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RESUMO

O chumbo é um metal com agédo neurotéxica. No entanto, pouco se tem de
conclusivo sobre suas agdes no SNC.

Neste trabalho ratas Wistar adultas foram expostas ao acetato de chumbo na
agua de beber nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mM. O grupo controle recebeu
agua milli-Q. A exposigao das ratas compreendeu os seguintes periodos: 6 semanas
pré-acasalamento, 5 dias de acasalamento, gestagéo, lactagéo e 3 a 4 semanas pos-
desmame dos filhotes. Nos ratos de 1 dia de idade filhos de ratas mées expostas ao
chumbo foram determinados os pesos corporal, cerebral e renal e o teor de chumbo no
cérebro, sangue e conteudo estomacal. Cerca de metade da ninhada dos ratos
desmamados foram avaliados quanto a parametros: a) fisicos (pesos corporal, cerebral
e renal), b) quimicos (teor de chumbo no sangue, cértex cerebral e rins), c)
hematoldgicos (dosagem de hemoglobina, hematdcrito e contagem de leucécitos), d)
neuroquimicos (unido especifica de [*H]glutamato e atividade da adenilato ciclase (AC),
e) comportamentais e f) bioquimicos (atividade da enzima ALA-D em cérebro e rim). O
restante da ninhada permaneceu com o mesmo tratamento que era administrado as
ratas maes, até seis meses de idade. Nesta idade, foram avaliados os mesmos
parametros dos ratos jovens, exceto dosagens de chumbo no cérebro e parametros
hematologicos. Nas ratas mées foram avaliados os mesmos parametros dos ratos
jovens, exceto os testes comportamentais e a atividade da ALA-D.

O modelo de exposicdo ao chumbo empregado n&o causou alteragbes
grosseiras nos parametros fisicos e gerais dos animais. As dosagens de chumbo
confirmaram que os animais estavam intoxicados. Os ratos jovens apresentaram
hiperatividade e falta de habituagdo no campo aberto, déficit de retengdo 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 ndo apresentaram
déficit no aprendizado latente em labirinto.

Foi observado um efeito inibitério 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
concepgado. No entanto, a atividade especifica da ALA-D em cérebro e em rim de ratos
jovens néo foi sensivel ao chumbo. Apenas o indice de reativagdo da ALA-D renal em
ratos jovens, que apresentaram 1,5 ppm de chumbo no rim (grupo 4,0 mM), mostrou um
efeito inibitério do chumbo sobre a sintese de heme renal.

A exposigdo ao chumbo causou uma redugdo na unidao especifica de
[*H]glutamato em cerebelo e cortex cerebral de ratos jovens do grupo 4,0 mM. Por outro
lado, ndo ocorreu um efeito significativo do chumbo in vivo sobre a unido especifica de
[*H]glutamato em cértex cerebral e cerebelo de ratas mées e de ratos de seis meses de
idade expostos ao chumbo. Este resultado indica que o SNC de ratos adultos € mais
resistente aos efeitos do chumbo.

Houve um efeito inibitério do chumbo in vivo sobre a atividade basal da adenilato
ciclase (AC) de cerebelo e cortex cerebral. Em cerebelo, somente nas ratas méaes dos
grupos 2,0 e 4,0 mM houve uma redugdo da atividade basal da adenilato ciclase (AC).
Em cértex cerebral, ocorreu uma inibigdo da atividade da AC nas ratas maes do grupo
0,5 mM e nos ratos jovens dos grupos 1,0; 2,0 e 4,0 mM. A exposicdo dos ratos ao
chumbo nao afetou os efeitos estimulatério do Gpp(NH)p 10 uM e inibitério do chumbo
3,0 uM adicionados in vitro sobre a atividade da AC em cerebelo e cértex cerebral.

Os estudos neuroquimicos com adi¢do de chumbo in vitro, mostraram que o
chumbo na faixa de puM inibiu a unido especifica de [*H]glutamato em cortex cerebral de
ratos jovens e adultos, mas nao afetou esta unido em cerebelo. Em cértex cerebral de
ratos adultos, o efeito inibitério do chumbo sobre o sistema glutamatérgico parece
envolver os receptores NMDA, cainato, AMPA, quisqualato e ACPD.



A atividade basal da AC de cerebelo e cértex cerebral foi inibida pelo chumbo in
vitro, com ICs na faixa de 2,1 a 4,0 uM, conforme a estrutura cerebral (cerebelo ou
cortex cerebral) e a idade do animal.

O chumbo in vitro na concentragdo de 5,0 uM diminuiu a unido especifica de
[’H]Gpp(NH)p em cértex cerebral de ratos adultos. Os resultados indicaram que este
efeito se deu por interagcdo com proteinas G. Por outro lado, o chumbo a partir da
concentragédo de 20,0 uM estimulou a unido especifica de [’H]Gpp(NH)p em sitios fora
da proteina G, presumivelmente em sitios de unido de nucleotideos da guanina
relacionados com o receptor glutamatérgico.
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1. INTRODUGAO GERAL

Os metais pesados sa@o poluentes ambientais acumulados pelos seres vivos e
que possuem uma durabilidade muito grande. Entre estes, o chumbo destaca-se por ser
um metal cuja exposi¢do parece ter aumentado de 100 a 1.000 vezes em comparagao
com os niveis existentes antes do advento da polui¢do por metais pesados (Grandjean,
1993). Enquanto em muitos paises desenvolvidos a exposicdo ao chumbo tem
diminuido, tendo em vista a adogdo de politicas governamentais seriamente
preocupadas com o problema, estima-se que tem se agravado em paises sub-
desenvolvidos (Grandjean, 1993).

O chumbo é um dos metais mais antigos conhecidos pela espécie humana,
conforme fica evidenciado pela descoberta de artefatos egipcios feitos de chumbo
datados de 4.000 A.C. A partir da era Romana, ha 2.000 anos atras, seu uso atingiu
proporg¢des industriais. Os problemas de saude mais extensos relacionados a exposigao
ao chumbo ocorreram na histéria moderna, advintos do uso deste metal em tintas, na
gasolina e, em menor extensdo, em baterias. Seu amplo uso resultou na sua
incorporagao ubiqua nos solos, alimentos, poeiras, aguas e ar (Al-Saleh, 1994; Cory-
Slechta, 1995%).

O chumbo é um metal do grupo IV com muitas propriedades comuns aos metais
alcalino terrosos. O simbolo quimico do chumbo é Pb, do nome latino “plumbum”. Ele
pode ter a valéncia +2 ou +4 e pode formar compostos organicos ou inorganicos. O
chumbo inorganico bivalente forma sais, tais como acetato de chumbo, nitrato de
chumbo e cloreto de chumbo. Por outro lado, os compostos organicos de chumbo séo
geralmente formados por chumbo tetravalente. Os exemplos mais conhecidos deles séo
o chumbo tetraetila e o chumbo tetrametila, os quais sdo usados como aditivos
antidetonantes na gasolina (Al-Saleh, 1994).

O chumbo possui forte afinidade por ligantes tais como fosfatos, residuos de
cisteina e histidina em proteinas, purinas, pteridinas e porfirinas. Desta forma, ele pode
agir em um grande numero de sitios bioquimicos: varias enzimas que possuem grupos
funcionais sulfidrilicos, acidos nucleicos e fosforilagdo oxidativa (Vallee & Ulmer, 1972).

As principais vias de absor¢do do chumbo séo o trato gastrointestinal e o sistema
respiratério. A absorgdo intestinal do chumbo varia com a idade, pois o adulto absorve
aproximadamente 10 % do chumbo ingerido, enquanto que a crianga absorve até 40 %
(Klaassen, 1996). Dietas com baixo célcio podem aumentar a absorg¢do intestinal de

chumbo (Bodgen et al., 1992). A absor¢cado de chumbo inalado varia com a forma: vapor



ou particula. Aproximadamente 90% das particulas de chumbo inaladas do ar sdo
absorvidas (Klaassen, 1996).

O chumbo distribui-se inicialmente no sangue e nos tecidos periféricos,
particularmente no rim e no figado. Com o tempo, acumula-se no osso, dentes e cabelo.
No sangue, a maior fragédo do metal esta ligada aos eritrocitos (Al-Saleh, 1994; Philip &
Gerson, 1994, Klaassen, 1996). Uma fragdo do chumbo acumula-se no cérebro, onde
exerce efeitos téxicos (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 excre¢do do chumbo é através da urina. A excregéo do
chumbo, no entanto, € lenta (Klaassen, 1996).

O chumbo pode ser medido no sangue total, plasma, saliva, urina, cabelo,
dentes e tecido 6sseo. Atualmente, a determinagdo da concentragdo sanglinea de
chumbo é considerado o indicador mais util da exposi¢ao recente a este metal (Al-Saleh,
1994; Philip & Gerson, 1994).

Alguns segmentos da populagdo em geral sdo considerados mais suscetiveis
aos efeitos toxicos do chumbo. As criangas sdo particularmente mais vulneraveis a
exposi¢do ao metal, devido ao habito de levar as méos a boca, a sua baixa capacidade
de excretar o chumbo, a sua alta capacidade de absorvé-lo comparado aos adultos e
também devido a sua menor propor¢ao de tecido 6sseo denso do que os adultos com a
conseqliente incapacidade de transferir uma quantidade apreciavel de chumbo para o
0ss0. A quantidade nédo captada pelos ossos tende a permanecer nos tecidos
periféricos, onde produz efeitos toxicos nos sistemas nervoso, hematopoiético e renal
(Al-Saleh, 1994). Uma segunda subpopulagao vulneravel ao chumbo é constituida pelas
mulheres gravidas e seus fetos em desenvolvimento. O chumbo atravessa a placenta e
pode ter efeitos deletérios para o feto (Silbergeld, 1986; Schweinsberg & von Karsa,
1990). E interessante ressaltar que durante a gravidez e lactagdo as alteragdes
hormonais podem levar a uma maior mobilizagéo de célcio do 0sso, bem como do
chumbo armazenado (Keller & Doherty, 1980; Al-Saleh, 1994). Ainda devemos
considerar a populagéo de idosos, pois a maior desmineralizagdo 6ssea que ocorre com
o envelhecimento pode ser acompanhada de mobilizagdo de chumbo estocado no 0sso
(Silbergeld et al., 1988; Al-Saleh, 1994). Além dos segmentos da populagdo acima
citados, destacamos como um segmento da populagdo que merece particular atengéo:
os adultos ocupacionalmente expostos a este metal.

A exposig¢ao ocupacional ao chumbo ocorre principalmente em trabalhadores de

fabricas de recuperagdo de baterias, de minas de carvao, pintores (tintas a 6leo e



anticorrosivas apresentam um teor relativamente alto de chumbo), gréaficos e soldadores
(Davis et al.,, 1993; Spurgeon, 1994). A exposigdo ndo ocupacional em adultos ocorre
principalmente devido ao cozimento de alimentos acidos em recipientes ceramicos, ao
uso de cosméticos (tintas para cabelo) e ao consumo de agua e alimentos
contaminados (Davis et al., 1993).

Nos Estados Unidos, o Centro de Controle de Doengas ("Center for Disease
Control") estabeleceu em 1985 o limite de segurang¢a de 25 ng chumbo/dl sangue em
criangas. 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. (Agéncia de Protegdo Ambiental) estimaram que cerca de 15% da
populagdo de criangas apresentavam niveis sangliineos de chumbo superiores ao limite
de seguranga atualmente aceito de 10 ng chumbo/dl sangue (Davis et al., 1993), sendo
que a intoxicagdo por chumbo situa-se entre as quatro principais doengas da infancia
(Silbergeld, 1992). Da mesma forma, um estudo realizado na Australia mostrou que
cerca de 85% das criangas apresentavam um teor de chumbo no sangue superior a 10
pug chumbo/dl sangue (Gulson et al., 1994). Estudos epidemiolégicos realizados com a
populagao infantil norte-americana apontaram que acima deste valor de chumbo de
sangue, ja foram observados comprometimentos no desempenho escolar (Bellinger et
al., 1987; Davis et al., 1993). Aqui no Brasil &€ desconhecida a dimensao deste problema.
Além disto, deficiéncias nutricionais, doengas crdnicas e exposigées a outros agentes
poluentes podem causar efeitos aditivos ou sinérgicos (Grandjean, 1993).

O chumbo é especialmente téxico para o sistema nervoso central (SNC)
(Schweinsberg & von Karsa, 1991; Silbergeld, 1992). Em adultos, o efeito neurotdxico
mais comum do chumbo € a neuropatia periférica. Um alto nivel de exposi¢do a este
metal estd associado a colicas gastrointestinais, provavelmente conseqiiéncia da
neuropatia. Os efeitos do chumbo sobre o0 SNC de adultos incluem apatia, irritabilidade,
perda de ateng¢do, dor de cabeca, tremores musculares, perda da memdria e alucinagao
(Philip & Gerson, 1994). Os efeitos de baixas doses de chumbo sobre o SNC de adultos
parecem ser principalmente alteragdes de humor e afeto (Silbergeld, 1992).

As criangas sdo mais sensiveis do que os adultos em relagéo a neurotoxicidade
por chumbo (Mushak et al., 1989; Silbergeld, 1992). Atualmente tem sido dada uma
atencdo especial a exposicdo de criangas a baixos niveis de chumbo, a qual parece
estar associada a comprometimento no desenvolvimento cognitivo, hiperatividade com

deficit de atengéo e outras disfungdes do SNC, tais como deficits do desenvolvimento



motor e disfungdes emocionais (Bellinger et ai., 1992, 1994; Davis & Svendsgaard,
1987; Dietrich et al., 1993; Rosen,1992).

Embora o chumbo seja um dos agentes neurotdxicos de maior importancia do
ponto de vista de saude ambiental (Silbergeld, 1992), muito pouco se obteve de
conclusivo sobre as bases moleculares que estdo envolvidas nos disturbios
neuroquimicos, neurofisioldgicos, neuromorfolégicos e comportamentais causados por

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



2. OBJETIVOS

Considerando que a exposi¢édo ao chumbo esta associada com neurotoxicidade
e que seus efeitos sobre 0 SNC ndo se encontram bem estabelecidos, esta Tese tem
quatro objetivos gerais, os quais serao tratados nos Capitulos | a IV, que séo:
Capitulo |. Estabelecer um modelo de intoxicagdo com acetato de chumbo néo
associado a alteragdes morfolégicas grosseiras em ratos, medindo os niveis de chumbo
nos tecidos e avaliando parametros morfolégicos (ganho de peso e peso das estruturas)
dos animais e a atividade da enzima ALA-D de tecidos.
Capitulo Il. Avaliar manifestagbes comportamentais nos ratos expostos ao chumbo.
Capitulo lll. Avaliar alguns parametros neuroquimicos nos ratos expostos ao chumbo:
unido especifica de [*H]glutamato e atividade da adenilato ciclase (AC) em cerebelo e
cortex cerebral.
Capitulo IV. Estudar o efeito do chumbo in vitro sobre a unido especifica de
[*H]Gpp(NH)p, um analogo nao hidrolisavel do GTP, em membranas de cortex cerebral

de ratos.



