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INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA DO TEMA ESTUDADO 

         

Nas últimas décadas os níveis de contaminação de água, ar e solo por cádmio 

(Cd), um metal pesado encontrado de forma espontânea na natureza, vem aumentando 

significativamente, acompanhando exponencialmente o rápido e crescente 

desenvolvimento industrial.   

Estudos recentes sobre a toxicidade do metal pesado cádmio (Cd)  mostram que, 

além de ser um carcinogênico para o homem, provoca ainda danos hepáticos, renais, 

pulmonares e até neurocomportamentais através de ações no sistema nervoso central, 

sendo esta intoxicação muito importante sob o ponto de vista toxicológico 

(NORDBERG, 2009).  

O cádmio está presente em baterias, pastas de limpeza, pisos, como componente 

em metalúrgicas, em pigmentos de tintas, acabamentos de peças, plásticos e vidros, 

além de ser encontrado como contaminantes dos fertilizantes fosfastados ( IARC 1993).  

As concentrações de cádmio em diferentes alimentos variam muito com a 

origem do mesmo, com as concentrações deste no solo e com a disponibilidade do metal 

no meio em condições de ser incorporado pela vegetação. A contaminação dos 

alimentos se dá através da contaminação do solo, que, por sua vez, pode ser 

contaminado através das águas de irrigação, de deposição originária da poluição 

atmosférica e de adubações por fertilizantes fosfatados ou fertilizantes com origem em 

esgotos (adubos) (VAZ & LIMA, 2003).  

O cádmio vem recebendo atenção aumentada pelos cientistas interessados em 

delinear os riscos de saúde associados com riscos ambientais. Em adição aos problemas 

documentados no setor industrial (WINTER, 1982), a toxicidade ao cádmio é um 

assunto importante para a sub-população de usuários do tabaco que inclui milhões de 

pessoas por todo o mundo. O hábito de fumar também concorre para o engrandecimento 

da exposição crônica ao cádmio, já que a planta do tabaco é capaz de absorver 

ativamente cádmio do solo contaminado. Cádmio se acumula nas folhas de tabaco e 

mesmo fumando um único cigarro diário o indivíduo pode incrementar sua carga 

corporal do toxicante (KLAASSEN, 1990; YVE, 1992; KALCHER et al., 1993). Na 

exposição crônica pelo cádmio, a qual a maioria dos seres humanos está exposta ganha 

um lugar de destaque quando se trata de saúde pública.  

 Mesmo que os níveis de Cd no solo não alcancem valores alarmantes, o metal 

permanecerá em uma forma potencialmente disponível, por muitos anos. Portanto, há 
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necessidade de monitorar o comportamento do Cd e outros metais, por um período mais 

longo (OLIVEIRA, 2003).  

Por ter efeito cumulativo no organismo do homem e outros animais, quando 

existe a exposição contínua mesmo a baixas doses, ocorrem efeitos graduais que alteram 

a homeostasia dos organismos podendo culminar com seqüelas permanentes e alta taxa 

de incidência de doenças diversificadas.  

A exposição na fase jovem da vida do indivíduo gera mais preocupação, pelo 

fato deste metal ser retido em maior escala no organismo jovem que no adulto e talvez, 

por isso, provoque maiores conseqüências.  

O estreito contato de animais de criação com as fontes de exposição os tornam 

mais propensos às enfermidades ocasionadas pela contaminação por metais pesados. A 

avaliação da contaminação não deve restringir-se apenas a mensuração do metal que se 

deseja observar, devendo-se também observar o quadro clínico do animal, além das 

características epidemiológicas do local, como fonte e tempo de exposição. Alterações 

bioquímicas diante da exposição a metais pesados devem também ser observadas, a 

exemplo do que ocorre com o baixo nível da atividade colinesterásica no sangue de 

animais expostos a produtos fitossanitários, organo-fosforados e/ou carbamatos 

(VIGILÂNCIA AMBIENTAL EM SAÚDE, 2002). Neste sentido, potenciação de 

efeitos bioquímicos tóxicos podem ser observados quando da exposição simultânea a 

metais e inseticidas, uma vez que como os organo-fosforados, o metal pesado cádmio 

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

Ao longo das últimas décadas o aumento acelerado da população mundial 

estimulou uma maior produção de alimentos para suprir as necessidades nutricionais do 

número de habitantes aumentado. A maior parte destes alimentos é 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, é necessário eliminar destas plantações certas espécies de ervas daninhas, 

insetos e microorganimos, os quais diminuem a qualidade e a renda dos produtos 

cultivados, devido às relações ecológicas que com eles estabelecem.  

Neste sentido o uso exagerado e abusivo de certas substâncias químicas como os 

inseticidas para eliminar estas “pragas” da lavoura, tem aumentado de forma exagerada. 
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Além disso, esses agentes também são utilizados na pecuária para controlar 

ectoparasitas, e na saúde pública, em campanhas para erradicação ou controle de insetos 

como o Aedes aegypti. 

 Devido, portanto à contaminação ambiental, existirá sempre uma grande 

possibilidade de exposição animal e humana. Os primeiros, por causas de pastagens 

contaminadas por resíduos de metais pesados e simultaneamente por resíduos de 

praguicidas do tipo inseticidas, que incluem os organo-fosforados, além do uso direto 

dos inseticidas nos animais; os segundos por causa de águas e alimentos contaminados 

simultaneamente por metais e inseticidas.  

Interação entre substâncias no organismo humano e animal pode ocorrer por 

causa da contaminação ambiental (água, solo, ar e alimentos) e ocupacional que 

possibilitam multi-exposição a um grande número de agentes químicos 

simultaneamente. Quando duas ou mais substâncias químicas estão presentes 

concomitantemente no organismo dos indivíduos e seus mecanismos de ação 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 ações interativas de agentes químicos sobre o 

organismo humano e animal se fazem necessárias para evidenciar os problemas de 

intoxicação pela interação provocada por esses agentes. 
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REVISÃO DE LITERATURA  

CÁDMIO 

Estudos sugerindo que o metal pesado cádmio poderia possuir ação 

carcinogênica para humanos fizeram aumentar progressivamente as pesquisas com este 

metal nas últimas décadas, despertando o interesse pelo seu potencial toxicológico.  

Recentemente, evidências experimentais sugerem que exposição à baixa concentração 

de cádmio do meio ambiente, induz mutação e dano no DNA, o que diminui a 

estabilidade genética inibindo o reparo endógeno e exógeno das lesões no DNA 

levando, em conseqüência, ao aumento da probabilidade de mutações e, por conseguinte 

a iniciação do câncer (FILIPIC et al., 2006). 

A contaminação ambiental por cádmio se iniciou como resultado da poluição 

causada inicialmente pelo homem, ao explorar o metal em minas e prepará-lo para o seu 

uso em fundições. A presença do Cd na atmosfera começou a aumentar pela combustão 

do carvão e pela incineração dos materiais descartados contendo o metal pesado. Como 

é largamente utilizado, entra na composição do lixo quando, por exemplo, baterias são 

descartadas e, por ser razoavelmente volátil, é emitido para a atmosfera quando o aço 

laminado com cádmio é reciclado. Além disso, em sua forma metálica, tende a se 

condensar com partículas menores do fluxo de fumaça dos incineradores de rejeitos 

tornando difícil sua captura pelos mecanismos de controle de poluentes colocados nas 

chaminés de saída de gases. Como resultado de todos estes processos, o cádmio 

propaga-se por via aérea na forma de gases, ou agregado a partículas sólidas em 

suspensão (BAIRD, 2002). 

O cádmio também é usado entre outros, na fabricação de baterias de veículos, de 

pedra-pome, pastas de limpeza, pisos, como componente em metalúrgicas, em 

pigmentos de tintas e vernizes, acabamentos de peças, plásticos e vidros, além de ser 

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

Em trabalhadores expostos ocupacionalmente dificulta a funcionalidade visual 

motora, promove alterações de equilíbrio emocional e prejudica a concentração 

(VIAENE et al., 2000).  
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Estudos recentes indicam que exposições crônicas a baixas doses de cádmio 

podem causar problemas neurocomportamentais em humanos e animais, até mesmo 

quando nenhum dano renal for descoberto (VIAENE et al., 2000; LERET et al., 2003).  

Pesquisas de Leret et al. (2003) comprovaram a ação do cádmio no sistema 

nervoso central, pois em estudos feitos com animais que foram expostos no período 

perinatal foram constatados aumento do comportamento agressivo, hiperatividade 

motora e prejuízo dos mecanismos de memória social.  

A água, apesar do cádmio ser bastante solúvel neste meio, não é a principal fonte 

de exposição a este agente tóxico. Somente uma pequena parcela do nível de cádmio 

presente no organismo dos seres humanos é resultante da sua ingestão direta da água ou 

da inalação do ar.  

Como resultado das emissões industriais e por causa da contaminação dos 

fertilizantes utilizados nas plantações, no século XX tem aumentado bastante a 

concentração do cádmio no solo, implicando em uma maior retenção pelos vegetais 

(SATARUG et al., 2003), que serão utilizados pelos animais e/ou homem como 

alimentos. Em regiões de alta concentração, a contaminação de alimentos e água 

provavelmente causou as primeiras intoxicações; também utensílios para cozinhar 

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

Uma das primeiras conseqüências da contaminação de alimentos ocorreu em 

meados do século XX no Japão. O arroz, neste país, é consumido em grande quantidade 

e a região de Toyoma teve o seu alimento básico contaminado, porque a água utilizada 

na irrigação das plantações procedia de um rio onde as fundições locais de zinco 

despejavam seus efluentes (BAIRD, 2002). A população local foi contaminada de forma 

crônica devido à ingestão de doses não muito grandes de cádmio durante certo tempo. O 

principal efeito desta exposição contínua foi uma doença conhecida como Itai-Itai, uma 

enfermidade que causa a degeneração dos ossos e tem como principal sintoma dor 

aguda nas regiões lombar e femural e conforme o quadro progride, é comum a 

ocorrência de fraturas nos ossos devido à osteoporose provocada.  

