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Resumo

A exposi¢do ao chumbo ainda permanece como um sério problema de saude publica,
especialmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil. Apesar do niimero crescente de
estudos mostrando déficits neurocomportamentais em individuos expostos ocupacionalmente ao
chumbo, os mecanismos envolvidos com a manifestagdo destes transtornos permanecem pouco
conhecidos. Desta forma, o uso de modelos animais abre grandes possibilidades, ndo somente de
investigacdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos com a toxicidade do chumbo, mas também na
elaboragdo de estratégias para protecao e/ou reversdao dos seus efeitos. Portanto, o objetivo central
deste trabalho foi avaliar o potencial do comportamento rotacional, medido em testes de nado
livre, como um modelo em roedores para estudo dos efeitos neurocomportamentais da exposi¢do
ao chumbo durante a vida adulta. Para tanto, foram realizados trés estudos. No primeiro, avaliamos
os efeitos da exposi¢ao subcronica (60-90 dias) ao chumbo sobre a atividade locomotora no teste
de nado livre e em um teste tradicionalmente utilizado para avaliar a acdo de substancias
neurotoxicas sobre a locomocdo, o campo aberto. Enquanto no campo aberto ndo foram
encontradas diferencgas significativas entre o grupo exposto e o grupo controle, no teste de nado
livre, os animais expostos ao chumbo apresentaram maior atividade natatoria € menor quantidade
de alternancias espontaneas no sentido de natacdo que o grupo controle. No segundo estudo,
observamos que a magnitude dos efeitos do chumbo no teste de nado livre variou em funcio da
consisténcia da lateralidade, sendo os resultados mais pronunciados no grupo de animais nao
consistentes (com menor lateralidade). Nos dois estudos, os efeitos do chumbo foram
independentes do nivel de chumbo em sangue (PbS) dos animais expostos. No terceiro estudo,
mostramos um aumento dos niveis de glutationa oxidada no cérebro somente no grupo de animais
com PbS acima de 60 pg/dL. Com base nestes resultados, podemos concluir que: 1) O
comportamento rotacional medido em teste de nado livre ¢ um modelo interessante para estudar os
efeitos neurocomportamentais do chumbo; 2) A consisténcia da lateralidade pode ser um fator
determinante da susceptibilidade aos efeitos toxicos do chumbo no sistema nervoso; e 3) Os efeitos
do chumbo no teste de nado livre ocorrem mesmo em niveis de estresse oxidativo que ndo afetam

os niveis de glutationa oxidada no cérebro.

Palavras-chave: Toxicologia. Chumbo. Teste nado livre. Assimetria cerebral. Glutationa.
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Abstract

Lead exposure continues to be a serious public health problem, particularly in developing countries
such as Brazil. Despite the increasing number of studies showing neurobehavioral deficits in
people occupationally exposed to lead, the mechanisms involved in the manifestation of these
problems remain largely unknown. In this sense, the use of animal models opens up the possibility
of not only investigating the biological mechanisms associated with lead toxicity but also of
elaborating strategies aiming at protecting individuals against its ill effects or even reversing those
that already present. Therefore, the main objective of the present work was to assess the potential
of the rotatory behavior in the free-swimming test as a rodent model for studying of the
neurobehavioral effects adult life lead exposure. In the first study, we analyzed the effect of
subchronic lead exposure on motor activity in the free-swimming test and in open-field test, which
has been traditionally used to assess the effects of toxic substances on locomotion. While no
significant differences were observed between the exposed and control groups in the open-field, in
the free-swimming test, lead exposed animals displayed increased natatory activity and fewer
spontaneous alterations in the direction of locomotion in comparison with the control group. In the
second study, we observed that the magnitude of the effects of lead exposure varied as a function
of the consistency of the lateralization, being the results more pronounced in inconsistent animals
(lesser degree of lateralization). In both studies, the effects of lead were not dependent on blood
levels of lead exposed animals. In the third study, we demonstrated a significant increase in the
levels of oxidized glutathione in the brain (indicative of oxidative stress) only in the group of
animals that had lead levels above 60 pg/dL. Based in these results, we can conclude that: 1)
Rotatory behavior in the free-swimming test constitutes an interesting model for the study of the
neurobehavioral effects of lead exposure, 2) Consistency of laterality may be a relevant factor
regarding the susceptibility to the toxic effects of lead on the nervous system and 3) The effects of
lead are observable in the free-swimming test even at oxidative stress levels that do not affect brain

levels of oxidized glutathione.

Key-words: Toxicology. Lead. Free-swimming test. Cerebral asymmetry. Glutathione.



1. INTRODUCAO

O chumbo, um dos metais pesados (ou tragos) mais abundantes da crosta terrestre,
tem sua toxicidade reconhecida a pelo menos mais de trés mil anos (Lidsky e Schneider
2003). Contudo, nos grandes centros urbanos dos EUA e na maioria dos paises em
desenvolvimento, a exposicdo ao chumbo ainda permanece como um sério problema de
saude publica (ATSDR 2005;Flora et al. 1991;Lidsky e Schneider 2003;Tong et al. 2000).

O chumbo pode ser usado em diversas atividades, tais como producao de baterias,
munigdes, alguns tipos de solda, ligas metalicas, canos e em esmalte ceramico. A maior
parte do chumbo usado pela industria provém do minério de chumbo ou da reciclagem de
pedacos de metal ou de baterias. Devido ao conhecimento crescente sobre a toxicidade
deste metal, o chumbo foi sendo retirado de diversos produtos, tais como algumas tintas,
canos, soldas e da propria gasolina. O chumbo tetraetila, utilizado até as décadas de 80 e
90 como aditivo da gasolina (antidetonante), contribuiu para espalhar o chumbo
amplamente pelo meio ambiente. O chumbo contaminou lagos, rios, solos, plantas e
animais, circulando pela cadeia alimentar. Apesar do fato de que a populagéo geral ainda
se contamina, principalmente, através do consumo de agua e alimentos (Carvalho et al.
2003;de Freitas et al. 2007), a exposicao de trabalhadores de fundigcbes, fabricas e
reformadoras de baterias, tem se mostrado um grave problema de saude, principalmente
em paises em desenvolvimento como o Brasil (Ahamed e Siddiqui 2007a;Ahamed e
Siddiqui 2007b;Araujo et al. 1999;Carvalho et al. 2003;de Freitas et al. 2007;Paoliello e De
Capitani 2007;Quiterio et al. 2001;Tong et al. 2000;Toscano e Guilarte 2005;Wright et al.
2005)

As rotas primarias de entrada do chumbo no organismo sao por via respiratéria e
gastrintestinal. O chumbo absorvido é transportado pelo sangue, onde a maior quantidade
(95%) € conduzida pelas hemacias e o restante fica livre no plasma. Do plasma, o chumbo
pode ser depurado pelos rins ou penetrar em praticamente todos os tecidos. A medida da
concentragao de chumbo em sangue corresponde ao principal indicador de dose interna de
chumbo, portanto apresenta a melhor relagcdo com os efeitos do metal no organismo,
sendo utilizado em rotina tanto para monitorizagdo da presenca do metal no organismo,

quanto para avaliar o risco dos efeitos toxicos do chumbo.



A dificuldade do organismo em eliminar grandes quantidades de chumbo de modo
eficiente leva geralmente ao acumulo deste metal no corpo. De modo geral, a meia vida do
chumbo no sangue é de 35 dias, no cérebro é de dois anos, sendo que nos 0SSOS O
chumbo pode permanecer por décadas (Garza et al. 2006). Estes depdsitos de longa
duragao podem ser mobilizados em determinadas condigdes, como durante a gravidez e
na amamentacado e exercer efeitos deletérios nos fetos e recém-nascidos (Gulson et al.
1999;Lidsky e Schneider 2003). Um dos maiores desafios, nos casos de intoxicagédo pelo
chumbo, é a questdo de como podem ser revertidos os efeitos, tanto em criangas quanto
em adultos, visto que nao existe um tratamento eficaz atualmente (ATSDR 2005;Flora et
al. 1991;Goyer 1996).

1.1. Mecanismos de acdo do chumbo

O chumbo, na forma de cation (Pb?*), pode ligar-se & maioria dos grupamentos
quimicos presentes nas biomoléculas, tais como: sulfidrila (SH), fosfato, amino e carboxila,
com maior afinidade pelo grupo SH. O chumbo apresenta também a capacidade de
substituir outros cations, principalmente zinco e calcio; o primeiro atuando como co-fator de
muitas proteinas/enzimas e o segundo participando da liberagdo de neurotransmissores e
da sinalizagao celular, ambos importantes para realizagdo de muitos processos bioldgicos.
Desta forma o chumbo pode alterar a estrutura de proteinas e do DNA e RNA, e
potencialmente, interferir nos mecanismos de transporte através das membranas, inibir
enzimas e interferir nos processos de transcrigdo/tradugdo e de replicagdo do cdédigo
genético (ATSDR 2005;Clarkson 1987;Garza et al. 2006). A variedade de alvos em
potencial torna ainda maior o desafio de compreender a sequéncia de eventos dos efeitos
bioquimicos e celulares que explicariam os sinais e sintomas clinicos observados
(Clarkson 1987).

Estudos recentes vém sugerindo que a toxicidade do chumbo também esta
relacionada a sua capacidade de induzir estresse oxidativo (Correa et al. 2004;Gurer e
Ercal 2000;Patra et al. 2001). A alteragdo do equilibrio pré-oxidante/anti-oxidante
promovida pelo chumbo pode produzir graves danos teciduais via oxidacédo de
biomoléculas criticas, tais como lipideos, proteinas e DNA (Adonaylo e Oteiza
1999a;Adonaylo e Oteiza 1999b;Gurer e Ercal 2000;Hsu e Guo 2002;Moreira et al.



2001;Patra et al. 2001). Entretanto, além dos efeitos diretos sobre biomoléculas criticas, o
chumbo também atua sobre as enzimas anti-oxidantes e a glutationa, que sdo mecanismos
celulares que mantém o balango pro-oxidante/anti-oxidante e previnem doengas (Correa et
al. 2004).

O chumbo modifica as atividades das enzimas anti-oxidantes através da inibicao dos
grupos funcionais SH e/ou substituicdo de cations (ex.: zinco e selénio) em diversas
enzimas tais como: ALA desidratase (ALAD), superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) (Adonaylo e
Oteiza 1999a;Correa et al. 2004;Flora et al. 2003;Patra et al. 2001). Outro importante
indicador de estresse oxidativo € a peroxidacdo lipidica causada pelo chumbo, medida
através da concentragdo de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) nos
tecidos (Adonaylo e Oteiza 1999a;Correa et al. 2004;Flora et al. 2003;Gurer e Ercal
2000;Hsu 1981;Hsu e Guo 2002;Patra et al. 2001)

A medida da razdo entre glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) € um dos
principais indicadores do balanco pré-oxidante/anti-oxidante das células. Em condig¢des
normais, as células procuram manter a razdo GSH/GSSG acima de 100 ou os niveis de
GSSG abaixo de 1%, o que corresponde a preservacdo do potencial redutor da célula,
permitindo combater com eficiéncia os radicais livres (Anderson 1998;Griffith 1999).
Mesmo que algumas enzimas anti-oxidantes sofram alteracdo de suas atividades ou exista
algum grau de lipoperoxidacéo, o balanco GSH/GSSG pode manter-se inalterado, devido
aos mecanismos compensatérios presentes nas células. Desta forma, a razdo GSH/GSSG
traduziria, pelo menos em grande parte, a resultante entre as agdes diretas e indiretas do
chumbo e os mecanismos de defesa anti-oxidantes (enzimaticos e ndo enzimaticos)
compensatoérios. Embora existam estudos mostrando que a exposi¢ao ao chumbo é capaz
de diminuir tanto a concentracdo de glutationa no sangue (Patrick 2006) como a razao
GSH/GSSG (Sandhir e Gill 1995) pouco se sabe ainda sobre a relagdo destes eventos e

os déficits neurocomportamentais observados nos individuos expostos ao chumbo.



1.2. Efeitos do chumbo no sistema nervoso humano.

Apesar de serem descritos efeitos toxicos do chumbo em varios 6rgaos e
sistemas, o sistema nervoso permanece como o principal alvo da toxicidade deste
metal (ATSDR 2005;Gidlow 2004). Em acordo com esta idéia, varios estudos
apontam o chumbo como uma potente neurotoxina, capaz de exercer uma série de
acdes no tecido nervoso como, por exemplo, aumento de morte neuronal por
apoptose, excitotoxicidade, alteracdo dos processos de armazenamento e liberagao
de neurotransmissores, modificagdo nos niveis de segundos-mensageiros e
comprometimento da funcdo de astrocitos e oligodendrécitos (Finkelstein et al.
1998;Lidsky e Schneider 2003).

Do ponto de vista neurolégico e comportamental, a exposigdo ao chumbo tem sido
associada a uma série de disturbios. Em particular, déficits de aprendizado e consolidacao
da meméoria, atencdo reduzida, diminuicdo da percepc¢ao visual, da destreza manual e da
velocidade de resposta, desmielinizacdo, encefalopatia, hiperatividade, alteracido da
habilidade motora e do comportamento exploratério (Costa et al. 2004;Kosnett et al.
2007;Moreira et al. 2001;Murata et al. 2008;Shih et al. 2006;Shih et al. 2007; Trombini et al.
2001). Além disso, alguns estudos vém demonstrando que o chumbo aumenta o risco de
Parkinsonismo (Brown et al. 2005;Carpenter 2001) e esclerose amiotréfica lateral
(Carpenter 2001;Kamel et al. 2005).

1.3. Fatores que interferem na neurotoxicidade do chumbo

A idade em que os individuos sao expostos € um dos fatores mais importantes na
determinacdo da intensidade dos efeitos neurocomportamentais do chumbo. De modo
geral € bem aceita a idéia de que as criangas sao mais susceptiveis a toxicidade do
chumbo do que os adultos (Costa et al. 2004;Lidsky e Schneider 2003). Esta maior
susceptibilidade tem sido atribuida em grande parte ao fato de que, o chumbo é capaz de
interferir com eventos crucias do desenvolvimento neural, como diferenciagdo neuronal,
sinaptogénese, morte celular programada e a mielinizacdo (Costa et al. 2004;Lidsky e

Schneider 2003). Além disso, as criangas tém uma maior absor¢cdo gastrintestinal de



chumbo (Aykin-Burns et al. 2003) e, devido a imaturidade da barreira hematoencefalica,
uma proporgdo maior de chumbo circulante tem acesso ao cérebro (ATSDR 2005;Costa et
al. 2004).