CAPITULO | - ESTUDO DE UM MODELO DE EXPOSIGAO AO
CHUMBO EM RATOS: PARAMETROS GERAIS RELACIONADOS A
INTOXICAGAO DOS ANIMAIS, CONTEUDO DE CHUMBO NOS TE-

CIDOS E ATIVIDADE DA ALA-D EM CEREBRO E RIM

1.1. INTRODUGAO

I.1.1.Crescimento cerebral e intoxicagao por chumbo

O cérebro ndo é um 6rgdo homogéneo. Ele é composto por varias regides, cada
uma com diferentes tipos de células que controlam diversas fungdes. No rato a muiltipli-
cagao neuronal acontece principalmente durante a ultima semana de gestagdo, mas nas
trés primeiras semanas de vida pos-natal ocorre um crescimento rapido do cérebro,
caracterizado por uma intensa sinaptogénese e mielinizagao (Gottlieb et al., 1977; Bayer
et al., 1993). A neurogénese pds-natal é pequena na maioria das estruturas cerebrais,
mas é particularmente conspicua no cerebelo e no hipocampo (Vitiello & Gombos, 1987;
Bayer et al., 1993). Sendo assim, durante os periodos de gestagdo e/ou lactagéo os ra-
tos sdo particularmente vulneraveis a qualquer espécie de agressao externa, como por
exemplo a exposi¢do a agentes neurotdxicos como o chumbo (Kostial et al., 1978; Ro-
cha et al., 1995). Como o chumbo é um metal ubiquo no ambiente, a exposi¢éo a este
metal em humanos pode ocorrer antes, durante e ap6s a gestagéo (Silbergeld, 1986).

O cerebelo e o hipocampo tem sido propostos como estruturas cerebrais que sao
alvo para a agdo neurotéxica do chumbo (Alfano & Petit, 1981; Lorton & Anderson,
1986; Hasan et al., 1989; Stoltenburg-Didinger, 1994). O hipocampo e o cerebelo estdo
envolvidos em processos cognitivos e sofrem alteragdes estruturais em resposta a
agentes neurotoxicos, talvez em fungao de seu particular desenvolvimento ontogenético
(Walker et al., 1989).

A primeira descrigdo de encefalopatia experimental causada pela exposi¢éo 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 ganglios basais. Ela esta associada sempre a exposigédo a doses ele-
vadas de chumbo e ocorre no cérebro imaturo, e s6 raramente no cérebro de animais
adultos (Lorton & Anderson, 1986).



Em casos de encefalopatia causadas pela administragdo de doses elevadas de
chumbo, o teor deste metal no cérebro chega a atingir em torno de 2 a 4 ppm (Mykkanen
et al., 1979; Lefauconnier et al., 1980; Sandhir & Gill, 1994; Singh, 1995). No entanto,
em se tratando de exposi¢éo de animais experimentais a baixas doses de chumbo, sua
concentragado 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

Esta bem estabelecido que o chumbo pode causar sérios efeitos sobre as
fungdes renais. O acumulo inicial do chumbo absorvido ocorre primariamente nos rins,
principalmente através de filtragdo glomerular e subseqliente reabsorgdo e, em menor
escala, através de absorgao direta do sangue. A nefropatia aguda causada pelo chumbo
caracteriza-se por disfungao proximal tubular com fosfaturia, glicosuria e aminoaciduria,
alteragdes na estrutura mitocondrial e pelo desenvolvimento de corpusculos de inclusao
nucleares e citosélicos. (Nolan & Shaikh, 1992). A nefropatia ap6s exposigao crdnica ao
chumbo é irreversivel e é geralmente caracterizada por uma lenta e progressiva degen-
eragao do tecido renal com a simultdnea diminuigdo da fungéo renal. Ela estd acompan-
hada por fibrose, hiperplasia e atrofia dos tubulos renais, glomerulonefrite e falha renal,
sendo que em ratos foi observado a ocorréncia de neoplasia ou adenocarcinoma (Al-
Saleh, 1994; Goyer, 1989; Nolan & Shaikh, 1992).

O chumbo intracelular parece estar associado com proteinas ligadoras do metal.
Duas proteinas com pesos moleculares aparentes de 11.500 e 63.000 foram identifica-
das em extratos renais de rato. Ambas as proteinas tem uma alta afinidade, mas uma
baixa capacidade de ligar chumbo, e podem participar precocemente na ligagao do
metal nas células tubulares renais (Oskarsson et al., 1982; Mistry et al., 1985). Tem sido
sugerido que as proteinas ligadoras do chumbo estdo envolvidas na detoxificagdo do
chumbo por insolubilizar o metal e, conseqlientemente, impedir a sua interagdo com al-
guns componentes celulares, mantendo uma concentragdo de chumbo citoplasméatica

relativamente baixa (Nolan & Shaikh, 1992).



1.1.3. Agdes do chumbo sobre a biossintese do heme

A via de biossintese do heme (Figura 1.1.) é sabidamente inibida pelo chumbo.
Esta via possui enzimas citosélicas e enzimas mitocondriais. Embora muitas das enzi-
mas da via de biossintese do heme sejam em algum grau inibidas por este metal, as
duas reagdes de maior importancia sdo as catalisadas pelas enzimas §-aminolevulinato
desidratase (ALA-D) (enzima citosélica) e ferroquelatase (enzima mitoCondriaI). A
inibicao destas duas reagdes leva ao acumulo dos substratos acido §-aminolevulinico
(ALA) no sangue e urina e protoporfirina no sangue, respectivamente (Al-Saleh, 1994). A
reducdo da concentracdo de heme livre causa um aumento da atividade da enzima
marca-passo §-aminolevulinato sintetase (ALA-S), com o consequente aumento da con-
centragdo de ALA (Goering, 1993; Al-Saleh, 1994).



HEMOPROTEINAS

A
MITOCONDRIA
Ciclo de Krebs HEME
i 1\ (terroportirina)
succinilCoA A
+
glicina
8
1
BILINAS
delta-ALA I\ )
protoporfirina IX e protoporfirinogénio IX
A
2

porfobilinogenio —_— uroporfirinogénio N _° .
(PBG) __'>coproporfirinogenio i

CITOPLASMA

1. 3-ALA sintetase

2. 8-ALA desidratase

3. Uroporfirinogénio | sintetase

4. Uroporfirinogénio |1l cossintase
5. Uroporfirinogénio descarboxilase
6. Coproporfirinogénio oxidase

7. Protoporfirinogénio oxidase

8. Ferroquelatase

Figura 1.1. Via de biossintese dos compostos tetrapirrélicos. Obs: A compartimentalizagéo mito-
condria e citoplasma refere-se a biossintese do heme.



I.1.4. O chumbo e a enzima 6-Aminolevulinato desidratase

A enzima §-aminolevulinato desidratase (ALA-D) (E.C.: 4.2.1.24.) também con-
hecida como porfobilinogénio sintetase ou 5-aminolevulinato hidroliase participa da via
de biossintese do heme, catalisando a reagao de condensacgdo e ciclizagao de duas
moléculas do acido 8-aminolevulinico (ALA) para formar o composto monopirrélico por-
fobilinogénio (PBG). Nesta reagao, que ocorre no citosol, ha eliminagdo de duas molécu-

las de agua (Figura 1.2.).

CO H CO H
Porfoblllnogenlo
NH2
ALA-D
CO2 H C02 H
o — + o —

Acido 5-aminolevulinico

Figura 1.2. Reagdo de formagao de porfobilinogénio catalisada pela enzima ALA-D.
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Gibson et al. (1955) isolaram e purificaram pela primeira vez a ALA-D em figado
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 caracteristica desta enzima, independentemente da fonte estudada, é a essen-
cialidade dos grupos sulfidrila para sua agéo catalitica (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 acido 5-5'ditiobis (2-
nitrobenzoico) (Batlle et al., 1967; Wilson et al., 1972; Jordan et al., 1976; Barnard et al.,
1977). Ela também é inibida por ions metalicos que possuem elevada afinidade por gru-
pamentos sulfidrila, tais como chumbo, cobre, cadmio e mercurio (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 oxigénio puro (Tsukamoto et al., 1979). Tsukamoto et al.
(1980) e Hasnain et al. (1985) demonstraram que os residuos de aminoacidos criticos no
sitio catalitico sdo dois residuos de cisteina, dois grupos imidazoélicos da histidina e um
grupo lisina. O Zn** tem sido apontado como o ion que faz parte da estrutura da ALA-D
de mamiferos e bactérias. A atividade da enzima é maxima com 4 Zn*" ligados por oc-
tamero da enzima (Bevan et al., 1980; Spencer & Jordan, 1993), embora a enzima ligue
até 8 Zn** Joctamero. O papel do zinco parece ser evitar a autoxidagdo dos grupos -SH
da ALA-D e/ou estabilizar a conformagdo ativa da enzima, (Tsukamoto et al. 1979;
Hasnain et al., 1985), além de participar da atividade catalitica da mesma (Spencer &
Jordan, 1994).

Dentre os metais inibidores da ALA-D de varias origens, o chumbo destaca-se
por ser o metal mais estudado quanto a inibicdo da enzima e por ser um metal que apre-
senta uma grande eficiéncia inibitéria (Hinmarsh, 1986). A ALA-D é a enzima mais sen-
desta enzima pelo chumbo tem sido implicada na patogénese da intoxicagdo por este
metal, uma vez que varios processos celulares criticos sdo afetados por uma concentra-
¢éo reduzida de heme. Varios estudos sugerem que a neurotoxicidade associada a ex-
posicdo ao chumbo resulta da deplegdo de heme (Goering, 1993). O heme & grupo
prostético de varias proteinas. O metabolismo mitocondrial do SNC é intenso e a sintese
dos grupos heme dos citocromos é uma etapa fundamental para suas atividades me-
tabdlicas (Goering, 1993). Além disto, tem sido proposto que o substrato da enzima, o
acido 8-aminolevulinico (ALA), o qual acumula-se na intoxicagdo por chumbo, seja re-

sponsavel, pelo menos em parte, pela neurotoxicidade deste metal por gerar espécies
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ativas de oxigénio (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).

Varios estudos sobre a inibigdo da ALA-D pelo chumbo tém sido conduzidos, es-
pecialmente em eritrécitos 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 concentragdo de chumbo sanglineo, podendo, desta forma, auxiliar no di-
agndstico da intoxicagdo aguda e crénica por este metal (Granick et al., 1973; Mitchell et
al., 1977).

A inibicdo 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 inibicdo é, na maioria das fontes enzimaticas estudadas, do tipo ndo competitiva
(Wilson et al., 1972; Sakai et al., 1983; Rodrigues et al., 1989). A ligagao do Pb* ao
grupo -SH ao qual normalmente liga Zn** evita a ligagdo 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 tidlicos no estado reduzido
(Cleland, 1963). Ele também funciona como um eficiente quelante metalico. O Pb**
forma varios complexos com DTT. Esta demontrado que 1 mM de DTT liga até 999 par-
tes em 1.000 de Pb** em solugdo, 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 nédo reativada em sangue humano para a avaliagédo do nivel de
inibicdo desta enzima por chumbo. Sakai et al. (1980) usaram o inverso deste quociente.
Em ambos os casos, foram obtidos indices de correlagéo ainda superiores ao observado
entre a concentragédo sanguinea de chumbo e a atividade da enzima como tal. Portanto,
o uso do DTT no ensaio enzimatico da ALA-D em individuos expostos ao chumbo
parece ser um parametro eficiente e sensivel para avaliar o grau de inibigdo da ALA-D
pelo chumbo, pelo menos no que diz respeito & enzima de fonte sanguinea. A partir de-
stes relatos, o DTT tem sido usado por alguns investigadores para ativar a ALA-D incu-
bada na auséncia de metais inibidores ou inibida por chumbo (Sassa, 1982; Murase et
al., 1993; Burns & Godwin, 1991; Gupta et al., 1995).
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1.1.4.2. Efeitos do chumbo sobre a ALA-D cerebral

Segundo Goering (1993) ha uma caréncia de estudos que examinam os efeitos
do chumbo sobre a biossintese de heme no cérebro de mamiferos. Os dados da litera-
tura sobre a atividade especifica da ALA-D em animais expostos ao chumbo sao princi-
palmente em sangue, rim e figado. Poucos estudos tem investigado a atividade da ALA-
D cerebral, sendo que os resultados revelam uma insensibilidade da enzima cerebral a
acdo do chumbo (Silbergeld & Lamon, 1982; Oskarsson, 1989; Rocha et al., 1995).
Contudo, nestes estudos, a exposicdo ao chumbo ocorreu durante periodos de tempos
relativamente curtos, os quais podem nao terem sido suficientes para causar um efeito
sobre a enzima. A ALA-D de origem renal também parece ser insensivel 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 exposi¢do de animais experimentais ao chumbo seja devido
a preseng¢a de uma proteina 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 capitulo é estabelecer um modelo de intoxicagéo crénica com
acetato de chumbo em ratos, que torne possivel investigar os efeitos do chumbo sobre
parametros gerais (ingesta liquida, dosagem de hemoglobina, hematécrito e contagem
de leucécitos), parametros fisicos (peso corporal, cerebral e renal e razdo peso estrutu-
ras/peso corporal), pardmetros quimicos (dosagem de chumbo em sangue, cérebro e/ou
rim) e parametros bioquimicos (atividade da enzima ALA-D em cérebro e rim). O intuito é
produzir um modelo de exposigdo com baixas doses de chumbo, ndo associado com

desnutricdo e/ou alteragdes morfoldgicas grosseiras nos animais.

1.2. MATERIAL E METODOS

l.2.1.Reagentes

Acetato de chumbo - Baker's Analyzed
Acido acético glacial - Merck
Acido 8-aminolevulinico-hidrocloreto - Sigma, St. Louis, MO

Acido cloridrico - Merck
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Acido nitrico concentrado - Merck

Acido orto-fosférico - Merck

Acido perclérico - Merck

Acido tricloroacético - Reagen

Albumina de soro bovino - Sigma, St. Louis, MO
Cloreto de sédio - Reagen

Cloreto de mercurio Il - 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 aménio dibasico - Merck

Fosfato de sddio dibasico - Reagen

Fosfato de s6dio monobasico - Reagen
Heparina - Roche (Liquemine)

Triton X-100 - Merck

I.2.2.Equipamentos

Agitador de tubos: Phoenix

Balangas: Sartorius modelo 2842, Sartorius Basic, Fisher/Ainsworth modelo MX-300,
analitica Sartorius Basic modelo BA 110 S, analitica Marte modelo AS 2000

Banho térmico: Quimis modelo Q304.164

Bombas Télg de Teflon para digestao nitrica

Centrifugas: Janetzki K 23, centrifuga de microhematdcrito

Digestor modelo Berghof para 10 capsulas

Espectrofotdmetros: Incibras MF 200 UV/VIS e espectrofotdmetro de absorgédo atémica
com forno de grafite Perkin-Elmer modelo 2380