Além destas exposições, devido à planta do tabaco absorver cádmio do solo 

ativamente e em grande quantidade, os fumantes ativos e passivos também estão 

expostos a altas concentrações de cádmio presente na fumaça do cigarro (LEWIS, 1972; 



 13

JARUP et al., 1998), sendo o Cd um dos componentes importantes para os efeitos 

tóxicos do cigarro no organismo. 

Os metais pesados produzem seus efeitos tóxicos combinando-se com um ou 

mais grupos reativos essenciais às funções fisiológicas normais. Além da ação sobre o 

receptor A1 da Adenosina ( Adenosina é um neurotransmissor natural, quando  liga-se 

ao receptor A1, diminuindo a actividade neuronal, dilatando os vasos sanguíneos, 

reduzindo a frequência cardíaca, a pressão sanguínea e a temperatura corporal ), o 

cádmio pode substituir o cálcio e o zinco em processos metabólicos críticos 

(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 Cádmio em especial, fica no mesmo patamar do chumbo e do mercúrio como 

metais importantes no ponto de vista toxicológico. O cádmio ocorre na natureza em 

combinação com o zinco e chumbo, causando contaminação ambiental. Como menos de 

5% desses metais são reciclados, a poluição ambiental é uma preocupação importante. 

A meia-vida do Cádmio no organismo é de 10-30 anos e por isso, se a exposição 

ambiental for contínua, as concentrações desse metal nos tecidos aumentam durante 

toda vida de forma cumulativa (GOERING & KLAASSEN, 1984). Dado sua taxa atual 

de liberação no ambiente, é provável que o cádmio no corpo humano aumente 

progressivamente no futuro. Em conseqüência poderia provocar um aumento da  

incidência das doenças, determinando efeitos danosos aos pulmões, fígado, testículos, o 

sistema imunológico, o sistema nervoso e o sangue. Efeitos na reprodução e no 

desenvolvimento têm sido observados em animais expostos ao cádmio, porém não 

foram verificados ainda nos seres humanos. 

O Fígado e rim são os órgãos principais atingidos pela toxicidade por cádmio 

(SATARUG et al., 2003). Porém, estudos recentes indicam que exposições crônicas a 

baixas doses de cádmio podem causar alterações 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 alterações de equilíbrio emocional e prejudica a 

concentração (VIAENE et al., 2000). 
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O sistema reprodutor masculino também pode ser particularmente afetado pelo 

cádmio uma vez que o metal pesado pode funcionar como um desregulador endócrino 

modificando a função reprodutiva e interferir com a qualidade do sêmen (OLDEREID, 

et al., 1993; TELISMAN, et al., 2000).  

A placenta acumula cádmio, podendo ser detectado pelo leite durante a lactação 

(BHATTACHARYA, 1983).  Nesse período a  absorção de cálcio é diminuída  e 

praticamente todo o Cádmio ingerido contamina o leite e em conseqüência  também os 

filhotes. São encontrados altos níveis de Cd no sangue dos filhotes no dia 0 ( zero) pós-

natal. ( CORPAS & ANTÔNIO, 1997) O cádmio em níveis não tóxicos para os tecidos 

produz danos aos órgãos reprodutivos ( ELINDER, 1986). A administração de cádmio 

para roedores produz necroses , atrofia testicular e esterilidade nos machos, como 

também alterando o ciclo estral nas fêmeas ( PAKSY et al ., 1992; VARGA et al. , 

1993). 

O cádmio é teratogênico, tendo sido comprovado o aparecimento de exencefalia, 

hidrocefalia, fenda palatal e labial, microfltalmia e outras malformações congênitas em 

animais de experimentação. O efeito teratogênico foi observado com doses próximas à 

DL50 (WHO, 1992).  

Experimentalmente, exposição pré e neonatal resultou em hiperatividade (ALI, 

et al., 1990) enquanto que em ratos adultos demonstrou uma diminuição da atividade 

locomotora espontânea (ALI, et al, 1990; LUKAWSKI et al., 2005). Arito et al. (1981) 

observaram aumento do comportamento agressivo de ratos, induzido por administração 

repetida de cádmio. Pesquisas de Leret et al. (2003) comprovaram a ação do cádmio no 

sistema nervoso central, pois em estudos feitos com animais foram constatados 

hiperatividade motora, aumento do comportamento agressivo e prejuízos dos 

mecanismos de memória social. Recentemente, pesquisas desenvolvidas em nossos 

laboratórios também demonstraram que ratos jovens os quais foram expostos durante 

quatro semanas ao cádmio tiveram aumento no comportamento de agressividade 

(CASTILHO et al., 2007).   

Na exposição ambiental ao metal cádmio existe um fator cinético importante que 

felizmente limita bastante os efeitos desta intoxicação para o organismo humano e 

animal, uma vez que, excluindo a exposição ocupacional, a maior fonte de exposição 

para o homem é por via alimentar. Trata-se do fato de que na exposição oral, do total de 
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cádmio ingerido misturado à água e/ou alimentos contaminados, apenas cerca de 5% do 

metal é absorvido por via gastrintestinal (WAALKES, 1992). Por outro lado existe o 

grande agravante de que nas últimas décadas a contaminação de água e alimentos tem 

aumentado significativamente e de modo exponencial e por isso, níveis cada vez 

maiores de cádmio têm sido observados no organismo humano e animal. 

 

 

CLORPIRIFÓS  

 

O inseticida organofosforado clorpirifós (CPF) é um contaminante ambiental, 

bastante utilizado no nosso país (ANVISA 2005) e na Europa (ALUIGI et al., 2005). No 

Brasil é utilizado em agricultura, no ambiente doméstico e em campanhas de saúde 

pública. Recentemente, a agência de Vigilância Sanitária através do Programa de 

Análise de Resíduos em Alimentos (PARA) indicou que 28,5% do total de amostras de 

alimentos analisadas em vários estados do território brasileiro, continham níveis de 

resíduos de produtos acima dos Limites Máximos de Resíduos (LMR). As culturas com 

maior freqüência de irregularidades foram as de maçã, morango e tomate. 

Particularmente nesta última, um dos inseticidas não autorizados detectados foi o 

clorpirifós (ANVISA 2005).  

Na ação neurotóxica do clorpirifós o alvo primário é a enzima acetil 

colinesterase sanguínea e neuronal, cuja inibição exacerba as ações colinérgicas por 

causa do excesso de acetilcolina circulante (RICHARDSON et al., 1993); 

envolvimento de outros sistemas neurais em adição ao sistema colinérgico também 

tem sido observados nestes efeitos de neurotoxicidade (RICCERI et al., 2003).  

Pesquisas com o inseticida organo-fosforado clorpirifós, demonstraram que o 

mesmo pode provocar alterações e deficiências no comportamento e memória espacial, 

o que demonstra claramente danos neurais, afetando provavelmente atividade de 

neurotransmissores do sistema cerebral (CARR et al., 2001).   

É comum se observar crianças de famílias de agricultores residindo dentro das 

áreas de plantação ou ao redor das mesmas, estando expostas simultaneamente a uma 

variedade de pesticidas (SIMCOX, J.N. et al. 1995).  

Estudos com exposição perinatal tem demonstrado que o clorpirifós é altamente 

tóxico para ratos neonatos, persistindo às vezes os efeitos até a fase de adulto. 

Exposição a dose baixas  pode provocar toxidade sistêmica determinando alterações  no 
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desenvolvimento das células neurais, com respeito a síntese do DNA ( DAM et al., 

1998), transcrição gênica ( CRUMPTON et al., 2000), diferenciação 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 exposição pré-natal ao 

CPF causa persistentes efeitos comportamentais, principalmente diminuição da 

capacidade de memória e alterações da atividade locomotora.  Estes autores mostraram 

que estes efeitos comportamentais estão relacionados a prejuízos afetando a replicação 

celular e interrupção de uma variedade de sistemas cerebrais, e os mesmos persistem 

desde o estágio jovem até a vida adulta do indivíduo. Icenogle et al. (2004) 

demonstraram alterações neurocomportamentais em ratos adolescents e adultos os quais 

sofreram exposição a dose subtóxica de CPF no período de neurulação.  

Em experimentos para testar a agressividade em animais expostos no período 

perinatal ao organofosforado, Venerosi et al. (2008) demonstraram que CPF afeta as 

respostas maternais e a agressão maternal em fêmeas de camundongos adultos, mas não 

em fêmeas na idade de puberdade. 

Outros autores demonstraram que num período neonatal crítico, a exposição a 

doses subtóxicas de clorpirifós induz deficiências no desenvolvimento de coordenação 

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 exposição pré-natal ao clorpirifós, associada a 

hiperatividade serotoninérgica e dopaminérgica. 

Outros modelos experimentais não animais tem sido utilizados também, de 

forma complementar, para demonstrar os efeitos comportamentais do CPF. Neste 

sentido, Levin et al. (2004) demonstraram que clorpirifós modifica o comportamento 

de chocar ninhadas em peixes. 

Por outro lado também foi demonstrado, além do efeito de neurotoxicidade 

em animais expostos ao organofosforado clorpirifós, que o mesmo pode provocar 

geração de espécies reativas de oxigênio, levando ao estresse oxidativo o qual 

poderia ser uma das formas do clorpirifós impedir o desenvolvimento 

neurocomportamental adequado em crianças 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 cádmio em ratos Wistar, 

avaliando o desenvolvimento neurocomportamental da prole de ratas expostas ao metal 

pesado nos períodos da gestação e lactação e, nestes filhotes, os efeitos de interação pela 

exposição concomitante ao inseticida organofosforado clorpirifós.  