Em 1991 o Centro de Controle de Doengas (CDC) americano estabeleceu um nivel
de chumbo em sangue (parametro usualmente utilizado para avaliar a presenga deste
metal no organismo) de 10 pg/dL como limite toleravel em criangas (CDC 1991). Desde
entdo este limite foi adotado por varias organizagcdes de saude no mundo (Tong et al.
2000). Contudo, estudos recentes vém demonstrando que criangas apresentam alteragdes
neurologicas significativas e, na maioria das vezes, irreversiveis em concentragdes
sanguineas abaixo deste limite (Canfield et al. 2003;Chiodo et al. 2004;Costa et al.
2004;Garza et al. 2006;Gilbert e Weiss 2006;Lanphear et al. 2000;Lanphear et al. 2005).
Transtornos de leitura, discalculia, déficits de memodria de curto prazo e agnosia visual tém
sido demonstradas em criangas com niveis de chumbo em sangue inferiores a 9 ug/dL
(Canfield et al. 2003;Lanphear et al. 2005;Pocock et al. 1994;Schnaas et al. 2006). De
modo geral, para niveis de chumbo em sangue inferiores a 10 yg/dL, cada aumento de 1
Mg/dL resulta em uma diminuicdo de 1,37 pontos em testes de QI (Gilbert e Weiss 2006).

Apesar do fato de que a exposicdo precoce ao chumbo promove danos severos
sobre o desenvolvimento subsequente do sistema nervoso, deve-se ter cautela antes de
generalizar que os riscos da exposi¢gao ao chumbo durante a vida adulta sdo pequenos.
Vale a pena ressaltar que a toxicidade do chumbo, geralmente atribuida a sua habilidade
em substituir cations e induzir estresse oxidativo (Ahamed e Siddiqui 2007b;Garza et al.
2006;Hsu e Guo 2002;Lidsky e Schneider 2003), tem o potencial de interferir com a fungéo
das células nervosas independentemente da idade do sujeito. Em acordo com esta idéia,
uma série de estudos tem demonstrado que a exposicdo cumulativa ao chumbo durante a
idade adulta também promove alteracbes neurocomportamentais (Kosnett et al.
2007;Murata et al. 2008;Shih et al. 2006;Shih et al. 2007). Em particular, déficits cognitivos
e motores vém sendo amplamente descritos em individuos expostos ocupacionalmente ao
chumbo (Bleecker et al. 2003;Bleecker et al. 2007;Milanov e Kolev 2001;Shih et al. 2007).

De modo geral, € bem aceito que as primeiras manifestacdes neurologicas
comegam a ocorrer em termos populacionais, em concentragdes sanguineas de 30-40

pg/dL (ATSDR, 2005). De acordo com as recomendagdes da Occupational Safety and



Health Administration (OSHA), os trabalhadores com niveis de chumbo em sangue
superiores a 60 ug/dL devem ser afastados do local de trabalho até que os valores atinjam
niveis inferiores a 40 pg/dL (Blando et al. 2007). No Brasil, de acordo com a norma
regulamentadora (NR-7) do Programa de Controle Médico e Saude Ocupacional
(PCMSO) do ministério do trabalho, 60 ug/dL € o indice biolégico maximo permitido (IBMP)
e 40 pg/dL é o valor de referéncia (MT-NR-7 2001).

Nos ultimos anos vém crescendo o numero de estudos que descrevem alteracbes
neurocomportamentais em individuos adultos com niveis de chumbo em sangue inferiores
a 40 pg/dL (Kosnett et al. 2007;Murata et al. 2008;Shih et al. 2006;Shih et al. 2007).
Contudo, na maioria dos casos nao existe um registro continuo da intensidade, frequéncia
e duracao das exposigdes, a fim de relacionar adequadamente a dose cumulativa com os
efeitos (Araujo et al. 1999;Kosnett et al. 2007;Murata et al. 2008;Shih et al. 2006;Shih et al.
2007). Além disso, a magnitude dos efeitos do chumbo no sistema nervoso varia em
funcdo de fatores genéticos, da idade dos individuos e do nivel sécio-econdmico da
populacao estudada (Correa et al. 2004;Lidsky e Schneider 2003;0nalaja e Claudio 2000).
Do ponto de vista genético, pode existir uma susceptibilidade ou resisténcia diferenciada de
alguns individuos, devido a alteracdo da toxicocinética do chumbo, determinada pela
expressao de isoformas de enzimas, por exemplo, da ALA-desidratase, que podem
aumentar a meia-vida do chumbo no sangue, reduzindo a taxa de difusdo para os tecidos
(Lidsky e Schneider 2003). Baixo nivel socioecondmico € um fator de risco para a
manifestacdo dos efeitos deletérios do chumbo, assim como de varias disfungcbes
comportamentais e neurologicas (Virgolini et al. 2005). Além disso, uma dieta pobre em
minerais, caracteristica de populacdes de baixo status sdcio-econémico pode contribuir
para potencializar os efeitos do chumbo (Cory-Slechta et al. 2004;Skerfving et al.
1993;Virgolini et al. 2005).

1.4. Modelos animais

Em funcdo da maioria dos estudos em humanos envolvendo a exposi¢cao ambiental
ao chumbo serem observacionais € nao experimentais (excetuando-se os testes clinicos
que comparam a eficacia de modalidades alternativas de tratamentos), grande parte da

controvérsia envolvendo os resultados tem sido atribuida a influéncia de fatores outros que



nao a toxicidade do chumbo em si (Bellinger 2004). Considerando que, com base nos
niveis de chumbo em sangue, a relagdo dose-efeito descrita para humanos é semelhante
aquela encontrada em ratos e camundongos (ATSDR 2005), a utilizagdo de modelos
animais para estudar a toxicidade do chumbo pode desempenhar papel fundamental. A
inferéncia que a exposicdo a doses baixas ou moderadas de chumbo provoca efeitos
deletérios em humanos se torna mais plausivel quando resultados semelhantes sao
observados em animais sob circunstancias experimentais. Além disso,0 uso de modelos
animais abre grandes possibilidades, ndo somente de investigagdo dos mecanismos
bioldégicos envolvidos com a toxicidade do chumbo, mas também na elaboragdo de

estratégias para protegao e/ou reversao dos seus efeitos.

1.4.1. Teste de campo aberto.

A medida da atividade locomotora em testes de campo aberto tem se mostrado uma
ferramenta importante em neurociéncia e vem sendo utilizada em testes de memoria e
aprendizado (Carey et al. 1998), como um indicador comportamental de emocionalidade
(Tejani-Butt et al. 2003), de atividade exploratéria (Crusio 2001;Steiner et al. 1988) e de
ansiedade (Prut and Belzung 2003) e para avaliar a recuperagao funcional de lesées no
sistema nervoso central (Schucht et al. 2002). Além disso, no desenvolvimento da pesquisa
clinica, particularmente em estudos relativos ao transtorno de déficit de
atencgao/hiperatividade (Ueno et al. 2002), depressdo (Decker et al. 2000) e psicoses
(Dawirs e Teuchert-Noodt 2001). De particular interesse, este teste vem sendo utilizado

para avaliar os efeitos de varias drogas e compostos neurotoxicos no sistema nervoso.

A medida da atividade locomotora em testes de campo aberto tem sido amplamente
utilizada para estudar os efeitos da exposicao ao chumbo em animais, especialmente em
roedores (Dawirs e Teuchert-Noodt 2001;Leasure et al. 2008;Moreira et al. 2001;Silbergeld
e Goldberg 1974b;Szczerbak et al. 2007;Trombini et al. 2001). De modo geral, tem sido
demonstrado que a exposi¢ao ao chumbo durante o periodo gestacional e/ou lactagéo
induz hiperatividade em roedores (Ma et al. 1999;Moreira et al. 2001;Rodrigues et al.
1996;Silbergeld e Goldberg 1974a;Silbergeld e Goldberg 1974b;Trombini et al. 2001). De
modo semelhante, hiperatividade também tem sido descrita em criangas que foram

expostas ao chumbo tanto no ambiente uterino ou durante os primeiros anos de infancia



(Bellinger 2008;Nigg et al. 2008). Em contraste, roedores expostos ao chumbo apds o
desmame ou vida adulta ndo diferem dos seus respectivos controles em relacédo a
atividade locomotora (Correa et al. 1999;Nieto-Fernandez et al. 2006;Rice 1996b;Salinas e
Huff 2002).

1.4.2. Comportamento rotacional.

O comportamento rotacional tem sido amplamente utilizado para os mais diversos
fins, a saber: 1) para avaliar os mecanismos envolvidos com a recuperacgao funcional apos
lesdes no tecido nervoso (Robinet e Bardo 2001;Waldner et al. 2001) 2) para testar e
avaliar a acao de drogas em neurdnios dopaminérgicos centrais (Belforte et al. 2001); 3) no
desenvolvimento da pesquisa clinica, particularmente em estudos relativos ao mal de
Parkinson (Boules et al. 2001), depressao (Carlson e Glick 1991;Krahe et al. 2002) e
esquizofrenia (Bracha 1987;Lyon e Satz 1991) e 4) para estudar assimetrias cerebrais’
(Carlson e Glick 1989;Fedrowitz et al. 2000;Filgueiras e Manhaes 2004;Krahe et al.
2001;Krahe et al. 2002;Schmidt et al. 1999) . Estas aplicagbes distintas decorrem, em
ultima analise, de uma série de evidéncias que apontam fortemente para uma relacéo entre
a assimetria comportamental do movimento rotacional e assimetrias bioquimicas nas vias
dopaminérgicas do sistema nigro-estriado. De modo geral, é aceito que o animal roda
preferencialmente em direcdo contralateral ao lado com maior quantidade de dopamina

e/ou atividade dopaminérgica (Fedrowitz et al. 2000;Schwarting e Huston 1996).

A relacdo entre a fungdo dopaminérgica e o comportamento rotacional torna este
paradigma particularmente interessante para estudar os efeitos da exposi¢cdo do sistema
nervoso ao chumbo. Varios autores vém demonstrando que o chumbo promove uma série
de efeitos sobre a fungdo dopaminérgica (Cory-Slechta 1995;Gedeon et al. 2001;Ma et al.

1999). Estes efeitos incluem: altera¢des na sintese, renovagao e recaptacdo de dopamina;

! As assimetrias cerebrais consistem em diferengas morfoldgicas, bioguimicas e funcionais entre os hemisférios
cerebrais. Assimetrias morfoldgicas correspondem as diferencas estruturais e podem ser tanto macroscépicas
como microscopicas. Assimetrias bioquimicas sé@o caracterizadas por diferencas no contetdo e/ou metabolismo
de neurotransmissores. As assimetrias funcionais, de particular interesse para este estudo, sdo divididas em
especializacdes hemisféricas e comportamentos lateralizados. Por especializagGes hemisféricas entendem-se
aquelas fungcbes em que um dos hemisférios é melhor preparado para execucdo do que o outro. Os
comportamentos lateralizados sdo caracterizados por apresentarem um favorecimento sistematico de um dos
dimidios (lateralidade). Exemplos deste tipo de comportamento sdo o uso preferencial de uma das méaos para a
realizacdo de determinadas atividades (como por exemplo, escrever) e o comportamento rotacional que é
caracterizado por uma tendéncia ao deslocamento em “circulos” em determinados ambientes.



nos niveis de dopamina e seus metabdlitos; assim como no numero de receptores de
dopamina (Cory-Slechta 1995). Alguns autores tém sugerido que estas agdes no sistema
dopaminérgico respondem em grande parte pela hiperatividade locomotora observada em
roedores e, talvez, contribuem para os problemas de atencdo observados em criancas
expostas ao chumbo (Ma et al. 1999;Sagvolden et al. 2005). Interessantemente, padrdes
an6malos de assimetria cerebral tém sido observados tanto em individuos com transtorno
de déficit de atenc&do e hiperatividade (ADHD) (Klimkeit e Bradshaw 2006) como em
individuos expostos ao chumbo durante o desenvolvimento (Lasky et al. 2005;Meng et al.
2005). Contudo, se os disturbios neurocomportamentais promovidos pelo chumbo estédo
associados com as alteragbes no padrao de assimetrias cerebrais € uma questdo que
ainda permanece por ser esclarecida. Vale mencionar ainda que, ndo existe nenhum
estudo avaliando se a exposi¢cao ao chumbo durante a adolescéncia ou vida adulta afeta as

assimetrias cerebrais.

Uma das vantagens da utilizagdo do comportamento rotacional é que este pode ser
avaliado através da utilizacdo de técnicas simples e de baixo custo. Além disso, sua
analise pode ser tanto quantitativa como qualitativa, ndo necessitando de um treinamento
prévio do animal para a realizacdo da tarefa e tampouco da interagdo entre este e o
experimentador. Em nosso laboratorio, o comportamento rotacional tem sido medido em
recipientes cilindricos parcialmente repletos com agua (Filgueiras e Manhaes 2004; 2005;
2006, Krahe et al., 2001; 2002;Manhé&es et al. 2007; Schmidt et al. 1999).

Os testes na agua apresentam algumas vantagens sobre os realizados em arena
seca: nao necessitam da utilizacdo de drogas para a obtengdo de um bom numero de
rotacdes; sua realizacdo nao necessita da utilizagdo de sistemas sofisticados para a
avaliagao das rotacdes e apresenta resultados reprodutiveis com testes de poucos minutos
de duracao (Denenberg et al. 1990;Schmidt et al. 1999). Enquanto os testes realizados em
arena seca usualmente tém duracdo entre 12 e 16 horas (Glick e Cox 1978;Kim et al.
1999;Nielsen et al. 1999) os testes na agua podem ser realizados em apenas 5 minutos
(Denenberg et al, 1990;Filgueiras e Manhaes 2004; 2005;Filgueiras et al. 2006; Manhaes et
al. 2007). Estas caracteristicas tornam este teste particularmente interessante para estudos
envolvendo grandes amostras. Resumidamente, o teste consiste em colocar o animal (rato
ou camundongo) no interior de um recipiente cilindrico parcialmente repleto com agua por

alguns minutos. Este procedimento pode ser repetido algumas vezes e o comportamento
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rotacional dos animais € avaliado para cada uma destas sessdes experimentais, seja

durante o teste ou através de imagens gravadas por uma camera de video.

De modo interessante, foi demonstrado que, no teste de nado livre, camundongos
passam a maior parte do tempo nadando préximo a parede do recipiente de teste (Schmidt
et al. 1999), resultado que também foi observado em ratos (West et al. 1986). Quando
proximos a parede do recipiente, os animais apresentam uma atividade vigorosa e
frequentemente tentam escala-la (Schmidt et al. 1999;Krahe et al. 2001). Desta forma, tem
sido sugerido que no comportamento rotacional de nado livre a atragao pela parede reflete
a tentativa do animal de escapar da situacdo adversa do teste (Filgueiras e Manhaes
2004;2005;2006,Krahe et al. 2001; 2002;Manhaes et al. 2007;Schmidt et al. 1999;West et
al., 1986).

