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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA DO TEMA ESTUDADO

Nas ultimas décadas os niveis de contaminag¢do de agua, ar e solo por cddmio
(Cd), um metal pesado encontrado de forma espontdnea na natureza, vem aumentando
significativamente, acompanhando exponencialmente o rdpido e crescente
desenvolvimento industrial.

Estudos recentes sobre a toxicidade do metal pesado cadmio (Cd) mostram que,
além de ser um carcinogénico para o homem, provoca ainda danos hepaticos, renais,
pulmonares e até neurocomportamentais através de a¢des no sistema nervoso central,
sendo esta intoxicagdo muito importante sob o ponto de vista toxicoldgico
(NORDBERG, 2009).

O cadmio estéd presente em baterias, pastas de limpeza, pisos, como componente
em metalirgicas, em pigmentos de tintas, acabamentos de pecas, plasticos e vidros,
além de ser encontrado como contaminantes dos fertilizantes fosfastados ( IARC 1993).

As concentragdes de cadmio em diferentes alimentos variam muito com a
origem do mesmo, com as concentragdes deste no solo e com a disponibilidade do metal
no meio em condigdes de ser incorporado pela vegetagdo. A contaminagdo dos
alimentos se da através da contaminacdo do solo, que, por sua vez, pode ser
contaminado através das aguas de irrigacdo, de deposicdo originiria da polui¢do
atmosférica e de adubagdes por fertilizantes fosfatados ou fertilizantes com origem em
esgotos (adubos) (VAZ & LIMA, 2003).

O cadmio vem recebendo atencdo aumentada pelos cientistas interessados em
delinear os riscos de satide associados com riscos ambientais. Em adi¢do aos problemas
documentados no setor industrial (WINTER, 1982), a toxicidade ao cadmio ¢ um
assunto importante para a sub-populagcdo de usuarios do tabaco que inclui milhdes de
pessoas por todo o mundo. O habito de fumar também concorre para o engrandecimento
da exposi¢do cronica ao cadmio, j4 que a planta do tabaco ¢ capaz de absorver
ativamente cddmio do solo contaminado. Cadmio se acumula nas folhas de tabaco e
mesmo fumando um unico cigarro didrio o individuo pode incrementar sua carga
corporal do toxicante (KLAASSEN, 1990; YVE, 1992; KALCHER et al., 1993). Na
exposicdo cronica pelo cadmio, a qual a maioria dos seres humanos estd exposta ganha
um lugar de destaque quando se trata de satide publica.

Mesmo que os niveis de Cd no solo ndo alcancem valores alarmantes, o metal

permanecera em uma forma potencialmente disponivel, por muitos anos. Portanto, ha
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necessidade de monitorar o comportamento do Cd e outros metais, por um periodo mais

longo (OLIVEIRA, 2003).

Por ter efeito cumulativo no organismo do homem e outros animais, quando
existe a exposicao continua mesmo a baixas doses, ocorrem efeitos graduais que alteram
a homeostasia dos organismos podendo culminar com seqiielas permanentes e alta taxa

de incidéncia de doengas diversificadas.

A exposi¢ao na fase jovem da vida do individuo gera mais preocupagao, pelo
fato deste metal ser retido em maior escala no organismo jovem que no adulto e talvez,

por isso, provoque maiores conseqiiéncias.

O estreito contato de animais de criacdo com as fontes de exposicdo os tornam
mais propensos as enfermidades ocasionadas pela contaminacdo por metais pesados. A
avaliacdao da contaminagdo ndo deve restringir-se apenas a mensura¢gdo do metal que se
deseja observar, devendo-se também observar o quadro clinico do animal, além das
caracteristicas epidemiologicas do local, como fonte e tempo de exposi¢ao. Alteragdes
bioquimicas diante da exposicdo a metais pesados devem também ser observadas, a
exemplo do que ocorre com o baixo nivel da atividade colinesterasica no sangue de
animais expostos a produtos fitossanitarios, organo-fosforados e/ou carbamatos
(VIGILANCIA AMBIENTAL EM SAUDE, 2002). Neste sentido, potenciagdo de
efeitos bioquimicos toxicos podem ser observados quando da exposi¢do simultinea a
metais e inseticidas, uma vez que como os organo-fosforados, o metal pesado cadmio

também inibe a enzima colinesterase sanguinea (ANTONIO et al., 2003).

Ao longo das ultimas décadas o aumento acelerado da populagdo mundial
estimulou uma maior produgdo de alimentos para suprir as necessidades nutricionais do
nimero de habitantes aumentado. A maior parte destes alimentos ¢ oriunda de grandes
lavouras cujos agricultores visam, sobretudo o lucro. Deste modo, com o objetivo de
manter as qualidades aparentes destes produtos, tornando-os mais competitivos e
lucrativos, € necessario eliminar destas plantacdes certas espécies de ervas daninhas,
insetos € microorganimos, os quais diminuem a qualidade ¢ a renda dos produtos
cultivados, devido as relagdes ecologicas que com eles estabelecem.

Neste sentido o uso exagerado e abusivo de certas substancias quimicas como o0s

inseticidas para eliminar estas “pragas” da lavoura, tem aumentado de forma exagerada.
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Além disso, esses agentes também sdo utilizados na pecuaria para controlar
ectoparasitas, € na saude publica, em campanhas para erradicagdo ou controle de insetos
como o Aedes aegypti.

Devido, portanto a contaminagdo ambiental, existird sempre uma grande
possibilidade de exposicdo animal e humana. Os primeiros, por causas de pastagens
contaminadas por residuos de metais pesados e simultaneamente por residuos de
praguicidas do tipo inseticidas, que incluem os organo-fosforados, além do uso direto
dos inseticidas nos animais; os segundos por causa de dguas e alimentos contaminados

simultaneamente por metais e inseticidas.

Interagdo entre substincias no organismo humano e animal pode ocorrer por
causa da contaminagdo ambiental (agua, solo, ar e alimentos) e ocupacional que
possibilitam multi-exposicdo a um grande numero de agentes quimicos
simultanecamente. Quando duas ou mais substancias quimicas estdo presentes
concomitantemente no organismo dos individuos e seus mecanismos de acdo exibem
formas coincidentes ou parecidas, agindo nos mesmos sistemas do organismo, existindo
a possibilidade de efeitos aditivos ou sinérgicos entre elas, engrandecendo os efeitos
concomitantes, agravando ainda mais o quadro de toxicidade, de forma mais danosa do

que se estivessem agindo isoladamente.

Por este motivo, estudos das acdes interativas de agentes quimicos sobre o
organismo humano e animal se fazem necessarias para evidenciar os problemas de

intoxicacao pela interagdo provocada por esses agentes.
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REVISAO DE LITERATURA

CADMIO

Estudos sugerindo que o metal pesado cadmio poderia possuir agdo
carcinogénica para humanos fizeram aumentar progressivamente as pesquisas com este
metal nas ultimas décadas, despertando o interesse pelo seu potencial toxicoldgico.
Recentemente, evidéncias experimentais sugerem que exposi¢do a baixa concentragdo
de cddmio do meio ambiente, induz mutacdo e dano no DNA, o que diminui a
estabilidade genética inibindo o reparo enddgeno e exogeno das lesdes no DNA
levando, em conseqiiéncia, ao aumento da probabilidade de mutacdes e, por conseguinte

a iniciacdo do cancer (FILIPIC et al., 2006).

A contaminacdo ambiental por cadmio se iniciou como resultado da poluicao
causada inicialmente pelo homem, ao explorar o metal em minas e prepara-lo para o seu
uso em fundic¢des. A presenca do Cd na atmosfera comegou a aumentar pela combustao
do carvao e pela incineragcdo dos materiais descartados contendo o metal pesado. Como
¢ largamente utilizado, entra na composi¢do do lixo quando, por exemplo, baterias sdo
descartadas e, por ser razoavelmente volatil, ¢ emitido para a atmosfera quando o ago
laminado com cadmio ¢é reciclado. Além disso, em sua forma metalica, tende a se
condensar com particulas menores do fluxo de fumaca dos incineradores de rejeitos
tornando dificil sua captura pelos mecanismos de controle de poluentes colocados nas
chaminés de saida de gases. Como resultado de todos estes processos, o cadmio
propaga-se por via aérea na forma de gases, ou agregado a particulas solidas em

suspensdo (BAIRD, 2002).

O cadmio também ¢ usado entre outros, na fabricagdo de baterias de veiculos, de
pedra-pome, pastas de limpeza, pisos, como componente em metalirgicas, em
pigmentos de tintas e vernizes, acabamentos de pecas, plasticos e vidros, além de ser

encontrado como contaminante dos fertilizantes fosfatados (IARC, 1993).

Em trabalhadores expostos ocupacionalmente dificulta a funcionalidade visual
motora, promove alteragdes de equilibrio emocional e prejudica a concentragao

(VIAENE et al., 2000).



12

Estudos recentes indicam que exposi¢des cronicas a baixas doses de cadmio
podem causar problemas neurocomportamentais em humanos e animais, at¢ mesmo
quando nenhum dano renal for descoberto (VIAENE et al., 2000; LERET et al., 2003).

Pesquisas de Leret et al. (2003) comprovaram a ag¢do do cadmio no sistema
nervoso central, pois em estudos feitos com animais que foram expostos no periodo
perinatal foram constatados aumento do comportamento agressivo, hiperatividade

motora e prejuizo dos mecanismos de memoria social.

A égua, apesar do cadmio ser bastante solivel neste meio, ndo € a principal fonte
de exposicdo a este agente toxico. Somente uma pequena parcela do nivel de cadmio
presente no organismo dos seres humanos ¢ resultante da sua ingestdo direta da 4gua ou

da inalagdo do ar.

Como resultado das emissdes industriais e por causa da contaminagdo dos
fertilizantes utilizados nas plantagdes, no século XX tem aumentado bastante a
concentragdo do cadmio no solo, implicando em uma maior retencdo pelos vegetais
(SATARUG et al.,, 2003), que serdao utilizados pelos animais e/ou homem como
alimentos. Em regides de alta concentragdo, a contaminacdo de alimentos e agua
provavelmente causou as primeiras intoxicagdes; também utensilios para cozinhar

contribuem para intoxicagoes acidentais (GOODMAN & GILMAN, 2001).

Uma das primeiras conseqiiéncias da contaminag¢do de alimentos ocorreu em
meados do século XX no Japao. O arroz, neste pais, ¢ consumido em grande quantidade
e a regido de Toyoma teve o seu alimento basico contaminado, porque a dgua utilizada
na irrigacdo das plantacdes procedia de um rio onde as fundi¢des locais de zinco
despejavam seus efluentes (BAIRD, 2002). A populagdo local foi contaminada de forma
cronica devido a ingestdo de doses ndo muito grandes de cadmio durante certo tempo. O
principal efeito desta exposi¢@o continua foi uma doenca conhecida como Itai-Itai, uma
enfermidade que causa a degeneracdo dos o0ssos e tem como principal sintoma dor
aguda nas regides lombar e femural e conforme o quadro progride, ¢ comum a

ocorréncia de fraturas nos ossos devido a osteoporose provocada.

Além destas exposicoes, devido a planta do tabaco absorver cadmio do solo
ativamente e em grande quantidade, os fumantes ativos e passivos também estdo

expostos a altas concentragdes de caddmio presente na fumaca do cigarro (LEWIS, 1972;
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JARUP et al., 1998), sendo o Cd um dos componentes importantes para os efeitos

toxicos do cigarro no organismo.

Os metais pesados produzem seus efeitos toxicos combinando-se com um ou
mais grupos reativos essenciais as funcoes fisioldgicas normais. Além da acdo sobre o
receptor Al da Adenosina ( Adenosina ¢ um neurotransmissor natural, quando liga-se
ao receptor Al, diminuindo a actividade neuronal, dilatando os vasos sanguineos,
reduzindo a frequéncia cardiaca, a pressdo sanguinea ¢ a temperatura corporal ), o
cadmio pode substituir o calcio e o zinco em processos metabodlicos criticos
(MANAHAN, 1991; TANAKA et al, 1995) e causar apoptose (morte celular
programada — baseado em um estudo envolvendo células T humanas em cultura) (El

AZZOUZI et al., 1994).

O Cédmio em especial, fica no mesmo patamar do chumbo e do merctrio como
metais importantes no ponto de vista toxicologico. O cadmio ocorre na natureza em
combinag¢do com o zinco e chumbo, causando contamina¢do ambiental. Como menos de

5% desses metais sdo reciclados, a poluicdo ambiental ¢ uma preocupagdo importante.

A meia-vida do Cadmio no organismo ¢ de 10-30 anos e por isso, se a exposi¢ao
ambiental for continua, as concentragdes desse metal nos tecidos aumentam durante
toda vida de forma cumulativa (GOERING & KLAASSEN, 1984). Dado sua taxa atual
de liberagdo no ambiente, ¢ provavel que o cddmio no corpo humano aumente
progressivamente no futuro. Em conseqiiéncia poderia provocar um aumento da
incidéncia das doengas, determinando efeitos danosos aos pulmdes, figado, testiculos, o
sistema imunologico, o sistema nervoso € o sangue. Efeitos na reproducdo e no
desenvolvimento tém sido observados em animais expostos ao cadmio, porém nado

foram verificados ainda nos seres humanos.

O Figado e rim sdo os 6rgdos principais atingidos pela toxicidade por cadmio
(SATARUG et al., 2003). Porém, estudos recentes indicam que exposi¢des cronicas a
baixas doses de cadmio podem causar alteragdes neurocomportamentais em humanos e
animais, até mesmo quando nenhum dano renal foi diagnosticado (LERET et al., 2003;
VIAENE et al., 2000). Em trabalhadores expostos ocupacionalmente dificulta a
funcionalidade visual motora, promove alteracdes de equilibrio emocional e prejudica a

concentragdo (VIAENE et al., 2000).
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O sistema reprodutor masculino também pode ser particularmente afetado pelo
cadmio uma vez que o metal pesado pode funcionar como um desregulador endocrino
modificando a fun¢do reprodutiva e interferir com a qualidade do sémen (OLDEREID,
et al., 1993; TELISMAN, et al., 2000).

A placenta acumula cadmio, podendo ser detectado pelo leite durante a lactagao
(BHATTACHARYA, 1983). Nesse periodo a absorcao de célcio ¢ diminuida e
praticamente todo o Cadmio ingerido contamina o leite € em conseqiiéncia também os
filhotes. Sao encontrados altos niveis de Cd no sangue dos filhotes no dia 0 ( zero) pos-
natal. ( CORPAS & ANTONIO, 1997) O cadmio em niveis ndo toxicos para os tecidos
produz danos aos 6rgaos reprodutivos ( ELINDER, 1986). A administragao de cadmio
para roedores produz necroses , atrofia testicular e esterilidade nos machos, como
também alterando o ciclo estral nas fémeas ( PAKSY et al ., 1992; VARGA et al. ,
1993).

O cédmio ¢ teratogénico, tendo sido comprovado o aparecimento de exencefalia,
hidrocefalia, fenda palatal e labial, microfltalmia e outras malformagdes congénitas em
animais de experimentacdo. O efeito teratogénico foi observado com doses proximas a

DL50 (WHO, 1992).