Estufa: Heraeus modelo T 5060

Freezer a -20°C

Potenciémetro: Digimed

1.2.3. Animais e tratamento com chumbo inorganico

Ratas Wistar fémeas adultas (110-150g) provenientes do Biotério do Instituto de
Biociéncias 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 agua milli-Q e os grupos expostos a acetato de chumbo, aos
quais foi administrado acetato de chumbo na &gua de beber nas concentragbes de 0,5
mM, 1,0 mM, 2,0 mM e 4,0 mM. A Figura I.3. mostra o fluxograma da exposi¢ao ao
chumbo. As solugdes de acetato de chumbo foram preparadas em agua milli-Q, a fim
de impedir a formagdo de carbonato de chumbo, que é um sal insoluvel. Duas ratas do
mesmo grupo, a serem submetidas ao tratamento com acetato de chumbo, foram
escolhidas aleatoriamente e colocadas em caixas de plastico medindo 50 X 25 X 18 cm.
Todos os animais foram pesados no inicio do tratamento e tiveram livre acesso a ingesta
liquida (agua milli-Q ou solugao de acetato de chumbo, conforme o grupo experimental)
e sélida (ragao comercial Purina). O periodo de pré-acasalamento teve a duragdo de 6
semanas. Neste periodo foram monitorados a ingesta hidrica e o peso corporal das
ratas. Apdés 6 semanas de exposi¢do, as ratas foram acasaladas com ratos Wistar
machos adultos ndo intoxicados com chumbo. O acasalamento foi realizado através da
exposicao de duas fémeas virgens por caixa, durante 5 noites consecutivas, com um
macho. Durante o referido periodo as garrafas de liquido eram removidas, a fim de evitar
a ingesta de chumbo dos machos. As ratas gravidas foram mantidas durante toda a
gravidez com o mesmo tratamento até entdo administrado. As ratas visivelmente
gravidas foram colocadas em gaiolas individuais contendo serragem. O dia do nasci-
mento dos filhotes era registrado, os animais eram contados e 24 horas apds o nasci-
mento, os filhotes eram pesados e a ninhada era ajustada a 8 filhotes, a fim de evitar
desnutricdo dos filhotes por excesso de animais. Na medida do possivel era deixado o
mesmo numero de filhotes fémeas e machos. Os filhotes que excediam a 8 eram sacrifi-
cados por decapitagdo. Nos filhotes sacrificados, o cérebro total era imediatamente dis-
secado no gelo, os rins e o conteudo estomacal removidos. As amostras de animais da
mesma ninhada eram reunidas e colocadas em tubos eppendorf previamente lavados
com &cido nitrico. Os rins e o cérebro total eram pesados em balanga analitica e, junta-
mente com o conteudo 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 maes per-
maneceram com o mesmo tratamento prévio durante toda a lactagdo. Eles foram pesa-
dos durante a fase de lactagao 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 sera detalhado
no capitulo Il. O desmame ocorreu aos 22 dias de idade para n&o interferir com a reali-
zagao 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 neuroquimicos e para dosagens de chumbo nos tecidos. Os
filhotes de 21 a 23 dias de idade serao referidos no texto como ratos jovens. Devido ao
grande numero de animais, tornou-se inviavel utilizar todos os grupos experimentais
para todas as determinagdes e analises realizadas. Desta forma, para algumas determi-
nagdes alguns grupos foram excluidos. Além disto, nem todas as ninhadas foram
usadas para cada uma das determinagdes efetuadas. As Figuras 1.3 e 1.4. mostram flu-
xogramas das anadlises efetuadas com os ratos expostos ao chumbo. Entretanto, de ma-
neira mais detalhada, a seguir estdo discriminados os ensaios efetuados e os grupos
experimentais usados nos ratos jovens:

o determinagdo de pesos de cérebro anterior, cortex cerebral, cerebelo e rim - todos os
grupos experimentais.

e dosagens de chumbo no sangue, cértex cerebral e rim - todos os grupos experimen-
tais. O cerebelo nédo foi utilizado para a dosagem de chumbo devido ao peso insufi-
ciente da amostra para o método de dosagem.

o determinagdo de hematdcrito, hemoglobina e contagem de leucécitos - grupos con-
trole, 0,5 mM, 2,0 mM e 4,0 mM de acetato de chumbo.

¢ determinagdo da atividade da ALA-D - grupos controle, 0,5 mM e 4,0 mM de acetato
de chumbo.

o 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.

e ensaios neuroquimicos (medida da unido especifica de glutamato e medida dos
niveis de AMPc em preparagdes de membrana de cértex cerebral e cerebelo) - todos
0S grupos experimentais.

Os ratos que apds o desmame nao foram usados para nenhuma das determina-
¢oes acima citadas (aproximadamente metade de cada ninhada) foram separados por
sexo e permaneceram recebendo o mesmo tratamento que era administrado a suas
maes até a idade de 6 meses a 6 meses e meio, quando entao foram utilizados para:

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

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

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

e ensaios neuroquimicos (medida da unido especifica de glutamato e medida dos
niveis de AMPc em preparagdes de membrana de cortex cerebral e cerebelo) - todos

0s grupos experimentais.
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As ratas maes que até o momento do desmame ja tinham sido submetidas ao
tratamento com agua (grupo controle) ou acetato de chumbo por um periodo de 13 se-
manas, permaneceram recebendo o mesmo tratamento por mais 3 a 4 semanas. Sendo
assim, apds um periodo de exposi¢ao de 16 a 17 semanas, as ratas foram sacrificadas
por decapitacdo, sendo entédo efetuadas as seguintes determinagdes:
¢ determinagdo de pesos de cérebro anterior, cértex cerebral, cerebelo e rim - todos os

grupos experimentais.

e dosagens de chumbo no sangue, cortex cerebral e rim - todos os grupos experimen-
tais. O cerebelo nao foi utilizado para a dosagem de chumbo devido ao peso insufi-
ciente da amostra para o método de dosagem.

e determinagdo de hematdcrito, hemoglobina e contagem de leucécitos - grupos con-
trole, 0,5 mM, 2,0 mM e 4,0 mM de acetato de chumbo.

ensaios neuroquimicos (medida da unido especifica de glutamato e medida dos niveis

de AMPc em preparagdes de membrana de cértex cerebral e cerebelo) - todos os grupos

experimentais.
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Figura 1.4. Fluxograma das analises efetuadas apés o desmame de ratos expostos ao chumbo
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1.2.4.Dissecgao do cérebro anterior, cértex cerebral e cerebelo dos animais

Os ratos foram decapitados com guilhotina e logo ap6s a pele da cabega foi re-
batida e um corte foi feito entre os forames oculares. O encéfalo foi exposto cortando-se
medialmente o0 0sso na sutura parieto-frontal até atingir o corte entre os forames ocu-
lares. O cranio foi aberto e o encéfalo removido com o auxilio de uma espatula. Este foi
colocado sobre uma placa de Petri invertida sobre gelo picado, a qual era revestida com
papel de filtro umedecido com solugéo fisiolégica. O cerebelo, o tronco cerebral e o
bulbo olfatério foram removidos. O cérebro anterior (isento de cerebelo, tronco cerebral
e bulbo olfatério) foi entdo imediatamente pesado em balanga analitica digital. Logo a
seguir, com o auxilio de um bisturi, o encéfalo foi dividido medialmente. O cértex cere-
bral foi imediatamente dissecado e secado com papel filtro. O cértex cerebral e o cere-

belo foram pesados em balanga analitica.

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 entdo submetidas a uma
digestao nitrica. O método adotado de digestédo seguiu o recomendado por Télg (Kotz et
al., 1972). Apbs a secagem, as amostras eram pesadas em balang¢a analitica e adicio-
nadas a bombas de Teflon juntamente com 2,0 ml de acido nitrico concentrado. Em se-
guida, cada bomba era transferida a uma capsula metalica de alta pressdo e adicio-
nadas ao digestor modelo Berghof durante 2 horas a uma temperatura de 120°C. Ao
final da digestdo 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 espectrofotdmetro de ab-
sor¢ao atémica 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 amonio dibasico (0,2% v/v) e também analisadas por espectrofo-
tometria de absorgdo atémica com forno de grafite. Os resultados de chumbo no sangue
foram expressos em ug Pb/dl de sangue total e o teor de Pb nos tecidos foi expresso

em ppm, ou seja, ug Pb/g de peso umido da amostra.
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1.2.6. Determinagao do hematdcrito, hemoglobina e contagem de leucécitos

A medida do hematécrito, hemoglobina e contagem de leucécitos foi realizada no
Laboratério de Hematologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. A determinagdo do hematdcrito foi realizada em uma centrifuga de mi-
crohematécrito. A dosagem da hemoglobina foi feita pelo método de van Kampen &
Zijlstra (1961). A contagem de leucécitos foi realizada através de um contador

automatico.

1.2.7. Determinagao da atividade da ALA-D

Ensaio padrdo: a atividade da ALA-D em cérebro anterior, cerebelo e rim foi realizada
conforme método de Sassa (1982) com as modificagdes feitas por Rocha et al. (1995). A
preparacao dos tecidos para a realizagdo 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 auxilio de um
homogeneizador Potter-Elvehjem. A homogeneizagao foi feita com 10 movimentos de
vai e vem vagarosos em 5 volumes (cérebro anterior e cerebelo) ou 10 volumes (rim) de
tampao fosfato de soédio 70 mM pH 6,8. O material era centrifugado a 5.000 g durante 15
minutos a 4°C em uma centrifuga refrigerada (Janetzki K 23). Os sobrenadantes foram
coletados e usados nos ensaios enzimaticos. O meio de incubagdo continha uma quan-
tidade adequada de material enzimatico: 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; tampao fosfato de sédio 70 mM pH
6,8; ALA 2,5 mM. O tempo de incubagao era de 1 h (rim) a 3 h (cérebro anterior e cere-
belo) a temperatura de 39°C. A reacdo era finalizada através da adicdo de TCA 10%
contendo 0,05 M de HgCl,.

O método baseia-se na medida da produgdo de porfobilinogénio (PBG) através
de método colorimétrico, usando reagente de Ehrlich modificado. A leitura da absorban-
cia era realizada a 555 nm. O coeficiente de absor¢do molar do produto da reagédo do
PBG com o reagente de Ehrlich modificado é 6,2 x 10* cm™ M™ (Mauzerall & Granick,
1956). O ensaio foi realizado sob condigées de velocidade constante e havia uma rela-
¢ao linear entre o conteudo de proteina e a formagdo de PBG. A atividade da enzima foi
expressa em nmol PBG/h/mg proteina.

Ensaio utilizando 15 mM de ditiotreitol (DTT): paralelamente ao ensaio padrao foi reali-
zado um ensaio com DTT, nas mesmas condi¢dées de incubagado, exceto que 15,0 mM

de DTT era adicionado. O objetivo da adigdo do mesmo era obter o indice de reativagao.
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Este indice indica a extensdo da reativagdo da ALA-D com DTT e é obtido da seguinte

forma:

(Atividade da ALA-D comDTT - atividade da ALA-D semDTT) x 100%
atividadeda ALA-DcomDTT

1.2.8. Dosagem de proteinas

Aliquotas dos homogeneizados de cérebro anterior e rim utilizados para determi-
nagdo da atividade da ALA-D foram utilizadas para dosar proteinas pelo método de
Bradford (1976), usando Coomassie Brilhante Azul G como reagente de cor e albumina

de soro bovino como proteina padrao.

1.2.9. Analise estatistica

Os resultados de ganho de peso corporal e de ingesta hidrica foram analisados
por analise de varidncia (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 muiltiplo de Duncan quando
apropriado ou teste t ndo pareado. As diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quando p< 0,05. Néo‘ mais de um ou dois ratos da mesma ninhada foi
usado como uma medida independente nas analises dos resultados referentes aos ratos
jovens e de 6 meses, respectivamente, a fim de evitar um efeito da ninhada (Abbey &
Howard, 1973).

.3. RESULTADOS

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

chumbo

Tendo em vista que alguns trabalhos da literatura relatam alteragées na ingesta
liquida e no peso corporal em alguns protocolos de exposigcdo ao chumbo em ratos
(Mykkénen et al., 1980; Rosen et al., 1985; Kumar & Desiraju, 1990), decidimos avaliar
se o presente protocolo de exposi¢do ao chumbo estaria associado com alteragdes
nestes parametros. Foi medida a ingesta liquida nas ratas fémeas no periodo pré-
acasalamento, sendo os resultados mostrados na Tabela I.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 interagédo tratamento com chumbo X tempo
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[F(20, 140) = 2,23, p<0,01]. Foi observada uma redugdo da ingesta liquida nos grupos
expostos ao chumbo, principalmente no grupo exposto a solugédo de acetato de chumbo

4,0 mM, pelo teste post-hoc de Duncan.
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Tabela I.1. Ingesta liquida de ratas fémeas antes do acasalamento.

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

1% semana 14,6 + 0,43 11,9 +0,3b 13,2 + 0,62 12,3+0,6P 10,0 + 0,3€
2*semana 13,6 £ 0,72 13,0 £ 0,62 14,4 + 0,82 11,5 +0,4P 9,3+0,2C
3* semana 14,3 £ 0,52 11,8 +0,5P 12,6 + 0,62 10,2 + 0,6 10,1+ 0,1€
4* semana 14,1 £0,72 12,0 + 0,80 13,5 + 0,92 12,0 +£0,5P 10,1 + 0,4
5% semana 13,6 + 0,62 11,8 + 1,00 13,2 + 1,03 12,0 £0,7P 10,6 +0,1€
6* semana 13,8 +£0,72 10,5 +0,3b 12,0 +1,0P 10,8 + 0,5P 9,9 +0,2P

média 14,0 + 0,22 11,8 +0,3P 13,140,323 11,6 +0,3P 10,0 + 0,2€

A ingesta liquida foi monitorada uma vez por semana e os resultados sdo valores médios diarios da semana. Os re-
sultados estdo expressos como média + erro padrdo em ml /dia/ 100 g peso corporal.

As médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes pelo teste do raio multiplo de Dun-
can, pelo menos para p<0,05.
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A ANOVA de duas vias (5 grupos experimentais X tempo), com o tempo conside-
rado como medida repetida, mostrou que ndo houve alteragdes nos pesos corporais das
ratas induzidas pelo tratamento com acetato de chumbo no periodo pré-acasalamento.
Também nao houve interagao entre o tratamento com acetato de chumbo X tempo, pois
0 ganho de peso corporal foi semelhante em todos os grupos (Tabela I.2.), embora te-
nha havido uma diminuigéo da ingesta liquida nos grupos expostos a este metal durante
este periodo (Tabela I.1.). Quanto aos pesos corporais das ratas durante os periodos de
gestagéo e lactagdo (Tabela 1.3.), ndo foram observadas diferengas significativas entre
as médias dos pesos dos diferentes grupos pela ANOVA de uma via que avaliou as
médias de pesos corporais no 1° dia de gestacao, no 1° dia de lactagdo e no 21° dia de

lactacéo, isoladamente:
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Tabela I.2. Peso corporal de ratas fémeas antes do acasalamento.

CONTROLE GRUPOO0,5mMM GRUPO1,0mM GRUPO 2,0 mM GRUPO 4,0 mM
inicio do tratamento 160,0 £ 3,8 163,7+£ 3,4 158,0+ 1,8 153,7+ 3,5 1586 £2,3
1* semana de tratamento 176,1+2,9 183,8+2,8 173,3+2,3 173,3+4,0 172,424
2% semana de tratamento 186,6 £ 3,3 1945+3,2 182,8 £ 3,1 183,1+ 3,6 182,1 + 3,1
3% semana de tratamento 1952+29 2056 + 3,8 196,4 +36 191,7£3,2 1949+3,8
4% semana de tratamento 2041 £ 3,7 212,9+45 201,331 199,5+3.8 200,3+£3,2
5% semana de tratamento 210,4 £ 3,1 218,9+53 210,3+ 3,4 207,0+4,2 210,3+£3,5
6% semana de tratamento 213,2+3,1 2250+ 5,1 2138+ 3 4 2095+ 3.8 213,0+£ 3,5

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo em gramas. Foram usadas para a estatistica as ratas que ficaram gra-
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).

Nao 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 I.3. Efeito do tratamento com acetato de chumbo na agua de beber sobre o peso

corporal das ratas méaes nos periodos de gestagao e lactagéo.