A situagado aversiva do teste de nado livre pode ser uma caracteristica adicional
interessante para o estudo dos efeitos da exposicdo ao chumbo. Estudos recentes
realizados em ratos (Virgolini et al., 2005) e em humanos (Glass et al. 2009) sugerem que
o estresse ambiental pode exacerbar os efeitos deletérios do chumbo no cérebro adulto.
Alguns autores tém demonstrado que a exposi¢do ao chumbo do desmame a vida adulta
pode alterar os niveis de corticosterona, a resposta comportamental ao estresse, as
catecolaminas no cérebro e aumentar o impacto do perigo de varios tipos de situagdes
estressantes sobre a fungcdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (Cory-Slechta et al.
2008). Além disso, o estresse pode alterar significativamente os efeitos do chumbo por
meio de interagdes dos glicocorticides com o sistema dopaminérgico mesocorticolimbico
(White et al. 2007). Considerando que a fungdo do sistema dopaminérgico tém sido
amplamente associada com a lateralidade do comportamento rotacional em roedores
(Fedrowitz et al. 2000; Schwarting e Huston 1996) é razoavel supor que a assimetria
rotacional esteja relacionada com os efeitos neurocomportamentais do chumbo. Contudo,

esta hipotese carece de suporte experimental capaz de valida-la.
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2. OBJETIVOS

Considerando a necessidade de se compreender melhor os efeitos
neurocomportamentais da exposicdo ocupacional ao chumbo e os beneficios que podem
advir da utilizacdo de animais de laboratério na investigagdo da neurotoxicidade deste
metal, o objetivo central deste trabalho foi avaliar o potencial do comportamento rotacional
medido em testes de nado livre como um modelo em roedores para estudo dos efeitos
neurocomportamentais da exposicdo ao chumbo da adolescéncia a vida adulta. Para tanto

foram realizados trés estudos cujos objetivos especificos foram:

Estudo 1) Avaliar os efeitos da exposigdo subcrdénica ao chumbo sobre a atividade

locomotora de camundongos Sui¢cos em testes de campo aberto e de nado livre.

Estudo 2) Avaliar os efeitos da exposi¢do subcrénica ao chumbo considerando a

lateralidade comportamental de camundongos Sui¢gos medida em teste de nado livre

Estudo 3) Avaliar os efeitos da exposi¢cdo subcrénica ao chumbo sobre a oxidagcéo da

glutationa no cérebro de camundongos Suigos.
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3. METODOLOGIA

Todos os experimentos conduzidos neste trabalho foram aprovados pelo comité de
ética da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e estdo de acordo com a declaracéo de
Helsink.

Neste trabalho foram utilizados camundongos Sui¢os. Todos os animais foram
criados e mantidos no biotério de camundongos do Laboratério de Neurofisiologia do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UERJ. O ciclo de luminosidade dos biotérios foi
de 12 horas (inicio do periodo escuro = 14:00h) e a temperatura ambiente foi mantida em
torno de 25°C. Todos os animais utilizados neste experimento tiveram livre acesso a ragao
e agua. Para facilitar o entendimento, os métodos serédo apresentados de acordo com cada

estudo.

3.1. Estudo dos efeitos da exposicdo subcrdonica ao chumbo sobre a atividade

locomotora de camundongos Sui¢cos em testes de campo aberto e de nado livre.

3.1.1. Formacéao dos grupos experimentais

Neste experimento foram utilizados 127 camundongos (63 fémeas e 64 machos,

provenientes de 20 ninhadas).

No trigésimo dia pds-natal (PN30), os animais de uma mesma ninhada foram
separados em fungdo do sexo (minimo de 2 e maximo de 4 animais por gaiola) e
distribuidos randomicamente entre os grupos exposto ao chumbo e controle. A exposi¢cao
ao chumbo (acetato de chumbo tri-hidratado) se deu por via oral, através da agua
consumida pelos animais por no minimo 60 dias (periodo de exposi¢ao médio = 73,2 dias,
SD = 10,1, tempo de exposicao maximo = 90 dias). Quarenta e seis animais (25 fémeas e
21 machos) foram expostos diariamente a uma solu¢do de 0,47 mM ou 180 ppm em
chumbo (grupo Pb180) e 41 animais (18 fémeas e 23 machos) foram expostos a solugéo
de 1,42 mM ou 540 ppm em chumbo (grupo Pb540). O grupo controle, formado por 20

fémeas e 20 machos, bebeu agua potavel.
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A fim de evitar que a experiéncia prévia em um dos testes influenciasse o
desempenho no outro teste, uma parte dos animais foi submetida somente ao campo

aberto, enquanto outra foi submetida apenas ao nado livre.

3.1.2. Teste de Campo Aberto

O Grupo controle, constituido por 20 animais (12 fémeas e 8 machos) e o Grupo
exposto formado por 44 animais (Pb180: 11 fémeas e 13 machos, Pb540: 9 fémeas e 11

machos) foram submetidos ao teste de Campo Aberto.

A arena do teste de campo aberto consiste de uma caixa retangular de
polipropileno (37,6 x 30,4 x 17 cm), que foi dividida em 16 retangulos (9,4 cm x 7,6 cm),
sendo 12 periféricos e 4 centrais. Para realizagdo dos testes, os animais eram colocados
sempre em um dos cantos da caixa e ficavam recobertos por um anteparo de papelao por
10 segundos. O tempo de duragao da sesséo experimental foi de 5 minutos. Apés o fim
de cada sessado, a caixa era lavada com agua com o intuito de eliminar excretas e
minimizar odores que poderiam interferir no comportamento dos animais que seriam
testados subsequentemente. O posicionamento da caixa na sala, a temperatura da sala e
o horario de inicio das sessdes foram mantidos ao longo de todo o estudo. Todas as
sessdes foram gravadas por uma camera de video (VHS) posicionada a um metro acima

da caixa. As contagens foram feitas a partir do material gravado.

Foram estudados escores de tempo e de ambulacdo. A ambulacao foi medida pelo
numero de quadrados em que o0 animal colocava as quatro patas. Foram avaliadas a
ambulacéo total (C+Pe), a ambulagdo nos 4 quadrados do centro (C), nos 12 quadrados
da periferia (Pe) e a razdo C/Pe x 100. Considerando-se que os resultados referentes as
comparacgdes entre as medidas de centro e periferia podem ser influenciados pelo maior
numero de retangulos na periferia da arena, as medidas de ambulagdo no centro e na
periferia foram respectivamente divididas pelo numero de quadrados em cada regiao da
arena (C/4 e Pe/12). Em relacdo as medidas de tempo, foi medido o tempo de

permanéncia dos animais nos quadrados do centro (TC) e da periferia (TP) da arena.
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3.1.3. Teste de nado livre

O Grupo controle, formado por 20 animais (8 fémeas e 12 machos) e o Grupo
exposto por 43 animais (Pb180: 14 fémeas e 8 machos, Pb540: 9 fémeas e 12 machos)
foram submetidos a uma sessdo de 5 minutos no teste de nado livre. A sessdo era
iniciada 2 a 3 h depois do ciclo escuro comecgar. Para a realizagao do teste de nado livre,
os camundongos eram colocados individualmente no centro de um recipiente plastico
cilindrico com agua a uma temperatura em torno de 25°C (didmetro do recipiente = 21cm,
altura do recipiente = 23cm; altura da coluna de agua = 16cm). O posicionamento do
recipiente na sala, a temperatura da sala e o horario de inicio das sessdes foram
mantidos ao longo de todo o estudo. Todas as sessdes foram gravadas por uma camera
de video (VHS) posicionada a um metro acima da caixa. As contagens foram feitas a

partir do material gravado.

A fim de auxiliar as contagens, a imagem do recipiente era dividida por uma
graticula em 12 arcos de circunferéncia. Cada arco corresponde a um angulo de 30° com
vértice no centro da circunferéncia. A cada movimento natatério eram marcados os pontos
de inicio e de interrupgdo do movimento, tomando-se como referéncia o focinho do
animal. O sentido de deslocamento (anti-horario = esquerda ou horario = direita) era
observado para as unidades de deslocamento angular (DA) de 30°. Um deslocamento de
30° era equivalente ao cruzamento consecutivo de duas linhas adjacentes sem alteragao
de sentido. A maioria dos animais realizava deslocamentos em torno do centro do
recipiente de teste (Filgueiras e Manhaes, 2004, 2005; Manhéaes et al., 2006). Nos casos
cujo deslocamento ndo era feito ao redor do centro, era marcado o ponto de partida e o
fim do movimento e era estimado o numero de deslocamentos com o auxilio da graticula.
Um deslocamento de 30° s6 era considerado quando o animal movimenta-se ativamente.
Portanto, o periodo de tempo no qual o animal permanecia imoével ou flutua passivamente
nao era utilizado para esta contagem, mas sim para a medida de um outro parametro, o

tempo de imobilidade.

A partir das contagens do numero de deslocamentos em cada sentido (direita e
esquerda) foram calculados: 1) o numero total de deslocamentos (NT) que corresponde
ao somatoério do numero de deslocamentos de 30° para a esquerda e direita, 2) o numero

de alternancias espontaneas no sentido de natacao (AS), que corresponde ao numero de
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vezes que o animal girava pelo menos 30° em diregdo oposta ao movimento que vinha
realizando (direita para esquerda ou vice-versa) e 3) a razao AS/NT, que mede as
alternéncias de sentido, independente do numero total de deslocamentos angulares
exibidos pelo animal. Uma quarta medida é o tempo de imobilidade do animal, ou seja, o
tempo no qual o animal permaneceu flutuando com todas as patas e cauda imoéveis
(IMOB). Entao, foram contados para cada animal, através de imagens gravadas do teste,
os seguintes parédmetros: NT, AS, AS/NT e IMOB.

3.1.4. Determinacao da concentracdo de chumbo em sangue (PbS).

Apos os testes comportamentais, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e o sangue foi coletado por via intracardiaca. A concentragdo de chumbo no
sangue foi determinada pela técnica de Espectrometria de Absorgdao Atémica — forno de
grafite. A Espectrometria de Absor¢cao Atdbmica fundamenta-se: 1) na formagao de atomos
no estado de vapor no estado fundamental, e 2) na capacidade dos atomos absorverem
um determinado comprimento de onda (A) de uma lampada constituida pelo préprio
elemento. No caso, uma lampada de chumbo que emite radiagdo com A= 283,3 nm.
Segundo a lei de Lambert-Beer, a absorvéancia € diretamente proporcional a concentragao
(c) de chumbo, visto que absortividade (¢) e caminho Optico (b) sdo constantes. Desta
forma, constréi-se uma curva de calibracdo antes da analise das amostras, relacionando

concentragcao de chumbo (eixo x) e absorvancia (eixo y).

No dia da analise, prepara-se uma curva de calibragdo em meio acido (HNO3 0,2%)
e uma curva de adicdo padrao, utilizando-se uma das amostras do grupo controle,
adicionando trés concentragdes de chumbo (10, 25 e 50 ug / dL). As amostras de sangue
sao diluidas (5 ,10 ou 20X), dependendo da concentragdo de chumbo, com o detergente
Triton X-100 (0,1%) e colocadas no amostrador automatico do aparelho (Perkin-Elmer
5100 - Zeeman) para leitura. Paralelamente a leitura dos pontos da curva e das amostras,

sao lidos padrdes certificados e de intercalibragao.

A técnica de forno de grafite permite o processamento e anadlise direta (in situ) da
amostra, sem necessidade de mineralizagao prévia. O forno de grafite € submetido a um

programa de temperatura e tempo previamente padronizado, promovendo a evaporagao
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do solvente, mineralizagao (ou pirélise) e atomizagcdo do chumbo no préprio tubo. Quanto
maior a concentracdo de chumbo, maior a populagcdo de atomos e, proporcionalmente,
maior a absorvancia. A curva é construida com valores de Pb-S dentro da faixa de

linearidade do método.

3.1.5. Anélise Estatistica

Os dados sao apresentados como médias e erros padrdes. Para todos os testes

estatisticos o limite de significancia foi de P< 0,05 (bicaudal).

Para as comparagbes envolvendo as medidas de chumbo em sangue foram
realizadas ANOVAs univariadas classificando os animais pelo Tipo de Exposicao
(Controle, Pb180 ou Pb540) e pelo Sexo (macho e fémea). As relagdes entre Pb-S, tempo
de exposicdo e as variaveis comportamentais foram avaliadas usando o coeficiente de
correlagdo de Pearson. Considerando que alguns estudos tém reportado uma relagado néo-
linear entre os efeitos neurocomportamentais e os niveis de chumbo em sangue (Bowers e
Beck 2006), nos casos em que nao houve relagcéo linear significativa, foram testados
outros 10 modelos para estimativa de curva de regressédo: logaritmica, inversa, quadratica,

cubica, poténcia, curva-S, composta, logistica, crescimento e exponencial.

As analises dos dados de campo aberto e de nado livre foram conduzidas em dois
niveis. No primeiro, verificamos se a exposicdo ao chumbo por si foi capaz de afetar o
comportamento e, para tanto, as ANOVAs foram realizadas classificando os animais em
funcdo do Tratamento (Exposto ao chumbo ou Controle) e Sexo (macho ou fémea). O
tempo de exposicao foi utilizado como um fator de co-variagdo. No segundo, verificamos
se o nivel de intoxicacdo pelo chumbo afeta de modo diferenciado o comportamento e,
para tanto, utilizamos somente camundongos expostos ao Pb com valores de Pb-S
menores do que 40 pg/dL ou maiores do que 60 ug/dL. Estes pontos de corte foram
escolhidos com base nas normas estabelecidas pela instituichio Americana OSHA
(Occupational Safety and Health Administration) e pelo Ministério do Trabalho brasileiro
(MT-NR-7), que exige a remocédo do posto de trabalho e cuidados médicos para
trabalhadores com Pb-S acima de 60 ug/dL, até que os valores de Pb-S retornem a valores

inferiores a 40 pg/dL. Desta forma, a segunda série de ANOVAs foi conduzida
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classificando os animais pelo nivel de intoxicagao (Controle, Pb-S<40 ou Pb-S>60) e Sexo.
O tempo de exposicao foi utilizado como um fator de co-variagao. Testes FLSD (Fisher’s
Least Significant Difference Test) foram utilizados para as analises post-hoc. Os
camundongos com Pb-S entre 40 e 60 pg/dL ndo foram incluidos na analise devido ao
pequeno numero de individuos testados no campo aberto (6 fémeas e 5 machos) e no

nado livre (4 fémeas e 3 machos).

As flutuagdes dos niveis de horménios durante o ciclo estral poderiam afetar o
comportamento rotacional (Becker et al. 1982) e as medidas de ambulagdo no campo
aberto (Meziane et al. 2007). Se isto acontecesse, a variabilidade dos dados do grupo de
fémeas deveria ser maior do que a observada no grupo de machos. Esta hipotese foi
avaliada para os animais testados tanto no campo aberto quanto no nado livre, através do

teste de Levene's para igualdade de variancias.