Experimentalmente, exposi¢do pré e neonatal resultou em hiperatividade (ALI,
et al.,, 1990) enquanto que em ratos adultos demonstrou uma diminui¢do da atividade
locomotora espontanea (ALI et al, 1990; LUKAWSKI et al., 2005). Arito et al. (1981)
observaram aumento do comportamento agressivo de ratos, induzido por administragao
repetida de cadmio. Pesquisas de Leret et al. (2003) comprovaram a acdo do cadmio no
sistema nervoso central, pois em estudos feitos com animais foram constatados
hiperatividade motora, aumento do comportamento agressivo e prejuizos dos
mecanismos de memoria social. Recentemente, pesquisas desenvolvidas em nossos
laboratérios também demonstraram que ratos jovens os quais foram expostos durante
quatro semanas ao cadmio tiveram aumento no comportamento de agressividade

(CASTILHO et al., 2007).

Na exposi¢do ambiental ao metal cddmio existe um fator cinético importante que
felizmente limita bastante os efeitos desta intoxicagdo para o organismo humano e
animal, uma vez que, excluindo a exposicdo ocupacional, a maior fonte de exposi¢ao

para o homem ¢ por via alimentar. Trata-se do fato de que na exposigado oral, do total de
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cadmio ingerido misturado a 4gua e/ou alimentos contaminados, apenas cerca de 5% do
metal ¢ absorvido por via gastrintestinal (WAALKES, 1992). Por outro lado existe o
grande agravante de que nas ultimas décadas a contamina¢do de agua e alimentos tem
aumentado significativamente ¢ de modo exponencial e por isso, niveis cada vez

maiores de cadmio t€m sido observados no organismo humano e animal.

CLORPIRIFOS

O inseticida organofosforado clorpirifés (CPF) é um contaminante ambiental,
bastante utilizado no nosso pais (ANVISA 2005) e na Europa (ALUIGI et al., 2005). No
Brasil ¢ utilizado em agricultura, no ambiente doméstico e em campanhas de satde
publica. Recentemente, a agéncia de Vigilancia Sanitaria através do Programa de
Analise de Residuos em Alimentos (PARA) indicou que 28,5% do total de amostras de
alimentos analisadas em varios estados do territorio brasileiro, continham niveis de
residuos de produtos acima dos Limites Maximos de Residuos (LMR). As culturas com
maior freqiiéncia de irregularidades foram as de macd, morango e tomate.
Particularmente nesta Ultima, um dos inseticidas ndo autorizados detectados foi o
clorpirifos (ANVISA 2005).

Na acdo neurotoxica do clorpirifés o alvo primario ¢ a enzima acetil
colinesterase sanguinea e neuronal, cuja inibicdo exacerba as agdes colinérgicas por
causa do excesso de acetilcolina circulante (RICHARDSON et al.,, 1993);
envolvimento de outros sistemas neurais em adi¢cdo ao sistema colinérgico também
tem sido observados nestes efeitos de neurotoxicidade (RICCERI et al., 2003).

Pesquisas com o inseticida organo-fosforado clorpirifés, demonstraram que o
mesmo pode provocar alteracdes e deficiéncias no comportamento e memoria espacial,
0o que demonstra claramente danos neurais, afetando provavelmente atividade de
neurotransmissores do sistema cerebral (CARR et al., 2001).

E comum se observar criangas de familias de agricultores residindo dentro das
areas de plantacdo ou ao redor das mesmas, estando expostas simultaneamente a uma
variedade de pesticidas (SIMCOX, J.N. et al. 1995).

Estudos com exposi¢@o perinatal tem demonstrado que o clorpirifos ¢ altamente
toxico para ratos neonatos, persistindo as vezes os efeitos até a fase de adulto.

Exposi¢ao a dose baixas pode provocar toxidade sistémica determinando alteracdes no
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desenvolvimento das células neurais, com respeito a sintese do DNA ( DAM et al.,
1998), transcri¢ao génica ( CRUMPTON et al., 2000), diferenciacdo celular (ROY et
al., 1998), e sinaptogenese ( DAM et al., 1999 a,b).

Tem sido demonstrado que CPF pode causar neurotoxicidade em organismos em
desenvolvimento. Levin et al. (2004) mostraram em ratos, que a exposi¢ao pré-natal ao
CPF causa persistentes efeitos comportamentais, principalmente diminuicdo da
capacidade de memoria e alteragdes da atividade locomotora. Estes autores mostraram
que estes efeitos comportamentais estdo relacionados a prejuizos afetando a replicagdo
celular e interrup¢do de uma variedade de sistemas cerebrais, € 0s mesmos persistem
desde o estdgio jovem até a vida adulta do individuo. Icenogle et al. (2004)
demonstraram alteragdes neurocomportamentais em ratos adolescents e adultos os quais
sofreram exposic¢do a dose subtdxica de CPF no periodo de neurulagao.

Em experimentos para testar a agressividade em animais expostos no periodo
perinatal ao organofosforado, Venerosi et al. (2008) demonstraram que CPF afeta as
respostas maternais e a agressdo maternal em fémeas de camundongos adultos, mas ndo
em fémeas na idade de puberdade.

Outros autores demonstraram que num periodo neonatal critico, a exposi¢ao a
doses subtoxicas de clorpirifés induz deficiéncias no desenvolvimento de coordenagao
motora e atividade locomotora e que estes efeitos podem ser sexo-dependentes (DAM et
al., 2000). Slotkin & Seidler (2007) também observaram efeitos dependentes de sexo
em animais adolescentes, por exposicdo pré-natal ao clorpirifés, associada a
hiperatividade serotoninérgica e dopaminérgica.

Outros modelos experimentais ndo animais tem sido utilizados também, de
forma complementar, para demonstrar os efeitos comportamentais do CPF. Neste
sentido, Levin et al. (2004) demonstraram que clorpirifés modifica o comportamento
de chocar ninhadas em peixes.

Por outro lado também foi demonstrado, além do efeito de neurotoxicidade
em animais expostos ao organofosforado clorpirifés, que o mesmo pode provocar
geracdo de espécies reativas de oxigé€nio, levando ao estresse oxidativo o qual
poderia ser uma das formas do clorpirifés impedir o desenvolvimento
neurocomportamental adequado em criangas em desenvolvimento (BAGCHI et al.,

1995; CRUMPTON et al., 2000; QUIAO et al, 2005).
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OBJETIVOS DO ESTUDO

Geral

Estudar aspectos da neurotoxicidade perinatal pelo cddmio em ratos Wistar,

avaliando o desenvolvimento neurocomportamental da prole de ratas expostas ao metal

pesado nos periodos da gestacao e lactacao e, nestes filhotes, os efeitos de interagdo pela

exposicdo concomitante ao inseticida organofosforado clorpirifos.

Especificos

Avaliar as maes nos periodos de gestagdo e lactagao;

Avaliar desenvolvimento fisico (somadtico) dos filhotes cujas maes foram
expostas ao cadmio;

Avaliar desenvolvimento sensoério-motor (reflexos) dos filhotes cujas maes
foram expostas ao cadmio;

Avaliar o desenvolvimento neurocomportamental da prole jovem e adulta dos
filhotes cujas maes foram expostas ao cadmio;

Avaliar o desenvolvimento neurocomportamental da prole jovem e adulta dos
filhotes expostos ao cadmio através das maes, e que foram expostos por gavage
ao clorpirifés na idade jovem;

Determinar o cddmio tecidual no sangue e cérebro dos filhotes cujas maes foram
expostas ao cadmio;

Avaliar a atividade da enzima acetilcolinesterase no sangue € no cérebro dos
filhotes expostos ao cadmio através das maes, e que foram expostos por gavage

ao clorpirifés na idade jovem.



18

REFERENCIAS

ALI, M. M.; MATHUR, N.; CHANDRA, S. V. Effect of chronic cadmium exposure on
locomotor behaviour of rats. Ind. J. Exper. Biol., v. 28, p. 653, 1990.

ALUIGI, M.G.; ANGELINI C.; FALUGI, C.; FOSSA, R.; GENEVER, P.; GALLUS,
L; LAYER, P.G.; PRESTIPINO, G., RAKONCZAV, Z. SGRO, M.
THIELECKE, H.; TROMBINO, S. Interaction between organophosphate
compounds and cholinergic functions during development. = Chem.-Biol.

Interact., v.157-158, p.305-316, 2005.

ANTONIO, M.T.; CORREDOR, L.; LERET, M.L. Study of the activity of several
enzymes like markers of the neurotoxicity induced by perinatal exposure to lead

and/or cadmium. Toxicol. Lett., v.143, p.331-340, 2003.

ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria). Controlando agrotéxicos nos
alimentos: o trabalho desenvolvido pela ANVISA, com as vigilancias sanitarias
dos estados do AAC, ES, GO, MG, MS, PA, PE, PR, RJ, RS, SC, SP, TO, A
FIOCRUZ/INCQS e os laboratorios ITAL/SP, IOM/FUNED, LACEN/PR E
ITEP/PE. Relatorios de atividades 2004. Brasilia. ANVISA, 2005. Disponivel em

www.anvisa.gov.br/, acessado em 15/marc¢o/2008 2005.

BAIRD, C. Quimica ambiental. 2°.ed., cap.7, p.622, Porto Alegre: Bookman, 2002.

BAGCHI, D.; BAGCHI, M.; HASSOUN, E.A.; STOHS, S.J. In vitro and in vivo
generation of reactive oxygen species, DNA damage and lactate dehydrogenase

leakage by selected pesticides. Toxicology, v.104, p.129-140, 1995.

BHATTACHARYA, M. H. Bioavalabilityt of orally administered cadmium and lead to
the mother, foetus, and neonate during pregnancy and lactation: an overview. Sci.

Total Environ. V. 28, p. 327-342. 1983.



19

CARFAGMA, M.A., PONSLER, G.D., MUBEHAC, B. B. Inibition of ATP-ase
activity in rat synaptic plasma membranes by simultaneous exposure to metals.

Chem. Biol. Interact., v.100, p.53-65, 1996.

CARR, R.L., CHAMBERS, H.W., GUARISCO, J.A., RICHARDSON, J.R., TANG,
J., CHAMBERS, J. E. Effects pof repeated oral posnatal exposure to chlorpiriph6s
on open-field behavior in juvenil rats. Toxicol. Sci. v. 59, p.260-267, 2001.

CRUMPTON, T.L., SEIDLER, F.J., SLOTKIN, T.A. Developmental neurotoxicity of
chlorpiriphos in vivo and in vitro: effects in nuclear transcription factors involved

in cell replication and differenciation. Brain Res. v. 857, p. 87-98, 2000.

CASTILHO, H.S.; SOUZA, R.P.; LACORTE, L.M.; TERCARIOL, S.G.; ALMEIDA,
A.A.; GODINHO, A.F. Administragdo prolongada de cadmio aumenta a

agressividade em ratos jovens. Rev. Bras. Toxicol., 20(3), 116, 2007.

CORPAS, 1., ANTONIO, M., T. Study of alterations produced by Cadmium and
Cadmium/Lead administration during gestational and early lactation pariods in the

reproductive organs of the rat. Ecotoxicol. Environ. Saf., v.41, p.180-188, 1998.

DAM, K., SEIDLER, F.J., SLOTKIN, T.A. Developmental neurotoxicity of
chlorpyriphoés: delayed targeting of DNA shyntesis after repeated administration.
Dev. Brain Res., v. 108, p. 39-45, 1998.

DAM, K.; GARCIA, S.J., SEIDLER, F.J., SLOTKIN, T.A. Neonato clorpyriphos
exposure alters synaptic development and neuronal activity in cholinergic and

catecholaminergic pathways. Dev. Brain. Res., v. 116, p. 9-20, 1999 a .

DAM, K., SEIDLER, F.J., SLOTKIN, T.A. Clhorpyriphos realeases norepinephrine
from adult and neonatal rat brain synaptosomes. Dev. Brain Res., v. 118, p. 129-

133, 1999b.

DAM, K.; SEIDLER, F.J.; SLOTIKIN, T.A. Chlorpyrifos exposure during a critical
neonatal period elicits gender-selective deficts in the development of coordination

skills and locomotor activity. Dev. Brain Res., v.121, p.179-187, 2000.



20

EL AZzZOUZI, B.; TSANGARIS, G.T.; PELLEGRINI, O.;, MANUEL, Y.
BENVENISTE, J.; THOMAS, Y. Cadmium induces apoptosis in a human T cell
line. Toxicology, v. 88(1-3), p.127-39, 1994.

ELINDER, C.G. Other toxic effects . In Cadmium and Helth: Effect and Response. L.
Friberg, T. Kjellstrom, and G.Fnordberg, Eds. v.2. p.159-205. 1986. CRC Press,

Boca Raton, Florida.

FILIPIC, M., FATUR, T.; VUDRAG, M. Molecular mechanisms of cadmium induced
mutagenicity. Hum. Exper. Toxicol., v. 25, p. 67-77, 2006.

GABBINI, G.; BIAC, D.; DIZIEL,C. Toxity of cadmium for the central nervous
system. Exper. Neurol., v. 18(2), p.154-160, 1967.

GIAGINIS, C.; GATZIDOU, E.; TEOCHARIS, S. DNA repair systems as targets of
cadmium toxicity. Toxicol. Appl. Pharmacol,, v.213, p.282-290, 2006.

GOERING, P.L.; KLAASSEN, C.D. Zinc -induced tolerance to cadmium
hepatotoxicity. Toxicol. Appl. Pharmacol., v. 74 (3), p. 299-307, 1984

HALLER, J,; KRUK, M.R. Normal and abnormal aggression: human disorders and
novel laboratory models. Neurosci. Behav. Rev., v.30, p.292-303, 2006.

ICENOGLE, L.; CHRISTOPHER, N.; BLACKWELDER, W.; CALDWELL, D,
QUIAO, D.; SEIDLER, T.; SLOTKIN, T.; LEVIN, E. Behavioral alterations in
adolescent and adult rats after brief subtoxic exposure to chlorpyrifos during

neurulation. Neurotoxicol. Teratol., v.26, p.95-101, 2004.

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER - IARC.
Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemicals to
Man. Berylium, Cadmium, Mercury, and Exposures in the Glass

Manufacturing Industry. Lyon: IARC, 1993. v.58, 444p.



21

JARUP, P.; BERGLUND, J.; ELINDER, C.G; NORDBERG, G.; VAHTER, M. Health
effects of cadmium exposure — A review of the literature and a risk estimate.

Environ. Health, v.24, p.1- 51, 1998.

KLAASSEN, C.D. Heavy metals and heavy metal antagonists. In: Goodman, A. (Eds.),
The pharmacology basis of  therapeutics. Elms-ford: New

York/Pergamon,1592-1614, 1990.

KALCHER, K.; KERN, W.; PIETSCH, R., 1993. Cadmium and lead in the smoke of a
filter cigarette. Sci. Total Environ., v. 128, p.21-35, 1993.

LERET, M. L.; MILLAN, J. A. S.; ANTONIO, M. T. Perinatal exposure to lead and
cadmium affects anxiety-like behaviour. Toxicology, v. 186, p. 125-130, 2003.

LEVIN, E.D., SWAIN, A. H., DORNELY, S.; LINNEY, E. Developmental
Chlorpyriphos effect on Hatchling zebrafish Swimming Behavior. Neurotoxicol.
Teratol., v. 26, p.719-723, 2004.

LEWIS, G.P.; COUGHLIN, L.L.; JUSKO, W.L.; HARTZ, S. Contribuition of cigarret

smoking to cadmium accumulation in man. The Lancet, v.299, p.291-2, 1972.

LUKAWSKI, K.; NIERADKO, B.; SIEKLUCKA-DZIUBA, M. Effects of cadmium on
memory processes in mice exposed to transient cerebral oligemia. Neurotoxicol.

