et al., 1994), o que levaria à formação de poros, os quais poderiam
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permitir o extravasamento de nucleotídeos da guanina. Nesta condição, estes 

nucleotídeos poderiam interferir no sistema glutamatérgico. Uma das possibilidades é 

que neste caso, a presença de chumbo no espaço extracelular potencialize a ação 

destes nucleotídeos sobre o receptor de glutamato. Esta possibilidade impõe uma nova 

linha de investigação a cerca da neurotoxicidade do chumbo e também chama a 

atenção para uma relevância da união dos nucleotídeos da guanina em sítios 

independentes da proteína G.
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3.CONCLUSÕES

3.1. QUANTO AO MODELO DE EXPOSIÇÃO AO CHUMBO UTILIZADO:

• O modelo de exposição ao chumbo utilizado mostrou-se adequado em causar uma 

intoxicação com baixas doses, uma vez que não foram observadas alterações de 

peso corporal ou de estruturas cerebrais nos animais, mas foi eficaz em causar 

aumento dos níveis de chumbo no sangue e nos tecidos. Isto é importante porque 

todos os parâmetros que foram estudados em animais expostos ao chumbo não 

podem ser atribuídos a um efeito indireto de desnutrição dos animais. Desta forma, 

as alterações comportamentais, bioquímicas e neuroquímicas observadas nos ratos 

expostos ao chumbo são importantes do ponto de vista toxicológico.

• O modelo de exposição ao chumbo empregado, o qual incluiu exposição gestacional 

e lactacional, não causou aumento do teor de chumbo no cérebro de ratos de um dia 

de idade.

• Os níveis de chumbo sangüíneos nos ratos de um dia de idade são semelhantes aos 

níveis obtidos nas ratas mães, o que demonstra que este metal atravessou a 

placenta. Este resultado tem importância toxicológica tendo em vista que filhos de 

mães expostas ao chumbo durante a fase gestacional acumulam este metal no 

sangue.

• Os níveis de chumbo sangüíneos observados nos ratos jovens do grupo 0,5 mM 

(11,0 ng/dl) são comparáveis aos níveis de chumbo sangüíneos de crianças com 

exposição subclínica ao chumbo. Os níveis de chumbo sangüíneos observados nos 

ratos jovens dos grupos 2,0 e 4,0 mM (18,2 p,g/dl e 50,6 pig/dl, respectivamente) são 

comparáveis a níveis de chumbo sangüíneos de crianças que segundo os critérios do 

“Center for Disease Control” merecem cuidados médicos (Davis et al., 1993). O 

modelo de exposição ao chumbo que produziu estes níveis de chumbo no sangue 
está associado a alterações comportamentais nos ratos.

Os resultados desta Tese nos permitem concluir que:
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3.2. QUANTO AOS RESULTADOS IN VIVO:

3.2.1. ALA-D:

• A atividade específica da enzima ALA-D e o índice de reativação com DTT mostraram 

um efeito inibitório do chumbo sobre a atividade desta enzima em cérebro e em rim 

de ratos de seis meses de idade expostos ao metal desde a concepção. Desta forma, 

estes parâmetros bioquímicos podem ser utilizados para avaliar uma exposição 

prolongada ao chumbo.

• A atividade específica da enzima ALA-D em cérebro e em rim não é adequada para o 

monitoramento de uma exposição por baixas doses de chumbo em ratos jovens 

expostos ao metal durante os períodos de gestação e lactação. Apenas o índice de 

reativação da ALA-D renal em ratos jovens, que apresentaram 1,5 ppm de chumbo 

no rim (grupo 4,0 mM), mostrou um efeito inibitório do chumbo sobre a síntese de 

heme renal.

• A insensibilidade da ALA-D renal e cerebral aos efeitos inibitórios do chumbo relatada 

na literatura torna-se questionável, pois em nosso modelo de exposição crônica ao 

chumbo utilizado foi capaz de detectar alterações na atividade da ALA-D nestes 

tecidos associada à exposição de chumbo em ratos.

3.2.2. Comportamento

• A exposição ao chumbo em ratos jovens causou alterações comportamentais, tais 

como déficit de habituação no campo aberto, déficit de retenção na esquiva ativa e 

um aparente déficit de aprendizado de fuga ao choque na tarefa de esquiva ativa. 

Tais alterações comportamentais parecem refletir um déficit cognitivo associado com 

uma dose baixa de chumbo.