 

Específicos 

• Avaliar as mães nos períodos de gestação e lactação;  

• Avaliar desenvolvimento físico (somático) dos filhotes cujas mães foram 

expostas ao cádmio;  

• Avaliar desenvolvimento sensório-motor (reflexos) dos filhotes cujas mães 

foram expostas ao cádmio;  

• Avaliar o desenvolvimento neurocomportamental da prole jovem e adulta dos 

filhotes cujas mães foram expostas ao cádmio;  

• Avaliar o desenvolvimento neurocomportamental da prole jovem e adulta dos 

filhotes expostos ao cádmio através das mães, e que foram expostos por gavage 

ao clorpirifós na idade jovem; 

• Determinar o cádmio tecidual no sangue e cérebro dos filhotes cujas mães foram 

expostas ao cádmio; 

• Avaliar a atividade da enzima acetilcolinesterase no sangue e no cérebro dos 

filhotes expostos ao cádmio através das mães, e que foram expostos por gavage 

ao clorpirifós na idade jovem.  
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III – CAPÍTULO I – ARTIGO 
 
Este artigo foi escrito para ser submetido segundo as normas do periódico Pesquisa 
Veterinária Brasileira. 
  
 Título: Exposição perinatal a baixo nível de cádmio potencia a neurotoxicidade 
pelo clorpirifós em ratos jovens. 
 
       
Márcia Ávila Andrade de Azevedo¹ , Carolina Gulyas Figueiredo², Antonio Francisco 
Godinho3* 
 
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 21º. to 27º. 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.  

 
INDEX TERMS: cadmium, chlorpyrifos, neurotoxicity, cholinesterase, behavior 
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RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi estudar se exposição perinatal prévia a baixa dose de 

cádmio poderia modificar a neurotoxicidade provocada pela administração subaguda de 

clorpirifós em ratos jovens. Para tanto, fêmeas prenhes receberam acetato de cádmio em 

água destilada (10 mg de Cd++/litro) ou de acetato de sódio como controle, durante a 

gestação e lactação. Do 21º. ao 27º. dia pós natal (DPN21-27) um grupo de filhotes 

de mães controle e de um grupo de mães expostas ao cádmio, receberam 

clorpirifós (30 mg/kg, via oral – gavage). Ao DPN28 foram avaliados a atividade da 

enzima colinesterase cerebral, coordenação motora e exploração em caixa de hole-

board, e atividade  locomotora em arena de campo aberto. Observou-se inibição da 

colinesterase cerebral por Cd e CPF, que foi mais intensa no grupo Cd+CPF; 

diminuição do comportamento de exploração e coordenação motora por Cd e CPF, 

sendo a incoordenação motora mais acentuada no grupo Cd+CPF; diminuição da 

locomoção espontânea por Cd e CPF. Conclui-se que exposição perinatal prévia a baixa 

dose de cádmio pode intensificar a neurotoxicidade pelo clorpirifós em animais jovens.  

TERMOS DE INDEXAÇÃO: cádmio, clorpirifós, neurotoxicidade, colinesterase, 

comportamento. 
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INTRODUÇÃO 

As novas tecnologias utilizadas visando aumento de produtividade, tanto na agricultura 

quanto pecuária, têm estimulado o uso de produtos químicos que são potencialmente 

perigosos à saúde animal, humana e meio ambiente (Peyon 2007). O uso de inseticidas 

para controle de pragas em lavouras e criação de animais, bem como a presença de 

metais pesados como o cádmio em fertilizantes fosfatados, tem determinado um 

acúmulo destes agentes químicos no meio ambiente. Estes agentes podem além de 

permanecer no solo, contaminar águas de córregos, de microbacias, servindo como 

fonte de contaminação animal. Também podem ser absorvidos pela vegetação, 

contaminando pastagens e vegetação utilizada como alimento, tornando-se assim 

também, fonte de contaminação animal ( Sharma & Street 1980, Amodio-Cocchieri & 

Fiore 1987, Dey et al 1996, Marçal et al 2004, Nunez et al 2006).  

Como ocorre o acúmulo desses produtos por um período prolongado no meio 

ambiente, existe uma grande preocupação de pesquisadores, ambientalistas e técnicos, 

de que a poluição possa determinar um comprometimento de toda uma cadeia 

produtiva, sofrendo os consumidores finais, problemas de intoxicação pela exposição 

advinda desses produtos.         

Organofosforados são um dos grupos químicos dos inseticidas mais utilizados na 

agricultura, pecuária, em campanhas de saúde pública e até no ambiente doméstico 

(Osweiler 1998, Barbosa et al 2005). Dentre os organofosforados utilizados para estas 

finalidades, o clorpirifós é 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 concentrações abusivas (Boermans et al 1984, Radostitis et al 

2000) podem causar grandes prejuízos a pecuária e favorecer a contaminação das águas, 

alimentos e pastagens.  

Na ação neurotóxica do CPF o alvo primário é a enzima acetilcolinesterase 

neuronal, central e periférica, cuja inibição exacerba as ações colinérgicas por causa do 

excesso de acetilcolina circulante (Richardson et al 1993); envolvimento de outros 

sistemas neurais em adição 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 exposição pré-natal 

ao CPF causa persistentes efeitos comportamentais, principalmente diminuição da 

capacidade de memória e alterações da atividade locomotora.  Estes autores mostraram 
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que estes efeitos comportamentais estão relacionados a prejuízos afetando a replicação 

celular e interrupção de uma variedade de sistemas cerebrais, e os mesmos persistem 

desde o estágio jovem até a vida adulta do indivíduo. Icenogle et al (2004) 

demonstraram alterações neurocomportamentais em ratos adolescents e adultos os quais 

sofreram exposição a dose subtóxica de CPF no período de neurulação. Em 

experimentos para testar a agressividade em animais expostos no período perinatal ao 

organofosforado, Venerosi et al (2008) demonstraram que CPF afeta as respostas 

maternais e a agressão maternal em fêmeas de camundongos adultos, mas não em 

fêmeas na idade de puberdade. 

        Por outro lado, nas últimas décadas o nível do metal pesado cádmio tem 

aumentado muito no meio ambiente (água, solo e ar) por causa da ação antropogênica, 

provocando um grande aumento da exposição humana e animal (Yassin & Martonik 

2004). Acompanhando os efeitos da crescente industrialização, a exposição ocupacional 

por cádmio também cresceu exponencialmente, levando este metal a ocupar um lugar de 

destaque nas questões de saúde pública, quando se trata de intoxicação por metais 

pesados (Satarug et al 2003).  

Por ter efeito cumulativo no organismo humano e animal, quando existe a 

exposição contínua mesmo a baixas doses, ocorrem efeitos graduais que alteram a 

homeostasia dos organismos podendo culminar com seqüelas permanentes e uma 

incidência diversa e mais alta de doenças (Hypponen et al 1993). A exposição na fase 

jovem da vida do indivíduo gera mais preocupação, pelo fato deste metal ser retido em 

maior escala no organismo jovem que no adulto e talvez, por isso, provoque maiores 

conseqüências (Bhattacharya 1983; Ali et al 1986). Neste sentido, estudos 

experimentais que mimetizam a situação de exposição perinatal são importantes, pois 

podem trazer uma maior compreensão dos efeitos do cádmio sobre o desenvolvimento e 

as conseqüências a curto e longo prazo na vida dos indivíduos os quais são expostos já 

na fase uterina.  

Apesar de provocar toxicidade sistêmica, estudos recentes indicam que exposições 

crônicas a baixas doses de cádmio 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 alterações neurotoxicológicas funcionais e comportamentais provocadas pelo cádmio 

podem transpor gerações. Alguns resultados experimentais são contraditórios; 

exposição pré e neonatal resultou em hiperatividade (Ali et al 1990) enquanto que em 
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ratos adultos demonstrou uma diminuição da atividade locomotora espontânea (Ali et al 

1990, Lukawski et al 2005).  

O objetivo deste trabalho foi estudar se exposição perinatal prévia a baixa dose 

de cádmio poderia modificar a neurotoxicidade, provocada pela administração subaguda 

de clorpirifós por gavage, em ratos na idade jovem.  

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Animais e Grupos Experimentais 

Foram utilizados ratos Wistar obtidos da colônia do Biotério Central da Unesp, Campus 

de Botucatu. Durante as fases de adaptação, crescimento e experimental, os animais 

permaneceram no biotério do CEATOX, sob condições controladas de temperatura e 

umidade relativa, ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, exaustão contínua, recebendo 

líquido e ração sem restrição.  

O presente estudo foi aprovado pela Câmara de Ética em Experimentação 

Animal (CEAA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP de 

Botucatu. 

Aos 80 dias de idade os animais foram acasalados colocando-se na mesma 

gaiola 3 fêmeas com 1 macho; as fêmeas foram  consideradas fecundadas, quando  

encontrados espermatozóides no líquido do lavado vaginal (considerado o dia zero do 

acasalamento). As fêmeas consideradas prenhes foram colocadas individualmente em 

gaiolas e, durante todo o período de gestação passaram a receber ad libitum solução de 

acetato de cádmio (Cd) (Synth-Brasil) em água destilada (10 mg de Cd++/litro) ou de 

acetato de sódio (Dinâmica-Brasil) como controle (Ct) em água destilada (solução 

equimolar à de acetato de cádmio). Neste período as mães foram avaliadas quanto ao 

peso corporal, ingesta de líquido e ração (uma vez por semana), comportamento na 

gaiola e possível sintomatologia. 

Ao nascimento, os filhotes foram contados, pesados e observados quanto a 

alterações físicas macroscópicas grosseiras e as ninhadas foram ajustadas para oito 

filhotes por mãe (5-6 machos); as soluções de cádmio e controle continuaram sendo 

administradas às mães durante todo o período da lactação. Os filhotes foram mantidos 

junto com as mães até o DPN21 e depois separados em grupos de 15 filhotes, sendo 

para isto utilizado um filhote de cada mãe, para evitar tendências 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 mães controle e um grupo de mães expostas ao 

cádmio, receberam clorpirifós (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. 