Teratol., v.27, p.575-584, 2005.

MANAHAN, S.E. Toxicological Chemistry, Lewis Publishers, Inc, Chelsea, MI,
1991.

NORDBERG, G.F. Historical perspectives in cadmium toxicity. Toxicol. Apll.
Pharmacol. (2009), doi 10.1016/j.taap.2009.03.015.

OLDEREID, N.B.; THOMASSEN, Y.; ATTRAMADAL, A. Concentrations of lead,
cadmium and zinc in the tissues of reproductive organs of men. J. Reprod.

Fertil., v.99, p.421-425, 1993



22

OLIVEIRA, R. C. Avalia¢ao do movimento de cadmio, chumbo e zinco em solo tratado
com residuo-calcario. Lavras, 2003. 13 f. Dissertacio (Mestrado em
Agronomia) — Programa de Pods-Graduag¢io em Agronomia — PPGA,

Universidade Federal de Lavras, 2003.

PAKSY, K., VARGA, B., NARAY, M., OLAJOS, F., AND FOLLY, G., 1992. Altered
ovarium progesterone secretion induced by cadmium fails to interfere with

embryo transport in the oviduct of the rat. Reprod. Toxicol.. 6, p. 77-83. 1992.

QUIAO, D.; SEIDLER, F.J.; SLOTIKIN, T.A. Oxidative mechanisms contributing to
the developmental neurotoxicity of nicotine and chlorpyrifos. Toxicol. Apl.

Pharmacol., v.206, p.17-26, 2005.

RICCERI, L.; MARKINA, N.; VALANZANO, A.; FORTUNA, S.; COMETA, M.F.;
MENEGUZ, A.; CALAMANDREIA, G. Developmental exposure to chlorpyrifos
alters reactivity to environmental and social cues in adolescent mice. Toxicol.

Appl. Pharmacol., v.191, p.189-201, 2003.

RICHARDSON, R.J.; MOORE, T.B.; KAYYALI U.S.; FOWKE, J.H.; RANDALL,
J.C. Inhibition of hen brain acetylcholinesterase and neurotoxic esterase by
chlorpyriphos in vivo and kinetics of inhibition by chlorpyriphos oxon in vitro:

application to assessment of neuropathic risk. Fundam. Appl. Toxicol. v.20,

p.273-279, 1993.

ROY, T.S., ANDREWS, J.E., SEIDLER, F.J., SLOTIKING, T.A., Chlorpyrifos elicits
mitotic abnormalities and apoptosis in neuroepithelium of cultured rat embryos.

Teratology, v. 58, p. 62-68, 1998.

SATARUG, S.; BAKER, J. R.; URBENJAPOL, S.;, HASWELL-ELKINS, M.
REILLY, P.; WILLIAMS, D. J.; MOORE, M. R. A global perspective on

cadmium pollution and toxicity in non-ocupationally exposed population. Toxicol.

Let., v.137, p. 65-83; 2003.



23

SKULA, A.; SKULA, G.S; SRIMAL, R. C.; Cadmium-induce alterations in blood brain
barrier permeability and it’s possible correlation is decreased microvessel

antioxidant potencial in rat. Human Exp. Toxicol., v.15, p. 400-405, 1996.

SLOTKIN, T.A.; SEIDLER, F.J. Prenatal chlorpyrifos exposure elicits presynaptic and
dopaminergic hyperactivity at adolescence: critical periods for regional and sex-

selective effects. Reprod. Toxicol., v.23, p.421-427, 2007.

SIMCOX, J. N., FENSK, R.A., WOLZ, S.A., LEE, I-C., KALMAN, D.A. Pesticides in
Household Dust and Soil: Expouse Pathways for Children of agricultural
Families. Environ. Health Perspec. v. 103, p.12, 1995.

TANAKA, M.; YANAGI, M.; SHIROTA, K. Effect of cadmium in the zinc-deficient
rat. Vet. Hum. Toxicol., v. 37 , p 203-208., 1995.

TELISMAN, S. CVITKOVIC, P.; JURASOVIC, J. Semen quality and reproductive
endocrine function in relation to biomarkers of lead, cadmium, zinc and copper in

men. Environ. Health Perspect., v.108, p.45-53, 2000.

VARGA, B., ZSOLNAI, B., PAKSY K., NARAYy, M., and UNGYARY, Gy. Age
dependent accumulation of cadmium in ther human ovary. Reprod. Toxicol. v.7,

p. 225-228, 1993.

VAZ, A. J.; LIMA, 1. V. Imunotoxicologia dos Metais. In: AZEVEDO, F.A.;CHASIN,
A.A.M. Metais: gerenciamento da toxicidade. Sao Paulo: Atheneu,cap. 13, p.

407, 2003.

VERONESI, A. CUTULI, D.; COLONMELLO, V. ; CARDONA, D.; RICERI, L. ;
CALAMANDREI, G. Neonatal exposure to clorpyrifos affeccts maternal

responses and maternal aggression of female mice in adulthood. Nerotoxicol.

Teratol., v.30, p. 468-474, 2008.

VIAENE, M. K.; MASSACHELEIN, R.; LEENDERS, L.; DE GROOF, M.; SWERTS,
L. J.; ROELS, H. A. Neurobehavioural effects of occupational exposure to



24

cadmium: across sectional epidemiological study. Occup. Environ. Med., v. 57,

p. 19-27, 2000.

VIGILANCIA AMBIENTAL EM SAUDE. Textos de Epidemiologia para Vigilancia
Ambiental em Satde. Nocdes de vigilancia ambiental em satde: conceitos,

estrutura, concepgao ¢ modelo de atuacao. Brasilia- DF, P. 19-28, 2002.

WAALKES, M.P.; WAHBA, Z.Z.; RODRIGUEZ, R.E. Cadmiun. In: Hazardous
Materials Toxicology — Clinical Principles of Environmental Health. Sullivan,

Jr, J.B.; Krieger, G.R. (Eds.). Baltmore. Willians & Wilkins, 845-852, 1992.

WINTER, H. . The hazards of cadmium in man and animals. J. Appl. Toxicol. V. 2, 61-
67, 1982.

WORLD HEALTH ORGANIZATION-WHO. Cadmium. Geneva: WHO, 1992.
(Environmental Health Criteria, 134).

YVE, L. Cadmium in tobacco. Biomed. Environ. Sci., v.5, p. 53-56. 1992.



25
Il - CAPITULO I — ARTIGO

Este artigo foi escrito para ser submetido segundo as normas do peridodico Pesquisa
Veterinaria Brasileira.

Titulo: Exposicdo perinatal a baixo nivel de cidmio potencia a neurotoxicidade
pelo clorpirifés em ratos jovens.
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ABSTRAT.- Andrade, A. M., Figueiredo, C.G., Godinho, A.F. 2009. [Perinatal
exposition to low cadmium level enhances chlorpyrifos neurotoxicity in young
rats.|

The objective of this work was to study whether previous perinatal exposition to a low
cadmium dose was able to modify neurotoxicity provoked by sub acute chlorpyrifos
administration to young rats. For this, pregnant females received cadmium acetate (Cd)
in distillate water (10mg of Cd"™/ liter) or sodium acetate as control (Ct), during
gestation and lactation. From 21°. to 27°. postnatal day (PND) one group of nestling
deriving from control mothers and other of cadmium exposed mothers, received
chlorpyrifos (CPF, 30 mg/kg, orally — gavage). In PND28 were assessed cerebral
cholinesterase enzyme activity, motor coordination, and exploration in the hole-board
box, and open field locomotor activity. Were observed inhibition of the cerebral
cholinesterase by Cd and CPF, being more intense in the Cd+CPF group; decrease of
the exploration behavior and motor coordination by Cd and CPF, being the motor
coordination decrease, more pronounced in the Cd+CPF group; decrease of the
spontaneous locomotion by Cd and CPF. In conclusion, previous perinatal exposition to
a low cadmium dose was able to intensify neurotoxicity by chlorpyrifos in young

animals.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar se exposicdo perinatal prévia a baixa dose de
cadmio poderia modificar a neurotoxicidade provocada pela administracdo subaguda de
clorpirifés em ratos jovens. Para tanto, fémeas prenhes receberam acetato de cddmio em
4dgua destilada (10 mg de Cd"/litro) ou de acetato de sodio como controle, durante a
gestacdo e lactagdo. Do 21°. ao 27°. dia p6s natal (DPN21-27) um grupo de filhotes
de maes controle e de um grupo de maes expostas ao cddmio, receberam
clorpirifos (30 mg/kg, via oral — gavage). Ao DPN28 foram avaliados a atividade da
enzima colinesterase cerebral, coordenacdo motora e exploragdo em caixa de hole-
board, e atividade locomotora em arena de campo aberto. Observou-se inibi¢do da
colinesterase cerebral por Cd e CPF, que foi mais intensa no grupo Cd+CPF;
diminui¢do do comportamento de exploracdo e coordenagao motora por Cd e CPF,
sendo a incoordenagdo motora mais acentuada no grupo Cd+CPF; diminuicdo da
locomogdo espontanea por Cd e CPF. Conclui-se que exposic¢ao perinatal prévia a baixa

dose de cadmio pode intensificar a neurotoxicidade pelo clorpirifés em animais jovens.

TERMOS DE INDEXACAO: cadmio, clorpirifés, neurotoxicidade, colinesterase,

comportamento.
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INTRODUCAO

As novas tecnologias utilizadas visando aumento de produtividade, tanto na agricultura
quanto pecuaria, tém estimulado o uso de produtos quimicos que sdo potencialmente
perigosos a saude animal, humana e meio ambiente (Peyon 2007). O uso de inseticidas
para controle de pragas em lavouras e criacdo de animais, bem como a presenga de
metais pesados como o cadmio em fertilizantes fosfatados, tem determinado um
acimulo destes agentes quimicos no meio ambiente. Estes agentes podem além de
permanecer no solo, contaminar aguas de corregos, de microbacias, servindo como
fonte de contaminacdo animal. Também podem ser absorvidos pela vegetagdo,
contaminando pastagens e vegetacdo utilizada como alimento, tornando-se assim
também, fonte de contaminacgdo animal ( Sharma & Street 1980, Amodio-Cocchieri &
Fiore 1987, Dey et al 1996, Margal et al 2004, Nunez et al 2006).

Como ocorre o acimulo desses produtos por um periodo prolongado no meio
ambiente, existe uma grande preocupacao de pesquisadores, ambientalistas e técnicos,
de que a poluicdo possa determinar um comprometimento de toda uma cadeia
produtiva, sofrendo os consumidores finais, problemas de intoxicagdo pela exposicdo
advinda desses produtos.

Organofosforados sao um dos grupos quimicos dos inseticidas mais utilizados na
agricultura, pecudria, em campanhas de saude publica e até no ambiente doméstico
(Osweiler 1998, Barbosa et al 2005). Dentre os organofosforados utilizados para estas
finalidades, o clorpirifés ¢ um dos mais utilizados no Brasil (ANVISA 2005) e também
na Europa (Aluigi et al 2005). O uso inadequado dos organofosforados por erros no
preparo e por uso de concentragdes abusivas (Boermans et al 1984, Radostitis et al
2000) podem causar grandes prejuizos a pecudria e favorecer a contaminagao das aguas,
alimentos e pastagens.

Na acao neurotoxica do CPF o alvo primario ¢ a enzima acetilcolinesterase
neuronal, central e periférica, cuja inibicdo exacerba as acdes colinérgicas por causa do
excesso de acetilcolina circulante (Richardson et al 1993); envolvimento de outros
sistemas neurais em adi¢do ao sistema colinérgico também tem sido observados nos
efeitos de neurotoxicidade (Ricceri et al 2003).

Tem sido demonstrado que CPF pode causar neurotoxicidade em organismos
em desenvolvimento. Levin et al (2004) mostraram em ratos, que a exposi¢ao pré-natal
ao CPF causa persistentes efeitos comportamentais, principalmente diminui¢do da

capacidade de memoria e alteragdes da atividade locomotora. Estes autores mostraram



28

que estes efeitos comportamentais estdo relacionados a prejuizos afetando a replicagao
celular e interrup¢do de uma variedade de sistemas cerebrais, € 0os mesmos persistem
desde o estigio jovem até a vida adulta do individuo. Icenogle et al (2004)
demonstraram alteragdes neurocomportamentais em ratos adolescents e adultos os quais
sofreram exposi¢do a dose subtoxica de CPF no periodo de neurulacio. Em
experimentos para testar a agressividade em animais expostos no periodo perinatal ao
organofosforado, Venerosi et al (2008) demonstraram que CPF afeta as respostas
maternais e a agressdo maternal em fémeas de camundongos adultos, mas ndo em
fémeas na idade de puberdade.

Por outro lado, nas ultimas décadas o nivel do metal pesado caddmio tem
aumentado muito no meio ambiente (4gua, solo e ar) por causa da acdo antropogénica,
provocando um grande aumento da exposi¢do humana e animal (Yassin & Martonik
2004). Acompanhando os efeitos da crescente industrializac¢do, a exposi¢do ocupacional
por cadmio também cresceu exponencialmente, levando este metal a ocupar um lugar de
destaque nas questdes de satde publica, quando se trata de intoxicacdo por metais
pesados (Satarug et al 2003).

Por ter efeito cumulativo no organismo humano e animal, quando existe a
exposicao continua mesmo a baixas doses, ocorrem efeitos graduais que alteram a
homeostasia dos organismos podendo culminar com seqiielas permanentes e uma
incidéncia diversa e mais alta de doengas (Hypponen et al 1993). A exposi¢ao na fase
jovem da vida do individuo gera mais preocupacao, pelo fato deste metal ser retido em
maior escala no organismo jovem que no adulto e talvez, por isso, provoque maiores
conseqiiéncias (Bhattacharya 1983; Ali et al 1986). Neste sentido, estudos
experimentais que mimetizam a situacdo de exposi¢do perinatal sdo importantes, pois
podem trazer uma maior compreensao dos efeitos do cadmio sobre o desenvolvimento e
as conseqiiéncias a curto e longo prazo na vida dos individuos os quais sao expostos ja
na fase uterina.

Apesar de provocar toxicidade sistémica, estudos recentes indicam que exposi¢des
cronicas a baixas doses de cddmio podem causar problemas neurocomportamentais em
humanos e animais, até mesmo quando nenhum dano renal for descoberto (Viaene et al
2000, Leret et al 2003). Experimentalmente, Nagymajtenyi et al (1997) observaram que
as alteragdes neurotoxicologicas funcionais e comportamentais provocadas pelo cadmio
podem transpor geragdes. Alguns resultados experimentais sdo contraditorios;

exposicao pré e neonatal resultou em hiperatividade (Ali et al 1990) enquanto que em
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ratos adultos demonstrou uma diminui¢ao da atividade locomotora espontanea (Ali et al
1990, Lukawski et al 2005).

O objetivo deste trabalho foi estudar se exposi¢do perinatal prévia a baixa dose
de cadmio poderia modificar a neurotoxicidade, provocada pela administragdo subaguda

de clorpirifés por gavage, em ratos na idade jovem.

MATERIAL E METODOS
Animais e Grupos Experimentais
Foram utilizados ratos Wistar obtidos da colonia do Biotério Central da Unesp, Campus
de Botucatu. Durante as fases de adaptagdo, crescimento e experimental, os animais
permaneceram no biotério do CEATOX, sob condicdes controladas de temperatura e
umidade relativa, ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, exaustdo continua, recebendo
liquido e ragao sem restrigao.