3.2. Estudo dos efeitos da exposicdo subcronica ao chumbo considerando a

lateralidade comportamental de camundongos Suicos medida em teste de nado livre.

3.2.1. Formacao dos grupos experimentais

Neste experimento foram utilizados 107 camundongos (58 machos e 49 fémeas

provenientes de 17 ninhadas)

No trigésimo dia pds-natal (PN30), os animais de uma mesma ninhada foram
separados em fungdo do sexo (minimo de 2 e maximo de 4 animais por gaiola) e
distribuidos randomicamente entre os grupos exposto ao chumbo e controle. A exposi¢cao
ao chumbo (acetato de chumbo tri-hidratado) se deu por via oral, através da agua
consumida pelos animais por no minimo 66 dias (periodo de exposicdo médio= 74 dias,
SD= 7, tempo de exposicdo maximo = 88 dias). 46 animais (24 fémeas e 22 machos)
foram expostos diariamente a uma solugdo de 180 ppm em chumbo (grupo Pb180) e 25
animais (9 fémeas e 16 machos) foram expostos a solugado de 540 ppm em chumbo (grupo

Pb540). O grupo controle (16 fémeas e 20 machos) bebeu agua potavel.
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3.2.2. Teste de Nado Livre

A partir de PN90, os camundongos foram submetidos a trés sessdes experimentais
de nado livre (duracdo de cada sessao = 5 minutos; intervalo entre sessbes = 48 horas).
As sessdes iniciavam-se 2 a 3 horas depois do inicio do periodo escuro e os testes foram

realizados de acordo com o procedimento descrito no item 3.1.3.

A partir das contagens do numero de deslocamentos para a direita (D) e para a
esquerda (E), foram calculados o numero total de deslocamentos (NT) e o numero de
deslocamentos para o lado preferido (LP). A lateralidade do comportamento rotacional foi
estudada utilizando-se indices de diregdo, que indicam se o animal se desloca
preferencialmente para direita ou para esquerda, e de magnitude, que indicam a grandeza
das diferencgas entre as rotagdes para o lado esquerdo e o para o lado direito. Para avaliar
a magnitude da lateralidade rotacional foi utilizado o percentual de deslocamento para o
lado preferido (%LP) que foi determinado pela formula: %LP = (LP / NT) x 100. Para avaliar
o sentido preferencial de rotagao foi utilizado o percentual de deslocamento para a direita
(%D) que foi determinado pela formula: %D = (D / NT) x 100. O %D foi utilizado como
indicador do sentido preferencial de deslocamento para cada sessdo. Desta forma, os
animais eram classificados como levégiros (sentido preferencial de natacdo para a
esquerda), quando o valor do %D era menor que 50, e classificados como destrégiros

sentido preferencial de natag&o para a direita), quando o valor do %D era maior que 50.
(sentid f iald taca direita) d lor do %D [ 50

3.2.3. Consisténcia da lateralidade

Para avaliar a consisténcia do sentido da lateralidade, foi observado o sentido
preferencial de natacdo (indicado pelo %D) em cada uma das sessbes experimentais. Os
animais foram classificados como consistentemente lateralizados para a esquerda ou
consistentemente lateralizados para a direita quando, nos trés testes, ndo invertiam a
classificacdo (destrogiro <> levégiro). Quando o animal invertia a classificacédo era

considerado nao consistente.

A consisténcia da lateralidade também foi avaliada de modo independente do

sentido (LIS). Neste caso, os animais foram classificados como consistentemente
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lateralizados (consistentemente lateralizados para a direita + consistentemente

lateralizados para a esquerda) ou nao consistentes.

3.2.4. Determinacdo da concentracdo de chumbo em sangue (PbS)

ApOs os testes comportamentais, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical. O sangue coletado por via intracardiaca foi utilizado para avaliagdo dos niveis de
chumbo pela técnica de Espectrometria de Absor¢cdo Atémica — forno de grafite conforme

descrito no item 3.1.4.

3.2.5. Andlise Estatistica

Os dados sao apresentados como médias e erros padrdes. Para todos os testes

estatisticos o limite de significancia foi de P< 0,05 (bicaudal).

A percentagem de animais classificados como consistentemente lateralizados e nao
consistentes foi comparada com o acaso pelo teste de Z-binomial (Z). As comparagdes
entre 0 grupo exposto e controle envolvendo as proporgdes de animais consistentes e ndo
consistentes e as propor¢gdes de animais consistentes para a esquerda e para a direita

foram feitas pelo teste y? (2x2).

Para as comparagbes envolvendo as medidas de chumbo em sangue foram
realizadas ANOVAs univariadas classificando os animais pelo Tipo de Exposicao
(Controle, Pb180 ou Pb540) e pelo Sexo (macho e fémea). As analises envolvendo as
variaveis comportamentais foram conduzidas em dois niveis. No primeiro, as ANOVAs
foram realizadas classificando os animais em fungao do Tratamento (exposto ao chumbo
ou controle), do Sexo e da consisténcia da lateralidade independente do sentido (LIS:
consistentes ou nao consistentes). No segundo, utilizamos somente camundongos
expostos ao Pb com valores de Pb-S menores do que 40 pg/dL ou maiores do que 60
pg/dL. Desta forma, a segunda série de ANOVAs foi conduzida classificando os animais
pelo nivel de intoxicagdo (Controle X PbS<40 X PbS>60), Sexo e LIS. Para as ANOVAs

envolvendo o nivel de intoxicacdo, o tempo de exposicado foi usado como um fator de co-
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variagao. Testes FLSD (Fisher’s Least Significant Difference Test) foram utilizados para as

analises post-hoc.

3.3. Estudo dos efeitos da exposicao subcrbénica ao chumbo sobre a oxidacdo da

glutationa no cérebro de camundongos Suicos.

3.3.1. Formacao dos grupos experimentais

Em P30, 53 camundongos (27 fémeas e 26 machos) foram separados em fung¢ao do
sexo (minimo de 2 e maximo de 4 animais por gaiola) e distribuidos em quatro grupos
experimentais: um grupo controle e trés grupos tratados com solugdes de chumbo por via
oral - 90 ppm, 270ppm e 540 ppm em Pb. Para a exposicdo ao chumbo, uma garrafa
contendo uma solugao de acetato de chumbo tri-hidratado era colocada em cada gaiola, e
esta solugéo era a unica fonte de agua que os animais tiveram acesso durante o todo o
periodo de exposi¢cado, de no minimo 66 dias (média =68 dias, SD=1,8, maximo =73 dias).

O grupo controle consumiu agua potavel por tempo equivalente ao dos grupos expostos.

3.3.2. Determinacao de PbS e de glutationa

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e foram coletados o
sangue (por via intracardiaca) e cérebro. O sangue foi utilizado para avaliagdo dos niveis
de chumbo pela técnica de Espectrometria de Absor¢cao Atémica — forno de grafite. O
cérebro foi utilizado para a analise da glutationa. Para tanto, os cérebros foram congeladas
a —20°C e processadas em até 2 dias ou mantidas a —80°C e processadas em até 5 dias.
Os tecidos foram homogeneizados em acido 5-sulfosalicilico 5% (p/v) gelado na proporgao
de 5 partes de acido para cada uma de tecido. As amostras foram centrifugadas a 10.000g
por 5 minutos. Aliquotas de 10 uL do sobrenadante foram usadas para a dosagem. O
método fundamenta-se na reagdo ciclica da enzima glutationa redutase, que transforma
GSSG em GSH, que reage com DTNB, formando de novo GSSG e TNB (possui um pico
de absorvancia em 412 nm). O meio de reagcédo contém o tampéo fosfato 125 mM pH 7.5 +

6.3 mM EDTA e NADPH 0,3 mM. Antes da analise das amostras, sempre é construida
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uma curva de glutationa reduzida (GSH): 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0uM. Solugdes de GSH e
NADPH séao preparadas na hora (Anderson, 1980).

3.3.3. Andlise Estatistica

Os dados sao apresentados como médias e erros padrbes. Para todos os testes

estatisticos o limite de significancia foi de P< 0,05 (bicaudal).

Para as comparacgdes envolvendo as medidas de chumbo em sangue (Pb-S) foram
realizadas ANOVAs univariadas classificando os animais pela solugdo que os animais
foram expostos (Controle, Pb90ppm, Pb270ppm e Pb540ppm) e pelo Sexo (macho ou
fémea). Testes FLSD (Fisher's Least Significant Difference Test) foram utilizados para as

analises post-hoc.

As analises dos dados de glutationa total, GSH, GSSG e GSSG/glutationa total
(%GSSG) foram conduzidas em dois niveis. No primeiro, as ANOVAs foram realizadas
classificando os animais em fungao da solugdo que os animais foram expostos (Controle,
Pb90ppm, Pb270ppm e Pb540ppm) e Sexo (macho ou fémea). No segundo, as ANOVAs
foram conduzidas classificando os animais pelo nivel de intoxicagdo (Controle, Pb-S<40 e
Pb-S>60) e Sexo. Testes FLSD (Fisher’s Least Significant Difference Test) foram utilizados

para as analises post-hoc.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo dos efeitos da exposicdo subcrbénica ao chumbo sobre a atividade

locomotora de camundongos Sui¢cos em testes de campo aberto e de nado livre.

4.1.1. Chumbo em sangue (PbS)

Considerando o limite de detec¢do do método de 0,6 pg/dL, no grupo controle, 68%
dos camundongos (n=27) apresentaram PbS detectavel, na faixa de 0.6 a 4.2 ug/dL (média
= 1,1; SEM = 0,2). Em relacdo as medidas de Pb-S, o grupo exposto apresentou uma
grande variabilidade individual (Figura 1). No grupo Pb180, o intervalo de Pb-S foi de 14.3
a 62.7 ug/dL (média = 35,1; SEM = 1,7) e no grupo exposto Pb540, o Pb-S variou de 52.0
a 106.9 ug/dL (média = 75.4; SEM = 2.0). O Pb-S do grupo Pb540 foi significativamente
maior que o do Pb-S do grupo Pb180 (F = 240.5, df = 1, P < 0.001). Apesar dessas
diferencas dos resultados de Pb-S entre os grupos Pb180 e Pb540, analises preliminares
nao mostraram qualquer diferenga significativa entre estes grupos para ambos os testes
comportamentais. Além disso, tanto Pb-S quanto o tempo de exposicdo nao se
relacionaram com qualquer medida de comportamento (0 maior R? observado foi 0.07,
p=0.41). Em consequéncia, para a analise do comportamento, os grupos Pb180 e Pb540
foram compilados no grupo Exposto, cuja média de Pb-S foi de 54,1 ug/dL (EPM = 2,5). A
média de Pb-S dos camundongos testados no campo aberto (média = 55,2; EMP = 3,6)
nao diferiu daquela obtida para o grupo testado no nado livre (média = 53,0; EPM = 3,6).
Vale mencionar que estes niveis de intoxicacdo sdo compativeis com aqueles encontrados
em populagdes ocupacionalmente expostas em todo o mundo (Ahamed e Siddiqui
2007a;Ahamed e Siddiqui 2007b;Apostoli et al. 2002;Araujo et al. 1999;Blando et al.
2007;Chen et al. 2005;Kasperczyk et al. 2008;Paoliello e De Capitani 2007;Thanapop et al.
2007;Whittaker 2003)
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Figura 1. Histograma das distribuicdes de frequiiéncia de concentragdo de chumbo em sangue (PbS) dos
camundongos expostos as solugdes de 180 ppm em chumbo (Pb180) e 540 ppm em chumbo (Pb540)
utilizados no estudo 1. Notar que os valores de PbS do grupo Pb540 foram bem superiores aos do grupo
Pb180.

4.1.2. Campo Aberto

Em geral, a maioria da atividade no campo aberto ocorre na periferia (tabela 1). Em
ambos os grupos (controle e exposto), a ambulagdo na periferia foi significativamente
superior aquela no centro. Resultados similares foram encontrados quando os valores de
ambulacédo foram divididos pelo numero de retangulos correspondentes no centro e na
periferia. Nenhuma diferenga foi encontrada entre os grupos controle e exposto para

quaisquer medidas de campo aberto (tabela 1).
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Tabelal: Locomocéo na periferia (Pe) e no centro (C) do campo aberto

Grupo Controle Grupo Exposto

Pe 89,1+ 8,1 88,5+ 54™*
C 15,0+ 2,9 17,0£1,9

Pe/12 75+0,7" 74+04™
Cl4 3,7+07 43+05
ClPe 15,0+ 2,6 176+ 1,8
C+Pe 105,0+ 10,2 105,7 + 6,6

Valores sdo médias £ EPM. *** P<0,001 comparacgao centro vs. periferia

As ANOVAs realizadas para as medidas de campo aberto ndo revelaram qualquer
efeito significativo para o Sexo e Tempo de exposicdo, assim como as interagdes

envolvendo estes fatores.

Quando os animais expostos foram classificados pela intensidade de intoxicacao, as
ANOVAs nado mostraram diferengas significativas entre os grupos Pb-S<40, Pb-S>60 e
Controle (Figura 2). As ANOVAs nao indicaram efeitos significativos do Sexo e duracéo da
exposicao, assim como interagbes entre estes fatores. As analises de regressao nao
revelaram qualquer relagao significativa entre as medidas de campo aberto e os niveis de

Pb-S e duracdo da exposicao.
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Figura 2. Médias das medidas de locomogédo no centro (C) e na periferia (Pe) do campo aberto dos
camundongos do grupo controle e dos grupos expostos ao chumbo com niveis de chumbo em sangue
inferiores a 40 pg/dL (PbS<40) e superiores a 60 pg/dL (PbS>60). Linhas verticais representam 1/2 erro
padrao da média.

4.1.3. Nado Livre

No teste de nado livre foram observadas diferencas significativas entre os Grupos
Exposto e Controle (Tabela 2). Os camundongos expostos apresentaram maior numero
total de deslocamentos (NT) (Efeito do tratamento: F = 7,5, df = 1,0, P = 0,008), menor
Alternancia de Sentido (AS) (Efeito do tratamento: F = 8,2, df = 1,0, P = 0,006) e menor
razao AS/NT (Efeito do tratamento: F = 11,3, df = 1,0, P = 0,001) do que os controles. Os
tempos de imobilidade n&o diferiram entre o grupo Controle e o grupo total de animais
expostos ao chumbo (Efeito do tratamento: F = 0.2, df = 1, P = 0.88). As ANOVAs
realizadas para as medidas de nado livre ndo revelaram efeitos significativos do Sexo e

Tempo de exposi¢cao, assim como interagcdes envolvendo estes fatores.