• Alterações na atividade locomotora de ratos expostos ao chumbo são dependentes 

da tarefa comportamental usada. Em ratos jovens foi observada uma hiperatividade 

no campo aberto e não ocorreu alteração na atividade locomotora na caixa de 

esquiva ativa. Nos ratos de seis meses de idade expostos ao metal desde a 
concepção também houve uma hiperatividade no campo aberto.
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• A exposição prolongada a baixas doses de acetato de chumbo desde a concepção 

até a idade de seis meses não foi suficiente para produzir déficit no aprendizado 

latente em labirinto em ratas fêmeas.

3.2.3. Sistema glutamatérgico

• O sistema glutamatérgico foi afetado pela exposição perinatal ao chumbo, tendo em 

vista que uma diminuição na união específica de [3H]glutamato em cerebelo e córtex 

cerebral ocorreu em ratos jovens expostos ao chumbo (grupo 4,0 mM) durante a 

gestação e lactação.

• O efeito do chumbo in vivo sobre a união específica de [3H]glutamato, pelo menos em 

cerebelo de ratos jovens, parece ser devido a um mecanismo indireto do metal.

• Não foi observado um efeito significativo do chumbo in vivo sobre a união específica 

de [3H]glutamato em córtex cerebral e cerebelo de ratos adultos. Este resultado se 

observa tanto em se tratando de ratos que foram expostos ao metal já na idade 

adulta (ratas mães) como em ratos que foram expostos ao metal desde a concepção 

até a idade de seis meses. Este resultado indica que o SNC de ratos adultos é mais 

resistente aos efeitos do chumbo.

3.2.4. Adenilato ciclase

• A atividade basal da adenilato ciclase (AC) de cerebelo e córtex cerebral foi sensível 

aos efeitos do chumbo in vivo. O efeito inibitório do chumbo variou conforme a dose 

do chumbo, a idade do animal e o período de exposição ao chumbo.

• A ausência de efeito inibitório do chumbo sobre a atividade basal da AC em cerebelo 

e córtex cerebral de ratos expostos ao chumbo desde a concepção até seis meses de 

idade sugere que em ratos expostos cronicamente ao metal é desencadeado um 

mecanismo compensatório protetor em relação aos efeitos do chumbo. Este 

resultado reforça a observação de que o SNC de ratos adultos é mais resistente às 

ações do chumbo do que o SNC de ratos jovens.
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• A exposição dos ratos ao chumbo não afetou os efeito estimuiatório do Gpp(NH)p 10 

pM e inibitório do chumbo 3,0 pM adicionados in vitro sobre a atividade da AC em 

cerebelo e córtex cerebral.

3.3. QUANTO AOS RESULTADOS IN  V ITR O : 

3.3.1. Sistema glutamatérgico

• O efeito do chumbo in vitro sobre a união específica de [3H]glutamato mostrou ser 

dependente da estrutura cerebral analisada e da idade do animal. Em córtex cerebral, 

o chumbo na faixa de pM inibiu a união específica de [3H]glutamato, sendo o efeito 

mais pronunciado em ratos jovens. Isto concorda com os nossos resultados in vivo. 

Por outro lado, este parâmetro não foi afetado em cerebelo de ratos jovens ou 

adultos. Este resultado sugere que a inibição da união específica de [3H]glutamato 

observada em cerebelo de ratos jovens do grupo 4,0 mM deve-se a um mecanismo 

indireto de ação do chumbo sobre o sistema glutamatérgico.

• O efeito inibitório do chumbo in vitro sobre o sistema glutamatérgico em córtex 

cerebral de ratos adultos parece ser por interação não apenas com o receptor NMDA, 

como sugerido na literatura, mas também com os receptores cainato, AMPA, 

quisqualato e ACPD.

3.3.2. Adenilato ciclase

• A atividade basal da AC de cerebelo e córtex cerebral foi sensível aos efeitos do 

chumbo in vitro. O IC50 do metal ficou na faixa de 2,1 a 4,0 pM, conforme a estrutura 

cerebral (cerebelo ou córtex cerebral) e a idade do animal.

3.3.3. União específica de [3H]Gpp(NH)p

• Os estudos in vitro em córtex cerebral de ratos adultos indicaram que o chumbo na 

concentração de 5,0 pM diminuiu a união específica de [3H]Gpp(NH)p por interação 

com proteínas G.

• Os estudos in vitro em córtex cerebral de ratos adultos indicaram que o chumbo a 

partir da concentração de 20,0 pM estimulou a união específica de [3H]Gpp(NH)p em
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sítios fora da proteína G. Presume-se que estes sítios sejam os sítios de união de 

nucleotídeos da guanina relacionados com receptores glutamatérgicos.
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