O presente estudo foi aprovado pela CAmara de Etica em Experimentacio
Animal (CEAA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP de
Botucatu.

Aos 80 dias de idade os animais foram acasalados colocando-se na mesma
gaiola 3 fémeas com 1 macho; as fémeas foram consideradas fecundadas, quando
encontrados espermatozoides no liquido do lavado vaginal (considerado o dia zero do
acasalamento). As fémeas consideradas prenhes foram colocadas individualmente em
gaiolas e, durante todo o periodo de gestagdo passaram a receber ad libitum solugdo de
acetato de cadmio (Cd) (Synth-Brasil) em agua destilada (10 mg de Cd"/litro) ou de
acetato de soédio (Dinamica-Brasil) como controle (Ct) em agua destilada (solugdo
equimolar a de acetato de cadmio). Neste periodo as maes foram avaliadas quanto ao
peso corporal, ingesta de liquido e racdo (uma vez por semana), comportamento na
gaiola e possivel sintomatologia.

Ao nascimento, os filhotes foram contados, pesados e observados quanto a
alteracdes fisicas macroscopicas grosseiras e as ninhadas foram ajustadas para oito
filhotes por mae (5-6 machos); as solugdes de cadmio e controle continuaram sendo
administradas as maes durante todo o periodo da lactagdo. Os filhotes foram mantidos
junto com as maes at¢ o DPN21 e depois separados em grupos de 15 filhotes, sendo
para isto utilizado um filhote de cada mae, para evitar tendéncias provindas da ninhada

que pudessem mascarar ou deturpar os resultados obtidos para cada grupo. Do DPN21
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ao DPN27 um grupo de filhotes de maes controle € um grupo de maes expostas ao
cadmio, receberam clorpirifés (Lorsban 480BR“~Dow Agrosciences-Brasil) na dose de
30 mg/kg, (via oral - gavage), completando assim 4 grupos experimentais para o estudo,

respectivamente grupos Ct, Cd, CPF e Cd + CPF.

Avaliacao da Acetilcolinesterase cerebral

O tecido cerebral total foi homogeneizado por 3 minutos em tampao Tris-HCI 0,038 M,
pH 7,6, utilizando-se homogeinizador Potter Braun e aliquotas de 100 pl do
homogenato foram utilizadas para a andlise enzimatica. A atividade da
acetilcolinesterase cerebral foi determinada pelo método espectrofotométrico de Ellman
et al (1961). O contetido de proteina cerebral foi determinado pelo método de Lowry et

al (1951), utilizando albumina bovina como padrao.

Avalia¢do do comportamento em Hole-board

A coordenacdo motora e a atividade de exploracdo dos animais foram avaliadas no
DPN28 utilizando o Hole-board descrito por Meyer & Caston (2005), que consiste de
uma caixa quadrada (28x28x20cm de altura), tendo o assoalho pintado de branco e
contendo 36 buracos de 2 cm de didmetro por 1 cm de profundidade (arranjo de 6x6).
Uma tampa de vidro recobre a caixa, para permitir visualiza¢do no interior da caixa.
Para cada animal foi avaliado, durante cinco minutos, a coordena¢ao motora através da
contagem do numero de imersdes das patas (paw dip) nos buracos ou da exploragao,
através da contagem do nimero de imersdes da cabega (head-dip) nos buracos. O teste
foi filmado para posterior avaliagdo. Ao final de cada sessdo com cada animal, o
aparelho foi limpo com algoddo embebido em élcool etilico (5%, v/v) para eliminar os

vestigios do animal antecessor.

Avaliacido da atividade locomotora em Arena de Campo Aberto

A atividade locomotora dos animais foi avaliada no DPN28, segundo
metodologia descrita em Trombini et al 2001, por meio de observagdo direta durante 3
minutos, em arena de campo aberto, aparelho construido conforme especificado por
Broadhurst (1960). Ao final de cada sessdo com cada animal a arena foi limpa com
algoddo embebido em alcool etilico (5%, v/v) para eliminar os vestigios do animal

antecessor.
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Analise estatistica dos resultados
Os dados obtidos no presente experimento foram comparados através de analise de
variancia (ANOVA) e as diferengas entre grupos foram consideradas significantes ao

nivel de 5% (p<0,05) (Snedecor & Cochran, 1980 ).

RESULTADOS
Atividade da colinesterase cerebral

No quadro 1 pode-se observar que a atividade da enzima colinesterase cerebral foi
inibida significativamente (p<0,05) em 30,8% nos animais que foram expostos ao
cadmio e em 38,5% nos animais que receberam o CPF. Quando os animais foram
expostos concomitantemente ao cadmio perinatal e depois ao clorpirifés, houve uma
inibigdo estatisticamente significante (p<0,05) mais intensa, de 55,5% na atividade

enzimatica da colinesterase cerebral.

Coordenacio motora e exploracao

No quadro 2 observa-se que houve um aumento estatisticamente significante (p<0,05)
na freqiiéncia de imersdo de patas, no grupo de animais expostos ao Cd e no exposto ao
CPF, indicando incoordenacao motora acentuada. Quando os animais foram expostos
concomitantemente ao Cd perinatal e depois ao CPF, houve um aumento
estatisticamente significante (p<0,05), mais intenso do que quando a exposi¢do foi ao
Cd perinatal ou ao CPF isoladamente, indicando uma interacdo com potenciacdo do
efeito de incoordenagao motora, pela associacdo dos dois quimicos.

No quadro 2 observa-se também que a freqiiéncia de imersdo de cabega
diminuiu significativamente (p<0,05) nos animais que foram expostos ao Cd e ao CPF,
indicando diminuicdo do comportamento de exploragdo, pelos dois quimicos. Porém,
esta diminuicdo continuou na mesma amplitude quando os animais receberam
exposi¢ao perinatal ao Cd e depois receberam CPF, sugerindo ndo existéncia de efeito

de interacdo sobre este comportamento.

Atividade Locomotora
No quadro 3 observa-se que houve uma diminui¢do estatisticamente significante

(p<0,05) na atividade locomotora no grupo de animais expostos ao Cd e no exposto ao



32

CPF. Porém, esta diminuicdo continuou na mesma amplitude quando os animais
receberam exposicao perinatal ao Cd e depois receberam CPF, sugerindo ndo existéncia

de efeito de interacdo sobre este comportamento.

DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente trabalho sugerem que exposi¢ao perinatal prévia a baixa
dosagem de cadmio oral, pode intensificar a neurotoxicidade subaguda provocada pelo
clorpirifés em ratos.

Antonio et al (2003) demonstram pela primeira vez que exposicdo perinatal ao
cadmio ¢ capaz de diminuir a atividade da acetilcolinesterase cerebral em ratos recém
desmamados. Os presentes resultados além de confirmar a atividade anticolinesterasica
do Cd demonstram pela primeira vez também, a redugdo da atividade da colinesterase
cerebral na prole jovem, por exposi¢ao perinatal ao cadmio. Estes resultados por si so ja
sdo alarmantes, pois reducdo da atividade desta enzima no cérebro potencia a atividade
da acetilcolina e provoca efeitos danosos sobre o sistema nervoso central, por
estimulacdo dos sistemas colinérgicos, sendo que estes efeitos podem ser mais
perigosos ainda quando sdao observados nos individuos jovens ou em desenvolvimento
(Riccieri et al 2003).

Interagdo entre substancias quimicas ¢ um dos grandes problemas com os quais a
toxicologia se depara hoje, devido ao problema sério da multiexposicdo a um sem
numero de substancias quimicas (Mumtaza et al 2007). Quando mais de uma substancia
de exposicdo ¢ capaz de atuar provocando efeitos toxicos num mesmo sistema, a
resultante ¢ geralmente um quadro aumentado de sinais e sintomas clinicos, com uma
letalidade ainda maior e os riscos aumentam na medida em que individuos jovens sdo
atingidos mais precocemente (Pohl & Abadin 2008). A grande dificuldade de estudar e
compreender os efeitos da multiexposi¢do ¢ a de que as substancias quimicas podem
modificar sua forma de atuagdo quando estdo na forma de misturas e a resultante final
pode ser diversa daquela observada na situacdo de exposi¢do a uma Unica substancia
isoladamente (Rice et al 2008).

Os filhotes das maes expostas ao cddmio tiveram diminui¢do da coordenagao
motora, avaliada pelo aumento da freqiiéncia de imersdo de patas no hole-board
(Quadro 2). E importante frisar que isto aconteceu em animais que também exibiram

uma diminui¢do da exploracdo e da locomocao espontanea (Quadro 3), o que
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teoricamente implicaria numa freqiiéncia menor de imersdes de patas no hole-board, ja
que quando o animal anda menos pelo aparelho, a probabilidade de deslizar a pata para
dentro do buraco ¢ menor. Isto apenas salienta a importancia do efeito negativo ao nivel
do sistema nervoso que controla a atividade musculo-esquelética. Esses Nnossos
resultados sdo coincidentes com os de Lukawski et al (2005), os quais também
observaram diminui¢do da atividade locomotora espontanea pelo Cd em ratos adultos, e
contradizem os de Leret (2003) e Ali et al (1990) que encontraram hiperatividade
locomotora pela influéncia do cadmio perinatal. As diferencas encontradas podem ser
devido aos diferentes procedimentos experimentais, doses, etc.

No presente experimento, os animais recebendo apenas administragdo subaguda
de CPF tiveram diminui¢do da exploracdo e coordenagdo motora em hole-board
(Quadro 2) e da locomocdo na arena de campo aberto (quadro 3), em um nivel
semelhante ao observado com o Cd, evidenciando a participagdo do sistema colinérgico
central sobre a toxicidade observada. Porém, quando os mesmos animais expostos
perinatalmente ao Cd foram também expostos ao CPF, houve uma intensificagdo do
efeito de incoordenagdo motora, sem alteracdo do efeito negativo sobre a exploracdo e a
locomogdo. Potenciacdo de efeitos bioquimicos toxicos poderia ser esperada quando da
exposicao simultanea a toxicantes como o Cd e o CPF, uma vez que ambos inibem a
enzima colinesterase.

E conhecido que quando duas ou mais substincias quimicas estio presentes
concomitantemente no organismo dos individuos e as vias para seus mecanismos de
acdo toxica exibem formas coincidentes ou parecidas, agindo nos mesmos sistemas
bioldgicos, existe a possibilidade de efeitos aditivos ou sinérgicos entre elas,
engrandecendo os efeitos concomitantes e agravando ainda mais o quadro de toxicidade,
de forma mais danosa do que se os toxicantes estivessem agindo isoladamente (Rice et
al 2008). Por este motivo mais estudos das agdes interativas de agentes quimicos
presentes simultaneamente no organismo animal e humano, se fazem necessarios.

O actimulo de acetilcolina induz trés tipos de sinais clinicos no organismo
animal: (1)muscarinicos, caracterizados por sudorese, sialorréia, hipermotilidade
gastrointestinal, diarréia, tenesmo e bradicardia; (2)nicotinicos, resultantes da acdao da
acetilcolina sobre as placas motoras e caracterizados por rigidez muscular, tremores,
paresia e paralisia; (3)do sistema nervoso central, que resultam em inquietacdo, ataxia,
convulsdo, depressdo e coma (Barros & Driemeir 2007). Os animais experimentais

utilizados neste estudo e que tiveram a colinesterase cerebral inibida, ndo apresentaram
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aparentemente nenhum destes sinais clinicos bem evidenciados visualmente o que
favorece a sugestao de um efeito pouco drastico e transitorio, pela dose utilizada nos
animais dos experimentos.

De outro modo, a inibicdo da esterase neurotoxica cerebral levando a
neurotoxicidade tardia, com caracteristica ataxia e paralisia dos membros, outro dos
efeitos que ocorre pela acdo de organofosforados como o clorpirifés (Riccieri 2003 )
dificilmente poderia estar implicada nos efeitos observados, j4 que em animais como
ratos, ela ocorre apos 1-4 semanas até poucos meses apos a exposicao, dependendo do
composto utilizado, dose, freqiiéncia da exposi¢ao e do solvente (Summer et al 1995,
Grecco et al 2009). Nos animais experimentais sob exposicdo ao CPF, os efeitos
observados foram mais imediatos, o que indica um efeito mais agudo e rapido como,
por exemplo, o que seria resultante da inibi¢do da colinesterase.

Concluindo, os presentes resultados demonstram claramente que a exposi¢ao
perinatal ao Cd intensificou o efeito do clorpirifés sobre a colinesterase cerebral, o que
por sua vez pode ter implicado em neurotoxicidade aumentada. A¢do exacerbada sobre
o sistema colinérgico nicotinico, responsavel pelas respostas neuromusculares
provocadas pelo excesso de acetilcolina circulante e a nivel cerebral, poderia ser um
mecanismo proposto para a potenciagdo do efeito do clorpirifés observada no grupo
exposto simultaneamente a cadmio e clorpirifés. Os resultados obtidos aqui sdo de
extrema importancia para a compreensao de fendmenos de intoxica¢do que acontecem
em animais ¢ em humanos ja que estes dois niveis estdo em contato permanente com
rotas de exposi¢do a estes dois agentes quimicos. Além da diminuicdo importante do
fator satde, com aumento da probabilidade de ocorréncia de mais e diversificadas
doencas, no caso do animal diminui¢do na produtividade e rentabilidade pecudria

também poderia ser observada sob estas condi¢des adversas.
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Quadro 1- Atividade da enzima acetilcolinesterase cerebral em animais expostos ao

cadmio e clorpirif6s.

Grupo Experimental (mmoles acetiltiocolina/mg Inibicao
proteina/min.) enzimatica (%)
Controle 1,17+0,12 a 0
Clorpirifos 0,72 £ 0,08 bc 38,5
Cédmio 0,81 +0,06 b 30,8
Clorpirifos + Cadmio 0,52+ 0,02 ¢ 55,5

Os valores representam a média + EPM de 8 animais. Médias seguidas por letras
diferentes numa mesma coluna sao significativamente diferentes (p<0,05) (ANOVA).
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Quadro 2 — Avaliagdo do comportamento em hole-board, de ratos expostos ao caddmio e
clorpirifés. A coordenagdo motora foi avaliada pela imersdo da pata (paw dip) ¢ a
exploragdo foi avaliada pela imersdo de cabega (head dip).

Grupo Experimental Imersao de Cabega Imersdo de pata
(escores) (escores)
Controle 16,13+ 1,10a 1,67+0,21a
Clorpirifos 12,79+ 0,76 b 3,75+ 0,028 b
Cédmio 13,13+ 0,51 b 3,13+£0,26 b
Clorpirifos + Cadmio 13,13+ 0,58 b 6,73+ 0,41 c

Os valores representam a média + EPM de 15 animais. Médias seguidas por letras
diferentes numa mesma coluna sao significativamente diferentes (p<0,05) (ANOVA).
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Quadro 3 — Avaliagdo da atividade locomotora, em arena de campo aberto, de ratos
expostos ao cadmio e clorpirifos.