 

Avaliação da Acetilcolinesterase cerebral 

O tecido cerebral total foi homogeneizado por 3 minutos em tampão Tris-HCl 0,038 M, 

pH 7,6, utilizando-se homogeinizador Potter Braun e alíquotas de 100 µl do 

homogenato foram utilizadas para a análise enzimática. A atividade da 

acetilcolinesterase cerebral foi determinada pelo método espectrofotométrico de Ellman 

et al (1961). O conteúdo de proteína cerebral foi determinado pelo método de Lowry et 

al (1951), utilizando albumina bovina como padrão. 

 

Avaliação do comportamento em Hole-board  

A coordenação motora e a atividade de exploração 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 diâmetro por 1 cm de profundidade (arranjo de 6x6). 

Uma tampa de vidro recobre a caixa, para permitir visualização no interior da caixa. 

Para cada animal foi avaliado, durante cinco minutos, a coordenação motora através da 

contagem do número de imersões das patas (paw dip) nos buracos ou da exploração, 

através da contagem do número de imersões da cabeça (head-dip) nos buracos. O teste 

foi filmado para posterior avaliação. Ao final de cada sessão com cada animal, o 

aparelho foi limpo com algodão embebido em álcool etílico (5%, v/v) para eliminar os 

vestígios do animal antecessor. 

 

Avaliação 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 observação direta durante 3 

minutos, em arena de campo aberto, aparelho construído conforme especificado por 

Broadhurst (1960). Ao final de cada sessão com cada animal a arena foi limpa com 

algodão embebido em álcool etílico (5%, v/v) para eliminar os vestígios do animal 

antecessor. 
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Análise estatística dos resultados 

Os dados obtidos no presente experimento foram comparados através de análise de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre grupos foram consideradas significantes ao 

nível 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 

cádmio e em 38,5%  nos animais que receberam o CPF. Quando os animais foram 

expostos concomitantemente ao cádmio perinatal e depois ao clorpirifós, houve uma 

inibição estatisticamente significante (p<0,05) mais intensa, de 55,5% na atividade 

enzimática da colinesterase cerebral. 

  

Coordenação motora e exploração 
 
No quadro 2 observa-se que houve um aumento estatisticamente significante (p<0,05) 

na freqüência de imersão de patas, no grupo de animais expostos ao Cd e no exposto ao 

CPF, indicando incoordenação 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 exposição foi ao 

Cd perinatal ou ao CPF isoladamente, indicando uma interação com potenciação do 

efeito de incoordenação motora, pela associação dos dois químicos.   

No quadro 2 observa-se também que a freqüência de imersão de cabeça 

diminuiu significativamente (p<0,05) nos animais que foram expostos ao Cd e ao CPF, 

indicando diminuição do comportamento de exploração, pelos dois químicos. Porém, 

esta diminuição continuou na mesma amplitude quando os animais receberam 

exposição perinatal ao Cd e depois receberam CPF, sugerindo não existência de efeito 

de interação sobre este comportamento. 

 

 Atividade Locomotora 

No quadro 3 observa-se que houve uma diminuição estatisticamente significante 

(p<0,05) na atividade locomotora no grupo de animais expostos ao Cd e no exposto ao 
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CPF. Porém, esta diminuição continuou na mesma amplitude quando os animais 

receberam exposição perinatal ao Cd e depois receberam CPF, sugerindo não existência 

de efeito de interação sobre este comportamento. 

 

 
DISCUSSÃO 

 
Os dados obtidos no presente trabalho sugerem que exposição perinatal prévia a baixa 

dosagem de cádmio oral, pode intensificar a neurotoxicidade subaguda provocada pelo 

clorpirifós em ratos.    

 Antonio et al (2003) demonstram pela primeira vez que exposição perinatal ao 

cádmio é capaz de diminuir a atividade da acetilcolinesterase cerebral em ratos recém 

desmamados. Os presentes resultados além de confirmar a atividade anticolinesterásica 

do Cd demonstram pela primeira vez também, a redução da atividade da colinesterase 

cerebral na prole jovem, por exposição perinatal ao cádmio. Estes resultados por si só já 

são alarmantes, pois redução da atividade desta enzima no cérebro potencia a atividade 

da acetilcolina e provoca efeitos danosos sobre o sistema nervoso central, por 

estimulação dos sistemas colinérgicos, sendo que estes efeitos podem ser mais 

perigosos ainda quando são observados nos indivíduos jovens ou em desenvolvimento 

(Riccieri et al 2003).  

 Interação entre substâncias químicas é um dos grandes problemas com os quais a 

toxicologia se depara hoje, devido ao problema sério da multiexposição a um sem 

número de substâncias químicas (Mumtaza et al 2007). Quando mais de uma substância 

de exposição é capaz de atuar provocando efeitos tóxicos num mesmo sistema, a 

resultante é geralmente um quadro aumentado de sinais e sintomas clínicos, com uma 

letalidade ainda maior e os riscos aumentam na medida em que indivíduos jovens são 

atingidos mais precocemente (Pohl & Abadin 2008). A grande dificuldade de estudar e 

compreender os efeitos da multiexposição é a de que as substâncias químicas podem 

modificar sua forma de atuação quando estão na forma de misturas e a resultante final 

pode ser diversa daquela observada na situação de exposição a uma única substância 

isoladamente (Rice et al 2008).  

 Os filhotes das mães expostas ao cádmio tiveram diminuição da coordenação 

motora, avaliada pelo aumento da freqüência de imersão de patas no hole-board 

(Quadro 2). É importante frisar que isto aconteceu em animais que também exibiram 

uma diminuição da exploração e da locomoção espontânea (Quadro 3), o que 
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teoricamente implicaria numa freqüência menor de imersões de patas no hole-board, já 

que quando o animal anda menos pelo aparelho, a probabilidade de deslizar a pata para 

dentro do buraco é menor. Isto apenas salienta a importância do efeito negativo ao nível 

do sistema nervoso que controla a atividade músculo-esquelética.  Esses nossos 

resultados são coincidentes com os de Lukawski et al (2005), os quais também 

observaram diminuição da atividade locomotora espontânea pelo Cd em ratos adultos, e 

contradizem os de Leret (2003) e Ali et al (1990) que encontraram hiperatividade 

locomotora pela influência do cádmio perinatal. As diferenças encontradas podem ser 

devido aos diferentes procedimentos experimentais, doses, etc.  

No presente experimento, os animais recebendo apenas administração subaguda 

de CPF tiveram diminuição da exploração e coordenação motora em hole-board 

(Quadro 2) e da locomoção na arena de campo aberto (quadro 3), em um nível 

semelhante ao observado com o Cd, evidenciando a participação do sistema colinérgico 

central sobre a toxicidade observada.  Porém, quando os mesmos animais expostos 

perinatalmente ao Cd foram também expostos ao CPF, houve uma intensificação do 

efeito de incoordenação motora, sem alteração do efeito negativo sobre a exploração e a 

locomoção.  Potenciação de efeitos bioquímicos tóxicos poderia ser esperada quando da 

exposição simultânea a toxicantes como o Cd e o CPF, uma vez que ambos inibem a 

enzima colinesterase.  

É conhecido que quando duas ou mais substâncias químicas estão presentes 

concomitantemente no organismo dos indivíduos e as vias para seus mecanismos de 

ação tóxica exibem formas coincidentes ou parecidas, agindo nos mesmos sistemas 

biológicos, 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 ações interativas de agentes químicos 

presentes simultaneamente no organismo animal e humano, se fazem necessários.  

 O acúmulo de acetilcolina induz três tipos de sinais clínicos no organismo 

animal: (1)muscarínicos, caracterizados por sudorese, sialorréia, hipermotilidade 

gastrointestinal, diarréia, tenesmo e bradicardia; (2)nicotínicos, resultantes da ação da 

acetilcolina sobre as placas motoras e caracterizados por rigidez muscular, tremores, 

paresia e paralisia; (3)do sistema nervoso central, que resultam em inquietação, ataxia, 

convulsão, depressão e coma (Barros & Driemeir 2007). Os animais experimentais 

utilizados neste estudo e que tiveram a colinesterase cerebral inibida, não apresentaram 
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aparentemente nenhum destes sinais clínicos bem evidenciados visualmente o que 

favorece a sugestão de um efeito pouco drástico e transitório, pela dose utilizada nos 

animais dos experimentos. 

 De outro modo, a inibição da esterase neurotóxica cerebral levando a 

neurotoxicidade tardia, com característica ataxia e paralisia dos membros, outro dos 

efeitos que ocorre pela ação de organofosforados como o clorpirifós (Riccieri 2003 ) 

dificilmente poderia estar implicada nos efeitos observados, já que em animais como 

ratos, ela ocorre após 1-4 semanas até poucos meses após a exposição, dependendo do 

composto utilizado, dose, freqüência da exposição e do solvente (Summer et al 1995, 

Grecco et al 2009). Nos animais experimentais sob exposição ao CPF, os efeitos 

observados foram mais imediatos, o que indica um efeito mais agudo e rápido como, 

por exemplo, o que seria resultante da inibição da colinesterase.  

Concluindo, os presentes resultados demonstram claramente que a exposição 

perinatal ao Cd intensificou o efeito do clorpirifós sobre a colinesterase cerebral, o que 

por sua vez pode ter implicado em neurotoxicidade aumentada. Ação exacerbada sobre 

o sistema colinérgico nicotínico, responsável pelas respostas neuromusculares 

provocadas pelo excesso de acetilcolina circulante e a nível cerebral, poderia ser um 

mecanismo proposto para a potenciação do efeito do clorpirifós observada no grupo 

exposto simultaneamente a cádmio e clorpirifós. Os resultados obtidos aqui são de 

extrema importância para a compreensão de fenômenos de intoxicação que acontecem 

em animais e em humanos já que estes dois níveis estão em contato permanente com 

rotas de exposição a estes dois agentes químicos. Além da diminuição importante do 

fator saúde, com aumento da probabilidade de ocorrência de mais e diversificadas 

doenças, no caso do animal diminuição na produtividade e rentabilidade pecuária 

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

cádmio e clorpirifós.  