Tabela2: Locomocéao no teste de nado livre
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Grupo Controle

Grupo Exposto

Total de deslocamentos (NT) 4555+ 33,2

Alteracdes de sentido (AS) 36,0+ 2,8
AS/NT 0,08+ 0,01
Tempo deimobilidade 33,3+ 10,2

5655+ 21,9 ™"
264+ 18"

0,05+ 0,01
314+ 6,7

Valores sdao médias + EPM. ** P<0,01 comparagao Controle vs. Exposto

As anadlises de regressdo nao revelaram qualquer relagao significativa entre as
medidas comportamentais (NT, AS, AS/NT e IMOB) e os niveis de Pb-S e tempo de

€eXxposicao.

Em relagao as analises classificando os animais do grupo exposto em fung¢ao do Pb-
S, ambos os grupos Pb-S <40 e Pb-S>60 apresentaram maior NT (Efeito do nivel de
intoxicagdo: F = 7.4, df = 2.0, P = 0.03), menor AS (Efeito do nivel de intoxicagdo: F = 4.1,
df = 2.0, P = 0.02) e menor AS/NT (Efeito do nivel de intoxicagédo: F = 5.3, df = 2.0, P =
0.008) do que o grupo controle (Figura 3). Contudo, as analises post-hoc ndo apontaram
diferenca significativa entre os grupos Pb-S<40 e Pb-S>60, considerando NT, AS e AS/NT.
Os tempos de imobilidade (figura 3D) ndo apresentaram diferengas significativas entre os

grupos Controle e os grupos Pb-S<40 e Pb-S>60 (Efeito do nivel de intoxicagéo: F = 0.03,

df =2.0, P =0.97).
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Figura 3. Médias das medidas de atividade natatdria (A), alteracdo de sentido (B e C) e imobilidade (D) no
teste de nado livre de camundongos do grupo controle e dos grupos expostos ao chumbo com niveis de
chumbo em sangue inferiores a 40 ug/dL (PbS<40) e superiores a 60 ug/dL (PbS>60). Notar que os efeitos
do chumbo foram independentes da dose de chumbo no sangue. Linhas verticais representam 1/2 erro
padrao da média. Teste FLSD: comparagdes com o grupo controle, * P <0,05; ** P< 0,01.

4.1.4. Variabilidade relacionada ao sexo

A comparagdo das variancias entre machos e fémeas nao revelou diferengas

significativas tanto para o teste de campo aberto quanto para o nado livre (Tabela 3).



Tabela3: Variancias de machos e fémeas

Campo aberto Periferia (Pe) Centro (C) C+Pe
machos 1326,7 187,6 2253,9
fémeas 1130,5 121,2 1664,4

Nado livre Total de deslocamentos Alteracdes de AS/NT

(NT) sentido (AS)
machos 22509,8 173,8 0,002
fémeas 22225,0 133,2 0,001

C/Pe

157,2
123,5

imobilidade

1893,1
1770,8

4.2. Estudo dos efeitos da exposicdo subcrbnica ao chumbo considerando a

lateralidade comportamental de camundongos Suicos medida em teste de nado livre.

4.2.1. Chumbo em sangue

No grupo controle, 66% dos camundongos (n=24) apresentaram Pb-S detectavel, na
faixa de 0.6 a 4.2 pg/dL (média = 1,3; SEM = 0,2). Conforme descrito no capitulo 1, o grupo
Exposto apresentou uma grande variabilidade individual nas medidas de Pb-S (Figura 4).
Apesar do fato de o grupo exposto a solugdo de 540ppm em chumbo apresentar Pb-S
significativamente maior que o grupo exposto a solugao de 180ppm em chumbo (F = 176.2,
df = 1, P < 0.001), analises preliminares ndao mostraram qualquer diferenga significativa
entre estes grupos para medidas de comportamento obtidas nas 3 sessbdes de nado livre.
Além disso, tanto Pb-S quanto o tempo de exposi¢cdo nao se relacionaram com qualquer
medida de comportamento. Em consequéncia deste resultado, os grupos Pb180 e Pb540

foram compilados no grupo Exposto para a analise comportamental. A média de Pb-S do

grupo exposto foi de 48,2 yg/dL (EPM = 5,7).

28
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Figura 4. Histograma das distribuicbes de freqiéncia de concentragdo de chumbo em sangue (PbS)
dos camundongos expostos as solugdes de 180 ppm em chumbo (Pb180) e 540 ppm em chumbo
(Pb540) utilizados no estudo 2. Notar que os valores de PbS do grupo Pb540 foram bem superiores

aos do grupo Pb180.

Vale mencionar ainda que os valores de Pb-S n&o diferiram entre o grupo de

animais consistentemente lateralizados (49,4 + 4,7 ug/dL) e n&o consistentes (47,4 + 3,9
pg/dL).

4.2.2. Consisténcia da lateralidade

A exposicdo ao chumbo afetou a consisténcia da lateralidade de modo sexo-
dependente (Tabela 4). Em relagdo aos machos, a proporgédo de animais consistentemente
lateralizados e nao consistentes diferiu significativamente entre o grupo exposto e o grupo
controle (x*> = 4,36; P < 0,05). Enquanto a maior parte dos machos do grupo exposto foi
classificada como consistentemente lateralizada (Z = 2,27; P < 0,05), no grupo controle, a
maior parte foi de ndo consistentes. Nas comparagdes envolvendo as fémeas, a proporgao
de animais consistentes e nédo consistes nao diferiu significativamente entre os grupos

controle e exposto (x* = 0,85; P = 0,36).
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Tabela 4: Classificacdo dos animais em funcao da consisténcia da lateralidade

Nao consistentes x Consistentes  Levogiro x destrégiro

Machos
Grupo controle 12 (60%) * 8 (40%) 5 (62%) x 3 (38%)
Grupo exposto 12 (32%) x 26 (68%) 12 (46%) x 14 (54%)
Fémeas
Grupo controle 6 (37%) x 10 (63%) 6 (60%) X 4 (40%)
Grupo exposto 17 (52%) x 16 (48%) 7 (46%) x 9 (54%)

* P<0,05, Z-binomial: ndo consistentes vs. consistentes.

N&o foram observadas diferengas significativas entre o grupo exposto e controle nas
comparacgdes envolvendo as propor¢gdes de animais consistentemente lateralizados para

direita (destrogiros) e consistentemente lateralizados para esquerda (levogiros).

4.2.3. Andalise dos indices de lateralidade

Em relacdo ao %LP (Figura 5A), houve um aumento significativo da
magnitude da lateralidade da primeira para a segunda sessdo experimental (Efeito
da sessdo experimental: F = 6,62; gl = 2/198,10; p < 0,01). Além disso, como
indicado na Figura 5B, os animais consistentemente lateralizados apresentaram
maior numero de deslocamentos para o lado preferido que os animais nao
consistentes ao longo das trés sessdes (Efeito do LIS: F = 18,62; gl = 1/99; p <
0,001; Interacdo Sesséo x LIS: F = F = 3,43; gl = 2/199; p < 0,05). Para %D, as
ANOVAS nao indicaram resultados significativos envolvendo o tratamento e a

consisténcia da lateralidade.
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Figura 5. Médias do percentual de deslocamentos para o lado preferido dos camundongos utilizados
no estudo 2. Para a amostra total (A) notar o aumento dos valores ao longo das sessdes. quando 0s
animais foram separados em fung¢do da consisténcia da lateralidade (B), notar que os consistentes
apresentaram valores maiores que 0s nado consistentes ao longo das trés sessdes. Linhas verticais
representam 1/2 erro padrdo da média.
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4.2.4. Efeitos da exposi¢cdo ao chumbo no nimero total de deslocamentos (NT)

Para a variavel NT (Figura 6A), houve marcante diminuicdo da atividade ao
longo das sessdes experimentais (efeito da sessado: F = 137,53; gl = 1,77/175,09; p <
0,001). Para ambos os grupos experimentais, a atividade na primeira sessao
experimental foi significativamente maior que atividade na segunda (grupo controle: t
=7,6, gl = 35, p <0,001; grupo exposto: t =8,4, gl = 70, p < 0,001) e esta maior do
que na terceira sessao (grupo controle: t =6,0, gl = 35, p < 0,001; grupo exposto: t
=6,8, gl = 70, p < 0,001). Em todas as sessbes experimentais, a atividade do grupo
exposto foi significativamente maior que a do grupo controle, como mostrado na
Figura 6B (efeito do tratamento: F = 10,70; gl = 1/99; p = 0,001).
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Figura 6. Médias do numero total de deslocamentos para cada uma das trés sessdes (A) e
compilados através das sessdes (B) dos camundongos do grupo controle e exposto ao chumbo
utilizados no estudo 2. Notar que a atividade dos animais do grupo exposto foi sempre maior que a do
grupo controle. Linhas verticais representam 1/2 erro padrdo da média. Teste FLSD: Grupo Controle
vs. Grupo Exposto, ** P < 0,01.
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Como indicado na Figura 7, a hiperatividade induzida pelo chumbo foi mais
acentuada entre os animais nao consistentes do que entre os animais
consistentemente lateralizados (interagdo Tratamento x LIS: F = 3,45; gl = 1/99; p =
0,07).
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Figura 7. Médias do numero total de deslocamentos para cada uma das trés sessbées (A e C) e
compilados através das sessoes (B e D) dos camundongos dos grupos controle e exposto ao chumbo
classificados como consistentes (A e B) e ndo consistentes (C e D). Notar que os efeitos do chumbo
foram mais pronunciados nos animais ndo consistentes. Linhas verticais representam 1/2 erro padrao
da média. Teste FLSD: Grupo Controle vs. Grupo Exposto, ** P < 0,01; *** P< 0,001.
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4.2.5. Efeitos da exposi¢cdo ao chumbo no numero alteracdes de sentido (AS)

Para a variavel AS (Figura 8), os dois grupos experimentais apresentaram marcante
diminuicdo do numero de alternancias da primeira para a terceira sessao experimental
(efeito da sessao: F = 8,37; gl = 2/198; p < 0,001). Embora o grupo exposto tenha
apresentado valores de AS menores que o grupo controle nas trés sessdes experimentais,
somente na primeira sessao esta diferenga alcangou significancia estatistica (F = 4,3; gl =
1/106; p = 0,04). Esta diferenca foi mais acentuada entre os animais n&o consistentes do

que entre os animais consistentemente lateralizados Figura 9.
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Figura 8. Médias do numero de alteragcbes de sentido para cada uma das trés sessdes (A) e
compilados através das sessdes (B) dos camundongos do grupo controle e exposto ao chumbo
utilizados no estudo 2. Notar que os animais expostos ao chumbo alteraram menos o sentido de
natagao que os controles. Linhas verticais representam 1/2 erro padrdo da média. Teste FLSD: Grupo
Controle vs. Grupo Exposto, * P < 0,05.
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Figura 9. Médias do numero de alteragdes de sentido para cada uma das trés sessbes (A e C) e
compilados através das sessbées (B e D) dos camundongos do grupo controle e exposto ao chumbo
classificados como consistentes (A e B) e n&o consistentes (C e D). Notar que os efeitos do chumbo
foram mais pronunciados nos animais ndo consistentes. Linhas verticais representam 1/2 erro padrao
da média. Teste FLSD: Grupo Controle vs. Grupo Exposto, * P < 0,05.

4.2.6. Efeitos da exposicdo ao chumbo para AS/NT

Para a variavel AS/NT (Figura 10), os dois grupos experimentais apresentaram um
aumento significativo da primeira para a segunda sessdo experimental (efeito da sessao: F
= 22,27; gl = 2/198; p < 0,001). Nas trés sessdes experimentais, os valores de AS/NT do
grupo exposto foram significativamente menores que os do grupo controle (efeito do
tratamento: F = 8,50; gl = 1/99; p < 0,01).
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Figura 10. Médias da razdo entre o niumero de alteragbes de sentido (AS) e o numero total de
deslocamentos (NT) para cada uma das trés sessodes (A) e compilados através das sessdes (B) dos
camundongos dos grupos controle e exposto ao chumbo utilizados no estudo 2. Notar que os animais
expostos ao chumbo alteraram menos o sentido de natagdo que os controles. Linhas verticais
representam 1/2 erro padrdo da média. Teste FLSD: Grupo Controle vs. Grupo Exposto, ** P < 0,01.

De modo interessante, como evidenciado na Figura 11, o efeito do chumbo sobre a
razao entre o numero de alternancias de sentido e a atividade natatéria foi dependente da
consisténcia da lateralidade (interagdo Tratamento x LIS: F = 8,90; gl = 1/99; p < 0,01).
Entre os animais classificados como nao consistentes, os valores de AS/NT do grupo
exposto foram significativamente menores que os do grupo controle nas trés sessdes
experimentais. Em contraste, nos consistentemente lateralizados n&o foram observadas

diferengas entre o grupo controle e o exposto.
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Figura 11. Médias da razdo entre o nimero de alteragbes de sentido (AS) e o numero total de
deslocamentos (NT) para cada uma das trés sessdes (A e C) e compilados através das sessdes (B e
D) dos camundongos dos grupos controle e exposto ao chumbo classificados como consistentes (A e
B) e néo consistentes (C e D). Notar que os efeitos do chumbo foram evidentes no grupo de animais
nao consistentes. Linhas verticais representam 1/2 erro padrao da média. Teste FLSD: Grupo
Controle vs. Grupo Exposto, ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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4.2.7. Efeitos da intensidade da intoxicagdo com chumbo

Para NT, as ANOVAs indicaram um efeito significativo da intensidade da intoxicagao
(F= 5,57; gl = 2/83; P < 0,01). Este efeito pode ser explicado pelo fato que ambos os
grupos expostos (PbS<40 e PbS>60) apresentaram uma atividade natatéria maior que o
grupo controle nas trés sessdes (Figura 12A). Para AS/NT, as ANOVAs indicaram um
efeito significativo da intensidade da intoxicagéo (F= 4,56; gl = 2/82; P < 0,05). Este efeito
pode ser explicado pelo fato que ambos os grupos expostos (PbS<40 e PbS>60),
apresentaram uma reducao das alteragdes de sentido corrigidas pela atividade natatoria

em relagao ao grupo controle, nas trés sessodes (Figura 12B).