Grupo Experimental Locomogdo (niimero)
Controle 92,71 £8,72 a
Clorpirifés 65,18 £7,08 b
Cadmio 61,79 £6,44b
Clorpirifés + Cadmio 51,61 £5,07b

Os valores representam a média = EPM de 15 animais. Médias seguidas por letras
diferentes numa mesma coluna sdo significativamente diferentes (p<0,05) (ANOVA).
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Resumo

Exposicao ao cadmio (Cd) nas fases pré e pds-natal tem preocupado os pesquisadores,
por causa da graves conseqiiéncias que podem ser geradas no individuo durante o
desenvolvimento fetal ou neonatal respectivamente. Neste sentido, devido a crescente
polui¢do ambiental e ao seu efeito cumulativo, exposi¢do ao cddmio com intoxicagdo ¢
hoje um problema de satde publica mundial. O objetivo do presente trabalho foi estudar
os efeitos da exposi¢cdo de ratas prenhes a baixa concentracdo de cadmio oral, sobre o
desenvolvimento fisico e sensdrio-motor dos filhotes, no periodo pos-natal. Para tanto,
ratas prenhes receberam durante os periodos da gestacdo e lactagdo, solu¢ao de acetato
de cadmio (10mg/l de Cd pela dgua de beber) ou como controle, solugdo de acetato de
sodio (equimolar ao Cd). Ao nascimento os filhotes foram pesados, separados e
reduzidos a oito por mae e avaliados quanto ao desenvolvimento fisico e sensério motor
(reflexos). Observou-se diminui¢do significante do ganho de peso corporal depois da
primeira semana apos o nascimento, que se manteve até¢ a idade adulta dos animais;
adiantamento do tempo médio de desaparecimento do reflexo de agarramento palmar e
de descida dos testiculos; retardamento do aparecimento de pelos. Estes efeitos foram
observados simultaneamente a elevag¢ao do nivel de Cd no sangue e principalmente no
cérebro dos filhotes, avaliado no 28°. dia pdés-natal (DPN28). Os resultados obtidos no
presente estudo indicam que exposicao de filhotes de ratas a baixa dosagem de cadmio
durante a gestacdo e lactacdo, pode provocar alteragdes danosas no desenvolvimento
fisico e sensorio-motor dos animais e até caracterizar o fendmeno do imprinting, ou
seja, a manutencdo de efeitos danosos na idade adulta mesmo na auséncia do agente

quimico que os provocou.

Palavras chave:
Exposicao perinatal, cadmio; desenvolvimento fisico; desenvolvimento sensdrio-motor;

toxicidade; recém-nascido.
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Introduciao

Nas ultimas décadas o nivel do metal pesado cadmio tem aumentado muito no
meio ambiente (4gua, solo e ar) por causa da agdo antropogénica, provocando um
grande aumento da exposi¢do humana e animal [1]Y. Acompanhando os efeitos da
crescente industrializacdo, a exposicdo ocupacional por cddmio também cresceu
exponencialmente, levando este metal a ocupar um lugar de destaque nas questdes de
saude publica, quando se trata de intoxicagdo por metais pesados [2], provocando
aumento progressivo das pesquisas sobre as conseqiiéncias da exposi¢do ao Cd,
despertando o interesse pelo seu potencial toxicologico. Ele produz inimeras desordens
relacionadas a saude dos individuos, ocorrendo desde tumores no pulmao, disfungdo
renal e hepatica, até deficiéncias neuroldgicas graves [3]. O sistema reprodutor
masculino também pode ser particularmente afetado pelo cadmio uma vez que o metal
pesado pode funcionar como um desregulador endocrino modificando a fungdo
reprodutiva e interferir com a qualidade do sémen [4]. Evidéncias experimentais
recentes sugerem que exposi¢do a baixa concentragdo de cadmio do meio ambiente,
induz mutagdo e dano no DNA, o que diminui a estabilidade genética inibindo o reparo
endogeno e exogeno das lesdes no DNA levando, em conseqiiéncia, ao aumento da

probabilidade de mutagdes e, por conseguinte a iniciagdo do cancer [5].

Como resultado das emissdes industriais e por causa da contaminagdo dos
fertilizantes utilizados nas plantagdes, no século XX tem aumentado bastante a
concentragdo do cadmio no solo, implicando em uma maior retengdo pelos vegetais [2],
que serdo utilizados pelos animais e/ou homem, inclusive como alimentos. Por ser
distribuido através do contato com o solo, o cddmio aparece nas folhas da planta de
tabaco [6,7] e tem sido observado que fumantes de cigarro possuem elevada carga de
cadmio no corpo, duas vezes mais do que ndo fumantes [8]. Considerando os efeitos
neurocomportamentais em longo prazo, da exposi¢ao ao cadmio in utero [9], o habito de
fumar em mulheres gravidas, o qual foi relatado ser maior que 20% na América do norte
[10], contribui para a transferéncia do cadmio através do sangue fetal e leite materno
[I1] e o aparecimento de sérios problemas em satde publica, relacionados ao

desenvolvimento dos filhos de maes com adig@o para o tabaco.

E bem conhecido que a placenta acumula cddmio e que este atravessa, da mae

para o feto e se acumula nos tecidos fetais durante a gestagdo [12]. Esse toxicante
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também ¢ ofertado através do leite durante a lactagdo [13,14,11]. Visto que absorcao
gastrintestinal pode ser aumentada durante este periodo, junto com absor¢ao aumentada
de calcio, praticamente todo o cadmio ingerido no leite contaminado ¢ absorvido pelos
filhotes. Apesar da existéncia de trabalhos documentando efeitos da exposi¢ao perinatal
ao cadmio, pouco se sabe ainda a respeito das conseqiiéncias sobre o desenvolvimento

do sistema nervoso [15,16], ao longo da vida do individuo.

Estudos indicam que exposi¢des cronicas a baixas doses de cadmio podem
causar problemas neurocomportamentais em humanos e animais, at¢é mesmo quando
nenhum dano renal for descoberto [17,18]. Em trabalhadores expostos
ocupacionalmente dificulta a funcionalidade visual motora, promove alteracdes de
equilibrio emocional e prejudica a concentracdo [17]. Todos estes efeitos sdo
provavelmente conseqiiéncias da exposicdo ao metal pesado ou na fase de

desenvolvimento uterino ou depois, no desenvolvimento neonatal.

Por ter efeito cumulativo no organismo humano e animal, quando existe a
exposicao continua mesmo a baixas doses de Cd, ocorrem efeitos graduais que alteram a
homeostasia dos organismos podendo culminar com seqiielas permanentes e uma
incidéncia diversa e mais alta de doencas [13]. A exposi¢ao na fase jovem da vida do
individuo gera mais preocupagdo, pelo fato deste metal ser retido em maior escala no
organismo jovem que no adulto e talvez, por isso, provoque maiores conseqiiéncias [13,
9]. Neste sentido, estudos experimentais que mimetizam a situacdo de exposi¢do
perinatal sdo importantes, pois podem trazer uma maior compreensdao dos efeitos do
cadmio sobre o desenvolvimento e as conseqiiéncias a curto e longo prazo na vida dos

individuos os quais sao expostos ja na fase uterina.

Este trabalho investigou o desenvolvimento da prole jovem de ratas expostas no

periodo da gestagdo e lactagdo, a baixa concentracdo de caddmio por via oral.

Material e Métodos

Animais e Grupos Experimentais
Foram utilizados ratos Wistar obtidos da colonia do Biotério Central da Unesp,
Campus de Botucatu. Durante as fases de adaptacdo, crescimento e experimental, os

animais permaneceram sob condi¢des controladas de temperatura e umidade relativa,
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ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, exaustao continua, recebendo liquido e ragdo sem
restrigao.

O presente estudo foi aprovado pela CAmara de Etica em Experimentacio
Animal (CEAA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP de
Botucatu.

Aos 80 dias de idade a fémeas foram acasaladas, colocando-se na mesma gaiola
3 fémeas com 1 macho; as fémeas foram consideradas fecundadas, quando
encontrados espermatozoides no liquido do lavado vaginal (considerado o dia zero do
acasalamento). As fémeas consideradas prenhes foram colocadas individualmente em
gaiolas e, durante todo o periodo de gestagdo passaram a receber ad libitum solugdo de
acetato de cadmio (Cd) (Synth-Brasil) em agua destilada (10 mg de Cd"/litro) ou de
acetato de soédio (Dindmica-Brasil) como controle (Ct) em agua destilada (solugdo
equimolar a de acetato de cadmio). Neste periodo as maes foram avaliadas quanto ao
peso corporal, ingesta de liquido e racdo (uma vez por semana), alteracdes de
comportamento e possivel sintomatologia.

Ao nascimento, os filhotes foram contados, pesados e observados quanto a
alteracdes fisicas macroscopicas grosseiras e as ninhadas foram ajustadas para oito
filhotes por mae (5-6 machos). As solucdes de cadmio e controle continuaram sendo
administradas as maes durante todo o periodo da lactagdo. Os filhotes foram mantidos
junto com as maes até o 21°. dia de idade (DPN21) e depois separados em grupos de 15
filhotes, sendo para isto utilizado um filhote de cada mae, para evitar tendéncias
provindas da ninhada que pudessem mascarar ou deturpar os resultados obtidos para

cada grupo experimental.

Avaliacao das maes

Durante os periodos da gestacdo e lactacdo foi avaliado semanalmente nas fémeas
expostas ao Cd, o ganho peso corporal, o volume de ingesta de liquidos e ra¢do e o
comportamento das nas gaiolas, comparando-se com os dados obtidos junto aos animais

controle.

Avaliacao dos filhotes
Desenvolvimento fisico.
Ao nascimento os animais foram pesados, e nas primeiras semanas do desenvolvimento

pos-natal, examinados para ganho de peso corporal (o peso dos animais foi verificado
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uma vez por semana, nas primeiras quatro semanas do desenvolvimento dos filhotes e
depois no DPN80) e para o periodo de tempo (dias) em que ocorreu erupgdo dos
incisivos, abertura de olhos, aparecimento de pelos, desdobramento de orelhas e descida

dos testiculos [19].

Desenvolvimento sensorio-motor:
Do DPNI1 ao DPN10 os animais foram examinados diariamente para se obter o periodo
de tempo (dias) para o aparecimento dos reflexos de geotaxia negativa e postural, e para

o desaparecimento do reflexo de preensdo palmar [19].

Dosagem de cadmio tecidual:

Ao DPN28 cada animal dos grupos controle e expostos ao cadmio foi anestesiado com
pentobarbital sédico para coleta de sangue por pun¢do cardiaca direta e em seguida,
eutanaziado com excesso do anestésico, o cérebro foi removido, pesado e utilizado,
juntamente com o sangue total, para dosar o cadmio tecidual. A dosagem foi feita
através da técnica de espectrofotometria de absorcdo atdmica, utilizando-se

espectrofotometro E.A.A. — GBC 932 AA [20] Athasanopoulos 1994.

Andlise Estatistica dos resultados obtidos:
Os dados obtidos no presente experimento foram comparados através do teste ¢ de
Student’s, bi caudal, e as diferengas foram consideradas significantes ao nivel de 5%

(p<0,05) [21].

Resultados

Avaliacao das maes

No presente trabalho, durante os periodos da gestacao e lacta¢do, nao foram observadas
variagdes no peso corporal das maes, no volume de ingesta de liquidos e ra¢do e no
comportamento, com relagdo aos controles (dados ndo mostrados). Nenhum sinal ou
sintoma clinico de intoxicac¢do foi observado no mesmo periodo nas maes recebendo

acetato de cadmio.

Avaliacao dos filhotes
Desenvolvimento somatico:
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A figura 1 mostra o ganho de peso corporal dos filhotes controle e de filhotes de ratas
expostas ao Cd durante os periodos de gestacao e lactacdo. Observa-se inicialmente que
os animais controle e expostos ao Cd ndo tiveram diferenga de peso ao nascimento, mas
houve diminuigdo estatisticamente significante (p<<0,05) no ganho de peso corporal dos
filhotes de maes expostas ao cadmio, a partir da segunda semana de vida e que perdurou
até a idade adulta dos animais (PND8O0).

A tabela 1 mostra o desenvolvimento somatico dos filhotes controle e de filhotes de
ratas expostas ao Cd durante os periodos de gestagdo e lactagdo. Observa-se que houve
retardamento estatisticamente significante (p<0,05) no tempo médio de aparecimento de
pelos e adiantamento estatisticamente significante (p<0,05) no tempo médio de descida
dos testiculos nos filhotes expostos ao Cd, em relagdo aos animais controles. Os demais
parametros avaliados ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre os

grupos controle e exposto ao Cd.

Desenvolvimento sensorio-motor:

A tabela 2 mostra o desenvolvimento sensorio-motor dos filhotes controle e de filhotes
de ratas expostas ao Cd durante os periodos de gestagdo e lactagdo. Observa-se que o
tempo médio para o desaparecimento do reflexo de preensdao palmar foi
significantemente menor (p<0,05) nos filhotes de maes expostas ao Cd, em relagdo aos
animais controle. Os reflexos de geotaxia negativa e postural ndo apresentaram

diferengas significativas (p>0,05) entre os grupos controle e exposto ao Cd.

Dosagem de cadmio tecidual:

A figura 2 mostra os valores da dosagem de cddmio nos sangue e cérebro de filhotes
(DPN28) de ratas controles e de ratas expostas ao Cd durante os periodos de gestagdo e
lactagdo. Observa-se a presenca aumentada do Cd tanto no sangue quanto no cérebro
dos filhotes de maes expostas perinatalmente ao metal. A dosagem de Cd nos filhotes

controle ndo revelou a presenca do metal nem no sangue nem no cérebro dos animais.

Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a exposicao gestacional ao Cd
nao promoveu toxicidade materna ou fetal porque nenhuma diferenga no ganho de peso

materno ou dos filhotes, ao nascimento, foi observada ente animais controle e
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experimentais. Um dos 6bvios sinais de toxicidade materna ¢ a perda de peso [22].
Assim, alteragdes na homeostase materna, a qual poderia indiretamente interferir com o
desenvolvimento dos filhotes [23,24], ndo seria provavelmente a responsavel por
qualquer efeito posterior que pudesse ser observado, devido a exposi¢ao ao Cd.

J& outros autores [25] utilizando ratas prenhes expostas no periodo gestacional
ao CdCl, pela agua de beber (3,15,30 e 50ppm de Cd), ndo tiveram alteracao do ganho
de peso semanal das mades mas encontraram diminui¢do do peso dos filhotes ao
nascimento, com a maior dose utilizada. Este dado é conflitante com os achados do
presente experimento, porém esta dose de 50 ppm de Cd utilizada por estes autores, ¢
cinco vezes maior que a utilizada em nossos experimentos, o que explica um maior
nivel de toxicidade nos filhotes obtido por estes autores.

O resultado da avaliagdo do ganho de peso semanal dos animais mostrou que os
animais expostos ao cadmio in utero nasceram com o mesmo peso dos animais controle
e, em seguida, tiveram uma redu¢do de peso ao longo do seu desenvolvimento, ja a
partir da primeira semana de vida e perdurando até a idade adulta, independentemente
da presenca do metal pesado. Este fendomeno da exposi¢do a substancias quimicas com
efeitos hormonais que atingem o organismo durante o periodo fetal ou nos primeiros
anos de vida pos-natal, provocando mudangas na diferenciagdo em tipos celulares, em
seu periodo de desenvolvimento critico, com aparecimento de efeitos deletérios que sdo
mantidos até a idade adulta, independentemente da presenga da substancia que o
provocou, tem sido caracterizado como imprinting [26,27]. A manutencdo da reducdo
do ganho de peso no grupo de filhotes expostos maternalmente ao Cd, pode sugerir o
imprinting nestes animais.