 
Grupo Experimental  (mmoles acetiltiocolina/mg 

proteína/min.) 
Inibição 

enzimática (%) 
Controle 
 

1,17 ± 0,12 a 0 

Clorpirifós 
 

0,72 ± 0,08 bc 38,5 

Cádmio 
 

0,81 ± 0,06 b 30,8 

Clorpirifós + Cádmio 
 

0,52 ±  0,02 c 55,5 

 
Os valores representam a média ± EPM de 8 animais. Médias seguidas por letras 
diferentes numa mesma coluna são significativamente diferentes (p<0,05) (ANOVA). 
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Quadro 2 – Avaliação do comportamento em hole-board, de ratos expostos ao cádmio e 
clorpirifós. A coordenação motora foi avaliada pela imersão da pata (paw dip) e a 
exploração foi avaliada pela imersão de cabeça (head dip). 
 
Grupo Experimental Imersão de Cabeça 

(escores) 
Imersão de pata 

(escores) 
Controle 
 

16,13 ± 1,10 a 1,67 ± 0,21a 

Clorpirifós 
 

12,79 ±  0,76 b 3,75 ± 0,028 b 

Cádmio 
 

13,13 ± 0,51 b 3,13 ± 0,26 b 

Clorpirifós + Cádmio 
 

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 são significativamente diferentes (p<0,05) (ANOVA). 
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Quadro 3 – Avaliação da atividade locomotora, em arena de campo aberto, de ratos 
expostos ao cádmio e clorpirifós.  
 
Grupo Experimental Locomoção (número) 

 
Controle 
 

92,71 ± 8,72 a 

Clorpirifós 
 

65,18 ± 7,08 b 

Cádmio 
 

61,79 ± 6,44 b 

Clorpirifós + Cádmio 
 

51,61 ± 5,07 b 

 
Os valores representam a média ± EPM de 15 animais. Médias seguidas por letras 
diferentes numa mesma coluna são significativamente diferentes (p<0,05) (ANOVA). 
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Resumo 
 
Exposição ao cádmio (Cd) nas fases pré e pós-natal tem preocupado os pesquisadores, 

por causa da graves conseqüências que podem ser geradas no indivíduo durante o 

desenvolvimento fetal ou neonatal respectivamente. Neste sentido, devido a crescente 

poluição ambiental e ao seu efeito cumulativo, exposição ao cádmio com intoxicação é 

hoje um problema de saúde pública mundial. O objetivo do presente trabalho foi estudar 

os efeitos da exposição de ratas prenhes a baixa concentração de cádmio oral, sobre o 

desenvolvimento físico e sensório-motor dos filhotes, no período pós-natal. Para tanto, 

ratas prenhes receberam durante os períodos da gestação e lactação, solução de acetato 

de cádmio (10mg/l de Cd pela água de beber) ou como controle, solução de acetato de 

sódio (equimolar ao Cd). Ao nascimento os filhotes foram pesados, separados e 

reduzidos a oito por mãe e avaliados quanto ao desenvolvimento físico e sensório motor 

(reflexos). Observou-se diminuição significante do ganho de peso corporal depois da 

primeira semana após 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 testículos; retardamento do aparecimento de pelos. Estes efeitos foram 

observados simultaneamente à elevação do nível de Cd no sangue e principalmente no 

cérebro dos filhotes, avaliado no 28º. dia pós-natal  (DPN28). Os resultados obtidos no 

presente estudo indicam que exposição de filhotes de ratas a baixa dosagem de cádmio 

durante a gestação e lactação, pode provocar alterações danosas no desenvolvimento 

físico e sensório-motor dos animais e até caracterizar o fenômeno do imprinting, ou 

seja, a manutenção de efeitos danosos na idade adulta mesmo na ausência do agente 

químico que os provocou. 

   
Palavras chave: 
Exposição perinatal, cádmio; desenvolvimento físico; desenvolvimento sensório-motor; 

toxicidade; recém-nascido. 
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Introdução  

Nas últimas décadas o nível do metal pesado cádmio tem aumentado muito no 

meio ambiente (água, solo e ar) por causa da ação antropogênica, provocando um 

grande aumento da exposição humana e animal [1]Y. Acompanhando os efeitos da 

crescente industrialização, a exposição ocupacional por cádmio também cresceu 

exponencialmente, levando este metal a ocupar um lugar de destaque nas questões de 

saúde pública, quando se trata de intoxicação por metais pesados [2], provocando 

aumento progressivo das pesquisas sobre as conseqüências da exposição ao Cd, 

despertando o interesse pelo seu potencial toxicológico.  Ele produz inúmeras desordens 

relacionadas à saúde dos indivíduos, ocorrendo desde tumores no pulmão, disfunção 

renal e hepática, até deficiências neurológicas graves [3]. O sistema reprodutor 

masculino também pode ser particularmente afetado pelo cádmio uma vez que o metal 

pesado pode funcionar como um desregulador endócrino modificando a função 

reprodutiva e interferir com a qualidade do sêmen [4]. Evidências experimentais 

recentes sugerem que exposição à baixa concentração de cádmio do meio ambiente, 

induz mutação e dano no DNA, o que diminui a estabilidade genética inibindo o reparo 

endógeno e exógeno das lesões no DNA levando, em conseqüência, ao aumento da 

probabilidade de mutações e, por conseguinte a iniciação do câncer [5]. 

Como resultado das emissões industriais e por causa da contaminação dos 

fertilizantes utilizados nas plantações, no século XX tem aumentado bastante a 

concentração do cádmio no solo, implicando em uma maior retenção pelos vegetais [2], 

que serão utilizados pelos animais e/ou homem, inclusive como alimentos. Por ser 

distribuído através do contato com o solo, o cádmio aparece nas folhas da planta de 

tabaco [6,7] e tem sido observado que fumantes de cigarro possuem elevada carga de 

cádmio no corpo, duas vezes mais do que não fumantes [8]. Considerando os efeitos 

neurocomportamentais em longo prazo, da exposição ao cádmio in útero [9], o hábito de 

fumar em mulheres grávidas, o qual foi relatado ser maior que 20% na América do norte 

[10], contribui para a transferência do cádmio através do sangue fetal e leite materno 

[11] e o aparecimento de sérios problemas em saúde pública, relacionados ao 

desenvolvimento dos filhos de mães com adição para o tabaco.  

É bem conhecido que a placenta acumula cádmio e que este atravessa, da mãe 

para o feto e se acumula nos tecidos fetais durante a gestação [12]. Esse toxicante 
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também é ofertado através do leite durante a lactação [13,14,11]. Visto que absorção 

gastrintestinal pode ser aumentada durante este período, junto com absorção aumentada 

de cálcio, praticamente todo o cádmio ingerido no leite contaminado é absorvido pelos 

filhotes. Apesar da existência de trabalhos documentando efeitos da exposição perinatal 

ao cádmio, pouco se sabe ainda a respeito das conseqüências sobre o desenvolvimento 

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

Estudos indicam que exposições crônicas a baixas doses de cádmio podem 

causar problemas neurocomportamentais em humanos e animais, até mesmo quando 

nenhum dano renal for descoberto [17,18]. Em trabalhadores expostos 

ocupacionalmente dificulta a funcionalidade visual motora, promove alterações de 

equilíbrio emocional e prejudica a concentração [17]. Todos estes efeitos são 

provavelmente conseqüências da exposição 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 

exposição contínua mesmo a baixas doses de Cd, ocorrem efeitos graduais que alteram a 

homeostasia dos organismos podendo culminar com seqüelas permanentes e uma 

incidência diversa e mais alta de doenças [13]. A exposição na fase jovem da vida do 

indivíduo gera mais preocupação, pelo fato deste metal ser retido em maior escala no 

organismo jovem que no adulto e talvez, por isso, provoque maiores conseqüências [13, 

9]. Neste sentido, estudos experimentais que mimetizam a situação de exposição 

perinatal são importantes, pois podem trazer uma maior compreensão dos efeitos do 

cádmio sobre o desenvolvimento e as conseqüências a curto e longo prazo na vida dos 

indivíduos os quais são expostos já na fase uterina.  

  

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

período da gestação e lactação, a baixa concentração de cádmio por via oral.  

 
 
Material e Métodos 
 
Animais e Grupos Experimentais 

Foram utilizados ratos Wistar obtidos da colônia do Biotério Central da Unesp, 

Campus de Botucatu. Durante as fases de adaptação, crescimento e experimental, os 

animais permaneceram sob condições controladas de temperatura e umidade relativa, 
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ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, exaustão contínua, recebendo líquido e ração sem 

restrição.  

O presente estudo foi aprovado pela Câmara de Ética em Experimentação 

Animal (CEAA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP de 

Botucatu. 

Aos 80 dias de idade a fêmeas foram acasaladas, colocando-se na mesma gaiola 

3 fêmeas com 1 macho; as fêmeas foram  consideradas fecundadas, quando  

encontrados espermatozóides no líquido do lavado vaginal (considerado o dia zero do 

acasalamento). As fêmeas consideradas prenhes foram colocadas individualmente em 

gaiolas e, durante todo o período de gestação passaram a receber ad libitum solução de 

acetato de cádmio (Cd) (Synth-Brasil) em água destilada (10 mg de Cd++/litro) ou de 

acetato de sódio (Dinâmica-Brasil) como controle (Ct) em água destilada (solução 

equimolar à de acetato de cádmio). Neste período as mães foram avaliadas quanto ao 

peso corporal, ingesta de líquido e ração (uma vez por semana), alterações de 

comportamento e possível sintomatologia. 