As ANOVAs conduzidas para NT também indicaram uma tendéncia a significancia
estatistica na interacdo Intensidade da intoxicacdo x LIS (F = 2,68; gl = 2/82; P < 0,07).
Este resultado sugere que o efeito da intensidade da intoxicagdo foi mais acentuado no
grupo de animais n&o consistentes (Figura 13). Entre os animais ndo consistentes, os
animais do grupo controle tiveram uma atividade natatéria significativamente menor que a
dos grupos PbS<40 e PbS>60 nas trés sessdes experimentais. No grupo de animais
consistentemente lateralizados, ndo foram observadas diferencas entre os controles e os

expostos.
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Figura 12. Médias do numero total de deslocamentos (A) e da raz&o entre o numero de alteragbes de
sentido e o numero total de deslocamentos (B) dos animais do grupo controle e dos grupos expostos
ao chumbo com niveis de chumbo em sangue inferiores a 40 ug/dL (PbS<40) e superiores a 60 ug/dL
(PbS>60) para cada uma das trés sessdes de nado livre. Linhas verticais representam 1/2 erro
padrdao da média. Teste FLSD: comparagao com o grupo controle, * P < 0,05; ** P < 0,01.
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Figura 13. Médias do numero total de deslocamentos para cada uma das trés sessdes de nado livre
dos camundongos do grupo controle e dos grupos expostos ao chumbo com niveis de chumbo em
sangue inferiores a 40 pg/dL (PbS<40) e superiores a 60 pg/dL (PbS>60) classificados como
consistentes (A) e ndo consistentes (B). Notar que os efeitos do chumbo foram mais pronunciados
nos animais ndo consistentes (B). Linhas verticais representam 1/2 erro padrdo da média. Teste
FLSD: comparagédo com o grupo controle, * P <0,05; ** P < 0,01; *** P< 0,001.

As ANOVAs conduzidas para AS/NT também indicaram interagao significativa entre
Intensidade da intoxicacao e LIS (F = 5,57; gl = 2/82; P < 0,01). Este resultado sugere que
o efeito da intensidade da intoxicagdo foi mais acentuado no grupo de animais n&o

consistentes (Figura 14). Entre os animais ndo consistentes, os animais do grupo controle
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tiveram valores de AS/NT maiores que o dos grupos PbS<40 e PbS>60 ao longo das trés
sessdes experimentais. No grupo de animais consistentemente lateralizados, nao foram

observadas diferencgas entre os controles e os expostos.
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Figura 14. Médias da razdo entre o numero de alteracbes de sentido e o numero total de
deslocamentos (AS/NT) para cada uma das trés sessdes de nado livre dos camundongos do grupo
controle e dos grupos expostos ao chumbo com niveis de chumbo em sangue inferiores a 40 pg/dL
(PbS<40) e superiores a 60 pg/dL (PbS>60) classificados como consistentes (A) e ndo consistentes
(B). Notar que os efeitos do chumbo foram mais pronunciados nos animais nao consistentes. Linhas
verticais representam 1/2 erro padrao da média. Teste FLSD: comparagdo com o grupo controle, * P
<0,05; ** P < 0,01; *** P< 0,001.
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4.3. Estudo dos efeitos da exposi¢édo subcronica ao chumbo sobre a oxidagdo da
glutationa no cérebro de camundongos Suicos.

4.3.1. Chumbo em Sangue

Com relacdo ao Pb-S, as ANOVAs univariadas indicaram um efeito do tratamento
altamente significativo (F = 242,7; df = 3/44; P < 0,001). As anadlises post hoc indicaram

que todos os grupos diferiram significativamente entre si (Figura 15).
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Figura 15. Médias de chumbo em sangue (PbS) dos grupos controle, exposto a 90 ppm em chumbo (Pb90),
exposto a 270 ppm em chumbo (Pb270) e exposto a 540 ppm em chumbo (Pb540). Linhas verticais
representam 1/2 erro padrdo da média.

4.3.2. Glutationa no cérebro

Quando os animais foram classificados pela solu¢gdo a qual foram expostos, nao
foram encontradas diferengas significativas entre os grupos Expostos e o Controle para as
variaveis glutationa total e para GSH. Entretanto, houve efeito significativo do tratamento
para as variaveis GSSG (F = 11,7, df = 3/45, P < 0,001) e %GSSG (F = 11,8, df = 3/45, P <
0,001). Em relagdo a estas duas variaveis, os grupos Pb270ppm e Pb540ppm

apresentaram valores significativamente maiores em relagdo ao controle e ao grupo
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Pb90ppm, sendo que este ultimo grupo nao apresentou diferenca significativa em relacao

ao controle (Figura16).
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Figura 16. Médias de glutationa total (A), glutationa oxidada (B), glutationa reduzida (C) e percentual de
glutationa oxidada (D) em relacdo a glutationa total dos grupos controle, exposto a 90 ppm em chumbo
(Pb90), exposto a 270 ppm em chumbo (Pb270) e exposto a 540 ppm em chumbo (Pb540). Linhas verticais
representam 1/2 erro padrdo da média. Teste FLSD: comparagao com o grupo controle, ** P < 0,01; *** P<
0,001; comparagéo com o grupo Pb90, ## P < 0,01; ## # P< 0,001.

Quando os animais do grupo exposto foram classificados em fungdo do nivel de
intoxicagdo, as ANOVAs indicaram efeitos significativos do tratamento para glutationa total
(F =4,7, df = 2/26, P =0,02), GSSG (F =6,9, df = 2/26, P =0,005) e %GSSG (F =8,6, df =
2/26, P =0,002). Para a glutationa total (Figura 17A), o grupo Pb-S>60 apresentou
aumento significativo em relagéo ao controle (P = 0,003). Para GSSG e %GSSG (Figuras
17B e 17D), o grupo Pb-S>60 apresentou aumento significativo em relagdo ao controle e
ao grupo Pb-S<40. Para nenhuma variavel houve diferenga significativa entre o grupo Pb-
S<40 e o controle. Para GSH as ANOVAs nao indicaram diferengas significativas entre os

grupos (Figura17C).
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Figura 17. Médias de glutationa total (A), glutationa oxidada (B), glutationa reduzida (C) e percentual de
glutationa oxidada (D) em relagao a glutationa total dos camundongos do grupo controle e dos grupos
expostos ao chumbo com niveis de chumbo em sangue inferiores a 40 ug/dL (PbS<40) e superiores a 60
pg/dL (PbS>60). Linhas verticais representam 1/2 erro padrédo da média. FLSD: comparagao com o grupo
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A analise de correlagéo de Pearson (bicaudal) entre os niveis de Pb-S e as variaveis
glutationa total, GSH, GSSG e %GSSG mostrou-se significativa para todas as variaveis

(p<0,05), mas o nivel de correlacdo foi maior para a glutationa oxidada com R=0,57

(p<0,01).
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5. DISCUSSAO

5.1. Estudo dos efeitos da exposicdo subcrdonica ao chumbo sobre a atividade

locomotora de camundongos Sui¢cos em testes de campo aberto e de nado livre.

5.1.1. Resumo dos resultados do estudo 1.

No primeiro estudo avaliamos os efeitos da exposi¢cao subcrbénica ao chumbo sobre
a atividade locomotora de camundongos adultos nos testes de campo aberto e de nado
livre. Resumidamente, enquanto no campo aberto ndo foram encontradas diferencas
significativas entre o grupo exposto e o grupo controle, no teste de nado livre os animais
expostos ao chumbo apresentaram maior atividade natatéria que o grupo controle. O
tempo de imobilidade no nado livre ndo foi afetado pelo tratamento com o chumbo. Para
ambos os testes, as medidas de locomog¢ao nao se relacionaram com os niveis de Pb-S e

nem com a duracdo da exposicao.

5.1.2. Auséncia de diferencas entre os animais expostos ao chumbo e seus

respectivos controles na atividade locomotora no teste de campo aberto.

Em relagdo a medida da atividade locomotora no teste de campo aberto, a auséncia
de diferengas entre os animais do grupo exposto e controle esta em acordo com uma série
de outros estudos, em que a exposicdo ao chumbo ocorreu durante a adolescéncia ou
idade adulta.(Correa et al. 1999;Nieto-Fernandez et al. 2006;Rice 1996b;Salinas e Huff
2002). Em contrapartida, alguns estudos demonstraram que roedores expostos ao chumbo
durante a gestagéo e lactagdo, normalmente apresentaram hiperatividade (Moreira et al.
2001; Rodrigues et al. 1996;Silbergeld e Goldberg, 1974 a,b;Trombini et al., 2001).
Resultados semelhantes tém sido descritos em humanos expostos ao chumbo durante a
infancia (Bellinger 2008,Nigg, 2008). Estes dados reforcam a idéia de que, durante o
desenvolvimento inicial, o sistema nervoso € mais susceptivel as ac¢des deletérias do
chumbo (Costa et al. 2004;Lidsky e Schneider, 2003). Em acordo com esta idéia, o

chumbo é capaz de interferir em uma série de eventos do desenvolvimento neural como,
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diferenciagao neuronal, sinaptogénese, formacgao da mielina e morte programada (Costa et
al. 2004;Lidsky e Schneider, 2003). Além disso, a taxa de absorgcdo gastrintestinal do
chumbo em criangas € maior do que em adultos (Aykin-Burns et al. 2003).

Apesar do fato de que a exposi¢cao precoce ao chumbo promova danos severos
sobre o desenvolvimento subsequente do sistema nervoso, deve-se ter cautela antes de
generalizar que os riscos da exposigdo ao chumbo durante a vida adulta sdo pequenos.
Vale a pena ressaltar que a toxicidade do chumbo, geralmente atribuida a sua habilidade
de ligar-se a biomoléculas, de substituir cations e induzir estresse oxidativo (Ahamed e
Siddiqui, 2007;Garza et al. 2006; Hsu e Guo, 2002;Lidsky e Schneider 2003), tem o
potencial de interferir com a fung&o das células nervosas independentemente da idade do
sujeito. Em acordo com esta idéia, um numero crescente de estudos tem demonstrado que
a exposi¢cao cumulativa ao chumbo durante a idade adulta também promove alteracdes
neurocomportamentais (Kosnett et al. 2007; Murata et al. 2008;Shih et al. 2006; 2007). Em
particular, déficits cognitivos e motores vém sendo amplamente descritos em individuos
expostos ocupacionalmente ao chumbo (Bleecker et al. 2003;Milanov e Kolev 2001;Shih et
al. 2007). De modo interessante, a analise da atividade locomotora no teste de nado livre
revelou uma marcante diferenga entre os animais do grupo exposto e do grupo controle.
Os animais expostos ao chumbo apresentaram maior atividade natatéria que os do grupo

controle.

5.1.3. Aumento da atividade locomotora e diminuicdo do nimero de alteracbes de

sentido do grupo exposto ao chumbo no teste de nado livre.

Enquanto no teste de campo aberto os animais passam boa parte do tempo sobre
os retangulos situados nas quinas do recipiente do teste (Ennaceur et al., 2009), durante a
sessdo de nado livre, o comportamento dos camundongos € caracterizado pelo nado
vigoroso ao longo de toda a extens&do da borda do recipiente, acompanhado pela tentativa
de escalar a parede do recipiente (Krahe et al. 2001;Schmidt et al. 1999). Em
camundongos normais, este comportamento voltado para o escape randomiza o sentido
dos deslocamentos angulares, resultando em um grande numero de alternancias de
sentido (Krahe et al.,2001; Filgueiras e Manhaes, 2004; 2005;Manhdes et al. 2007;
Schmidt et al. 1999;West et al. 1986).
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Esta condi¢cao aversiva do teste de nado livre € uma caracteristica importante para o
estudo dos efeitos da exposicao ao chumbo. De modo geral € bem aceita a idéia que o
estresse exacerba a toxicidade de muitas substancias (Hougaard e Hansen 2007;Relyea e
Mills 2001), inclusive do chumbo (Bellinger 2008; Glass et al. 2009). Em humanos, a
exposicao simultdnea a altos niveis de estresse ambiental e ao chumbo, ao longo da vida,
tém sido usada para explicar o fato de que os efeitos deletérios da exposigcdao ao chumbo
sejam mais pronunciados em populagdes com baixo nivel sdcio econémico (Cory-Slechta
et al. 2008; Glass et al. 2009;White et al. 2007). Em ratos, o estresse agudo induzido pela
novidade, contencdo ou frio tem se mostrado capaz de influenciar o desempenho dos
animais em testes de reforgco com esquema de intervalo fixo (Virgolini et al. 2005; Virgolini
et al. 2006). Desta forma, € possivel especular que a prevaléncia de resultados nao
significativos no teste de campo aberto, envolvendo a exposi¢cdo ao chumbo durante a
adolescéncia e idade adulta, deve-se ao fato de que este teste, quando comparado aquele

do nado livre, ndo oferece um ambiente tdo aversivo.

Alguns autores tém sugerido que a influéncia do estresse na neurotoxicidade do
chumbo pode ser explicada, em grande parte, pelos efeitos prejudiciais do chumbo na
funcdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e do sistema dopaminérgico (Virgolini et al.
2005;Virgolini et al. 2006;Virgolini et al. 2008a;Virgolini et al. 2008b;White et al. 2007)..
Vale mencionar que a liberagao de glicocorticoides e a transmissdo dopaminérgica atuam
na regulagao das fungdes neuroenddcrinas, da atividade locomotora e das emocgdes (Fietta
and Fietta 2007;Metz 2007;Pani et al. 2000;Rodrigues et al. 2009;Scornaiencki et al. 2009)
e, portanto, tem um papel fundamental na modulacdo da resposta ao estresse.

A exposicao ao chumbo é capaz de afetar a resposta ao estresse, especialmente
por aumentar a responsividade do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (Servatius et al.
1994;Virgolini et al. 2005). A exposigao ao frio promove um aumento em torno de 75% nos
niveis de corticosterona em ratos expostos do desmame a vida adulta a uma solugao de
150 ppm em chumbo e ndo afeta os niveis desse horménio nos ratos controle (Virgolini et
al. 2005). Em testes de nado livre, uma significante reducado da temperatura corporal (de
37,5 para 31 °C) tem sido descrita em camundongos submetidos a sessdes de 6 minutos
com a agua a temperatura de 23 °C (Thierry et al. 1986). Embora neste estudo nao

tenhamos avaliado os niveis de corticosterona, é razoavel supor que os animais tratados
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com chumbo apresentem um aumento significativo dos niveis de corticosterona quando

submetidos ao teste de nado livre.

O sistema dopaminérgico também ¢é afetado de modo marcante pela exposi¢ao ao
chumbo (Cory-Slechta 1995;Gedeon et al. 2001;Ma et al. 1999;Tavakoli-Nezhad et al.
2001). Apbés o desmame, a exposi¢cao cronica a baixos niveis de chumbo promove um
declinio significativo da fungdo dopaminérgica no nucleo acumbente de ratos (Gedeon et
al. 2001). De modo semelhante, a exposi¢gao subcrénica ao chumbo (250 ppm e 500 ppm
em chumbo), provocou uma redugdo marcante no numero de neurbnios dopaminérgicos
espontaneamente ativos, tanto na substancia negra como na area do tegumento ventral
(Tavakoli-Nezhad et al. 2001). Durante o estresse, a liberacdo de dopamina do sistema
mesocortical pode agir de forma compensatéria ou adaptativa, como resposta de feedback
negativo, prevenindo a atividade excessiva do eixo HPA (Sullivan and Dufresne 2006). De
particular interesse para este estudo, alguns autores sugerem que a deplecao dos niveis
de dopamina no cértex pré-frontal é responsavel pelo aumento da reatividade ao estresse
observado em algumas desordens neurocomportamentais como a esquizofrenia
(Scornaiencki et al. 2009). Além disso, a redugédo da atividade dopaminérgica responde,
em grande parte, pela hiperatividade locomotora observadas em roedores (Kabuki et al.
2008) e humanos (Gilden e Marusich 2009) e, talvez, contribua para os problemas de
atengdo observados em criangcas expostas ao chumbo (Ma et al. 1999;Russell,
2002;Sagvolden et al. 2005).