Talvez os fatos dos filhotes comegarem a receber o Cd pelo leite materno e do
numero de filhotes de cada ninhada ter sido reduzido para oito, logo apds o nascimento
para homogeneizar o numero de filhotes por mae, tenham feito com que cada filhote
passasse a receber um percentual maior de cadmio através do leite materno aumentando
assim os efeitos deletérios da exposi¢do. A dosagem tecidual de Cd corrobora com essa
hipotese uma vez que animais no DPN28 tem cadmio circulante aumentado e também
acumulado no tecido cerebral, como foi observado. Se nds considerarmos a toxicidade
pelo Cd como um fator dependente de sua presenga no sangue circulante ou de eu
acimulo no cérebro, nosso resultado com a dosagem de Cd nos tecidos dos filhotes ao
DPN28 mostram que o protocolo utilizado para a exposicdo ao Cd utilizado neste

estudo ¢ um bom e efetivo modelo para exposicao do sistema nervoso dos animais em
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desenvolvimento. Assim como observado no figado e rim [28], um alto teor de
metalotioneinas no cérebro poderia ser responsavel pelo acimulo do Cd no sistema
nervoso dos animais.

Outros autores [29] observaram que ratas jovens recebendo exposi¢ao
subcronica de Cd pela racdo, tiveram alteragdo dos niveis de metais essenciais estocados
no figado, de acordo com o nivel de Cd: ferro, magnésio e selénio diminuiram,
entretanto cobre, zinco e manganés aumentaram com aumentados niveis de Cd. A
preocupagdo neste caso ¢ que metais essenciais participam de reagdes de 6xido redugao,
e também como cofatores metalicos para reagdes enzimaticas para sintese de moléculas
endodgenas e reagdes metabolicas. Além disso, deplecdo de estoques de ferro pelo Cd
poderia estar associado a risco aumentado de osteoporose pelo caddmio [29]. De modo
semelhante ao observado por nos, quando utilizaram uma dosagem baixa de CdCl,
(10ppm) na dieta, neste trabalho, os autores também encontraram baixo nivel de Cd no
sangue e altos niveis no figado dos animais, um tecido também de estocagem como o
cérebro, utilizado por nds para dosagem do Cd tecidual.

Efeitos pos-natais mediados por agentes encontrados no leite materno ou
provocados por negligéncia materna na manipulacdo dos filhotes podem provocar
desenvolvimento fisico alterado nos filhotes [24]. Entretanto, qualquer tratamento
experimental das maes pode levar a efeitos pré-natais diretamente sobre o feto, através
da transferéncia de moléculas através da placenta, ou indiretamente por interferéncia
com a funcdo placentaria. Geralmente esses efeitos sdo manifestados como
anormalidades do peso corporal ou fetal [30]. E importante observar que no embrifo
prematuro de roedores, os toxicantes da circulagdo uterina entram pela cavidade
exocelomica e podem ser absorvidos por endocitose e transferidos para o embrido, via
vasos vitelinos [31]. Aparentemente, com a baixa dose utilizada no nosso experimento,
apesar da possibilidade do Cd ter sido transferido para os filhotes por via
placental/fetdria, os filhotes além de ndo apresentarem alteracdes de peso, ndo
apresentaram deformidades ao nascimento, sugerindo que in utero nao ocorreu
toxicidade. Provavelmente entdo, os efeitos observados nos filhotes apds o nascimento
se devem ao Cd recebido via leite materno.

Uma extensa revisdo foi feita relacionando quimicos ambientais com os
distarbios dos niveis de glucocorticdides e mineralocorticoides e as conseqiiéncias
geradas por este tipo de desregulagdo endocrina provocada [32]. Segundo estes autores,

o prejuizo das atividades de glucocorticoides e mineralocorticoides pode contribuir para
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0 aparecimento € o agravamento de varios problemas de saude, incluindo doencas
neurologicas, desordens imunologicas e sindromes metabdlicas.

Por outro lado, os animais recebendo o Cd tiveram reducdo no tempo de
desaparecimento do reflexo palmar e tempo de descida de testiculos e atraso no tempo
de aparecimento de pelos, sugerindo que o caddmio pode ter provocado alteragdes
enddcrinas. Atuagdo do Cd como desregulador enddcrino tem sido bem documentada
recentemente [33, 34] e a atuagcdo do metal sobre o eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal
(HPA) e nivel de glucocorticdides pode provocar alteragdes tanto ao nascimento, quanto
durante o desenvolvimento e posteriormente na vida adulta [35,24]. A reducdo do
tempo de descida do testiculo em filhotes expostos ao cadmio, encontrado aqui, também
foi observado por outros autores [23] utilizando uma dose sub-teratogénica de cadmio a
ratas prenhes, entre o dias 6 e 14 da gestagdo. Apesar da alta dosagem de Cd utilizada
(20mg/kg/dia) neste estudo, foi o inico pardmetro que foi alterado pela exposi¢dao ao
metal pesado.

Maturagdo sexual em ratos machos resulta de interagdes complexas entre o
hipotalamo, pituitaria anterior e 6rgdos sexuais secundarios [36]. Desenvolvimento da
puberdade, um processo dependente de atividades de hormonios liberadores de
gonadotrofina, ¢ um processo de maturagdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-gonadas,
resultando em crescimento e desenvolvimento de 6rgdos genitais e, concomitantemente,
em mudangas fisicas e psicologicas em direcdo a idade adulta e ao apice da capacidade
reprodutiva. Um numero de diferentes estudos tem mostrado que Cd modifica o nivel
plasmatico dos hormdnios da puberdade, luteinizante e foliculo estimulante [37,38, 39].
Assim, exposi¢do ao Cd poderia ser critica ao processo normal de desenvolvimento da
puberdade. Esses fatos poderiam explicar o efeito sobre a descida do testiculo observada
neste estudo.

Estudos prévios mostraram que trés sistemas periféricos podem estar envolvidos
na regulagdo dos ajustamentos posturais, incluindo os sistemas vestibular,
extereoceptivo (por exemplo, tato) e o proprioceptivo [40]. As fungdes do sistema
vestibular ao nascimento sdo modificadas por imaturidade do sistema motor. O reflexo
de endireitamento e as respostas de geotaxia dos filhotes refletem ambos,
desenvolvimento motor e atividade dirigida pelo sistema vestibular [23]. No presente
estudo, exposicao perinatal ao Cd adiantou a perda do reflexo de preensdo palmar, mas
nao modificou os reflexos de geotaxia e postural. Os reflexos de geotaxia negativa ¢ o

postural sdo duas das respostas refletindo uma fungdo dos sistemas cerebelar e
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vestibular [41] e eles sao envolvidos com a relacdao espacial do animal [42]. O reflexo
de agarrar ¢ um reflexo motor que envolve maturagdo do SNC e sistema nervoso
periférico dos animais, porém existem poucos dados disponiveis descrevendo o
desenvolvimento deste reflexo [43]. O adiantamento do desaparecimento deste reflexo
sugere que o Cd exerceu efeito sobre a matura¢do do sistema nervoso desses animais,
mas estudos posteriores sa0 necessarios para examinar esta nog¢do, mais
especificamente.

Concluindo, os resultados obtidos no presente estudo indicam que exposi¢ao de
filhotes de ratas a baixa dose de cadmio durante a gestagdo e lacta¢do, pode provocar
alteracoes danosas no desenvolvimento fisico e sensério-motor dos animais ¢ até
caracterizar o fendmeno do imprinting. Estes dados vém de encontro ao que ¢ discutido
no mundo todo, que ¢ a grande preocupacdo expressada pelos toxicologistas com 0s
efeitos de toxicidade provocados pela exposicao a agentes quimicos na fase pré-natal ou

durante o periodo de desenvolvimento do recém nascido.
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Figura 1 — Ganho de peso corporal em filhotes de ratas expostas ao cadmio nos periodos
da gestagdo e lactagdo. Os valores representam a média + E.P.M. obtida com filhotes de
10 a 15 ninhadas por grupo experimental. * diferengas estatisticamente significantes
para p<0,05 (teste ¢ de Student’s).
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Figura 2 — Dosagem de cadmio em sangue e cérebro de filhotes (DPN28) de ratas
expostas ao cadmio nos periodos da gestacao e lactacdo.Os valores representam a média
+ E.P.M. obtida com filhotes de 8 a 10 ninhadas por grupo experimental. *
estatisticamente significantes para p<0,05 (teste ¢ de Student’s).
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Tabela 1- Desenvolvimento fisico ou somatico em filhotes de ratas expostas ao cddmio
nos periodos da gestacao e lactagao.

Caracteristica Ct Cd
Aberturade  11,7240,06 a 11,124+0,08 a
olhos
Erupgao de 5,4140,17a 5,53+0,23 a
incisivos
Aparecimento 7,070,118 a  7,84+0,21 b
de pelos
Desdobramento  3,67+0,13a 3,79+0,18 a
de orelhas
Descida dos 17,74+0,42 a 16,51£0,29 b
testiculos

Os valores representam a média + E.P.M. obtida com filhotes de 10 a 15 ninhadas por
grupo experimental. Valores com letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significantes para p<0,05 (Teste ¢ de Student’s).
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Tabela 2- Desenvolvimento sensério-motor (reflexos) em filhotes de ratas expostas ao
cadmio nos periodos da gestacao e lactacao.

Reflexos Ct Cd
Geotaxia 8,52+0,19a 8,95+0,19 a
negativa

Preensao 4,09+0,13a 3,01+0,28 b
palmar*

Postural 4,44+0,13a 4,6810,28 a

Os valores representam a média = E.P.M. obtida com filhotes de 10 a 15 ninhadas por
grupo experimental. Valores com letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significantes para p<0,05 (Teste ¢# de Student’s). *Em ratos, o reflexo de
preensdo palmar estd presente ao nascimento e desaparece durante crescimento e
desenvolvimento, ao contrario dos outros dois que sdo adquiridos durante o crescimento
e desenvolvimento.
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Resumo

Objetivos: investigar em ratos, as conseqiiéncias neurocomportamentais da exposi¢ao
perinatal a baixa concentracdo de cadmio, e a interagao com os efeitos da administragao
subseqiiente de clorpirifos aos filhotes em desenvolvimento, na fase da infancia.
Principais métodos: fémeas prenhes receberam acetato de cddmio (10ppm de Cd pela
agua de beber) durante a gestagdo e lactagcdo. Do 21°. ao 27°. dias de idade (DPN21-27)
os filhotes receberam administragdo oral de clorpirifés (30mg/kg de CPF, gavage) uma
vez ao dia. Ao DPN28 e DPN80, o comportamento geral dos filhotes foi testado em
arena de campo aberto (ACA)e o comportamento de ansiedade no labirinto em cruz
elevado (LCE). Outro grupo de filhotes foi testado para o comportamento de
agressividade segundo o paradigma do rato residente/intruso.

Principais achados: Na ACA, Cd e CPF sozinhos diminuiram locomogao e levantar no
DPN28; quando juntos, além da diminuirem locomog¢do e levantar, aumentaram o
congelamento e limpeza tanto no DPN28 quanto no DPN80. No LCE, Cd e CPF
sozinhos diminuiram entradas e permanéncia nos bragos abertos € aumentaram nos
fechados no DPN28; quando juntos, intensificaram este comportamento no DPN28 e
mantiveram no DPN80. O comportamento de agressividade nao foi modificado por Cd
ou CPF sozinhos, porém quando juntos, provocaram agressividade aumentada nos
animais.

Significancia: Tanto exposicdo perinatal ao Cd quanto neonatal ao CPF sdo capazes de
provocar, isoladamente, efeitos comportamentais nos filhotes jovens no DPN28.
Quando estes tratamentos sdao associados, ocorre interagdo com intensificagdo da
toxicidade comportamental que se mantém até a idade adulta dos animais. O provavel
efeito de desregulacdo enddcrina e os neurotransmissores possivelmente envolvidos sdo

discutidos.

Palavras chave: exposi¢do perinatal e neonatal; cadmio; clorpirifos; atividade neuro-
comportamental; interacdo entre agentes quimicos; arena de campo aberto; labirinto em

cruz elevado; agressividade.
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Introduciao

Nas ultimas décadas houve um aumento progressivo das pesquisas sobre as
conseqiiéncias da exposi¢ao ao metal pesado cadmio, despertando o interesse pelo seu
potencial toxicologico. Ele produz intimeras desordens relacionadas a satude dos
individuos, ocorrendo desde tumores no pulmao, disfungdo renal e hepatica, até
deficiéncias neurologicas graves (Waalkes and Misra, 1996). O sistema reprodutor
masculino também pode ser particularmente afetado pelo cddmio uma vez que o metal
pesado pode funcionar como um desregulador endocrino modificando a fung¢do
reprodutiva e interferir com a qualidade do s€émen (Telisman et al. 2000). Evidéncias
experimentais recentes sugerem que exposi¢ao a baixa concentragdo de caddmio do meio
ambiente, induz mutagdo e dano no DNA, o que diminui a estabilidade genética
inibindo o reparo enddgeno e exdgeno das lesdes no DNA levando, em conseqiiéncia,
ao aumento da probabilidade de mutagdes e, por conseguinte a iniciagdo do cancer

(Filipic et al. 2006).

Como resultado das emissdes industriais e por causa da contaminagdo dos
fertilizantes utilizados nas plantagdes, no século XX tem aumentado bastante a
concentragdo do cadmio no solo, implicando em uma maior retencdo pelos vegetais
(Ssatarug et al. 2003), que serdo utilizados pelos animais e/ou homem, inclusive como
alimentos. Por ser distribuido através do contato com o solo, o cddmio aparece nas
folhas da planta de tabaco (Bachelet et al. 2002; Yue, 1992) ¢ tem sido observado que
fumantes de tabaco possuem elevada carga de cddmio no corpo, duas vezes mais do que
ndo fumantes (Wu and Larson 1995). Considerando os efeitos neurocomportamentais em
longo prazo, da exposicdo ao caddmio in utero (Ali et al. 1986), o hdbito de fumar em
mulheres gravidas, o qual foi relatado ser maior que 20% na América do norte (National
Institutes of Health 1996), contribui para o aparecimento de sérios problemas em satde

publica, relacionados ao desenvolvimento dos filhos de maes com adigdo para o tabaco.

E bem conhecido que a placenta acumula cadmio e que este atravessa, da mie
para o feto e se acumula nos tecidos fetais durante a gestacdo (Sorell and Graciano
1990). Esse toxicante também ¢ ofertado através do leite durante a lactagao
(Bhattacharyya 1983). Visto que absor¢do gastrintestinal pode ser aumentada durante
este periodo, junto com absor¢cdo aumentada de calcio, praticamente todo o caddmio

r

ingerido no leite contaminado ¢ absorvido pelos filhotes. Apesar da existéncia de
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trabalhos documentando efeitos da exposicao perinatal ao cadmio, pouco se sabe ainda
a respeito das conseqiiéncias sobre o sistema nervoso central (Hypponen et al. 1993;
Nagymajtenyi et al. 1997), ao longo da vida do individuo e, menos ainda, sobre as
interagdes possiveis de ocorrer com outras substancias quimicas, ao nivel desse mesmo

sistema, nos individuos expostos perinatalmente.

Estudos indicam que exposi¢des cronicas a baixas doses de cadmio podem
causar problemas neurocomportamentais em humanos e animais, até mesmo quando
nenhum dano renal for descoberto (Viaene et al. 2000; Leret et al. 2003). Em
trabalhadores expostos ocupacionalmente dificulta a funcionalidade visual motora,
promove alteracdes de equilibrio emocional e prejudica a concentragdo (Viaene et al.

2000).