Ao nascimento, os filhotes foram contados, pesados e observados quanto a 

alterações físicas macroscópicas grosseiras e as ninhadas foram ajustadas para oito 

filhotes por mãe (5-6 machos). As soluções de cádmio e controle continuaram sendo 

administradas às mães durante todo o período da lactação. Os filhotes foram mantidos 

junto com as mães até o 21º. dia de idade (DPN21) e depois separados em grupos de 15 

filhotes, sendo para isto utilizado um filhote de cada mãe, para evitar tendências 

provindas da ninhada que pudessem mascarar ou deturpar os resultados obtidos para 

cada grupo experimental.  

 

Avaliação das mães 

Durante os períodos da gestação e lactação foi avaliado semanalmente nas fêmeas 

expostas ao Cd, o ganho peso corporal, o volume de ingesta de líquidos e ração e o 

comportamento das nas gaiolas, comparando-se com os dados obtidos junto aos animais 

controle. 

 

Avaliação dos filhotes 

Desenvolvimento físico: 

Ao nascimento os animais foram pesados, e nas primeiras semanas do desenvolvimento 

pós-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 período de tempo (dias) em que ocorreu erupção dos 

incisivos, abertura de olhos, aparecimento de pelos, desdobramento de orelhas e descida 

dos testículos [19]. 

 

Desenvolvimento sensório-motor: 

Do DPN1 ao DPN10 os animais foram examinados diariamente para se obter o período 

de tempo (dias) para o aparecimento dos reflexos de geotaxia negativa e postural, e para 

o desaparecimento do reflexo de preensão palmar [19]. 

 

Dosagem de cádmio tecidual: 

Ao DPN28 cada animal dos grupos controle e expostos ao cádmio foi anestesiado com 

pentobarbital sódico para coleta de sangue por punção cardíaca direta e em seguida, 

eutanaziado com excesso do anestésico, o cérebro foi removido, pesado e utilizado, 

juntamente com o sangue total, para dosar o cádmio tecidual. A dosagem foi feita 

através da técnica de espectrofotometria de absorção atômica, utilizando-se 

espectrofotômetro E.A.A. – GBC 932 AA [20] Athasanopoulos 1994.  

 

Análise Estatística dos resultados obtidos: 

Os dados obtidos no presente experimento foram comparados através do teste t de 

Student’s, bi caudal, e as diferenças foram consideradas significantes ao nível de 5% 

(p<0,05) [21].  

  

Resultados 
 
Avaliação das mães 

No presente trabalho, durante os períodos da gestação e lactação, não foram observadas 

variações no peso corporal das mães, no volume de ingesta de líquidos e ração e no 

comportamento, com relação aos controles (dados não mostrados). Nenhum sinal ou 

sintoma clínico de intoxicação foi observado no mesmo período nas mães recebendo 

acetato de cádmio. 

 
Avaliação dos filhotes 
Desenvolvimento somático: 
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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 períodos de gestação e lactação. Observa-se inicialmente que 

os animais controle e expostos ao Cd não tiveram diferença de peso ao nascimento, mas 

houve diminuição estatisticamente significante (p<0,05) no ganho de peso corporal dos 

filhotes de mães expostas ao cádmio, a partir da segunda semana de vida e que perdurou 

até a idade adulta dos animais (PND80).  

A tabela 1 mostra o desenvolvimento somático dos filhotes controle e de filhotes de 

ratas expostas ao Cd durante os períodos de gestação e lactação. 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 testículos nos filhotes expostos ao Cd, em relação aos animais controles. Os demais 

parâmetros avaliados não apresentaram diferenças significativas (p>0,05) entre os 

grupos controle e exposto ao Cd. 

 

Desenvolvimento sensório-motor: 

A tabela 2 mostra o desenvolvimento sensório-motor dos filhotes controle e de filhotes 

de ratas expostas ao Cd durante os períodos de gestação e lactação. Observa-se que o 

tempo médio para o desaparecimento do reflexo de preensão palmar foi 

significantemente menor (p<0,05) nos filhotes de mães expostas ao Cd, em relação aos 

animais controle. Os reflexos de geotaxia negativa e postural não apresentaram 

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

 

Dosagem de cádmio tecidual: 

A figura 2 mostra os valores da dosagem de cádmio nos sangue e cérebro de filhotes 

(DPN28) de ratas controles e de ratas expostas ao Cd durante os períodos de gestação e 

lactação. Observa-se a presença aumentada do Cd tanto no sangue quanto no cérebro 

dos filhotes de mães expostas perinatalmente ao metal. A dosagem de Cd nos filhotes 

controle não revelou a presença do metal nem no sangue nem no cérebro dos animais.  

 
 
Discussão  
 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a exposição gestacional ao Cd 

não promoveu toxicidade materna ou fetal porque nenhuma diferença no ganho de peso 

materno ou dos filhotes, ao nascimento, foi observada ente animais controle e 
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experimentais. Um dos óbvios sinais de toxicidade materna é a perda de peso [22]. 

Assim, alterações na homeostase materna, a qual poderia indiretamente interferir com o 

desenvolvimento dos filhotes [23,24], não seria provavelmente a responsável por 

qualquer efeito posterior que pudesse ser observado, devido à exposição ao Cd.   

Já outros autores [25] utilizando ratas prenhes expostas no período gestacional 

ao CdCl2 pela água de beber (3,15,30 e 50ppm de Cd), não tiveram alteração do ganho 

de peso semanal das mães mas encontraram diminuição 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, é 

cinco vezes maior que a utilizada em nossos experimentos, o que explica um maior 

nível de toxicidade nos filhotes obtido por estes autores. 

 O resultado da avaliação do ganho de peso semanal dos animais mostrou que os 

animais expostos ao cádmio in útero nasceram com o mesmo peso dos animais controle 

e, em seguida, tiveram uma redução de peso ao longo do seu desenvolvimento, já a 

partir da primeira semana de vida e perdurando até a idade adulta, independentemente 

da presença do metal pesado. Este fenômeno da exposição a substâncias químicas com 

efeitos hormonais que atingem o organismo durante o período fetal ou nos primeiros 

anos de vida pós-natal, provocando mudanças na diferenciação em tipos celulares, em 

seu período de desenvolvimento crítico, com aparecimento de efeitos deletérios que são 

mantidos até a idade adulta, independentemente da presença da substância que o 

provocou, tem sido caracterizado como imprinting [26,27]. A manutenção da redução 

do ganho de peso no grupo de filhotes expostos maternalmente ao Cd, pode sugerir o 

imprinting nestes animais. 

Talvez os fatos dos filhotes começarem a receber o Cd pelo leite materno e do 

número de filhotes de cada ninhada ter sido reduzido para oito, logo após o nascimento 

para homogeneizar o número de filhotes por mãe, tenham feito com que cada filhote 

passasse a receber um percentual maior de cádmio através do leite materno aumentando 

assim os efeitos deletérios da exposição. A dosagem tecidual de Cd corrobora com essa 

hipótese uma vez que animais no DPN28 tem cádmio circulante aumentado e também 

acumulado no tecido cerebral, como foi observado. Se nós considerarmos a toxicidade 

pelo Cd como um fator dependente de sua presença no sangue circulante ou de eu 

acúmulo no cérebro, nosso resultado com a dosagem de Cd nos tecidos dos filhotes ao 

DPN28 mostram que o protocolo utilizado para a exposição ao Cd utilizado neste 

estudo é um bom e efetivo modelo para exposição do sistema nervoso dos animais em 
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desenvolvimento. Assim como observado no fígado e rim [28], um alto teor de 

metalotioneinas no cérebro poderia ser responsável pelo acúmulo do Cd no sistema 

nervoso dos animais. 

Outros autores [29] observaram que ratas jovens recebendo exposição 

subcrônica de Cd pela ração, tiveram alteração dos níveis de metais essenciais estocados 

no fígado, de acordo com o nível de Cd: ferro, magnésio e selênio diminuíram, 

entretanto cobre, zinco e manganês aumentaram com aumentados níveis de Cd. A 

preocupação neste caso é que metais essenciais participam de reações de óxido redução, 

e também como cofatores metálicos para reações enzimáticas para síntese de moléculas 

endógenas e reações metabólicas. Além disso, depleção de estoques de ferro pelo Cd 

poderia estar associado a risco aumentado de osteoporose pelo cádmio [29]. De modo 

semelhante ao observado por nós, quando utilizaram uma dosagem baixa de CdCl2 

(10ppm) na dieta, neste trabalho, os autores também encontraram baixo nível de Cd no 

sangue e altos níveis no fígado dos animais, um tecido também de estocagem como o 

cérebro, utilizado por nós para dosagem do Cd tecidual. 

Efeitos pós-natais mediados por agentes encontrados no leite materno ou 

provocados por negligência materna na manipulação dos filhotes podem provocar 

desenvolvimento físico alterado nos filhotes [24]. Entretanto, qualquer tratamento 

experimental das mães pode levar a efeitos pré-natais diretamente sobre o feto, através 

da transferência de moléculas através da placenta, ou indiretamente por interferência 

com a função placentária. Geralmente esses efeitos são manifestados como 

anormalidades do peso corporal ou fetal [30]. É importante observar que no embrião 

prematuro de roedores, os toxicantes da circulação uterina entram pela cavidade 

exocelômica e podem ser absorvidos por endocitose e transferidos para o embrião, 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/fetária, os filhotes além de não apresentarem alterações de peso, não 

apresentaram deformidades ao nascimento, sugerindo que in útero não ocorreu 

toxicidade. Provavelmente então, os efeitos observados nos filhotes após o nascimento 

se devem ao Cd recebido via leite materno. 

Uma extensa revisão foi feita relacionando químicos ambientais com os 

distúrbios dos níveis de glucocorticóides e mineralocorticóides e as conseqüências 

geradas por este tipo de desregulação endócrina provocada [32]. Segundo estes autores, 

o prejuízo das atividades de glucocorticóides e mineralocorticóides pode contribuir para 
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o aparecimento e o agravamento de vários problemas de saúde, incluindo doenças 

neurológicas, desordens imunológicas e síndromes metabólicas.   