1° dia de gestacdo  1° dia de lactagcdo 21° dia de lactacdo

CONTROLE 211,057 239,8 +8,2 2596 +9,7
GRUPO 0,5 mM Pb 228,077 228,3+121 268,5+12.2
GRUPO 1,0 mM Pb 213,548 2394+75 263,2+6,6
GRUPO 2,0 mM Pb 216,8+54 2410+ 11,5 2558 +4,6
GRUPO 4,0 mM Pb 2156 +6,1 233,2+8,2 251,8+85

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

A evolugdo do ganho de peso dos filhotes expostos ao chumbo através de suas
maes durante a gestacdo e lactagdo estd mostrada na Tabela 1.4. A ANOVA de duas
vias (5 grupos experimentais X tempo), com o tempo considerado como medida re-
petida, mostrou que ndo houve um efeito significativo do tratamento com acetato de
chumbo sobre 0 ganho de peso corporal dos filhotes. A ANOVA mostrou um efeito do
tempo [F(4, 164) = 615,75, p<0,01], mas ndo houve interagéo significativa entre o tra-
tamento com acetato de chumbo X tempo, pois 0 ganho de peso corporal foi semelhante

em todos os grupos.
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Tabela 1.4. Peso corporal de ratos amamentados por maes controle e expostas ao ace-

tato de chumbo.

PN 1 PN 5 PN 10 PN 15 PN 20

CONTROLE 54102 94104 17,7+0,7 257+0,7 36,0+£0,7
GRUPO 0,5 mM Pb 53+0,2 84106 159+09 248108 333109
GRUPO 1,0 MM Pb 55+0,1 94105 170+08 265+08 355+09
GRUPO 2,0 mM Pb 53+0,1 8605 16,2+0,9 259+08 355+0,8

GRUPO 4,0 mM Pb 54+01 86+04 159+08 248+10 334112

Os resultados estdo expressos como média em gramas (g) £ erro padrdo dos pesos corpo-
rais do 1° ao 20° dia de vida pds-natal (PN1-PN20) de 7 a 11 ninhadas.

Nao 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 fémeas
de 6 meses de idade expostos cronicamente ao acetato de chumbo também néao foi al-
terado pelo tratamento (Tabela I.5.). A analise estatistica através de ANOVA de duas
vias (5 grupos experimentais X sexo) sé mostrou um efeito significativo do sexo [F(1,
58) = 718,35, p<0,001], pois os machos apresentaram um peso corporal superior ao das

fémeas.
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Tabela 1.5. Efeito do tratamento com acetato de chumbo na agua de beber sobre o peso

corporal de ratos de seis meses de idade.

Machos Fémeas
CONTROLE 354+6 (7) 242 +8 (8)
GRUPO 0,5 mM Pb 3416 (5) 234 +6 (8)
GRUPO 1,0 mM Pb 347+8 (5) 252 +4 (10)
GRUPO 2,0 mM Pb 346+t6 (4) 2464 (7)
GRUPO 4,0 mM Pb 354+4 (6) 248+6 (8)

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo em gramas
(9). O nimero de ratos esta indicado entre parénteses.

Nao foi observado efeito do tratamento pela ANOVA de uma via.

* indica efeito significativo do sexo (p<0,01) pela ANOVA de duas vias.

1.3.2. Nimero de filhotes por ninhada

Foi analisado o numero de filhotes por ninhada nascidos de ratas expostas ao
acetato de chumbo durante as fases pré-acasalamento, acasalamento e gestacdo
(Tabela 1.6.). A ANOVA de uma via mostrou que ndo houve um efeito significativo do

tratamento com o metal sobre este parametro.

Tabela 1.6. Numero de filhotes por ninhada, peso cerebral e renal de ratos de 1 dia de

idade expostos ao acetato de chumbo através de suas maes durante o periodo pré-

natal.
Ne filhotes/ninhada Peso cerebral Peso renal
CONTROLE 10,2+1,0 197,1+4,0 484 +4,2
GRUPO 0,5 mM Pb 10,8+ 1,7 213,0 £ 14,5 43,0+3,4
GRUPO 1,0 MM Pb 10,3+1,6 2026 +6,9 50,4 £ 3,2
GRUPO 2,0 mM Pb 10,6 £ 0,7 197,2+7,9 412+24
GRUPO 4,0 MM Pb 10,8 £ 0,9 210,6 £3,9 422 +22

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O peso cerebral e renal esta ex-
presso em mg. O peso renal refere-se ao par de rins.
Nao 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 razdo 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 nao
afetou significativamente o peso cerebral, o peso do cerebelo ou do cértex cerebral das
ratas maes, dos ratos jovens ou dos ratos de 6 meses de idade expostos ao chumbo
nos periodos pré e pos-natal (Tabelas 1.7., 1.8. e 1.9., respectivamente). Houve uma di-
minuicdo no peso cerebral nos animais jovens e de 6 meses de idade expostos ao
chumbo em torno de 6 a 7%, porém esta redugdo nédo atingiu significancia estatistica.
Também nao foram observadas diferengas entre os grupos na razao peso cerebral/peso
corporal, peso cerebelar/peso corporal e peso cortical/peso corporal nas ratas maes, 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 I.7. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre o peso do cérebro, cerebelo e cértex cerebral e sobre

a razao peso da estrutura cerebral/peso corporal em ratas maes.

cérebro cérebro/corpo cerebelo cerebelo/corpo cortex cerebral  cértex/corpo
(mg) (mg/g) (mg) (mg/g) (mg) (mg/g)

CONTROLE 1047,4 + 14,7 4,39+0,15 2146 £ 15,4 0,90 + 0,04 604,0 £ 21,2 2,54 £0,13
(11) (10) G (10) (11) (10)

GRUPOO,5mMPb  1022,5+ 16,3 4,26 £0,15 2225+11,2 0,92 £ 0,04 605,9 £ 27,5 2,55+0,18
(8) (8) (8) (8) (8) (7)

GRUPO1,0mMPb  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)

GRUPO 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)

GRUPO4,0mMPb  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) (10)

Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo. O namero de ratas estd indicado entre parénteses. Nem todos as ratas usadas
no tratamento tiveram seus pesos cerebrais avaliados, por isso 0 nimero aqui mostrado nao coincide com o nimero de ninhadas. O cé-

rebro n&o incluia cerebelo, medula espinhal e bulbo olfatério ( = cérebro anterior).

Nao houve efeito significativo do tratamento pela ANOVA de uma via.
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Tabela 1.8. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre o peso do cérebro, cerebelo e cértex cerebral e sobre a

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

cérebro cérebro/corpo cerebelo cerebelo/corpo cértex cerebral  cortex/corpo
(mg) (mg/g) (mg) (mg/g) (mg) (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 5076 £254 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) (7)
815,1 £ 30,2 20,25 +0,72 156,1 £6,5 3,88 10,11 501,7+12,5 12,01 £ 0,55

GRUPO 2,0 mM Pb (7) (7) (7) 6) (7) (7)
830,6 £ 14,8 20,13 +£0,78 1572+54 4,07 £0,26 4928 + 16,4 12,88 £ 0,80

GRUPO 4,0 mM Pb (10) (10) (10) (10) ©) (9)

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O cérebro néo incluia cerebelo, corda espinhal e bulbo olfatério ( = cérebro

anterior). O nimero de ninhadas esta indicado entre parénteses.

Nao 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 cértex cerebral e sobre a

razdo peso da estrutura cerebral/peso corporal em ratos de seis meses de idade tratados com acetato de chumbo

desde a concepgéo.

cérebro cérebro/corpo cerebelo cerebelo/corpo cértex cerebral  cortex/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)

GRUPOO,5mMPb  1056,5 + 13,2 413 +0,19 234,1+11,9 0,90 + 0,04 585,6 £ 10,2 2,26 £0,15
(14) (11) (14) (11) (9) 9)

GRUPO1,0mMPb  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) (1) (13) (11) (9) (©)

GRUPO2,0mMPb  1038,3 £ 14,9 3,99 £ 0,22 2229+8,9 0,86 + 0,04 606,7 £ 13,1 2,34+0,13
(9) (8) (7) 8 (9) (©)

GRUPO4,0mMPb  1026,2 + 14,0 3,73+0,17 2429+9,9 0,90 £ 0,05 598,7 + 14,6 2,21+0,12
(15) (13) (15 (13) ©) ©)

Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo. O. cérebro néo incluia cerebelo, corda espinhal e bulbo olfatério (= cérebro

anterior). O nimero de ratos esta indicado entre parénteses.

Nao houve efeito significativo do tratamento pela ANOVA de uma via.
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1.3.4. Peso renal e razao peso renal/peso corporal de ratos expostos ao ace-

tato de chumbo

Nao houve um efeito significativo do tratamento com chumbo sobre o peso umido
renal ou peso seco renal nas ratas maes (Tabela 1.10.). Por outro lado, a ANOVA de
uma via revelou um efeito significativo do tratamento com acetato de chumbo sobre a
razdo peso umido renal/peso corporal e sobre a razédo peso seco renal/peso corporal
nas ratas maes [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 razées
peso umido ou peso seco renal/peso corporal nos animais expostos a dose mais ele-
vada de acetato de chumbo (4,0 mM) em relagdo ao grupo controle. Estes resultados
indicam que ndo houve um aumento no conteudo de agua 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

razao peso renal/peso corporal em ratas maes.

Peso umido Peso seco Peso umido re- Peso seco re-
renal renal nal/peso corporal nal/peso corporal
: @ Q) (mg/g) (mg/g)
CONTROLE 1,83 £ 0,08 0,395 +0,018 7,76 £0,41 1,66 £0,09
(® ) ® )]
GRUPO 0,5 mM 1,87 + 0,04 0,406 + 0,011 8,06 +0,19 1,72 £0,04
Pb (8 () 7 (7
GRUPO 1,0 mM 1,92 + 0,07 0,415 +0,019 7,88 +£0,29 1,69 +0,05
Pb ® (® ®) ®
GRUP0 2,0 mM 1,96 + 0,12 0,412 £ 0,021 8,63 +0,30 1,81 +£0,05
Pb (® (€)) 8 )]
GRUP0 4,0 mM 2,11+ 0,07 0,458 +0,017 9,19+0,31* 1,97 £0,05*
Pb (8 8 @) 8

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O nimero de amostras esta in-
dicado em parénteses. 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 miltiplo de
Duncan.

De forma semelhante ao resultado observado nas ratas maes, ndo ocorreu um
efeito significativo do tratamento com chumbo sobre o peso umido renal ou peso seco
renal dos ratos jovens e dos ratos de 6 meses de idade (Tabelas I.11. e 1.12., respecti-
vamente). Entretanto, a ANOVA de uma via revelou um efeito significativo do tratamento
com acetato de chumbo sobre a razao peso umido 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 razéo peso seco
renal/peso corporal de ratos jovens [F(4, 28) = 10,51, p<0,001], mas n&o em ratos de 6
meses de idade (Tabelas 1.11. e 1.12., respectivamente). Houve um aumento na razdo
peso seco renal/peso corporal nos ratos de 6 meses de idade, mas este nao 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 relagao peso umido 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 parametro nao foi de-
terminado no grupo 2,0 mM) apresentaram uma maior razdo peso umido 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

razao peso renal/peso corporal em ratos jovens.

Peso imido Peso seco Peso umido re- Peso seco re-
renal (mg) renal nal/peso corporal nal/peso corporal
(mg) (mg/g) (mg/g)
CONTROLE 463,0 £+ 17,1 104,0 £ 5,4 10,74 £ 0,30 2,39 £ 0,05
8 ® ® 8
GRUPO 0,5 mM 441,8 + 36,0 1076 +4,6 10,96 + 0,53 2,54 +0,10
Pb (6) 6) (6) 6)
GRUPO 1,0 mM 502,5+22,0 113,3+5,8 12,89 + 0,37* 2,68 + 0,05*
Pb (6) (6) (6) 6)
GRUP0O 2,0 MM 556,9 +419 120,9+6,0 12,96 + 0,32* 2,78 £ 0,04*
Pb (5) (5) (5) )
GRUPO 4,0 MM 4825+ 34,3 107,5+5,7 13,60 + 0,55** 2,95 + 0,08**
Pb (8) (8) (8) (8)

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O nimero de ninhadas esta indica-
do em parénteses. 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 multiplo de Dun-
can.

36



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

razao peso renal/peso corporal em ratos de seis meses de idade.

Peso Gimido Peso seco Peso imido Peso seco re-
renal renal renal/peso nal/peso cor-
(+)) (mg) corporal poral
(mg/qg) (mg/g)
CONTROLE 1,84 £0,19 342,2+8,0 5,56 £ 0,39 1,15 10,07
®) ®) ®) (8
GRUPO 0,5 mM 1,86 +0,17 347,4 £6,5 6,76 +0,31* 1,34 +0,05
Pb ®) () ®) (7
GRUPO 1,0 MM 1,75+0,13 322,7+6,7 6,54 +0,22* 1,26 £0,08
Pb (6) )] 6) (7
GRUPO 4,0 mM 2,15+0,16 360,8 +8,5 7,65 +£0,34** 1,31 £0,11
Pb (©) (6) (©) (6)

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O nimero de amostras

esta indicado em parénteses.
* p<0,05 e **p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio multiplo

de Duncan.

1.3.5. Parametros hematolégicos

A fim de monitorar a exposicdo ao chumbo foram determinados os valores de
hemoglobina, hematécrito e contagem de leucécitos de ratas maes e ratos jovens expos-
tos ao metal. A analise estatistica através da ANOVA de uma via mostrou que houve um
efeito significativo do tratamento sobre o teor de hemoglobina e de hematécrito das
ratas maes [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 néo alterou a contagem de leucécitos nas ratas maes.
Em relagdo aos ratos jovens, ANOVA de uma via mostrou que ndo houve um efeito

significativo do tratamento sobre os mencionados parametros hematolégicos.
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Tabela 1.13. Parametros hematolégicos em ratas maes e ratos de 22 a 23 dias de idade expostos ao acetato de chumbo.

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

Mae Rato 23 dias Mae Rato 23 dias Mae Rato 23 dias Mae Rato 23 dias

hemoglobina 14,98 +0,44 980+0,24 1490+045 947+0,36 1362+0,51* 9,63 £0,25 13,51+0,29* 9,63 +0,15

(g/dl) () (11 (6) ®) ) ®) ©) (10)
hematécrito 46,2+0,9 30,4 +0,8 452+12 305 +1,1 432+12 31,8£1,0 420+08* 292 +07
(%) ©) (11 (6) (8) N C) ) (9) (10)

leucécitos 580+065 2,35+0,34 508+092 180+0,11 5,56+0,53 245+0,33 515+0,79 2,17 £0,13

(x 10° mm™) (6) 9) (4) 3) (5) (4) (6) (8)

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo. Os numeros entre parénteses representam o nimero de amostras. O grupo de
animais expostos a 1,0 mM de acetato de chumbo néo foi utilizado para estas determinacdes.
* p<0,05 quando comparado ao grupo controle correspondente (mesma idade) pelo teste do raio multiplo de Duncan.
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1.3.6. Determinagdo do teor de chumbo nos tecidos em ratos expostos ao

acetato de chumbo

A fim de podermos avaliar o nivel de intoxicagdo atingido nos ratos expostos ao
acetato de chumbo e tornar possivel a comparagédo com trabalhos que dosam o nivel de
chumbo associado a exposi¢cdes a este metal, foi determinado o contetudo de chumbo
em sangue, rim e cortex cerebral de ratas maes 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, conteudo estomacal (leite) e rim (este ultimo em um ndmero reduzido de
amostras, dados ndo 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 maes e
ratos jovens que a dosagem do metal nestas duas fontes torna possivel a comparag¢éo
com dados da literatura e serve como parametro adequado para avaliar o grau de intoxi-
cagao. Além disto, os resultados neuroquimicos obtidos com os ratos jovens impuseram
determinagdes neuroquimicas também nos ratos de 6 meses de idade (capitulo Ill), o

que acarretou a falta de material cerebral para dosar chumbo.