Avaliacdo de exposicdo a agentes quimicos multiplos envolve avaliagdo critica
de dados sobre o ambiente e efeitos sobre a satde, os quais incluem dados
toxicologicos, experimentais e laboratoriais, ocupacionais e informagao epidemiologica
(Mumtaza et al. 2007). Devido ao grande niimero dos toxicantes distribuidos no meio
ambiente por acdo antropogénica, multiexposicdo a agentes quimicos potencialmente
toxicos e interagdes toxicoldgicas decorrentes podem ser esperadas, porém, poucos
estudos experimentais existem neste sentido. Mais especificamente, interagoes relatadas
entre exposi¢ao ao cadmio e a outros toxicantes disseminados no meio ambiente como,
por exemplo, inseticidas organofosforados, poderiam elevar o potencial de intoxicag¢do

devido as interagdes danosas que poderiam ocorrer nos organismos animal ¢ humano.

Clorpirifés ¢ um dos inseticidas organofosforados amplamente utilizado, o qual
induz toxicidade por inibir a enzima acetilcolinesterase (Ache), a molécula chave na
transmissdo colinérgica, no sistema nervoso central e periférico (Qiao et al. 2001;
Riccieri et al. 2003). Nos anos recentes o CPF tem substituido muitos outros
organofosforados devido sua relativa seguranca e persisténcia, contudo o potencial de
provocar efeitos danosos sobre a saude associado com exposi¢do humana tem sido
objeto de sérias discussdes, principalmente quando neonatos ou individuos jovens sdo
atingidos (Dam et al. 2000; Carr et al. 2001)

Tem sido demonstrado que CPF pode causar neurotoxicidade em organismos em
desenvolvimento, com prejuizos a capacidade de memoria, atividade locomotora e

funcionamento de sistemas cerebrais (Icenogle et al. 2004; Levin et al. 2004). Levin et
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al. (2004) mostraram em ratos, que a exposicao pré-natal ao CPF causa persistentes
efeitos comportamentais, principalmente diminuicdo da capacidade de memoria e
alteracOes da atividade locomotora. [Estes autores mostraram que estes efeitos
comportamentais estdo relacionados a prejuizos afetando a replicacdo celular e
interrup¢do de uma variedade de sistemas cerebrais, € os mesmos persistem desde o
estagio jovem até a vida adulta do individuo. Icenogle et al. (2004) demonstraram
alteracdes neurocomportamentais em ratos adolescents e adultos os quais sofreram
exposicao a dose subtdxica de CPF no periodo de neurulagdo.

Outros autores demonstraram que num periodo neonatal critico, a exposi¢ao a
doses subtoxicas de clorpirifés induz deficiéncias no desenvolvimento de coordenagao
motora e atividade locomotora e que estes efeitos podem ser sexo-dependentes (Dam et
al. 2000). Slotkin and Seidler (2007) também observaram efeitos dependentes de sexo
em animais adolescentes, por exposicdo pré-natal ao clorpirifés, associada a
hiperatividade serotoninérgica e dopaminérgica.

Por outro lado também foi demonstrado, além do efeito de neurotoxicidade em
animais expostos ao organofosforado clorpirifés, que o0 mesmo pode provocar geragao
de espécies reativas de oxigénio, levando ao estresse oxidativo o qual poderia ser uma
das formas do clorpirifés impedir o desenvolvimento neurocomportamental adequado
em criangas em desenvolvimento ( Crumpton et al. 2000; Quiao et al. 2005).

Este trabalho teve como objetivo investigar em ratos, as conseqiiéncias
neurocomportamentais da exposi¢do perinatal a baixa concentracdo de cadmio, ¢ a
interacdo com os efeitos da administragdo subseqiiente de clorpirifoés aos filhotes em

desenvolvimento, na fase da infancia.

Material e Métodos

Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar obtidos da colonia do Biotério Central da Unesp,
Campus de Botucatu. Durante as fases de adaptagdo, crescimento e experimental, os
animais permaneceram sob condi¢des controladas de temperatura e umidade relativa,
ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, exaustdo continua, recebendo liquido e racdo sem
restrigdo. O presente estudo foi aprovado pela Camara de Etica em Experimentagio
Animal (CEAA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP de
Botucatu.
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Aos 80 dias de idade os animais foram acasalados, colocando-se na mesma
gaiola 3 fémeas com 1 macho; as fémeas foram consideradas fecundadas, quando
encontrados espermatozoides no liquido do lavado vaginal (considerado o dia zero do
acasalamento). As fémeas consideradas prenhes foram colocadas individualmente em
gaiolas e, durante todo o periodo de gestacao passaram a receber ad libitum solugao de
acetato de cadmio (Synth-Brasil) em 4gua destilada (10 mg de Cd"/litro) ou de acetato
de sodio (Dinamica-Brasil) como controle (Ct) em agua destilada (solu¢do equimolar a
de acetato de cadmio). Neste periodo as maes foram avaliadas quanto ao peso corporal,
ingesta de liquido e ragdo (uma vez por semana), alteracdes de comportamento e
possivel sintomatologia.

Ao nascimento, os filhotes foram contados, examinados quanto a alteragdes
fisicas macroscopicas grosseiras, pesados e as ninhadas aceitaveis (mais que 10 filhotes
por mae) obtidas de maes expostas ao acetato de cadmio e controle, foram ajustadas
para oito filhotes por mae, mantendo o maior numero possivel de filhotes machos; as
solugoes de cadmio e controle continuaram sendo administradas as maes durante todo o
periodo da lactacdo. Os filhotes foram mantidos junto com as maes at¢ o DPN21 e
depois separados em grupos de 15 filhotes, sendo para isto utilizado um filhote de cada
mae, para evitar tendéncias provindas da ninhada que pudessem mascarar ou deturpar os
resultados obtidos para cada grupo. Do DPN21 ao DPN27 um grupo de filhotes (N=15)
de maes controle e um grupo de maes expostas ao cadmio, receberam clorpirifos
(Lorsban 480BR“-Dow Agrosciences-Brasil) uma vez ao dia, na dose de 30 mg/kg,
(via oral - gavage), completando assim 4 grupos experimentais para o estudo,

respectivamente grupos Ct, Cd, CPF e Cd+CPF.

Avaliacao da atividade neurocomportamental

Para a avaliacdo comportamental dos filhotes, foram utilizados os testes de arena
de campo aberto (ACA), labirinto em cruz elevado (LCE) e da agressividade utilizando
o paradigma do animal residente/intruso. Para as avaliagdes em ACA e LCE os animais
foram testados uma unica vez, sem prévia habituacdo. Esses dois modelos
experimentais foram escolhidos para avaliagao de comportamento porque sao utilizados
para demonstrar efeitos de drogas sobre o sistema nervoso central (Long et al. 1996,
Trombini et al. 2001, Godinho et al. 2002). Para tanto, no dia anterior ao teste, os
animais foram transferidos em sua gaiolas para uma sala com atenuacdo de som, com

temperatura controlada e iluminada com lampadas vermelhas opacas. O periodo de
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observagdao comportamental foi definido entre 9 e 11 horas da manha. Para prevenir
tendéncias na observacao, os responsaveis pelos testes desconheciam a natureza dos

grupos experimentais.

Arena de campo aberto

Filhotes jovens (DPN28) e adultos (DPN80) foram testados na arena de campo
aberto segundo metodologia descrita em Godinho et al. (2002), sendo a atividade geral
dos animais avaliada por meio de observagdo direta no aparelho, o qual foi construido
conforme especificado por Broadhurst (1960). Apos colocar o animal no centro da arena
foram avaliados os parametros locomogao, levantar, limpeza e congelamento, durante 3
minutos. Ao final de cada sessdo com cada animal na arena o aparelho foi limpo com
algoddo embebido em alcool etilico (5%, v/v) para eliminar os vestigios do animal

antecessor.

Labirinto em cruz elevado

Filhotes jovens (DPN28) e adultos (DPN80) foram testados no labirinto em cruz
elevado, segundo metodologia que foi descrita por Pellow and Chopin (1985) e
convalidada por Pellow and File (1986), para o estudo de drogas ansioliticas e
ansiogénicas em ratos. Os seguintes parametros foram avaliados no teste: nimero de
entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados do aparelho. Ao final de
cada sessdo com cada animal no labirinto, o aparelho foi limpo com algoddao embebido

em alcool etilico (5%, v/v) para eliminar os vestigios do animal antecessor.

Comportamento de Agressividade

Este teste comportamental foi descrito por Long et al. (1996) para se avaliar o
comportamento agressivo em ratos expostos a agentes quimicos e ¢ baseado no
paradigma do animal residente/intruso. Este método permite a observacdo da interagdo
social e do comportamento ofensivo do animal residente bem como os elementos
defensivos por parte do intruso ¢ reflete a agressdo intraespecifica (Koolhaas and
Bohus, 1991). Este modelo tem a vantagem de detectar agressividade moderada
envolvendo injuria minima ao animal. Para a avaliagcdo, animais denominados residentes
(filhotes controle e expostos perinatalmente ao Cd), no DPN45, foram colocados
individualmente nas gaiolas e assim permaneceram pelo periodo de quatro semanas.

Outro grupo de animais denominados intrusos, com tamanho e peso aproximados aos
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dos residentes, no DPN45, foram colocados naturalmente agrupados nas gaiolas para
manter o seu habito de sociabilizacdo, ndo recebendo nenhum tratamento ¢ assim
permaneceram pelo periodo de quatro semanas. O periodo de isolamento dos residentes
e de duracdo dos experimentos foi de 5 semanas. Neste periodo foi trocada somente a
forracao das gaiolas nas primeiras quatro semanas ¢ nao na ultima semana.

Para a avaliacdo da agressividade, um animal intruso foi colocado na gaiola de
um residente (DPN80) e durante 15 minutos foram observados: o tempo de laténcia para
o primeiro ataque, o numero total de ataques e o tempo total de episddios de ataque
(compreendendo desde explosdes de mordida, ameagas laterais, limpeza mais intensa e
contengdo do outro animal com as patas dianteiras). Os animais intrusos foram
utilizados uma tUnica vez ao dia para os testes sem nunca voltar ao mesmo animal
residente. O teste realizado com cada par de animais foi filmado para posterior

avaliagao.

Analise Estatistica dos resultados obtidos:
Os dados obtidos no presente experimento foram comparados através de analise
de variancia (ANOVA) e as diferencas entre grupos foram consideradas significantes ao

nivel de 5% (p<0,05) (Snedecor and Cochran, 1980 ).

Resultados

Avaliacao das maes

No presente trabalho, durante os periodos da gestacdo e lactacdo, ndo foram
observadas variagdes no peso corporal das maes, no volume de ingesta de liquidos e
racdo e no comportamento, com relacdo aos grupos controles (dados ndo mostrados).
Nenhum sinal ou sintoma clinico de intoxicagdo foi observado no mesmo periodo, nas

maes recebendo acetato de cadmio.

Avaliacao da Atividade neurocomportamental
Comportamento na arena de campo aberto

Na tabela 3, os resultados obtidos com os filhotes jovens (DPN28) mostram que
houve diminui¢do estatisticamente significante (p<0,05) do comportamento de
locomogao nos filhotes expostos ao cadmio e ao clorpirifos; nos animais expostos ao Cd

mais CPF, a locomoc¢do foi ainda menor, mas significantemente diferente (p<0,05)
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apenas com relacao ao controle. O comportamento de levantar foi diminuido de forma
estatisticamente significante pela exposi¢do ao Cd (p<0,05) e ao CPF (p<0,05), porém,
a exposicdo ao Cd mais CPF ndo modificou a intensidade da diminuicdo. O
congelamento de animais expostos ao Cd ou ao CPF, apesar de maior que o controle
(48% e 37% respectivamente) nao foi significante (p>0,05) e a exposi¢cdo ao Cd mais
CPF, apesar de intensificar um pouco o aumento do congelamento, foi estatisticamente
significante apenas com relagdo ao controle (p<0,05). O comportamento de limpeza nao
variou nos filhotes expostos ao Cd ou CPF individualmente em relagdo ao controle
(p>0,05), mas foi maior em relagdo ao controle e ao clorpirifés, quando houve
exposicado ao Cd associado ao CPF (p<0,05). Nos animais adultos (DPNS80), os
resultados mostram que nos filhotes expostos ao Cd ou CPF isoladamente ndo ocorreu
modificacdo significante de nenhum dos comportamentos avaliados na arena, porém
quando foram avaliados animais expostos ao Cd mais CPF, houve significante (p<0,05)
diminui¢do da locomogao principalmente e do levantar, bem como significante aumento

do congelamento e da limpeza (p<0,05).

Comportamento no labirinto em cruz elevado

Na tabela 4, os resultados obtidos com os filhotes jovens (DPN28) mostram que
houve apenas uma diminuicdo estatisticamente significante (p<0,05) do comportamento
de entrada nos bragos abertos do labirinto nos filhotes expostos ao cadmio e ao
clorpirifés, embora o Cd tenha provocado alteragdes ndo estatisticamente significantes
(p>0,05)na entrada nos bragos fechados e no tempo de permanéncia, principalmente no
brago fechado. Quando ocorreu exposicdo ao Cd mais CPF, houve intensificacdo dos
efeitos, ocorrendo respectivamente diminui¢do significante (p<0,05) de entradas nos
bracgos abertos com aumento nos fechados e diminuicao significante (p<0,05) do tempo
de permanéncia nos bracos abertos com aumento nos fechados. Nos animais adultos
(DPN8O0), os resultados mostram que nos filhotes expostos ao Cd ou CPF isoladamente
ndo ocorreu modificacdo significante (p>0,05)de nenhum dos comportamentos
avaliados no labirinto, porém quando foram avaliados animais expostos ao Cd mais
CPF, houve significante (p<0,05) diminuicdo das entradas nos bracos abertos

principalmente e aumento significante (p<0,05) nos bracos fechados.

Comportamento de agressividade
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Os dados obtidos na avaliagdo do comportamento de agressividade mostram que
exposicao ao Cd ou ao CPF isoladamente ndo influenciaram de forma significativa
(p>0,05) o tempo de laténcia para a primeira mordida, apesar de diminuirem este
parametro em 34 e 26% respectivamente (Figura 1), nem o tempo total de manifestagdes
de ataque, apesar de o aumentarem em 24 e 21% respectivamente (Figura 2). O numero
total de manifestagdes de ataque nado foi influenciado (p>0,05) pela exposicao ao Cd ou
CPF Figura 3). Porém, nos filhotes que foram expostos concomitantemente ao Cd e ao
CPF, observa-se que houve intensificagdo tanto da diminuicdo do TL1M (p<0,05), em
relag@o aos filhotes controle e expostos ao CPF, quanto do aumento (p<0,05) do TTMA,
em relacdo aos filhotes controle e expostos ao Cd e ao CPF. O NTMA foi aumentado

(p<0,05) nos animais expostos ao Cd mais CPF, em rela¢do ao grupo exposto apenas ao

Cd.

Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a exposicao gestacional ao Cd
ndo promoveu toxicidade materna ou fetal porque nenhuma diferenga no ganho de peso
materno (dados ndo mostrados) ou dos filhotes, ao nascimento, foi observada ente
animais controle e experimentais. Um dos 6bvios sinais de toxicidade materna é a perda
de peso (Chernoff et al. 2008). Assim, alteragdes na homeostase materna, a qual poderia
indiretamente interferir com o desenvolvimento dos filhotes (Smarting and Dolbing
1971; Salvatori et al. 2004), ndo seria provavelmente a responsavel por qualquer efeito
posterior que pudesse ser observado, devido a exposi¢do ao Cd. Como o
comportamento das maes expostas ao Cd também nao teve variagao, este possivel fator
de interferéncia sobre o futuro comportamento dos filhotes, também foi descartado.