Por outro lado, os animais recebendo o Cd tiveram redução no tempo de 

desaparecimento do reflexo palmar e tempo de descida de testículos e atraso no tempo 

de aparecimento de pelos, sugerindo que o cádmio pode ter provocado alterações 

endócrinas. Atuação do Cd como desregulador endócrino tem sido bem documentada 

recentemente [33, 34] e a atuação do metal sobre o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA) e nível de glucocorticóides pode provocar alterações tanto ao nascimento, quanto 

durante o desenvolvimento e posteriormente na vida adulta [35,24]. A redução do 

tempo de descida do testículo em filhotes expostos ao cádmio, encontrado aqui, também 

foi observado por outros autores [23] utilizando uma dose sub-teratogênica de cádmio a 

ratas prenhes, entre o dias 6 e 14 da gestação. Apesar da alta dosagem de Cd utilizada 

(20mg/kg/dia) neste estudo, foi o único parâmetro que foi alterado pela exposição ao 

metal pesado. 

 Maturação sexual em ratos machos resulta de interações complexas entre o 

hipotálamo, pituitária anterior e órgãos sexuais secundários [36]. Desenvolvimento da 

puberdade, um processo dependente de atividades de hormônios liberadores de 

gonadotrofina, é um processo de maturação do eixo hipotálamo-pituitária-gonadas, 

resultando em crescimento e desenvolvimento de órgãos genitais e, concomitantemente, 

em mudanças físicas e psicológicas em direção a idade adulta e ao ápice da capacidade 

reprodutiva. Um número de diferentes estudos tem mostrado que Cd modifica o nível 

plasmático dos hormônios da puberdade, luteinizante e folículo estimulante [37,38, 39]. 

Assim, exposição ao Cd poderia ser crítica ao processo normal de desenvolvimento da 

puberdade. Esses fatos poderiam explicar o efeito sobre a descida do testículo observada 

neste estudo.      

Estudos prévios mostraram que três sistemas periféricos podem estar envolvidos 

na regulação dos ajustamentos posturais, incluindo os sistemas vestibular, 

extereoceptivo (por exemplo, tato) e o proprioceptivo [40]. As funções do sistema 

vestibular ao nascimento são 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, exposição perinatal ao Cd adiantou a perda do reflexo de preensão palmar, mas 

não modificou os reflexos de geotaxia e postural. Os reflexos de geotaxia negativa e o 

postural são duas das respostas refletindo uma função dos sistemas cerebelar e 
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vestibular [41] e eles são envolvidos com a relação espacial do animal [42]. O reflexo 

de agarrar é um reflexo motor que envolve maturação do SNC e sistema nervoso 

periférico dos animais, porém existem poucos dados disponíveis descrevendo o 

desenvolvimento deste reflexo [43]. O adiantamento do desaparecimento deste reflexo 

sugere que o Cd exerceu efeito sobre a maturação do sistema nervoso desses animais, 

mas estudos posteriores são necessários para examinar esta noção, mais 

especificamente.  

Concluindo, os resultados obtidos no presente estudo indicam que exposição de 

filhotes de ratas a baixa dose de cádmio durante a gestação e lactação, pode provocar 

alterações danosas no desenvolvimento físico e sensório-motor dos animais e até 

caracterizar o fenômeno do imprinting. Estes dados vêm de encontro ao que é discutido 

no mundo todo, que é a grande preocupação expressada pelos toxicologistas com os 

efeitos de toxicidade provocados pela exposição a agentes químicos na fase pré-natal ou 

durante o período de desenvolvimento do recém nascido. 
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Figura 1 – Ganho de peso corporal em filhotes de ratas expostas ao cádmio nos períodos 
da gestação e lactação. Os valores representam a média ± E.P.M. obtida com filhotes de 
10 a 15 ninhadas por grupo experimental. * diferenças estatisticamente significantes 
para p<0,05 (teste t de Student’s). 
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Figura 2 – Dosagem de cádmio em sangue e cérebro de filhotes (DPN28) de ratas 
expostas ao cádmio nos períodos da gestação e lactação.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 t de Student’s). 
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Tabela 1- Desenvolvimento físico ou somático em filhotes de ratas expostas ao cádmio 
nos períodos da gestação e lactação.  
 

Caracteristica Ct Cd 
Abertura de 

olhos 
11,72±0,06  a 11,12±0,08 a 

Erupção de 
incisivos 

5,41±0,17 a 5,53±0,23 a  

Aparecimento  
de pelos  

7,07±0,18 a 7,84±0,21 b 

Desdobramento 
de orelhas 

3,67±0,13 a 3,79±0,18 a 

Descida dos  
testículos 

17,74±0,42 a 16,51±0,29 b  

 
Os valores representam a média ± E.P.M. obtida com filhotes de 10 a 15 ninhadas por 
grupo experimental. Valores com letras diferentes representam diferenças 
estatisticamente significantes para p<0,05 (Teste t de Student’s). 
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Tabela 2- Desenvolvimento sensório-motor (reflexos) em filhotes de ratas expostas ao 
cádmio nos períodos da gestação e lactação.  
 

Reflexos Ct Cd 
Geotaxia 
negativa 

8,52±0,19 a 8,95±0,19 a 

Preensão 
palmar* 

4,09±0,13 a 3,01±0,28 b 

Postural 
 

4,44±0,13 a 4,68±0,28 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 diferenças 
estatisticamente significantes para p<0,05 (Teste t de Student’s). *Em ratos, o reflexo de 
preensão palmar está presente ao nascimento e desaparece durante crescimento e 
desenvolvimento, ao contrário dos outros dois que são adquiridos durante o crescimento 
e desenvolvimento.  
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should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is 
not included in section numbering). Use this numbering also for internal 
cross-referencing: do not just refer to "the text". Any subsection may be 
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line. 
 
Introduction  
State the objectives of the work and provide an adequate background, 
avoiding a detailed literature survey or a summary of the results. 
 
Material and methods  
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods 
already published should be indicated by a reference: only relevant 
modifications should be described. 
 
Theory/calculation  
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article 
already dealt with in the Introduction and lay the foundation for further 
work. In contrast, a Calculation section represents a practical development 
from a theoretical basis. 
 
Results  
Results should be clear and concise. 
 
Discussion  
This should explore the significance of the results of the work, not repeat 
them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid 
extensive citations and discussion of published literature. 
 
Conclusions  
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions 
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or 
Results and Discussion section. 
 
Essential title page information  
 
• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-
retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible. 
• Author names and affiliations. Where the family name may be 
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authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the 
names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter 
immediately after the author's name and in front of the appropriate 
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the 
country name, and, if available, the e-mail address of each author. 
• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence 
at all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure 
that telephone and fax numbers (with country and area code) are 
provided in addition to the e-mail address and the complete postal 
address.  
• Present/permanent address. If an author has moved since the work 
described in the article was done, or was visiting at the time, a "Present 
address" (or "Permanent address") may be indicated as a footnote to that 
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author's name. The address at which the author actually did the work must 
be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are 
used for such footnotes. 
 
Abstract  
 
A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly 
the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An 
abstract is often presented separately from the article, so it must be able to 
stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, 
then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon 
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at 
their first mention in the abstract itself.The abstract should contain no 
more than 150 words.  
 
Keywords  
 
Immediately after the abstract, provide a maximum of 8 keywords, using 
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple 
concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: 
only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These 
keywords will be used for indexing purposes. 
 
Abbreviations  
 
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be 
placed on the first page of the article. Such abbreviations that are 
unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there, as 
well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the 
article. 
 
Acknowledgements  
 
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article 
before the references and do not, therefore, include them on the title page, 
as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals who 
provided help during the research (e.g., providing language help, writing 
assistance or proof reading the article, etc.). 
 
Math formulae  
 
Present simple formulae in the line of normal text where possible and use 
the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., 
X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are 
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any 
equations that have to be displayed separately from the text (if referred to 
explicitly in the text). 
 
Footnotes  
 
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout 
the article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build 
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footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the 
case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes 
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in 
the Reference list.  
Table footnotes  
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter. 
 
Artwork  
 
Electronic artwork  
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• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.  
• Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.  
• Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, 
Symbol.  
• Number the illustrations according to their sequence in the text.  
• Use a logical naming convention for your artwork files.  
• Provide captions to illustrations separately.  
• Produce images near to the desired size of the printed version.  
• Submit each figure as a separate file.  
 
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:  

http://www.elsevier.com/artworkinstructions  
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed 
information are given here.  
Formats  
Regardless of the application used, when your electronic artwork is 
finalised, please "save as" or convert the images to one of the following 
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EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".  
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(e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these 
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communication" Citation of a reference as "in press" implies that the item 
has been accepted for publication. 
 
Web references  
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Resumo 
 
Objetivos: investigar em ratos, as conseqüências neurocomportamentais da exposição 

perinatal a baixa concentração de cádmio, e a interação com os efeitos da administração 

subseqüente de clorpirifós aos filhotes em desenvolvimento, na fase da infância.  

Principais métodos: fêmeas prenhes receberam acetato de cádmio (10ppm de Cd pela 

água de beber) durante a gestação e lactação. Do 21º. ao 27º. dias de idade (DPN21-27) 

os filhotes receberam administração oral de clorpirifós (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 diminuíram locomoção e levantar no 

DPN28; quando juntos, além da diminuírem locomoção e levantar, aumentaram o 

congelamento e limpeza tanto no DPN28 quanto no DPN80. No LCE, Cd e CPF 

sozinhos diminuíram entradas e permanência nos braços abertos e aumentaram nos 

fechados no DPN28; quando juntos, intensificaram este comportamento no DPN28 e 

mantiveram no DPN80. O comportamento de agressividade não foi modificado por Cd 

ou CPF sozinhos, porém quando juntos, provocaram agressividade aumentada nos 

animais. 