1.3.6.1. Chumbo nos tecidos de ratas maes

A ANOVA de 1 via revelou um efeito significativo da concentragéo de chumbo na
agua de beber sobre o conteudo de chumbo no sangue [F(4,38) = 56,39, p<0,001], no
cortex 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 concentragdo de chumbo na agua de
beber das ratas (Tabela 1.14.). O teste post-hoc do raio multiplo de Duncan revelou que
o nivel 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 coértex cerebral, o
efeito significativo (p<0,05) s6 foi obtido no grupo exposto a concentragéo 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).
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Tabela 1.14. Conteudo de chumbo nos tecidos de ratas maes expostas ao acetato de

chumbo.

SANGUE CORTEX CEREBRAL RIM

CONTROLE 6,6 +0,3% (10) 0,055+0,004° (8) 0,26+0,02% (9)
GRUPOO,5mMMPb 145+10° (8) 0,070+0,005% (6) 1,29+0,09% (8)
GRUPO1,0mMPb 330+4,7° (8 0,071+0,005% (6) 1,95+0,19° (6)
GRUPO2,0mMPb 461+32° (7) 0095+0,024° (7) 4,68+045 (7)

GRUPO40mMPb 70,8+52% (10) 0,165+0,042° (6) 1525+2,03° (10)

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo. Os nimeros entre parénteses
representam o nimero de animais. A concentragdo de chumbo no sangue esta expressa em

pg/dl e no cértex cerebral e rim em pg/g peso umido.
As médias que ndo compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes pelo teste
do raio muitiplo de Duncan, pelo menos para p<0,05.

1.3.6.2. Chumbo nos tecidos de ratos de 1 dia de idade

Os resultados do conteudo de chumbo nos tecidos de ratos de 1 dia de idade
expostos indiretamente ao acetato de chumbo através de suas mées estad mostrado na
Tabela 1.15. A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo da concentagéo de
chumbo na agua de beber das méaes sobre o conteido de chumbo no sangue dos ratos
de 1 dia [F(4, 30) = 24,04, p<0,001] e no teor de chumbo encontrado no contetudo
estomacal (indicativo direto do teor do metal no leite) [F(3, 12) = 17,05, p<0,01]. Nao
houve um efeito significativo do tratamento das maes com acetato de chumbo sobre o
teor de chumbo atingido no cérebro total dos filhotes, ou seja, ndo foi evidenciado um
acumulo do metal no cérebro dos animais expostos no periodo pré-natal ao chumbo
através do sangue materno. No rim, ndo houve um efeito aparente do tratamento sobre
o acumulo de metal no tecido, mas néo foi feita analise estatistica dos dados em fungdo

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

acetato de chumbo através de suas maes durante o periodo pré-natal.

SANGUE CEREBRO CONTEUDO
ESTOMACAL
CONTROLE 66+07% (7) 0,050+0009 (4 060001 (4)

GRUPOO,5mMPb 20,3+0,9° (7)  0,045+0,009 (5) 5,32+028° (4)
GRUPO1,0mMPb 27,9+48° (8) 0,037 +£0,008 (4) N.D.
GRUPO2,0mMPb 447+62° (5) 0,049+0010 (5) 6,50+097° (4)

GRUPO 4,0mMPb 60,3+57¢ (8) 0,052+0,008 (7) 9,73+1,39° (4

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdao. Os nimeros entre parénteses
representam o nimero de amostras de diferentes ninhadas. A concentragdo de chumbo no
sangue esta expressa em pg/dl, no cérebro em pg/g peso umido e no contetdo estomacal em
ng/g peso seco. N. D. = ndo determinado.

As médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes pelo teste
do raio miiltiplo de Duncan, pelo menos para p<0,05.

1.3.6.3. Chumbo nos tecidos de ratos jovens

Os resultados do conteudo de chumbo nos tecidos de ratos de 22 a 23 dias de
idade (jovens) expostos indiretamente ao acetato de chumbo através de suas maes
(tanto na vida pré-natal através do sangue materno como na vida pés-natal através do
leite materno) estdo mostrados na Tabela I.16. A ANOVA de uma via mostrou um efeito
significativo da concentragdo de chumbo na agua de beber das maes sobre o contetido
de chumbo no sangue [F(4,18= 36,35, p<0,001], no cértex 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 sangliineo apenas nos animais expostos a
concentragdo mais elevada do metal (4,0 mM de acetato de chumbo) (p<0,05), enquanto
que no cortex 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 relagdo ao grupo controle.
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Tabela 1.16. Conteudo de chumbo nos tecidos de ratos de 23 dias de idade expostos

ao acetato de chumbo através de suas maes.

SANGUE CORTEX CEREBRAL RIM
CONTROLE 58 +0,3* (5) 0,044+0,013° (7) 0,18+0,01% (11)
GRUPOO,5MMPb 11,0£07% (4  0,092+0018 (6) 0,56+0,04° (8)
GRUPO1,0mMPb 14,3+07% (4  0,093+0,014° (4 0,78+0,05" (10)
GRUPO2,0mMPb 182%21° (4)  0,088+0,021 (6) 1,23:+020° (7)
GRUPO40mMMPb 506+51 (6) 0,120£0014° (7) 1,52+0,18° (10)

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo. Os numeros entre parénteses
representam o numero de amostras de diferentes ninhadas. A concentragdo de chumbo no
sangue estd expressa em ug/dl, no cértex cerebral € no rim em pug/g peso amido.

As médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes pelo teste
do raio mditiplo de Duncan, pelo menos para p<0,05.

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

O conteudo de chumbo em sangue e rim de ratos de seis meses de idade, ex-
postos ao metal desde a concep¢ao esta mostrado na Tabela 1.17. A ANOVA de uma
via mostrou um efeito significativo da concentacdo de chumbo sobre o contetdo 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 sanguineo e renal (pelo menos para p<0,05).
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Tabela 1.17. Conteudo de chumbo nos tecidos de ratos de 6 meses de idade expostos

ao acetato de chumbo cronicamente.

SANGUE RIM
CONTROLE 76+08% (6) 0,20+0,02% (7)
GRUPOO,5mMPb  416+37° (5 1,83+0,17° (7)

GRUPO1,0mMPb  494%29° (7) 11,78 +0,95° (6)
GRUPO2,0mMPb 1083 +127° (5) 1409+ 1,15° (6)

GRUPO4,0mMMPb 112,3+99° (8) 2392+1,13¢ (7)

Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdo. Os nimeros
entre parénteses representam o nimero de ratos de diferentes ninhadas. A
concentragdo de chumbo no sangue esta expressa em pg/dl e no rim em

ng/g peso umido.
As médias que ndo compartilham a mesma letra sado significativamente di-
ferentes pelo teste do raio multiplo de Duncan, pelo menos para p<0,05.

1.3.7. Efeito do tratamento com acetato de chumbo sobre a atividade es-

peciﬁ‘ca da ALA-D e sobre o indice de reativagdao com DTT.

1.3.7.1. Em cérebro anterior de ratos

A ANOVA de uma via nao revelou efeitos significativos do tratamento com ace-
tato de chumbo sobre a atividade especifica da ALA-D e sobre o indice de reativagéo
com DTT em cérebro anterior de ratos jovens (Figura 1.5.). 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 especifica da ALA-D de cérebro anterior [F(2,14) =
5,26, p<0,05] (Figura 1.5.). 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 especifica da ALA-D inferior a do grupo controle (p<0,05)
(Figura L.5.). Nos ratos de 6 meses de idade também houve um efeito significativo do

tratamento sobre o indice de reativagédo com DTT [F(2,14) = 7,62, p< 0,01] (Figura 1.6.).
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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 estdo expressos como média + erro padrdo (n =5 a 8).

* p<0,05 quando comparado ao grupo controle na respectiva idade pelo teste do raio mdltiplo de
Duncan.

44



80
<
o 607 %* %
(0]
O
©
2
g 40 |
(0]
©
3
'.5 20 B
=

0

Jovem Adulto

l:] controle

4,0 mM

Figura 1.6. [ndice de reativagdo 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 estdo expressos como média + erro padrao (n =
5a8).

** p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio maltiplo de Duncan.

# p<0,05 quando comparado ao indice de reativagdo do grupo controle em rato jovem pelo teste t
de Student para amostras néo pareadas.

1.3.7.2. Em cerebelo de ratos

A ANOVA de uma via nao revelou efeitos significativos do tratamento com ace-
tato de chumbo sobre a atividade especifica da ALA-D e sobre o indice de reativagao
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 indice de reativagéo
[F(2,13) = 4,75, p<0,05], mas nao sobre a atividade especifica da enzima. O teste post-
hoc de Duncan mostrou que o indice de reativagdo com DTT no cerebelo foi maior no

grupo 4,0 mM em relagdo ao grupo controle (p<0,05) (Figura 1.8.).
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Figura 1.7. 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 estdo expressos como média + erro padrédo (n = 5 a 8).

Nao houve diferenca significativa entre os grupos pela andlise de variancia de uma via.
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Figura 1.8. Indice de reativagdo 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 estdo expressos
como média + erro padrdo (n =5 a 8). :

* p<0,05 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio multiplo de Duncan.

1.3.7.3. Em rim de ratos

A ANOVA de uma via revelou que nao houve um efeito significativo do trata-
mento com acetato de chumbo sobre a atividade especifica da ALA-D renal em ratos
jovens (Figura 1.9.). No entanto, evidenciou-se um efeito significativo do tratamento com
acetato de chumbo sobre o indice de reativagdo 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 especifica 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 0s grupos ex-
postos ao metal (p<0,01) quando comparado ao grupo controle (Figura 1.9.). De forma
semelhante, houve um efeito significativo do tratamento com acetato de chumbo sobre o
indice de reativagdo 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 parametro foi maior nos grupos 0,5
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e 40 mM em relagdo ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) (Figura
1.10.).

80
©
K=
o 60
o
Q.
g
g 40 1
O
om
a
° 20+
£
[

0

Jovem Adulto

‘:] controle

4,0 mM

Figura 1.9. 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 estdo expressos como média + erro padrao (n = 4 a 6).

** p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio multiplo de Duncan.

# p<0,01 quando comparado a atividade especifica do grupo controle em rato jovem pelo teste t
de Student para amostras ndo pareadas.

48



100

indice de reativacao (%)

Figura 1.10. indice de reativagdo 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 estdo expressos como média + erro padrdo (n = 4 a 6).

* p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao grupo controle pelo teste do raio mdaltiplo de Duncan.

1.4. DISCUSSAO

.4.1. Parametros gerais relacionados a intoxicagao dos animais

1.4.1.1. Desenvolvimento dos animais

O protocolo de exposi¢cdo ao acetato de chumbo utilizado no presente trabalho
nao causou alteragdes no ganho de peso das ratas maes (nas fases pré-acasalamento,
gestacéo e lactagdo) (Tabelas I.2. e 1.3.) e dos seus filhotes durante a lactagdo (Tabela
1.4.) ou dos ratos ap6s o desmame que foram mantidos com o tratamento com acetato
de chumbo até a idade adulta (Tabela 1.5.). Este resultado é importante de ser conside-
rado, uma vez que o modelo de intoxicagdo usado ndo estava associado com desnutri-
¢do dos animais. Diminuicbes de ganho de peso corporal associadas a exposi¢do ao
chumbo eram achados freqlientes nos trabalhos da literatura da década de 70 e 80,
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quando concentragdes elevadas de chumbo eram utilizadas nos modelos com animais
experimentais, mas ainda ocorre com menor freqiéncia 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 atengado especial a
exposicdo de animais experimentais a baixas doses de chumbo, tanto em animais jo-
vens como em adultos. Nestes trabalhos, de forma semelhante ao nosso estudo, néo
sdo observadas alteragdes no ganho de peso dos animais tratados com chumbo (Munoz
et al., 1989; Widmer et al., 1992; Bielarczyk et al., 1994).

A diminuicdo da ingesta liquida observada nas ratas expostas ao acetato de
chumbo na fase do pré-acasalamento (Tabela I.1.) esta de acordo com relatos da litera-
tura de que o chumbo causa uma inibigdo do consumo hidrico em ratos (Rafales et al.,
1979; Fregoneze et al., 1994). Contudo, esta redugédo nao foi suficiente para alterar o
peso das ratas (Tabela I.2.). O tratamento com acetato de chumbo também nao provo-
cou alferag:éo no numero de filhotes por ninhada (Tabela 1.6.), conforme relatado em
trabalhos que utilizaram baixas doses de chumbo (Baraldi et al., 1985; Widmer et al.,
1992; Jett & Guilarte, 1995).

Outro parametro que tem sido utilizado na literatura para avaliar uma intoxicagéo
com chumbo tem sido a avaliagdo do peso do cérebro total e/ou das estruturas cerebrais
em animais expostos a este metal. Estes parametros foram afetados em estudos que
empregaram doses elevadas de chumbo (Kumar & Desiraju, 1990; Epstein et al., 1991).
E sabido que no rato o cerebelo apresenta uma neurogénese que se inicia na metade
da gestacéo e se prolonga até as primeiras semanas de vida pés-natal, sendo uma es-
trutura bastante vulneravel a xenobioéticos 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), ndo foram afetados os pesos do cérebro ante-
rior, cortex cerebral ou cerebelo em ratas maes, ratos jovens, ou ratos de 6 meses de
idade expostos ao chumbo (Tabelas I.7., 1.8. e 1.9., respectivamente), assim como o
peso relativo das referidas estruturas (razo peso da estrutura/peso corporal) (Tabelas
1.7., 1.8. e 1.9.). O peso do cérebro total de ratos de 1 dia de idade também néo foi alte-
rado pelo tratamento (Tabela 1.6.). Estes resultados indicam que o protocolo de exposi-
¢do usado é adequado, no sentido de ndo provocar alteragées anatdmicas grosseira-
mente mensuraveis no SNC.

Ao contrario dos resultados de auséncia de alteragdes anatdémicas grosseiras no

cérebro de ratos expostos ao chumbo observadas no presente trabalho, houve um au-
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mento da raz&o peso seco ou peso umido renal/ peso corporal nas ratas maes, nos ra-
tos jovens e nos ratos de 6 meses de idade (Tabelas 1.10., I.11. e 1.12., respectivamen-
te), o qual sugere uma proliferagéo celular no rim induzida pelo chumbo (Choie & Ri-
chter, 1974), pois o referido aumento néo foi devido a um aumento no contetido de agua
neste 6rgdo. Isto pode ser devido ao grande acumulo de chumbo observado neste teci-
do no presente estudo. Estes resultados estdo de acordo com dados da literatura que
indicam que o rim é um dos principais érgaos alvo para o chumbo (Nolan & Shaikh,
1992).