Desta forma, considerando que o chumbo é capaz de comprometer a funcdo dos
principais sistemas controladores da resposta ao estresse, € razoavel supor que as
diferengas nos resultados entre os grupos expostos ao chumbo e controle no teste de nado
livre possam estar associadas com uma resposta inadequada a situagcdo aversiva. Neste
sentido, a hiperatividade locomotora e o menor numero de alteragcbes de sentido
observados nos animais intoxicados pelo chumbo, podem refletir um comportamento
estereotipado. De acordo com esta idéia, a perseveragao tem sido descrita como uma
consequéncia da intoxicacado pelo chumbo em humanos e roedores (Rice 1996a). De fato,
a dificuldade dos animais desengajarem um comportamento, pode levar a uma redugao
das alterndncias de sentido que, por sua vez, proporcionaria um aumento do numero de

deslocamentos realizados durante a sessao.
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5.1.4. Imobilidade.

Em camundongos, a medida de imobilidade no teste de nado forgado (teste de
Porsolt) tem sido extensivamente utilizada para avaliar os efeitos da exposi¢gao ao chumbo
do desmame a vida adulta (Mantovani et al., 1999; Soeiro et al, 2007; Stewart et al., 1995;
1996). Particularmente, uma redugao significativa do tempo de imobilidade tem sido
descrita nos animais exposots ao chumbo sendo este efeito interpretado como um efeito
antidepressivo do chumbo (Mantovani et al., 1999; Soeiro et al, 2007; Stewart et al., 1995;
1996). Em contraste, no nosso estudo, o tempo de imobilidade n&o diferiu entre os animais
expostos e os controles. Esta discrepancia pode estar relacionada as diferengas entre o
recipiente usado no teste de Porsolt e em nosso estudo. No recipiente geralmente utilizado
no teste de Porsolt (altura do recipiente = 25cm, didmetro = 10cm e a altura da coluna de
agua = 6cm) os camundongos tém dificuldade em nadar pela superficie e, portanto, ficam a
maior parte do tempo com as patas posteriores apoiadas no fundo do recipiente. Em nosso
teste, o recipiente € mais largo (diametro do recipiente = 21cm) e os animais nao
conseguem tocar o fundo (altura da coluna de agua = 16cm). De modo interessante, foi
demonstrado que quando os animais ndao conseguem tocar o fundo do recipiente,
apresentam tempos de imobilidade menores do que em quando conseguem tocar o fundo
(Borsini et al., 1986). Além disso, a atividade natatoria e as tentativas de escalar a parede
do recipiente sdo mais provaveis em aguas mais profundas (Detke e Lucki 1996) e em
recipientes maiores (Barros e Ferigolo 1998). Em acordo com esta idéia, enquanto os
animais ficam imoveis entre 50% a 70% do tempo no teste de Porsolt (Barros e Ferigolo
1998;Mantovani et al. 1999;Soeiro et al. 2007; Stewart et al. 1995;1996), no nosso
paradigma, a imobilidade representa aproximadamente 10% da sessdo experimental
(Krahe et al. 2002;Filgueiras et al. 2006).

5.1.5. Efeito do sexo.

Em nosso estudo, os efeitos do chumbo relacionados as medidas de locomog¢ao nao
se mostraram sexo-dependentes. Uma possibilidade para explicar a auséncia de
diferencgas, estaria relacionada as flutuagdes nos niveis de hormdnios ovarianos durante o
ciclo estral, que poderiam aumentar a variabilidade dos dados nas fémeas e mascarar os

efeitos do chumbo. Neste caso, a variabilidade dos dados do grupo de fémeas deveria ser
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maior do que a observada no grupo de machos. Esta hipotese foi avaliada para os animais
testados tanto no campo aberto quanto no nado livre, através do teste de Levene's para
igualdade de variancias. A comparagdo das variancias entre machos e fémeas, nao
revelou diferengas significativas tanto para o teste de campo aberto quanto para o nado
livre. Além disso, um estudo realizado em nosso laboratério sugere que, em camundongos
Suigos, o numero total de deslocamentos nao varia em fungao das fases do ciclo estral
(Rebeca 1999).

5.1.6. PbS, tempo de exposicao e atividade locomotora no teste de nado livre.

A exposicao ou tratamento dos animais com solug¢ao de acetato de chumbo por via
oral, através da agua consumida pelos animais, € uma das formas de tratamento mais
utilizadas para estudar em roedores os efeitos da exposigdo ao chumbo durante a vida
adulta. Entretanto, a concentragcédo da solucéo e a duragao da exposicdo do animal durante
a exposigao variam muito entre os estudos. Adicionalmente, em alguns estudos ndo sao
medidos os niveis de chumbo no organismo. Estas diferengas metodoldgicas podem
resultar na grande variabilidade dos resultados e, em alguns casos, explicar as
contradigbes entre diferentes estudos. Sendo assim, decidimos expor os animais a duas
concentragdes de solu¢des de chumbo (180ppm e 540ppm em Pb2+), por um periodo de

exposicao de 60 a 90 dias.

Apesar da grande variabilidade nos niveis de PbS, estes foram compativeis com
aqueles encontrados em exposi¢cdes ocupacionais, tanto em paises desenvolvidos quanto
em paises em desenvolvimento (Ahamed e Siddiqui 2007a,b; Apostoli et al. 2002;Araujo et
al. 1999;Blando et al. 2007;Kasperczyk et al. 2008;Paoliello e Capitani, 2007;Chen et al.
2005;Thanapop et al., 2007). Interessante que, as alteragbes comportamentais no teste de
nado livre ndo se relacionaram com as doses de PbS e nem com a duracdo da exposicio.
Quando os resultados foram analisados de acordo com o nivel de intoxicagdo, (PbS<40 e
PbS>60 ug/dL), ndo observamos diferencas significativas das variaveis comportamentais
entre estes grupos, porém ambos diferiram do grupo controle. Além disso, os modelos de
regressdo falharam em encontrar uma relagdo significativa entre as medidas de

comportamento e os niveis de PbS. Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que
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no teste de nado livre, o limite de deteccdo das alteragdes na atividade locomotora

induzidas pelo chumbo esta em doses menores que 40 ug/dL.

Apesar do valor de 40 pg/dL corresponder ao recomendado pelas legislagdes
americana e brasileira para o trabalhador retornar ao seu posto de trabalho (OSHA e MT),
o valor limite de PbS para o inicio dos efeitos adversos causados pelo chumbo em adultos
ainda é tema de discussao (Gilbert e Weiss 2006;Goodman et al. 2002;Shih et al. 2007).
No Brasil e em outros paises em desenvolvimento, as condigdes de trabalho em pequenas
fabricas e reformadoras de baterias e o status socioeconémico dos trabalhadores, os
mantém sobre constante estresse e expostos diariamente a doses elevadas de chumbo,
tornando dificil prever a influéncia do estresse sobre os danos promovidos pelo chumbo no
sistema nervoso. Adicionalmente, considerando que as alteracbes do chumbo sobre as
vias dopaminérgicas estao associadas a diversos disturbios comportamentais, tais como,
hiperatividade, déficits de atengao e de aprendizado/memodria, pode ser que, mesmo em
doses de Pb-S menores do que 40 pg/dL, possam ocorrer efeitos comportamentais nestes
trabalhadores. Considerando o carater aversivo do teste de nado livre, este modelo pode
ser interessante para avaliar a relacdo entre estresse ambiental e a toxicidade do chumbo,

especialmente em baixos niveis de intoxicacao.

5.2. Estudo dos efeitos da exposicdo subcrbnica ao chumbo considerando a

lateralidade comportamental de camundongos Suicos medida em teste de nado livre.

5.2.1. Resumo dos resultados do estudo 2.

No segundo estudo, utilizamos o teste de nado livre para avaliar se exposi¢cao ao
chumbo da adolescéncia a vida adulta afeta a lateralidade rotacional e se os efeitos do
chumbo estdo associados a consisténcia da lateralidade. Para tanto, os animais foram
submetidos a trés sessdes experimentais. Da primeira para a terceira sessao de nado livre,
houve marcante reducido da atividade natatéria e aumento do numero de alternancias de
sentido corrigido pela atividade natatéria. Apesar disso, os animais intoxicados foram mais
ativos e fizeram menos alternancias do que os controles em todas as sessdes. Além disso,

a magnitude dos efeitos do chumbo no teste de nado livre variou em funcdo da
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consisténcia da lateralidade, sendo os resultados mais pronunciados no grupo de animais

nao consistentes (com menor lateralidade).

5.2.2. Reducéo da atividade natatdria ao longo das sessdes experimentais.

Em testes de nado livre, a reducdo da atividade locomotora ao longo de repetidas
sessbes tem sido amplamente descrita em camundongos (Krahe et al.
2001;2002;Filgueiras e Manhaes, 2004;2005;Manhaes et al. 2007;Schmidt et al. 1999) e
ratos (Denenberg et al. 1990;West et al. 1986). Varias hipoteses tém sido elaboradas para
explicar esta redugcdo na atividade. West e colaboradores (1986), sugeriram que esta
reducao da atividade poderia ser consequéncia do fato de os animais, ao longo de sessbdes
repetidas de nado livre, aprenderem a nadar de modo mais eficiente (com menor gasto de
energia) aumentando o tempo de flutuacdo passiva (imobilidade). Contudo, apesar do
tempo de imobilidade aumentar com a repetigdo das sessdes (Alonso et al, 1991; Krahe et
al, 2002; Porsolt, 1981; Willner, 1990), a hipotese de uma simples relagdo inversa entre
estas medidas n&o tem sido suportada. A duracao da imobilidade nao se correlaciona com
as medidas de deslocamento angular em nenhuma das sessdes experimentais (Alonso et
al, 1991; Krahe et al.,, 2002). Além disso, tem sido demonstrado que algumas drogas
antidepressivas, que diminuem significativamente o tempo de imobilidade, ndo aumentam

a atividade natatoéria (Armario et al, 1988).

De particular interesse para este estudo, tem sido sugerido que a reducgdo de
atividade ao longo das sessdes esta relacionada ao fenbmeno de habituagdo, que é
caracterizado pela diminuicdo de uma resposta comportamental a apresentacido repetida
de um estimulo (Bures et al., 1976; Christensson e Garwicz, 2005; Leussis, 2006). Em
roedores, a habituagdo a um novo ambiente tem sido associada a alteragbes no
comportamento exploratorio ou na atividade locomotora ao longo do tempo de uma sessao
ou de repetidas sessdes (Leussis, 2006). Considerando que, na primeira exposi¢cdo ao
teste de nado livre as tentativas de escape do animal sdo mais evidentes e que estas
diminuem com as exposi¢des subsequentes (Armario et al. 1988;Thierry et al., 1984), a
reducdo da atividade natatéria pode estar relacionada a habituacéo a situacdo adversa do
teste (Whimbey e Denenberg 1967; Schmidt et al, 1999; Krahe et al, 2001). Em acordo

com esta idéia, tem sido sugerido que uma resposta comportamental relacionada ao medo
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€ mais alta durante a exposicao inicial e diminui a medida que o animal se habitua com a

situacao experimental (Leppanen et al., 2006; Whimbey e Denenberg, 1967).

Ao longo das sessdes experimentais observamos, além da reducédo da atividade
natatéria, um marcante aumento no numero de alteragdes de sentido corrigido pela
atividade total (AS/NT) e no percentual de rotagdo para o lado preferido (%LP). Este
resultado pode estar relacionado ao fato de que o numero de voltas completas
(deslocamentos angulares de 360°) realizado pelos animais cai de modo marcante ao
longo das sessdes experimentais (Filgueiras e Manhaes 2004;Schmidt et al. 1999). Desta
forma, os menores valores de AS/NT e %LP na primeira sessdao decorrem,
respectivamente, do fato de que os animais ficam a maior parte do tempo circulando de
modo ininterrupto ao longo de toda a extensédo do recipiente e ndo tém uma preferéncia
muito clara por um dos lados. Conforme se habituam a situacdo aversiva do teste, os
animais vao parando de circular de modo ininterrupto na borda do recipiente de teste e o
numero relativo de alteragées de sentido aumenta e os animais vao nadando cada vez

mais para um dos lados.

Considerando que varios estudos tém demonstrado que a exposi¢ao ocupacional ao
chumbo também é capaz de comprometer o aprendizado e memodria (Chen et al,
2005;Chuang et al. 2005;Lindgren et al. 2003;Sanz et al. 2007;Stewart et al. 1999) seria
esperado que o chumbo afetasse a habituacdo. Contudo, a auséncia de interacdes entre a
sessdo experimental e a exposicdo ao chumbo, sugere fortemente que, pelo menos para
as doses utilizadas neste estudo, o chumbo ndo afetou os mecanismos de habituagédo. A
auséncia de diferencgas entre os animais expostos e os controles, com relagdo a queda de
atividade natatéria ao longo das sessdes, estd em acordo com outros estudos que
sugerem que 0s mecanismos neurais envolvidos com a habituagdo nao séo afetados pelo
chumbo (Mantovani et al. 1999). Vale mencionar que, em animais, os efeitos da exposi¢cao
ao chumbo durante a vida adulta nos mecanismos de memoria e aprendizado sao pouco
estudados e os resultados obtidos mostram-se contraditorios. Apesar da exposicao ao
chumbo afetar varios mecanismos moleculares que sao classicamente envolvidos com
mecanismos de aprendizado e memoria (Ma et al. 1997; Struzynska et al. 2005;Zhu et al.
2005), os resultados obtidos no labirinto aquatico de Morris ndo apontaram diferengas

significativas entre animais expostos e ndo expostos (Gilbert et al. 2005).
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5.2.3. Efeitos do chumbo na consisténcia da lateralidade.