Nos animais testados na arena de campo aberto, tanto a exposi¢do perinatal ao
Cd quanto a exposicdo pos-natal ao CPF, diminuiram significativamente os
comportamentos de locomogdo e levantar e aumentou ndo significativamente o
comportamento de congelamento (48,5% e 37%) nos filhotes DPN28. Nos filhotes
DPNS8O0 apenas a o comportamento de locomogao permaneceu diminuido (31% menor)
de modo nao significativamente, sugerindo a principio que tanto Cd quanto CPF ndo
provocaram efeitos permanentes sobre o sistema nervoso dos animais. Locomocdo e

levantar sdo considerados dois comportamentos positivamente correlacionados
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(Satinder 1968) sendo que ambos podem refletir a exploracio de um novo e

desconhecido ambiente, pelos animais.

Estudos anteriores indicam que exposigdes cronicas a baixas doses de cadmio
podem causar problemas neurocomportamentais em humanos e animais, até mesmo
quando nenhum dano renal for descoberto (Leret et al. 2003; Viaene et al. 2000). A fase
da vida na qual o organismo vivo € exposto as substiancias quimicas pode modificar
drasticamente o efeito toxico final. Os resultados obtidos nos presentes experimentos
contradizem resultados anteriores de Ali et al. (1990), Leret et al. (2003) e Graw¢é et al.
(2004, os quais encontraram experimentalmente que exposi¢cdes pré e neonatal de
filhotes de ratos ao cadmio, resultaram em hiperatividade locomotora. Ja em outro
estudo mais recente, Salvatori et al. (2004) ndo observaram nenhuma mudanga nos
parametros avaliados na ACA, em filhotes adultos de ratas expostas a dose
subteratogénica de Cd, do 6°. ao 14°. dias da gestagdo. Nossos resultados corroboram
com resultados obtidos por Lukawski et al. (2005), que demonstraram diminui¢dao da
atividade locomotora espontanea em ratos adultos pela exposi¢do ao Cd e com Baranski
et al. (1983), que também observaram uma reducdo na atividade locomotora, medida
numa caixa automatizada, em filhotes de ratas expostas a dose subcronica de cadmio na
gestagdo. As diferengas encontradas podem ser devido aos diferentes procedimentos
experimentais, doses, etc.

Ao exercer toxicidade em mamiferos, o inseticida organofosforados clorpirifos
tem como alvo primario a enzima acetilcolinesterase (Richardson et al. 1993), porém
varios efeitos neurotdxicos que incluem alteragdes da atividade locomotora tem sido
descritos na literatura (Icenogle et al. 2004; Levin et al. 2004). Envolvimento de outros
sistemas neurais em adi¢do ao sistema colinérgico também tem sido observados nos
efeitos de neurotoxicidade (Ricceri et al. 2003). Estudos de Chanda and Pope (1996)
utilizando baixo nivel de exposi¢ao repetida ao organofosforado CPF na gestacao,
demonstraram ocorréncia de amplas alteragdes neuroquimicas e neurocomportamentais
em ratos em desenvolvimento, na auséncia de toxicidade materna, e observaram que o
feto ¢ mais protegido antes do nascimento que o filhote apds o parto. Além disso,
administracdo de CPF tardiamente na gestacdo de ratos em desenvolvimento (dias
gestacional 17-20) levou a alteragdes em longo prazo na performance cognitiva, que

foram idade dependente (Levin et al. 2002).
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Pitts and Horvitz (2000) demonstraram que desregulagdo do sistema do
neurotransmissor dopamina prejudica as atividades locomotora e exploratdria de ratos.
Toxicidade ao sistema dopaminérgico poderia, portanto estar também envolvida nos
efeitos sobre a locomogao/exploragdo observados nos filhotes expostos ao Cd e ao CPF.

Por outro lado, foi demonstrado que exposi¢do ao Cd em ratos adultos pode
modular os receptores opidides mu, delta e kappa (Tejwani and Hanissian, 1990). Neste
sentido, o comportamento de levantar tem sido utilizado previamente como uma medida
do efeito locomotor apés administragdo de opiodides, observando-se que a morfina
diminui este comportamento de levantar (Patti et al. 2005). E importante observar que
outros fatores como sedagao, diminui¢ao da motivagdo e aumento de ansiedade, podem
levar a diminui¢do desta atividade comportamental (Neubert et al. 2007). Dados de
Privette and Terrian (1995) sugerem o envolvimento do sistema do receptor kappa na
resposta a ansiedade em roedores. Nossa argumentagdo ¢ que mudanca no
comportamento ¢ um relevante endpoint, pois qualquer evento que produza esta
mudanga poderia provavelmente estar afetando o sistema nervoso. Neste sentido,
atividade neurocomportamental tem sido preconizada como marcador ou bio-indicador
de fungdo para neurotoxicidade (Wormley et al. 2004).

Desordens comportamentais acompanhadas de disfun¢des bioquimicas tém sido
observadas em individuos expostos ao Cd (De Castro et al.1996; Dési et al. 1998). Os
efeitos sobre a funcdo do cérebro que resultam da exposicdo ao Cd durante o
desenvolvimento, sdo observados por se relacionar a varios niveis celulares. As
transmissOes tanto catecolaminérgica, serotoninérgica quanto colinérgica no cérebro,
podem ser alteradas por metais pesados como o cadmio (Antonio et al. 1998,1999; Dési
et al. 1998). Os danos provocados pelo Cd ao nivel de produgdo, estocagem, liberagdo e
recaptagdo de neurotransmissores, poderiam explicar os efeitos comportamentais
provocados pela acdo do caddmio sobre o sistema nervoso. Alteragdes anormais nos
sistemas de neurotransmissores de jovens filhotes podem produzir alteracdes
comportamentais nestes animais, como por exemplo, hipoatividade devido a mudangas
do sistema dopaminérgico (Wirtshafter et al. 1988).

Quando os animais expostos perinatalmente ao Cd foram seqiiencialmente
também expostos ao clorpirifés na infincia, houve uma intensificagdo nas alteracdes
comportamentais ja observadas pelos toxicantes individualmente, e ainda aumento dos
comportamentos de congelamento e limpeza, ndo sé nos filhotes DPN28 como também

nos DPNS80, caracterizando o imprinting neurocomportamental. Como o0s
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comportamentos de congelamento e limpeza refletem a emocionalidade e o medo dos
animais, respectivamente (Godinho et al. 2002), estes resultados indicam que o dano
provocado pela interacdo entre os efeitos de Cd e CPF juntos sdo maiores e mais
preocupantes.

Quando os animais expostos ao Cd e ao CPF isoladamente, foram testados no
LCE, a unica alteracdo estatisticamente significante foi a diminuicao das entradas nos
bragos abertos do aparelho visto com os animais do DPN28, sugerindo efeito
ansiogénico, mas nos animais expostos a ambos, o efeito foi exacerbado, ficando bem
claro a preferéncia dos animais pelos bragos fechados do aparelho, enfatizando
ansiedade aumentada nos animais. A semelhanca do observado na ACA, a ansiedade
ainda pode ser observada nos animais no DPN80. Infelizmente ndo encontramos
estudos dos efeitos de Cd ou CPF sobre a ansiedade o que prejudica a comparagdo de
dados.

No estudo do comportamento de agressividade observou-se um quadro de
resultados semelhante ao que foi antes obtido na ACA e LCE, pois aqui Cd ou CPF
isoladamente ndo modificaram significativamente este comportamento, mas quando os
animais foram expostos aos dois toxicantes, observou-se intensificacdo de todos os
parametros indicativos de agressividade aumentada nos animais.

Embora alguns trabalhos existentes apontem o cddmio como um agente capaz de
provocar agressividade anormal e os dados ainda sejam insuficientes e os mecanismos
permanec¢am ndo identificados, aumento do comportamento agressivo forma observados
em ratos adultos (Arito et al. 1981), juvenis (Baranski 1984; Holloway and Thor 1988;
Leret 2003) e em desenvolvimento (Desi et al. 1998) pela administragcdo repetida de
cadmio. Dados de nossos laboratérios mostram que ratos jovens expostos ao Cd, pela
agua de beber, de forma prolongada, tem agressividade aumentada ¢ o efeito ¢ dose
dependente ( Castilho et al. 2007).

As vias colinérgicas no cérebro estdo associadas com varios tipos de
comportamento e fungdes, incluindo fome, sede, termoregulagdo, respiracdo, cogni¢ao e
agressividade (Furtado and Chan, 2004). Como tanto CPF quanto Cd sdo capazes de
provocar inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (Antonio et al. 2003; El-Demerdash,
2004), interferéncia com as vias colinérgicas poderia ser uma das formas de provocar
aumento da agressividade nos animais. Por outro lado, como tem sido sugerido por
Nelson e Chiavegato (2001, 2003), um papel importante das vias serotoninérgicas na

agressao anormal e como Cd interfere com este neurotransmissor (Leret et al. 2003),
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toxicidade a este nivel do SNC também poderia estar contribuindo para os efeitos
observados aqui. Nao encontramos na literatura corrente, dados sobre efeitos do CPF
sobre esta via de neurotransmissdo. Adicionalmente, resultados obtidos por Sanchez
(1995) sugerem que o comportamento exploratério parece depender dos mecanismos
serotonérgicos. O fato dos filhotes expostos ao Cd e CPF mostrarem exploragdo
diminuida indica menor atividade com efeitos danosos sobre o sistema serotonérgico e
este achado corrobora com a hipotese de Nelson & Chivegato (2003) sobre a
importancia da serotonina como molécula neurotransmissora implicada na agressividade
anormal.

Concluindo, interagdo entre substancias quimicas ¢ um dos grandes problemas
com o0s quais a toxicologia se depara hoje, devido ao problema sério da multiexposi¢cdo
a um sem numero de substidncias quimicas. Quando mais de uma substancia de
exposicdo atuam provocando efeitos tOxicos num mesmo sistema, a resultante ¢é
geralmente um quadro aumentado de sinais e sintomas clinicos, com uma letalidade
ainda maior e os riscos aumentam na medida em que individuos jovens sdo atingidos
mais precocemente (Pohl and Abadin 2008). A grande dificuldade de estudar e
compreender os efeitos da multiexposicdo, ¢ a de que as substancias quimicas podem
modificar sua forma de atuacdo quando estdo na forma de misturas e a resultante final
pode ser diversa daquela observada na situa¢do de exposi¢do a uma unica substincia
isoladamente (Rice et al 2008). Os resultados do presente trabalho indicam que quando
Cd e CPF estao presentes simultaneamente no organismo de ratos em desenvolvimento
pode ocorrer interagdo negativa entre ambos, resultando em intensificagdo do quadro de

neurotoxicidade.
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Tabela 1 — Avaliagdo do comportamento em arena de campo aberto, de filhotes de ratas
recebendo Cd perinatal e CPF pos-natal.

DPN 28
Teste Ct Cd CPF Cd+CPF

Locomog¢ao 95,4449,01 a |67,44+7,02b |67,22+7,11 b |49,77£5,10 b
Levantar 29,80+3,07a |[19,91£2,01 b |19,07£2,22b |19,84+£2,02 b
Congelamento |4,22+0,62 a 6,27+0,70 ab |5,81+0,61 ab |8,12+0,87 b
Limpeza 14,42+1,57a |16,19+1,45 ab |9,02+1,12 ac  |22,01£1,97 b
DPN 80

Locomogao 101,23+11,47a | 70,11+£7,55 ac |89,15+9,17achb | 55,07+5,84 b
Levantar 36,32+3,88 a |28,14+£2,97 ab |26,12+2,78 ab |22,55+2,79 b
Congelamento |3,97+0,41 a 5,64+0,51 ab |4,07+0,51 ab |5,98+0,60 b
Limpeza 13,49+1,40a |16,98+2,01 ab |17,22+1,81 ab |22,07+2,37 b

Os valores representam a média + E.P.M. obtida com filhotes de 15 ninhadas por grupo
experimental. Valores com letras diferentes representam diferengas estatisticamente
significantes para p<0,05 (ANOVA).
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Tabela 2 — Avaliacdo do comportamento em labirinto em cruz elevado, de filhotes de
ratas recebendo Cd perinatal e CPF pds-natal.

DPN 28

Teste Ct Cd CPF Cd+CPF
EA 6,37+0,64 a 4,39+0,55 b 4,32+0,49 b 2,32+0,29 ¢

EF 7,07+0,81 a 11,40+1,51 ab 10,74+1.,4 ab 12,33£1,85 b
TA [87,0149.47a  |60,07+7,13ab |67,75+8,13ab  |55,18+5.67 b
TF 130,66+14,43 a |187,51£19,90 ab | 180,22+11,71 ab |201,13£22.45 b

DPN 80
EA 16,79+0,67 a 4,69+0,48 a 5,88+0,67 a 4,07£0,51 b
EF [8,1740,91 a 10,99+1,22 ab | 7,49+0,78 a 12,80+1,22 b

TA |[114,88+12,74a |90,77+11,14 a 127,89+13,44a |96,67+10,07 a
TF 148,03+15,72a |184,84+£19,47a |144,18+15,67a |171,48+¢17.54a

Os valores representam a média = E.P.M. obtida com filhotes de 15 ninhadas por grupo
experimental. Valores com letras diferentes representam diferengas estatisticamente
significantes para p<0,05 (ANOVA). EA-entradas nos bracos abertos; EF-entradas nos
bragos fechados; TA-tempo de permanéncia nos bragos abertos; TF-tempo de
permanéncia nos bragos fechados.
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Figura 1 — Tempo de laténcia para a primeira mordida obtido durante a avaliacdo do
comportamento de agressividade em filhotes de ratas recebendo Cd perinatal e CPF
pos-natal. Os valores representam a média + E.P.M. obtida com filhotes de 10 ninhadas
por grupo experimental. Valores com letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significantes para p<0,05 (ANOVA).
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Figura 2 — Tempo total de manifestagdes de ataque obtido durante a avaliacdo do
comportamento de agressividade em filhotes de ratas recebendo Cd perinatal e CPF
pos-natal. Os valores representam a média + E.P.M. obtida com filhotes de 10 ninhadas

por grupo experimental. Valores com letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significantes para p<0,05 (ANOVA).
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Figura 3 — Numero total de manifestacdes de ataque obtido durante a avaliagdao do
comportamento de agressividade em filhotes de ratas recebendo Cd perinatal e CPF
pos-natal.Os valores representam a média = E.P.M. obtida com filhotes de 10 ninhadas
por grupo experimental. Valores com letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significantes para p<0,05 (ANOVA).
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VI - CONCLUSAO GERAL

Como pode ser observado pelo conjunto dos dados obtidos, o presente trabalho
fornece subsidios para que o cddmio seja classificado como um metal de alto poder
toxicologico, principalmente quando se trata de neurotoxicidade por exposi¢do
perinatal, mesmo a baixa dose por via oral.

Os efeitos aqui observados permitem também visualizar o poder de imprinting
desta natureza de exposi¢ao ao metal e as conseqiiéncias danosas e mais adversas, da
interagdo negativa com uma substancia do grupo quimico dos praguicidas, o clorpirifos.

Os dados aqui expostos sdo alarmantes em termos de saude publica, pois tanto
animais quanto humanos estdo expostos a niveis destas duas substincias, que se
assemelham aos do presente experimento.

Outros experimentos necessitam serem realizados para evidenciar os

mecanismos celulares pelos quais esta interagdo ocorre.
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