1.4.1.2. Parémetros hematolégicos

A auséncia de altera¢des nos niveis de hemoglobina, hematécrito e contagem de
leucécitos observada nos ratos jovens expostos pré- e pés-natalmente ao chumbo
(Tabela 1.13.) esta de acordo com trabalhos anteriores que expuseram ratos a baixas
doses de chumbo através de suas mées (Roels et al., 1977). Por outro lado, a diminui-
¢ao da hemoglobina e do hematécrito observada nas ratas maes cronicamente expostas
a este metal difere do trabalho de Roels et al. (1977), onde nao foram relatadas altera-
¢oes nestes parametros, mas estd de acordo com o estudo de Jehan & Motlag (1994),
no qual foi relatado uma redugéo no nivel de hemoglobina em ratos adultos expostos ao
chumbo. Contudo, no referido estudo existiram diferengas em relagdo aos resultados
aqui mostrados, pois a redugao observada por Jehan & Motlag (1994) neste parametro
foi de maior ordem (em torno de 25%) do que no nosso trabalho (em torno de 10%) e
também houve um aumento no numero de leucécitos ndo observado no nosso trabalho.
A redugéo no hematdcrito e na hemoglobina pode ser devido ao fato do chumbo diminuir
o tempo de vida dos eritrocitos e de afetar a biossintese do heme na medula (Al-Saleh,
1994), causando uma anemia. Nossos resultados indicam que niveis de chumbo san-
guineos relativamente altos sdo necessarios para afetar estes pardmetros hematologi-
cos em ratos, uma vez que somente foram detectadas alteragds hematolégicas nos gru-
pos 2,0 e 4,0 mM (ratas méaes), os quais apresentaram niveis de chumbo no sangue de
46,1 ng/dl e 70,8 pg/dl, respectivamente. Os resultados obtidos com ratas mées concor-
dam com a observagédo de que uma redugéo da hemoglobina e anemia ocorre em adul-

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

1.4.2.Contetiddo de chumbo nos tecidos

A andlise do conteido de chumbo nos tecidos demonstrou que os ratos de 1 dia
de idade ndao acumularam chumbo no cérebro total (Tabela 1.15.). Este foi um achado

interessante, pois se considerarmos que a neurotoxicidade do chumbo estéa relacionada
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ao acumulo deste metal no SNC, o modelo de exposigdo usado no presente estudo néo
pode ser considerado como um modelo de intoxicagao cerebral pré-natal. Contudo, ain-
da é possivel que o chumbo acumule-se somente em regides especificas do cérebro no
embrido e que a determinagdo do chumbo no cérebro total ndo revele tal acimulo regio-
nal. Os estudos iniciais da literatura que tratavam de exposi¢do de ratos ao chumbo,
demonstraram que o chumbo acumulava-se seletivamente no hipocampo, na amigdala e
no cerebelo (Fjerdingstad et al., 1974; Campbell et al., 1982). No entanto, em um estudo
recente Widzowski & Cory-Slechta (1994) relataram que ndo havia um acumulo seletivo
de chumbo em regides cerebrais, trabalhando com ratos adultos expostos a baixas do-
ses deste metal na dgua de beber. Estes autores, inclusive, discutiram que parte do
acumulo diferencial encontrado em trabalhos anteriores podia ser devido ao fato de al-
guns pesquisadores expressarem seus resultados em pg/g peso seco e nao pg/g de
peso umido como parece ser mais adequado. Inclusive, este procedimento de expres-
sar os resultados das dosagens do metal nos tecidos em ug/g de peso umido foi adota-
do no nosso estudo. Os nossos resultados demonstraram que houve um aumento es-
pecifico de chumbo no sangue dos ratos de 1 dia de idade (Tabela 1.15.). Isto é compa-
tivel com a observagéao de que o chumbo atravessa a placenta (McClain & Becker, 1975;
Lauwerys et al., 1978; Schweinsberg & von Karsa, 1990) e tem uma distribuicdo nao
usual no embrido, caracterizada por um marcante acumulo quase que exclusivamente
no sangue (Danielsson et al., 1984). Os niveis de chumbo observados nos ratos de 1 dia
s@o muito semelhantes aos niveis atingidos no sangue materno (Tabelas 1.15. e 1.14.,
respectivamente), o que estd 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 niveis de chumbo no rim dos filhotes de 1 dia foi determinado em um pe-
queno numero de amostras, o que impediu uma analise estatistica adequada dos dados
(dados nao mostrados). Mesmo assim, os resultados parecem apontar para a inexistén-
cia de um acumulo de chumbo neste tecido.

Com a término do periodo de lactagdo, o padrao de distribuigdo de chumbo nos
tecidos foi um pouco alterado. A andlise dos niveis de chumbo atingidos no sangue em
ratos jovens (Tabela 1.16.) indicou que os mesmos diminuiram levemente comparado
aos niveis observados nos filhotes de 1 dia. Por outro lado, houve um aumento no teor
do metal encontrado no cérebro (cortex cerebral) de cerca de 2 a 3 vezes, bem como um
aumento no rim que variou de 3 a 8 vezes (Tabela I.16.) comparado ao teor observado
em animais de 1 dia de idade (1.15.). Os altos niveis de chumbo encontrados nos tecidos

dos ratos jovens parecem estar relacionados ao alto nivel de chumbo observado no leite
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materno (conteudo estomacal dos ratos de 1 dia de idade) (Tabela 1.15.). A transferén-
cia de chumbo da mé&e para o recém-nascido durante a lactagdo tem sido demonstrado
em humanos (Wolff, 1983; Rabinowitz et al., 1985) e animais experimentais (Bornschein
et al.,, 1977; Hallén & Oskarsson, 1993). Esta transferéncia pode estar relacionada a
mobilizagdo do chumbo do tecido 6sseo (Silbergeld, 1986). Os niveis de chumbo san-
guineos encontrados nos ratos de 23 dias de idade (11 a 50 ug/dl) (Tabela 1.16.) estdo
na faixa daqueles associados com alteragées comportamentais em criangas (Davis et al.
1990). Tais niveis ndo sdo incomuns em criangas de muitas comunidades urbanas dos
E.U.A. e Europa (Bithoney et al., 1993, Englert & Héring, 1994, Wiley et al., 1995). O
nivel de chumbo sangliineo encontrado no grupo de ratos expostos a 0,5 mM de acetato
de chumbo através das maes (11ug/dl) (Tabela 1.16.) é semelhante ao limite de segu-
ranca (10 pg/dl) recentemente estabelecido pelo “Center for Disease Control” para crian-
¢as (Silbergeld, 1992).

Embora seja usual a comparagao entre os niveis de chumbo sangiineo atingidos
em criangas € em animais experimentais, salientamos que esta comparagao deve ser
feita sempre com cautela. Os ratos parecem ser mais resistentes a toxicidade provocada
por altas doses de chumbo do que os humanos. Por exemplo, o nivel de chumbo
sanglineo necessario para causar uma encefalopatia em criangas é cerca de 80 pg/dl,
enquanto que no rato jovem a intoxicagdo por chumbo deve produzir um nivel em torno
de 300 pg/dl para causar um efeito similar (Cory-Slechta et al., 1985). Algumas evidén-
cias, contudo, mostram que exposi¢gdes a baixos niveis de chumbo, as quais produziram
niveis de chumbo sanguineo equiparaveis, causaram alteragées comportamentais se-
melhantes tanto em ratos como em humanos (Annau, 1990; Davis et al., 1990).

Foi observado um grande acumulo de chumbo no rim das ratas maes intoxicadas
com chumbo (Tabela I.14.), bem como nos ratos de seis meses de idade cronicamente
expostos ao metal (Tabela 1.17.), o que estd em concordancia com outros estudos que
mostram que este 6érgao é um grande acumulador de chumbo (Roels et al., 1977; Cory-
Slechta, 1990). Estes resultados demonstram que o modelo de exposi¢do ao chumbo

empregado foi eficaz em produzir uma intoxicagéo.

1.4.3. 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 néo ser inibida pelo
chumbo, no caso de exposigdo 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 exposi¢do prolongada ao
acetato de chumbo e se a utilizagdo do indice de reativagdo da enzima com DTT poderia
ser eficiente para detectar um efeito do metal.

A medida da atividade especifica da ALA-D de cérebro anterior, cerebelo e rim de
ratos expostos ao chumbo ndo pode ser considerada um eficiente parametro para a
avaliagdo da toxicidade do chumbo, pois ndo houve um efeito consistente do metal so-
bre este parametro. Por outro lado, o indice de reativagdo com DTT foi um melhor para-
metro da intoxicagéo por chumbo. Pode-se afirmar isto, uma vez que o indice de reativa-
¢ao revelou um efeito do chumbo n&o aparente na atividade especifica 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 eficiéncia com DTT para ava-
liagdo da intoxicagdo com chumbo (Granick et al., 1973; Sakai et al., 1980).

O indice de reativagdo 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 a dose mais elevada de
acetato de chumbo (4, 0 mM) (Figuras 1.6. e 1.8., respectivamente). Por outro lado, a
atividade da ALA-D cerebral de ratos jovens expostos ao chumbo desde a vida pré-natal
nao foi significativamente alterada pelo tratamento com o metal (Figuras 1.6. e 1.8.). Po-
demos comparar nossos resultados com os de Oskarsson (1989), o qual verificou que
ratos desmamados expostos ao chumbo através da agua de beber das maes (12,0 mM
de chumbo) durante os periodos de gestagao e lactagdo ndo apresentaram alteragbes
na atividade da ALA-D cerebral. No referido estudo os ratos apresentaram niveis de
chumbo sanglineos bastante elevados: 147 pg/dl de sangue. O nivel da intoxicagdo dos
ratos desmamados era superior ao atingido no nosso trabalho (faixa de aproximada-
mente 10 a 44 nug Pb/dl de sangue, para os grupos 0,5 e 4,0 mM respectivamente). Por
outro lado, o nivel de chumbo sanguineo era similar ao nosso resultado com ratos de 6
meses de idade do grupo 4,0 mM. Desta forma, parece que uma exposi¢do prolongada
ao chumbo é necessaria 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 inibigdo desta enzima em um tratamento
no qual os ratos apresentaram uma alta concentragdo de chumbo no sangue, mas néao
mostraram sinais evidentes de toxicidade como desnutricdo. 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 sensivel a inibicdo por este metal (Dieter & Finley, 1979).

A inibicdo da ALA-D renal ocorreu principalmente nos ratos de 6 meses de idade
cronicamente expostos ao chumbo (Figuras 1.9. e 1.10.). Este resultado estd em desa-
cordo com o estudo de Fowler et al. (1980), o qual ndo encontrou alteragées na
atividade da ALA-D renal em ratos tratados com chumbo desde a concepgao até 9 me-
ses de idade. No entanto, os niveis de chumbo renais atingidos no presente trabalho sao
superiores aos do estudo de Fowler et al. (1980). A agéo do chumbo sobre a ALA-D re-
nal nos ratos jovens foi evidenciada pelo aumento do indice de reativagdo com DTT no
grupo exposto a dose mais elevada de chumbo, mas nenhum efeito foi observado no
grupo 0,5 mM (Figura 1.10.). A parcial auséncia 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 ocorréncia de corpusculos de inclusdo nos rins dos animais expostos
durante a gestacao e lactagdo ao chumbo, o que diminuiria a concentragéo citosélica de
chumbo (Goyer et al., 1970), protegendo a ALA-D da inibicdo pelo metal. Oskarsson &
Johansson (1987) observaram que corpusculos de inclusédo foram formados nos rins de
filhotes de ratos expostos ao chumbo através de suas mées durante a gestagéao e lacta-
¢do. Por outro lado, tem sido relatado a n&o ocorréncia destes corpusculos em casos de
exposi¢cao prolongada ao chumbo (Nolan & Shaikh, 1992).

Uma observagéo interessante é que o indice de reativagdo 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 nado pareado,
p<0,001, Figura 1.6.). Também foi observado um indice de reativagdo com DTT um
pouco maior, porém de forma néo estatisticamente significativa, no cerebelo e no rim
dos ratos de seis meses, em relagdo aos ratos jovens (Figuras 1.8. e 1.10., respectiva-
mente). Este conjunto de resultados pode ser devido ao fato que o DTT restaura néao
apenas a atividade da ALA-D inibida por chumbo, mas também a atividade da ALA-D
inibida por oxidagdo de grupos sulfidrila, ndo relacionado ao efeito do metal sobre a en-
zima (Sakai et al., 1980). Tem sido relatado que os mecanismos de defesa antioxidante
estdo reduzidos com a idade, sendo relatado que o nivel da glutationa no cérebro en-
contra-se diminuido em animais idosos (Benzi et al.,, 1988; Reiter, 1995). Isto poderia
ajudar a explicar os nossos resultados de reativagéo diferencial com o DTT em fung¢éo

da idade dos animais controle.
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A maior atividade da ALA-D renal em relagédo a atividade da ALA-D cerebral em
ratos observada no presente trabalho (Figura I.9. x Figuras 1.5. e I.7.) ndo entra em de-
sacordo com a observagdo de que em mamiferos os tecidos que apresentam maior
atividade enzimatica séo figado, rim e os tecidos hematopoiéticos (Gibson et al., 1955).
Também a maior atividade especifica da ALA-D cerebelar e renal observada nos ratos
jovens em relagéo a atividade especifica dos ratos adultos (Figuras 1.7. e 1.9., respecti-
vamente) é condizente com a observagdo de que a atividade especifica da ALA-D em

alguns tecidos de ratos jovens é maior do que em ratos adultos (Sassa, 1982).
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CAPITULO Il - ESTUDO DE ALTERAGOES COMPORTAMENTAIS
ASSOCIADAS A EXPOSIGAO AO ACETATO DE CHUMBO EM
RATOS

IL1.INTRODUGAO

I.1.1. Estudos comportamentais em animais expostos ao chumbo

O sistema nervoso tem a capacidade de alterar seu funcionamento diante da re-
peticdo de situagbes semelhantes e da ocorréncia de situagées novas. O aprendizado
relaciona-se ao novo padrao funcional criado no sistema nervoso como consequéncia de
uma situagdo nova ou repetida (Izquierdo, 1992). O termo memoéria esta intimamente
relacionado ao aprendizado. A memoria relaciona-se a habilidade de adquirir, reter e
usar informagées ou conhecimentos. A diferenga béasica entre o aprendizado e a
meméoria reside no fato de que o termo aprendizado € usado para designar o primeiro
estagio da memoria, a aquisicdo de novas informagbes, enquanto a meméria com-
preende também a retengdo e a evocagao de informagdées ou conhecimentos previa-
mente adquiridos (Izquierdo et al., 1990, Izquierdo, 1992,1993). Nos modelos experimen-
tais de aprendizado e memoria sé6 pode ser medido a evocagdo. Os processos de
aquisicao e retengdo devem ser presumidos (lzquierdo, 1992).

A realizacdo de tarefas comportamentais em animais experimentais é frequiente-
mente utilizada para avaliar a funcionalidade do SNC e tem sido usada para estudar
efeitos adversos de agentes quimicos e/ou fisicos 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, alteragdes causadas por agentes toxicos pode refletir-se em alteragdes com-
portamentais. Tem sido demonstrado que uma série de agressdes (desnutricdo, agentes
toxicos) ao SNC, especialmente durante o periodo perinatal, se manifesta por disturbios
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 tém sido extensivamente estudados ao
longo das ultimas trés 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 a desnutrigdo e/ou
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modificagdes morfolégicas bem evidentes (Sauerhoff & Michaelson, 1973; Silbergeld &
Golberg, 1973, 1974; Petit & Alfano, 1979; Alfano & Petit, 1981). Tais resultados devem,
portanto ser vistos sob esta dptica, ou seja, o efeito atribuido ao tratamento com chumbo
pode ser devido, pelo menos em parte, aos efeitos da desnutrigdo associada ao trata-
mento.

Nas ultimas duas décadas comegou-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 criangas foram observadas alteragées comportamentais associadas com
um nivel baixo de exposi¢ao a este metal (Davis et al., 1990).