As assimetrias funcionais sao divididas em especializacbes hemisféricas e
comportamentos lateralizados (Geschwind e Galaburda, 1984; Lent e Schmidt, 1996).
Diferentemente das especializacdes hemisféricas, os comportamentos lateralizados podem
ser mais diretamente observados pelo pesquisador, sendo apresentados pelo individuo
durante a realizagdo de determinadas tarefas (Filgueiras e Manhaes, 2004, 2005; Manhaes
et al., 1993, 2003, 2005; Marchant e McGrew, 1996; Rogers e Bradshaw, 1996; Schmidt et
al.,, 1991). Esta lateralidade é geralmente expressa na forma de um favorecimento
sistematico de um dos lados como, por exemplo, na escrita, em que a grande maioria dos
humanos utiliza preferencialmente a mé&o direita (Schmidt e Hofke, 1989; Annett, 2002;
Elliot e Roy, 1996). Contudo, a lateralidade n&o esta restrita aos aspectos quantitativos do
uso ou da habilidade no uso de uma determinada parte do corpo. De fato, tanto humanos
como animais tendem, durante o deslocamento, a rodar preferencialmente mais para um
lado do que para o outro (Filgueiras e Manhdes 2004, 2005; Scharine e McBeath
2002;Schmidt et al. 1999). Assim sendo, os comportamentos lateralizados podem
apresentar-se também no relacionamento do individuo com o espago/ambiente que o
cerca. Especula-se que comportamentos lateralizados apresentam, em muitos casos,
especializagbes hemisféricas subjacentes como fato gerador e que estas, por sua vez,
decorreriam de assimetrias morfoldgicas e bioquimicas (Beaton 1997;Galaburda 1994,
Kertesz 1994; Sun e Walsh 2006). Em geral, o sentido preferencial de rotagdo tem sido
associado com assimetrias bioquimicas nas vias dopaminérgicas do sistema nigroestriado,
sendo que o individuo roda preferencialmente em diregao contralateral ao lado com maior
quantidade de dopamina e/ou atividade dopaminérgica (Fedrowitz et al. 2000; Schwarting e
Huston 1996).

Varios autores tém sugerido que a estabilidade da lateralidade € um fator
determinante para a utilizagdo de um comportamento como “ferramenta” para estudo das
assimetrias cerebrais (Noonan e Axelrod 1989;Lent e Schmidt 1993;Schmidt 1994). Neste
sentido, em nosso laboratorio temos utilizado o comportamento rotacional de nado livre
para diferenciar animais com preferéncias rotacionais consistentes, de animais que alteram
a preferéncia ao longo de repetidas sessdes experimentais (Schmidt et al. 1999; Krahe et
al. 2001;2002). Schmidt e colaboradores (1999) tém sugerido que a estabilidade do sentido

preferencial de deslocamento, ao longo de repetidas sessdes experimentais, € produto de
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assimetrias cerebrais, que possibilitam ao animal nadar preferencialmente para um dos
lados. Como o grau de lateralidade nos animais consistentes foi maior do que nos nao
consistentes (Schmidt et al. 1999), pode-se esperar que 0os animais consistentes também
apresentem uma assimetria cerebral mais acentuada. Em acordo com esta suposicéo, a
hemisferectomia unilateral em idade adulta (condigdo de extrema assimetria) promove um
aumento significativo na magnitude das preferéncias rotacionais e faz com que 91% dos

animais sejam classificados como consistentemente lateralizados (Krahe et al. 2001).

Desta forma, o aumento no numero de machos consistentemente lateralizados
observado no grupo exposto, sugere que o chumbo aumenta as assimetrias
dopaminérgicas associadas com a lateralidade rotacional de um modo sexo-dependente.
Contudo, como ndo existem estudos avaliando os efeitos do chumbo nas assimetrias
dopaminérgicas, esta possibilidade carece de suporte experimental capaz de valida-la. De
modo interessante, alteracbes nos niveis de dopamina e seus metabdlitos foram mais
pronunciados em camundongos machos adultos expostos ao chumbo durante o periodo

gestacional (Leasure et al. 2008).

Em humanos, um numero crescente de estudos vem demonstrando que os efeitos
toxicos de varios metais ndo se manifestam igualmente entre homens e mulheres (Vahter
et al. 2007). Individuos do sexo masculino apresentam maior risco de apresentar disturbios
neurologicos relacionados a exposi¢ao precoce ao chumbo, como déficits de atengao e
motores (Bhattacharya et al. 2006; Ris et al. 2004). Contudo, diferencas com relagao a
cinética, modo de acao e susceptibilidade ao chumbo tém sido utilizadas para fundamentar
as diferengas sexuais (Vahter et al. 2007). Em geral, os homens tém niveis de chumbo em
sangue mais altos que as mulheres, ndo apenas pela maior exposi¢gao como também pelo
hematdcrito mais alto (Becker et al. 2002). Além disso, nas mulheres a relacdo entre
armazenamento e mobilizacdo do chumbo nos ossos talvez esta sujeita a mesma
influéncia dos mecanismos hormonais que controlam os niveis de calcio nos ossos (Vahter
et al. 2007). Além disso, enquanto a variabilidade da concentragdo sanguinea de chumbo
em sangue nos homens parece depender exclusivamente de fatores ambientais, em
mulheres reflete em grande parte os fatores genéticos possivelmente ligados a absorgéo e

armazenamento do chumbo (Bjorkman et al. 2000).
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5.2.4. Consisténcia da lateralidade como um fator determinante da susceptibilidade

aos efeitos neurocomportamentais do chumbo.

Em nosso estudo, a consisténcia da lateralidade se mostrou um fator determinante
na manifestacdo dos efeitos neurocomportamentais do chumbo no teste de nado livre.
Particularmente, os efeitos do chumbo na atividade locomotora e nas alteragées de sentido
foram mais pronunciados no grupo de animais ndo consistentes. Considerando que a
consisténcia da lateralidade pode estar diretamente associada com a magnitude das
assimetrias cerebrais, nossos resultados sugerem que os animais menos “assimétricos”
sdo mais vulneraveis aos efeitos neurocomportamentais do chumbo no teste de nado livre.
Esta suposigdo, contudo, se baseia na premissa que as assimetrias rotacionais se
estabelecem antes do inicio do periodo de exposicdo ao chumbo. Em acordo com esta
idéia, o padrao de conectividade do corpo caloso, que afeta de modo marcante o
estabelecimento das assimetrias rotacionais (Filgueiras e Manhaes 2004; 2005; Manhaes
et al. 2007), adquire o padrao adulto por volta do 15° dia pods-natal em ratos e
camundongos (Lent e Schmidt 1993; lvy et al. 1979).

Seria igualmente possivel supor que o chumbo, além de afetar a atividade
locomotora e a capacidade de trocar o sentido de natagdo, tenha também tornado os
animais menos lateralizados. Contudo, esta possibilidade é pouco provavel, uma vez que o
efeito do chumbo na consisténcia da lateralidade foi o de aumentar o nimero de animais
consistentes, o que sugere um aumento da magnitude das assimetrias rotacionais. Além
disso, o0 aumento no numero de animais consistentes foi restrito aos machos. Vale
mencionar que, o fato de os efeitos do chumbo serem mais pronunciados no grupo de

animais nao consistentes nao dependeu do sexo dos animais.

Do ponto de vista evolutivo, a lateralizagdo cerebral tem sido associada com um
aumento da capacidade funcional do cérebro, uma vez que a especializacdo de um
hemisfério para uma determinada fungao libera o outro hemisfério para desempenhar
funcdes adicionais (Vallortigara e Rogers 2005). Além disso, o0 aumento da assimetria
cerebral evita atrasos decorrentes da lenta transferéncia de informagdes entre os
hemisférios (Ringo et al. 1994), previne conflitos entre os hemisférios (Vallortigara 2000) e
evita processos redundantes (Hirnstein et al. 2008). Enquanto um circuito neural esta

processando uma tarefa especifica em um hemisfério, a area homédloga no outro



57

hemisfério pode desempenhar tarefas diferentes ou complementares, permitindo assim,

um uso mais eficiente da capacidade cerebral (Hirnstein et al. 2008).

De particular interesse para este estudo, a redugdo da magnitude da lateralidade
tem sido associada com alteragdes no desempenho em testes comportamentais aversivos
(Alonso e Navarro 1997) e estados psicopatoldgicos associados com estresse (Boscarino e
Hoffman 2007). Em humanos, tém sido sugerido que individuos com menor grau de
lataralizagao, apresentam maior probabilidade de desenvolver transtorno por estresse pods-
traumatico (Boscarino e Hoffman 2007). Alonso e Navarro (1997) estudaram a resposta
comportamental de ratos adultos ao estresse, cuja lateralidade foi previamente avaliada no
labirinto em T (um teste cuja preferéncia por um dos bragos do T & associada com
assimetrias dopaminérgicas), e observaram que 0s animais com menor grau de
lateralizacdo apresentaram maior reatividade ao estresse. Considerando que o chumbo
prejudica o funcionamento dos principais sistemas envolvidos com a modulacdo da
resposta ao estresse e afeta a funcédo de varios sistemas neurotransmissores, é razoavel
supor que os animais menos lateralizados tenham mais dificuldade de lidar com a situacao
aversiva do teste de nado livre e, portanto, seu comportamento seja mais claramente

afetado.

5.3. Estudo dos efeitos da exposi¢cdo subcrénica ao chumbo sobre a oxidacao da

glutationa no cérebro de camundongos Suicos.

5.3.1. Resumo dos resultados do estudo 3.

No estudo 3 avaliamos os efeitos do chumbo sobre os niveis de glutationa reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG) no cérebro. Quando os resultados foram analisados
considerando o nivel de intoxicagcao, observamos que nos animais com PbS<40 ndo houve
alteragcao das concentragdes de glutationa no cérebro. Em contrapartida, os animais com
PbS>60 apresentaram aumento significativo dos niveis de glutationa oxidada, contudo sem

alteracdo das concentracdes de GSH.
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5.3.2. Considera¢gdes metodoldgicas

Na determinacao do GSH e GSSG, a manipulacdo das amostras representa o maior
problema, frequentemente levando a superestimativa de GSSG. O bloqueio dos grupos tiol
(SH) com 2-metil-vinilpiridina, como utilizado neste estudo, atua prevenindo este processo
(Pastore et al. 2003, Araujo et al. 2008). A garantia da qualidade analitica, relacionada a
oxidacdo de GSH a GSSG durante os procedimentos pré-analiticos e analiticos, foi
conferida observando os resultados de GSSG nos animais controles, que deveriam estar
ao redor de 1% da glutationa total. Neste estudo, o %GSSG para o grupo controle foi de
0,8uM + 0,7 ou razdo GSH/GSSG > 100 e para o grupo 90ppm o resultado foi semelhante,

mostrando que os procedimentos pré-analiticos e analiticos foram confiaveis.

5.3.3. Efeitos do chumbo sobre os niveis de glutationa reduzida e oxidada

Os sistemas antioxidantes que envolvem a glutationa (Glutationa redutase e
Glutationa peroxidase) sdo os sistemas enddgenos mais importantes para protecéo das
células contra os radicais livres (Griffith 1999;Anderson 1998). A deplegdo de GSH deixa a
célula mais susceptivel a acdo dos radicais livres, possibilitando o desenvolvimento de
doengas neuroldgicas, como o mal de Parkinson (Schulz et al. 2000). Apesar dos efeitos
toxicos do chumbo serem, em grande parte, atribuidos a sua capacidade de causar
estresse oxidativo, a relacdo entre os disturbios do balanco pré-oxidante/antioxidante e as
cosequéncias neurocomportamentais da intoxicacdo pelo chumbo ainda é pouco
conhecida (Gurer-Orhan et al. 2004).

O fato de o grupo com PbS superior a 60 ug/dL apresentar um aumento significativo
de GSSG e de %GSSG em relagédo aos grupos controle e PbS<40 ug/dL é particularmente
surpreendente. Embora o tecido neural tenha sido capaz de manter o seu potencial redutor
nas doses de chumbo em sangue inferiores a 40 pg/dL, foram observadas marcantes
alteragdes comportamentais no teste de nado livre. Além disso, quando a capacidade de
manutencdo do potencial redutor da glutationa foi comprometido pela intoxicagcdo com
doses superiores a 60 ug/dL, as alteragdes neurocomportamentais ndo se mostraram mais
pronunciadas que aquelas causadas pelas doses inferiores a 40 pg/dL. Desta forma,

nossos dados sugerem que as alteragdes neurocomportamentais induzidas pelo chumbo
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no teste de nado livre ndo estido associadas aos niveis de estresse oxidativo relacionados

a glutationa.

Ndo podemos descartar, contudo, a possibilidade que baixos niveis de estresse
oxidativo causados pelo chumbo, incapazes de alterar o balangco GSH/GSSG, sejam
capazes de comprometer o comportamento dos camundongos em teste de nado livre.
Neste caso, o grau de estresse oxidativo produzido pelas doses de chumbo utilizadas
neste estudo, podem ser superiores ao minimo necessario para comprometer a funcao
neural. Nesta condigdo, um aumento da dose de chumbo em sangue nao corresponderia a
um aumento proporcional do efeito comportamental e, portanto, ndo seriam observadas

diferencas significativas entre os grupos PbS>60 e PbS<40.
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6 - CONCLUSOES

Com base neste estudo podemos concluir:

1)

A exposicao subcrénica ao chumbo da adolescéncia a vida adulta ndo afetou
a atividade locomotora de camundongos Suigos no teste de campo aberto.
Em contraste, no teste de nado livre os animais expostos ao chumbo foram
hiperativos. Além disso, no teste nado livre, os animais expostos ao chumbo

apresentaram um menor numero de alteragdes de sentido.

A consisténcia de lateralidade medida ao longo de trés sessdes de nado livre
se mostrou um fator determinante para a neurotoxicidade do chumbo.
Particularmente, tanto a hiperatividade quanto a diminuigdo do numero de
alteragdes de sentido induzidas pelo chumbo foram significativamente mais

pronunciadas no grupo de animais n&o consistentemente lateralizados.

No teste de nado livre, os efeitos comportamentais do chumbo nao diferiram
entre os animais com niveis de chumbo em sangue inferiores a 40 pg/dL e

superiores a 60 pg/dL.
No cérebro, o chumbo nao altera a concentracdo de glutationa reduzida,
contudo aumenta a de glutationa oxidada somente em animais com niveis de

chumbo em sangue superiores a 60 ug/dL.

A exposi¢ao ao chumbo ainda permanece como um seério problema de saude

publica, especialmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil. Apesar do

numero crescente de estudos mostrando déficits neurocomportamentais em

individuos expostos ocupacionalmente ao chumbo, os mecanismos envolvidos

com a manifestagcdo destes transtornos permanecem pouco conhecidos. Desta

forma, o uso do teste de nado livre, um modelo simples e de baixo custo, pode

abrir grandes possibilidades, ndo somente de investigacdo dos mecanismos

bioldgicos envolvidos com a toxicidade do chumbo, mas também na elaboragao de

estratégias para protegao e/ou reversao dos seus efeitos.
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