Em animais experimentais, os estudos comportamentais associados a exposi¢ao
ao chumbo tém sido realizados em uma grande variedade de modelos de exposi¢do ao
metal. Na maior parte dos estudos da literatura, a exposi¢cédo ao chumbo ocorre durante
a vida pré-natal (através de tratamento das maes com chumbo durante todo o periodo
gestacional) e/ou durante o periodo 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 esta sob intenso desenvolvimento (Bayer et al., 1993) e
esta, desta forma, mais suscetivel a ser afetado por agentes neurotéxicos, 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 exposicdo ao metal se inicia na vida adulta (Burright et
al., 1983; De Luca et al., 1989; Burkey & Nation, 1994) e, em outros, a exposi¢ao inicia-
se apds 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 comparagdes entre os resulta-
dos relatados na literatura produzem dados conflitantes. Na verdade, em alguns casos
as comparagdes entre os estudos ficam prejudicadas devido a falta de determinagées
dos niveis de chumbo sangtiineos e/ou cerebrais em alguns destes estudos (Alfano &
Petit, 1981; Dolinsky et al., 1983; Baraldi et al., 1988). Além disto, as comparagdes néo
sdo muito adequadas quando a exposi¢do ao chumbo esta associada com desnutrigdo
ou grandes alteragdes morfolégi_cas. Isto era freqiiente nos estudos iniciais que tratavam
dos efeitos comportamentais do chumbo, mas ainda esta presente em alguns estudos
da ultima 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 exposicdo ao chumbo sobre a
atividade locomotora espontanea de roedores (Davis et al., 1990). Para beste fim, tem
sido utilizado tanto a medida da locomog&o em caixas automaticas como a avaliagéo do
animal no campo aberto. Nas caixas automaticas o animal é observado por periodos de
tempo maiores do que no campo aberto, geralmente durante 24 horas, permitindo a de-
teccao de alteragbes associadas ao ritmo circadiano do animal (Collins et al., 1984). No
campo aberto normalmente o tempo de observagdo 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 sdo as respostas de orienta-
¢éo (‘“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 orientagéo realizadas pelos animais em duas ou mais sessdées idénticas,
consecutivas (com intervalo de geralmente 24 horas) no campo aberto possibilita anali-
sar a habituagdo do animal ao ambiente novo (Netto et al., 1986). A habituagao diz re-
speito a diminuicdo da resposta comportamental ap6s a exposi¢do repetida ao mesmo
estimulo, no caso o ambiente novo (O’Keefe & Nadel, 1978) e, por envolver um aprendi-
zado nao essencial, € considerada por alguns pesquisadores como sendo bastante
adequada para avaliar déficits cognitivos sutis (Strupp et al., 1984; Dutra et al., 1991).

Em relagdo 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), auséncia de efeito do chumbo sobre este parametro (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 ndo realizaram a analise da meméria de habituagao no campo
aberto nos animais expostos ao chumbo. Este ponto merece ser enfatizado, pois a
memoéria € uma expressao das fungdes cognitivas (Izquierdo, 1994).

E sabido que a fungéo cognitiva é alterada pela exposi¢do ao chumbo. Tem sido
demonstrado que animais intoxicados com este metal, principalmente durante o periodo
perinatal, apresentam comprometimento no desempenho de varias tarefas comporta-
mentais que avaliam aprendizado e meméria, a saber: aprendizado em caixas de
Skinner (condicionamento operante) (Cory-Slechta et al., 1981, 1983, 1985), compor-
tamento de alternar espontéaneo (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 ja foram relatados estudos em animais expostos ao chumbo,
nos quais nao foram observados déficits de aprendizado (Brown et al., 1971; Winneke et
al., 1982; Rosen et al., 1985).

A tarefa de esquiva ativa envolve um aprendizado associativo e baseia-se nas
classicas técnicas de condicionamento inicialmente descritas por Pavlov. Esta tarefa en-
volve um estimulo condicionado ou neutro (aquele que normalmente nao produz uma
resposta por si s6), tal como um tom, o qual precede um estimulo nédo condicionado, que
normalmente € um choque elétrico nas patas do animal. Através de pareamentos repeti-
dos, o estimulo 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 contrario da tarefa de campo aberto, a
tarefa de esquiva ativa é aversiva por envolver um estimulo doloroso qué é o choque
elétrico nas patas do animal. Alguns estudos sugerem que os efeitos comportamentais
do chumbo seriam manifestados principalmente em situagées aversivas, estressantes
e/ou causadoras de medo (Barret & Livesey, 1985; Engellener et al.,, 1986). Existem
poucos estudos na literatura a respeito dos efeitos da exposigcdo 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 auséncia de
efeito do metal (Alfano & Petit, 1981), facilitagdo (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 investigagao.

A tarefa de aprendizado latente tém sido proposta como util no sentido de detec-
tar déficits cognitivos sutis em roedores submetidos a insultos tais como desnutrigdo ou
exposicdo a metais (Mello et al., 1989). Nesta tarefa o aprendizado € manifestado sem
estar associado com qualquer refor¢o relevante durante uma experiéncia de aprendi-
zado nao apetitiva prévia (Massaro & Massaro, 1986). Tipicamente, permite-se uma ex-
ploragéo livre de um labirinto ao animal saciado, o qual ndo recebe nenhum reforgo du-
rante a exposi¢éo. Apos deprivado de alimento, o animal é reexposto ao mesmo labirinto
com comida e seu desempenho é comparado com um grupo de animais que nao teve
experiéncia prévia no labirinto para demonstrar o efeito do aprendizado latente. Esta

tarefa baseia-se no fato de que os roedores sdo capazes de adquirir e reter informagéo
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sobre relagdes espaciais em labirintos e usar esta informagéo “latente” para aprendi-

zados subsequentes (World Health Organization, 1986).

I1.1.2. Objetivos

Este capitulo tem o objetivo de:
1. Examinar os efeitos da exposi¢ao 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 contraditérios a cerca dos efeitos do chumbo sobre estas tarefas compor-
tamentais.
2. Verificar se a exposi¢do prolongada ao chumbo produz alteragbes na tarefa de

aprendizado latente em ratas adultas.

I.2.MATERIAL E METODOS

I.2.1. Equipamentos

Caixa de condicionamento automatizada - Albarsh
Caixa para habituagao ao campo aberto

Labirinto para a tarefa de aprendizado latente

I.2.2.Tratamento dos animais

O tratamento dos animais foi realizado conforme consta na pg. 14 do capitulo I. A
exposi¢do ao chumbo através da mae é um modelo animal adequado, uma vez que em
se tratando de exposi¢do ao chumbo no ser humano, a gestante é a fonte mais provavel
de contaminagado por este metal em lactentes (Silbergeld, 1986). Além disto, conforme
comentado no Capitulo |, 0 modelo de exposi¢cdo com baixas doses de chumbo empre-
gado ndo causou desnutricdo nos animais. Isto € importante no sentido de evitar uma

variavel adicional que dificultaria a interpretagao dos resultados comportamentais.
I.2.3.Tarefas comportamentais

11.2.3.1. Em ratos jovens

Para a avaliagdo comportamental dos ratos expostos no periodo perinatal ao
chumbo, desde a concepgéao até o desmame ou até a idade de 28 dias, foram utilizadas

duas tarefas comportamentais: habituagdo a um campo aberto e esquiva ativa, respecti-
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vamente. 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 sessdes foram conduzidas
no horéario compreendido entre 13:00 e 16:00 h. Foram utilizados um a trés 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 analises estatisticas.

Habituagdo 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 lindéleo e dividido em 12 retédngulos de 15 x 13 cm. Ratos controle e trata-
dos com acetato de chumbo indiretamente através das maes foram submetidos a duas
sessOes de 6 min, com intervalo de 24 horas entre as mesmas. A primeira sessao é de-
nominada treino e a segunda sessdo & denominada teste. A tarefa consistia em colocar
o animal, gentilmente, no canto posterior esquerdo da caixa, sendo registrados o nimero
de respostas de orientagdo (“rearings” - elevagéo das patas dianteiras, cabega e tronco
do rato) e o numero de respostas de cruzamento realizados pelo animal. Foram conta-
dos também o numero de bolos fecais eliminados pelo rato durante a tarefa. Uma di-
minuigdo do numero de respostas de orientagdo apresentada pelo animal na sessao de
teste em relagdo a sessdo de treino foi considerada como medida de meméria de ha-
bituagdo e o numero de respostas de cruzamento foi utilizado como parametro 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 ja haviam sido submetidos a tarefa de habituagdo ao campo aberto aos 21
dias. Apés o desmame os ratos permaneceram com o mesmo tratamento que era admin-
istrado a suas maes. Esta tarefa comportamental foi realizada em uma caixa de condi-
cionamento automatizada com dois compartimentos e com o0 assoalho constituido de
barras de bronze paralelas com 1 mm de didmetro, distantes 1 cm uma das outras. A
caixa continha entre as duas barras centrais uma barra de acrilico 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 nao houvesse polarizagéo das barras e con-
sequente insensibilizagdo ao choque elétrico. O rato era colocado em um dos lados da
caixa e, apos um periodo de 2 min, eram apresentados 30 tons (estimulo condicionado)
em intervalos variaveis, ao acaso, durando de 10 a 50 seg. Cada tom era seguido de um

choque nas patas de 0,4 mA (estimulo ndo 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, 0 mesmo era interrompido
e a emissao do choque evitada. Sendo assim, durante uma sessao duas respostas po-
diam ocorrer: o rato cruzar para a outra metade da caixa durante a apresentagéo do tom
(resposta de esquiva) ou cruzar durante o choque elétrico nas patas (resposta de fuga).
O numero de respostas de esquiva e de cruzamentos interprova (cruzamento da caixa
independentemente da apresentagdo do tom e do choque), assim como o tempo de fuga
foram registrados automaticamente. Foi imposto um teto de 30 segundos para cada
laténcia de fuga ao choque. Os animais foram submetidos a sessdo de teste 24 h apés a
sessdo de treino. O aumento do numero de respostas de esquiva na sessao de teste em
relacdo a sessao de treino foi tomado como medida de meméria de esquiva (Pereira et
al.,, 1988). A aquisicdo da resposta de fuga ao choque foi avaliada dentro da mesma
sessao, através da comparagao das laténcias 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 situagdo aversiva.

1.2.3.2. Em ratos adultos

Para a avaliagdo comportamental dos ratos expostos no periodo perinatal ao
chumbo, desde a concepgdo até o desmame e que permaneceram submetidos ao
mesmo tratamento com acetato de chumbo administrado a suas méaes 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 fémeas 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 trés sessées de treino em 3 dias consecu-
tivos, seguidas da sessao teste no labirinto. Cada sesséo teve a duragdo 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 Il.1. No canto direito superior do labirinto, foi
colocado um recipiente plastico translicido de 5 cm de diametro, contendo 50g de ragéo
comercial para ratos. A caixa de campo aberto tinha o recipiente de ragdo comercial
colocado em local equivalente ao do labirinto. Foram registrados o nimero de respostas
de orientagdo (“rearings” - elevagdo das patas dianteiras, cabega e tronco do rato) e o

numero de respostas de cruzamento realizados pelo animal.
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Figura Il.1. Representacdo esquematica do labirinto utilizado para a tarefa de aprendizado laten-
te. IN indica o local de inicio da tarefa (ponto de partida) e o circulo representa o ponto de chega-
da, onde estava colocado o recipiente de comida.

No final da terceira sessao de treino no campo aberto ou no labirinto, os ratos fo-
ram submetidos a uma deprivagdo de alimento por 48 horas. Apds este periodo, todas
as ratas foram submetidas a uma sesséao no labirinto. Foram contados os numeros de
erros efetuados, bem como a laténcia para tocar o recipiente de comida. Foi considera-
do erro quando o animal atravessava um quadrado na dire¢gdo errada ou quando uma

pata era retirada da direcdo correta (Mello et al., 1989).

II.2.4. Analise estatistica

A ninhada foi considerada a unidade experimental em todas as analises estatisti-
cas efetuadas (Abbey & Howard, 1973). Os resultados do campo aberto (respostas de
orientagdo, cruzamento e defecacdo) e as respostas de esquiva ativa e de cruzamentos
interprova dos ratos jovens foram analisados através de analise de variancia (ANOVA)
de duas vias (4 grupos experimentais - 0; 0,5; 2,0 e 4,0 mM de acetato de chumbo X 2

sessOes) com a sessdo considerada como medida repetida. A fim de atingir os requisitos
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para uma analise de varidncia, os resultados de defecagdo e de cruzamentos interprova
foram submetidos a transformacgéo de raiz quadrada. Foi utilizado o teste do raio multi-
plo de Duncan como teste post-hoc para efeito simples ou para efeito da interagéo,
conforme o resultado da ANOVA, quando apropriado. Os resultados de laténcia de fuga
ao choque ndo mostraram homogeneidade de varidncia através do teste de Bartlett.
Desta forma, as comparagdes entre os grupos no que diz respeito aos resultados de
laténcia de fuga ao choque foram feitas através do teste de analise de varidncia de
Kruskall Wallis (ndo paramétrico). Com a finalidade de avaliar a aquisicdo do aprendi-
zado de fuga ao choque na sessao treino ou teste, as comparagdes foram feitas dentro
do mesmo grupo, considerando o primeiro e o ultimo bloco de dez tentativas na mesma
sessdo, através do teste de Wilcoxon. As diferengas entre os grupos foram considera-
dos significativas para p<0,05. Os resultados da ANOVA estdo fornecidos no texto
quando este nivel de significancia foi atingido.

A analise estatistica dos resultados da sessao 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 sessdes) com a sessdo considerada como medida
repetida. Os dados de campo aberto e do labirinto foram analisados separadamente. Os
resultados da sessao 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 exposi¢do prévia:campo
aberto ou labirinto). Foi utilizado o teste do raio multiplo de Duncan como teste post-hoc

para efeito simples ou para efeito da interacdo, conforme o resultado da ANOVA.

11.3.RESULTADOS

I1.3.1. Efeito da exposi¢ao perinatal ao chumbo sobre o comportamento de

ratos jovens.

11.3.1.1.Habituagdo ao campo Aberto

Os resultados do nimero de respostas de orientagdo e numero de cruzamentos
registrados durante 6 min de duragéo das sessdes sdo mostrados na Figura 1.2 e 11.3..
A analise de variancia de duas vias considerando as sessbées como medida repetida do
numero de respostas de orientagdo no campo aberto (Figura Il.2.) demonstrou um efeito
significativo do tratamento [F(3,30) = 0,05, p<0,01] e da interagéo tratamento X sessdes
[F(3,30)=7,36, p<0,01]. Nao houve efeito significativo da sessdo. A analise post-hoc da

interacéo pelo teste do raio multiplo de Duncan indicou que os ratos do grupo controle
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apresentaram uma redugao significativa no numero de respostas de orientagdo durante
a sesséo teste, quando comparado a sessdo treino no campo aberto. Esta redugéo foi
cerca de 40%. Por outro lado, os ratos expostos ao chumbo ndo apresentaram este pa-
drao de resposta. Isto indica que somente os ratos controle tiveram meméria de habitua-

cao.
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Figura I.2. Respostas de orientagdo de ratos jovens expostos ao chumbo no campo aberto. Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdo 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 a sessao teste do grupo controle.

A andlise de variancia de duas vias das respostas de cruzamento (Figura I1.3.)
revelou efeitos significativos da sessdo [F(1,30) = 37,38, p<0,01] e da interagéo trata-
mento X sessbes [F(3,30) = 6,87, p<0,01] (p<0,01). Nao houve efeito significativo do
tratamento. A andlise post-hoc da interagdo mostrou que todos os grupos expostos ao
chumbo tiveram um aumento dos escores de cruzamento durante a sessao teste, com-
parado a sesséo treino no campo aberto (p<0,05 ou p<0,01, conforme o grupo). Entre-
tanto, os ratos do grupo controle ndo tiveram alteragdo na ambulagéo entre as sessées
treino e teste. Além disto, nenhuma diferenga ocorreu na sesséao treino entre os grupos,
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enquanto na sessao teste todos os grupos expostos ao chumbo exibiram maior ambula-

¢ao comparado ao grupo controle.
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Figura I1.3. Respostas de cruzamento de ratos jovens expostos ao chumbo no campo aberto. Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdo 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 a sessao teste do grupo controle.

Os resultados de defecagdo foram transformados em raiz quadrada para serem
analisados estatisticamente. No entanto, com a finalidade de facilitar a visualizagao dos
dados eles estdo representados em valores néo transformados na Figura 1l.4. A analise
de varidncia dos dados transformados mostrou que ndo houve diferengas significativas
do tratamento ou da interagdo tratamento X sessdes. Somente foi verificado um efeito
significativo das sessées [F(1,30) = 5,21, p<0,05], porque na sessao teste o numero de

bolos fecais de todos os grupos foi menor quando comparado ao grupo controle.
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Figura 11.4. Defecacdo de ratos jovens expostos ao chumbo no campo aberto. Os resultados es-
tdo expressos como média + erro padrdo 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.

Nao foram observadas diferengas significativas do tratamento com chumbo pela ANOVA de duas
vias que considerou a sessao como medida repetida. :

11.3.1.2. Esquiva ativa

Durante cada sessdo 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 analise de variancia de duas vias considerando as sessées como medida re-
petida das respostas de esquiva (Figura 1I.5.) mostrou uma tendéncia de diferenga do
tratamento [F(3,30)=2,47, p = 0,08]. Houve um efeito significativo das sessdes [F(1,30)
= 9,75, p<0,01], mas ndo houve um efeito significativo da interagdo tratamento X
sessdes. A comparagao post-hoc dentro do mesmo grupo mostrou que somente o grupo
controle apresentou um aumento no numero de respostas de esquiva na sessao teste,

comparado a sesséo treino (Figura II.5.).
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Figura IL.5. Respostas de esquiva na tarefa de esquiva ativa de duas vias de ratos de 28 dias de
idade expostos ao chumbo. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo 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 analise de varidncia de duas vias dos resultados de cruzamentos interprova
submetidos a uma transformagao de raiz quadrada ndo demonstrou diferengas significa-
tivas do tratamento, sesséo ou interagao tratamento X sessdes. A Figura Il.6. mostra os

valores de cruzamento interprova (CIP) nao 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 estdo expressos como média +
erro padrdo 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.

Nao foram observadas diferencas significativas do tratamento com chumbo pela ANOVA de duas
vias que considerou a sessdo como medida repetida.

Os resultados de laténcia das respostas de fuga ao choque (Tabela 1l.1.) reve-
laram que apenas o grupo controle mostrou um aprendizado de fuga ao choque signifi-
cativo na sessao teste, uma vez que a laténcia de fuga no terceiro bloco de 10 tentativas
foi significativamente menor do que a laténcia de fuga no primeiro bloco de 10 tentativas

na mesma sessao (p=0,01).
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Tabela Il.1. Laténcia de fuga ao choque em ratos de 28 dias expostos ao acetato de chumbo.

Bloco de Dez Tentativas

Sesséo Treino Sessio Teste
n 1 2 3 p 1 2 3 p
CONTROLE 1 56 (2,2/86) 2,0(1,3/89) 1,2(0,7/59) 0,17 40 (2,2/73) 2,0(1,2/2,8) 1,0(0,6/2,3)* 0,01
0,5mMPDb

0
8 6,9(3,7/21,0) 9,6 (4,8/22,5) 4,7 (3,8/20,5) 0,40 2,7 (1,6/14,0) 2,8 (1,1/13,0) 3,0 (0,8/11,0) 0,33
2,0 MM Pb 6 5,8(4,3/12,1) 8,3 (2,9/11,6) 5,6 (1,5/11,2) 0,75 52(1,6/7,7) 1,9(0,9/2,1) 1,2(0,7/2,8) 0,22
4,0 mM Pb 9 6,1(2,1/13,0059(1,1/11,4) 3,2(1,3/9,8) 0,11 29(1,4/78 15(0,8/12,0) 1,5(0,5/4,1) 0,21

Os resultados estao expressos em mediana (intervalo interquartil) por bloco de dez tentativas (1= primeiro bloco, 2 = segundo bloco, 3
= terceiro bloco) para as duas sessdes (treino e teste). Nao foram observadas diferengas entre os grupos em cada bloco de tentativas
pela analise de variancia Kruskall-Wallis. Os valores de p mostrados na tabela (Teste de Wilcoxon) foram obtidos comparando-se a
laténcia de fuga ao choque no primeiro e no terceiro bloco de dez tentativas na mesma sesséo.

71



I.3.2.Avaliagao comportamental em ratos de seis meses de idade expostos

ao acetato de chumbo desde a concepgao

A analise do numero de respostas de orientagéo dos ratos expostos ao campo
aberto (Tabela 1.2-A.) revelou um efeito significativo da sesséo [F(2,58) = 6,1, p<0,005]
e um efeito significativo da interagao tratamento X sessédo [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 agua de beber modificaram seus escores ao longo das
sessoes [F(2,58) = 10,35, p<0,001 e F(2,58) = 3,30, p<0,05, respectivamente].

A andlise do numero 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 interagado tratamento X sessao [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 agua de beber apresentaram um maior locomog¢ao do que os animais do
grupo controle (Tabela I.2-B.). A analise post-hoc também demonstrou que o numero de
respostas de cruzamento diminuiu ao longo das sessées no grupo controle, enquanto
que nos grupos expostos ao chumbo este efeito néo foi observado [F(2,58) = 3,49,
p<0,05].

A analise do numero de respostas de orientagdo dos ratos expostos ao labirinto
revelou somente um efeito significativo da sessao [F(2,60) = 21,24, p<0,001]. O teste
post-hoc revelou que todos os grupos aumentaram seus escores de respostas de orien-
tacdo ao longo das sessdes (os valores de F estdo mostrados na Tabela I1.3.).

A analise do numero de respostas de cruzamento dos ratos expostos ao labirinto
revelou somente um efeito significativo da sessao [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 sessdes (os valores de F estdo mostrados na Tabela 11.3.).
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Tabela II.2. Respostas de orientagéo (A) e de cruzamento (B) dos ratos submetidos a

trés sess6es no campo aberto.

Sesséo
1 2 . 3 Soma

A
CONTROLE 295+ 34 285+ 36 28,6+ 29 a1 -
GRUPO 0,5 mM Pb 344+ 42 33,7+ 45 29,1+ 3,6 (8) -
GRUPO 1,0 MM Pb® 286+ 4,5 449+ 43 382+49 (9 -
GRUPO 40mMPb® 344+ 36 448+ 49 338+ 32 (5 -

B
CONTROLE 2166+ 17,5 2059+ 182 1823+ 11,9 6049+ 42,8
GRUPO 0,5 mMMPb 2373+ 232 2435+ 20,6 237,3+ 23,2 718,3 £ 63,5
GRUPO 1,0mMPb 2511+ 12,8 287,1+ 9,2 2505+ 13,8 788,7+ 27,8*
GRUPO 40mMPb 2626+ 296 2810+ 258 2990+ 255 8426+ 752*

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. O nimero de ratos esta indicado entre parénte-
ses. A “soma” significa a soma das respostas de cruzamento nas sessbes 1, 2 e 3.
(A) ®F(2,58) = 10,35, p<0,001.° F(2,58) = 3,30, p<0,05.
(B) * p<0,05 em relagdo ao grupo controle pelo teste do raio miultiplo de Duncan.
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Tabela II.3. Respostas de orientagéo (A) e de cruzamento (B) dos ratos submetidos a

trés sessdes no labirinto.

Sessao
1 2 3
A
CONTROLE® 256+ 2,3 31,3+ 3,0 351+ 45 (10)
GRUPO 0,5mM Pb® 26,8 + 2,3 31,1+ 27 365+ 29 (7)
GRUPO 1,0 mM Pb® 291+ 2,1 351+ 1,2 425+ 32 (10
GRUPO 4,0 MM Pb! 222+ 2,6 28,8 + 2,1 350+ 32 (7)
B
CONTROLE® 1943+ 11,9 2313+ 242 2392+ 26,1
GRUPO 0,5mMPb’ 182,0+ 11,2 2201+ 7,5 2445+ 12,8
GRUPO 1,0mMPb® 2125+ 140 2487+ 74 2615+ 11,1
GRUPO 4,0 MM Pb" 207,01+ 24,3 2422+ 30,8 2867+ 19,5

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. O nimero de ratos esta indicado
entre parénteses.

3 F(2,60) = 4,59, p<0,05. ° F(2,60) = 3,33, p<0,05. ° F(2,60) = 9,04, p<0,01. ° F(2,60) =
5,68, p<0,05.

® F(2,60) = 4,08, p<0,05. 'F(2,60) = 4,93, p<0,05. 9 F(2,60) = 4,13, p<0,05. " F(2,60) =
7,94, p<0,01.
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A analise da sessao teste mostrou um efeito significativo do tipo de exposi¢do
prévia a deprivagao de alimento, ou seja, campo aberto ou labirinto, no nimero de erros
[F(1,59) = 44,86, p<0,001] e na laténcia para tocar o recipiente de comida [F(1,59) =
42,28, p<0,001]. A exposic¢ao prévia ao labirinto reduziu tanto o nimero de erros como a
laténcia para tocar o recipiente de comida (Figura Il.7A. e Il.7B., respectivamente). O
tratamento com acetato de chumbo na agua de beber nao teve efeito no desempenho

tanto dos grupos de aprendizado latente como dos grupos do campo aberto.

Numero de Erros

Campo Aberto Labirinto

B contole [ 0,5mM QAN 1,0 mM

4,0 mM

Figura Il.7A. Aprendizado latente de ratos de seis meses de idade expostos ao chumbo avaliado
através do numero de erros. “Campo aberto” e “labirinto” referem-se & exposi¢do prévia do ani-
mal. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O numero de animais de cada
grupo esta indicado em parénteses.

A analise estatistica ndo revelou um efeito dos grupos, apenas houve um efeito da exposicao
prévia do animal (campo aberto ou labirinto).
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Figura I.7B. Aprendizado latente de ratos de seis meses de idade expostos ao chumbo avaliado
pela e laténcia para atingir o recipiente de comida. “Campo aberto” e “labirinto” referem-se a ex-
posigdo prévia do animal. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O nimero de
animais de cada grupo esta indicado em parénteses.

A andlise estatistica ndo revelou um efeito dos grupos, apenas houve um efeito da exposigdo
prévia do animal (campo aberto ou labirinto).

1.4.DISCUSSAO

I1.4.1. Exposic¢ao perinatal ao chumbo até o desmame (campo aberto) ou até 28 dias

de idade (esquiva ativa):

A tarefa do campo aberto permite uma expressdo natural do comportamento do
rato em um ambiente novo, presumivelmente ndo aversivo. Nesta tarefa os ratos apre-
sentam um comportamento exploratério que consiste em atividade locomotora
(ambulagao), respostas de orientagcdo e defecagdo. A habituagdo a um ambiente novo
se expressa pela redugéao de tais atividades sob exposi¢ao repetida ao mesmo ambiente
(O’Keefe & Nadel, 1978). As respostas de orientagdo parecem ser um melhor pardmetro
para avaliar a atividade exploratéria, uma vez que esta parece ser menos confundida

com outras expressées comportamentais (Frankov‘a & 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 afirmagédo, uma vez que os animais do grupo controle
mostraram uma redugéo do numero de respostas de orientagéo (Figura Il.2.) mas nao
de cruzamentos (Figura 11.3.) na sesséo teste em relagdo a sesséo treino. Os ratos ex-
postos ao chumbo ndo tiveram meméria de habituagdo. Tem sido demonstrado que a
memoria de habituagdo no campo aberto é processada pelo hipocampo (lzquierdo,
1994). Acredita-se que esta estrutura seja um dos principais alvos da agéo neurotdxica
do chumbo no SNC (Stoltenburg-Didinger, 1994).

O padréo de atividade locomotora dos ratos expostos ao acetato de chumbo du-
rante a vida pré-natal e lactagdo diferiu significativamente do apresentado pelo grupo
controle. No treino, a atividade locomotora dos ratos expostos ao chumbo néo diferiu
significativamente dos ratos ndo expostos a este metal. Contudo, na sessao teste, os
animais controle apresentaram escores de cruzamentos similares aos do treino, en-
quanto que os animais expostos ao chumbo foram mais ativos (Figura I1.3.). Portanto,
em nosso modelo experimental de intoxicagdo pelo chumbo, a hiperatividade somente
foi expressa na segunda sessao dos ratos no campo aberto. Isto deve ser ressaltado,
uma vez que muitos trabalhos na literatura utilizam apenas uma sesséo de exposi¢ao
dos animais ao campo aberto ou expressam a média da ambulagdo de varias sessbes
(Jason & Kelog, 1981; Munoz et al., 1989). Caso este tivesse sido o procedimento ado-
tado neste trabalho, nenhuma alteragdo na atividade locomotora seria relatada. Desta
forma, os nossos resultados demonstram a importdncia de considerar alteragdes na
atividade locomotora ao longo do tempo e podem contribuir para explicar algumas das
discrepancias 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 estd 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 ndo causaram alteragées no peso cor-
poral dos animais, conforme mostrado no Capitulo | (Tabela 1.4.) .

Os resultados contraditérios a cerca dos efeitos do metal sobre locomogao
poderiam ser devido a utilizagéo de diferentes protocolos de exposi¢do dos animais ex-
perimentais ao chumbo e da analise comportamental usada. Os niveis de atividade lo-
comotora podem ser influenciados por muitas variaveis, tais como: idade, sexo, horario
da tarefa, novidade do ambiente, estresse e deprivagéo 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.) séo
similares aqueles observados em animais com lesdo hipocampal (O’Keefe & Nadel,
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 habituagéo e
nao tiveram alteragdes quanto a defecagao.

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
sao escassos (Alfano & Petit, 1981; Winneke et al. , 1982; Altmann et al., 1993). No pre-
sente trabalho néo foi evidenciado uma alteragdo na aquisi¢ado das respostas de esquiva
(Figura 11.5.). Contudo, os resultados sugerem um efeito do chumbo sobre a retencédo na
tarefa de esquiva, especialmente no que concerne ao grupo de ratos expostos a concen-
tragdo mais elevada de chumbo (grupo 4,0 mM). Desta forma, embora o tratamento com
o chumbo néo tenha afetado a aquisicdo da esquiva, ele causou diminui¢do na
memoéria. Este resultado contradiz os dois primeiros estudos citados acima, nos quais o
chumbo néo causou efeito sobre a tarefa (Alfano & Petit, 1981) ou até mesmo causou
facilitagdo (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 periodo lactacional; b) a
concentragao 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 recuperagao
da fungdo comportamental e/ou um efeito da idade; d) o procedimento comportamental
usado e ainda, e) a auséncia de determinagdes de chumbo nos tecidos naquele estudo.
Em relagcdo 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 concepgédo até o desmame ou desde a concepgao até a
idade adulta (70 a 210 dias) e submetidos ao treino da tarefa de esquiva ativa na idade
adulta, apresentaram uma diminui¢do no numero de respostas de esquiva no segundo
dia de teste comparado ao grupo controle. Os resultados do presente trabalho estdo de
acordo com as observagdes de Altmann et al. (1993). Deve-se considerar, entretanto,
que existem algumas diferengas metodoldgicas entre os dois trabalhos, como a idade
dos animais no momento da realizagéo 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 periodo

perinatal submetidos a 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 sesséo teste, evi-
denciado pela diminuigdo da laténcia da respo<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>