Significância: Tanto exposição perinatal ao Cd quanto neonatal ao CPF são capazes de 

provocar, isoladamente, efeitos comportamentais nos filhotes jovens no DPN28. 

Quando estes tratamentos são associados, ocorre interação com intensificação da 

toxicidade comportamental que se mantém até a idade adulta dos animais. O provável 

efeito de desregulação endócrina e os neurotransmissores possivelmente envolvidos são 

discutidos.  

 

Palavras chave: exposição perinatal e neonatal; cádmio; clorpirifós; atividade neuro-

comportamental; interação entre agentes químicos; arena de campo aberto; labirinto em 

cruz elevado; agressividade. 
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Introdução  

Nas últimas décadas houve um aumento progressivo das pesquisas sobre as 

conseqüências da exposição ao metal pesado cádmio, despertando o interesse pelo seu 

potencial toxicológico.  Ele produz inúmeras desordens relacionadas à saúde dos 

indivíduos, ocorrendo desde tumores no pulmão, disfunção renal e hepática, até 

deficiências neurológicas graves (Waalkes and Misra, 1996). O sistema reprodutor 

masculino também pode ser particularmente afetado pelo cádmio uma vez que o metal 

pesado pode funcionar como um desregulador endócrino modificando a função 

reprodutiva e interferir com a qualidade do sêmen (Telisman et al. 2000). Evidências 

experimentais recentes sugerem que exposição à baixa concentração de cádmio do meio 

ambiente, induz mutação e dano no DNA, o que diminui a estabilidade genética 

inibindo o reparo endógeno e exógeno das lesões no DNA levando, em conseqüência, 

ao aumento da probabilidade de mutações e, por conseguinte a iniciação do câncer 

(Filipic et al. 2006). 

Como resultado das emissões industriais e por causa da contaminação dos 

fertilizantes utilizados nas plantações, no século XX tem aumentado bastante a 

concentração do cádmio no solo, implicando em uma maior retenção pelos vegetais 

(Ssatarug et al. 2003), que serão utilizados pelos animais e/ou homem, inclusive como 

alimentos. Por ser distribuído através do contato com o solo, o cádmio aparece nas 

folhas da planta de tabaco (Bachelet et al. 2002; Yue, 1992) e tem sido observado que 

fumantes de tabaco possuem elevada carga de cádmio no corpo, duas vezes mais do que 

não fumantes (Wu and Larson 1995). Considerando os efeitos neurocomportamentais em 

longo prazo, da exposição ao cádmio in útero (Ali et al. 1986), o hábito de fumar em 

mulheres grávidas, 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 saúde 

pública, relacionados ao desenvolvimento dos filhos de mães com adição para o tabaco.  

É bem conhecido que a placenta acumula cádmio e que este atravessa, da mãe 

para o feto e se acumula nos tecidos fetais durante a gestação (Sorell and Graciano 

1990). Esse toxicante também é ofertado através do leite durante a lactação 

(Bhattacharyya 1983). Visto que absorção gastrintestinal pode ser aumentada durante 

este período, junto com absorção aumentada de cálcio, praticamente todo o cádmio 

ingerido no leite contaminado é absorvido pelos filhotes. Apesar da existência de 
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trabalhos documentando efeitos da exposição perinatal ao cádmio, pouco se sabe ainda 

a respeito das conseqüências sobre o sistema nervoso central (Hypponen et al. 1993; 

Nagymajtenyi et al. 1997), ao longo da vida do indivíduo e, menos ainda, sobre as 

interações possíveis de ocorrer com outras substâncias químicas, ao nível desse mesmo 

sistema, nos indivíduos expostos perinatalmente. 

Estudos indicam que exposições crônicas a baixas doses de cádmio 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 alterações de equilíbrio emocional e prejudica a concentração (Viaene et al. 

2000).  

Avaliação de exposição a agentes químicos múltiplos envolve avaliação crítica 

de dados sobre o ambiente e efeitos sobre a saúde, os quais incluem dados 

toxicológicos, experimentais e laboratoriais, ocupacionais e informação epidemiológica 

(Mumtaza et al. 2007). Devido ao grande número dos toxicantes distribuídos no meio 

ambiente por ação antropogênica, multiexposição a agentes químicos potencialmente 

tóxicos e interações toxicológicas decorrentes podem ser esperadas, porém, poucos 

estudos experimentais existem neste sentido. Mais especificamente, interações relatadas 

entre exposição ao cádmio e a outros toxicantes disseminados no meio ambiente como, 

por exemplo, inseticidas organofosforados, poderiam elevar o potencial de intoxicação 

devido às interações danosas que poderiam ocorrer nos organismos animal e humano.  

Clorpirifós é um dos inseticidas organofosforados amplamente utilizado, o qual 

induz toxicidade por inibir a enzima acetilcolinesterase (Ache), a molécula chave na 

transmissão colinérgica, no sistema nervoso central e periférico (Qiao et al. 2001; 

Riccieri et al. 2003). Nos anos recentes o CPF tem substituído muitos outros 

organofosforados devido sua relativa segurança e persistência, contudo o potencial de 

provocar efeitos danosos sobre a saúde associado com exposição humana tem sido 

objeto de sérias discussões, principalmente quando neonatos ou indivíduos jovens são 

atingidos (Dam et al. 2000; Carr et al. 2001) 

Tem sido demonstrado que CPF pode causar neurotoxicidade em organismos em 

desenvolvimento, com prejuízos à capacidade de memória, 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 exposição pré-natal ao CPF causa persistentes 

efeitos comportamentais, principalmente diminuição da capacidade de memória e 

alterações da atividade locomotora.  Estes autores mostraram que estes efeitos 

comportamentais estão relacionados a prejuízos afetando a replicação celular e 

interrupção de uma variedade de sistemas cerebrais, e os mesmos persistem desde o 

estágio jovem até a vida adulta do indivíduo. Icenogle et al. (2004) demonstraram 

alterações neurocomportamentais em ratos adolescents e adultos os quais sofreram 

exposição à dose subtóxica de CPF no período de neurulação.  

Outros autores demonstraram que num período neonatal crítico, a exposição a 

doses subtóxicas de clorpirifós induz deficiências no desenvolvimento de coordenação 

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 exposição pré-natal ao clorpirifós, associada a 

hiperatividade serotoninérgica e dopaminérgica.  

Por outro lado também foi demonstrado, além do efeito de neurotoxicidade em 

animais expostos ao organofosforado clorpirifós, que o mesmo pode provocar geração 

de espécies reativas de oxigênio, levando ao estresse oxidativo o qual poderia ser uma 

das formas do clorpirifós impedir o desenvolvimento neurocomportamental adequado 

em crianças em desenvolvimento ( Crumpton et al. 2000; Quiao et al. 2005). 

 Este trabalho teve como objetivo investigar em ratos, as conseqüências 

neurocomportamentais da exposição perinatal a baixa concentração de cádmio, e a 

interação com os efeitos da administração subseqüente de clorpirifós aos filhotes em 

desenvolvimento, na fase da infância.  

 
 
Material e Métodos 
 
Animais e Grupos Experimentais 

Foram utilizados ratos Wistar obtidos da colônia do Biotério Central da Unesp, 

Campus de Botucatu. Durante as fases de adaptação, crescimento e experimental, os 

animais permaneceram sob condições controladas de temperatura e umidade relativa, 

ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, exaustão contínua, recebendo líquido e ração sem 

restrição. O presente estudo foi aprovado pela Câmara de Ética em Experimentação 

Animal (CEAA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP de 

Botucatu. 
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Aos 80 dias de idade os animais foram acasalados, colocando-se na mesma 

gaiola 3 fêmeas com 1 macho; as fêmeas foram  consideradas fecundadas, quando  

encontrados espermatozóides no líquido do lavado vaginal (considerado o dia zero do 

acasalamento). As fêmeas consideradas prenhes foram colocadas individualmente em 

gaiolas e, durante todo o período de gestação passaram a receber ad libitum solução de 

acetato de cádmio (Synth-Brasil) em água destilada (10 mg de Cd++/litro) ou de acetato 

de sódio (Dinâmica-Brasil) como controle (Ct) em água destilada (solução equimolar à 

de acetato de cádmio). Neste período as mães foram avaliadas quanto ao peso corporal, 

ingesta de líquido e ração (uma vez por semana), alterações de comportamento e 

possível sintomatologia. 

Ao nascimento, os filhotes foram contados, examinados quanto a alterações 

físicas macroscópicas grosseiras, pesados e as ninhadas aceitáveis (mais que 10 filhotes 

por mãe) obtidas de mães expostas ao acetato de cádmio e controle, foram ajustadas 

para oito filhotes por mãe, mantendo o maior número possível de filhotes machos; as 

soluções de cádmio e controle continuaram sendo administradas às mães durante todo o 

período da lactação. Os filhotes foram mantidos junto com as mães até o DPN21 e 

depois separados em grupos de 15 filhotes, sendo para isto utilizado um filhote de cada 

mãe, para evitar tendências 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 mães controle e um grupo de mães expostas ao cádmio, receberam clorpirifós 

(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. 

 

Avaliação da atividade neurocomportamental 

Para a avaliação 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 avaliações em ACA e LCE os animais 

foram testados uma única vez, sem prévia habituação. Esses dois modelos 

experimentais foram escolhidos para avaliação de comportamento porque são 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 atenuação de som, com 

temperatura controlada e iluminada com lâmpadas vermelhas opacas. O período de 



 80

observação comportamental foi definido entre 9 e 11 horas da manhã. Para prevenir 

tendências na observação, os responsáveis 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 observação direta no aparelho, o qual foi construído 

conforme especificado por Broadhurst (1960). Após colocar o animal no centro da arena 

foram avaliados os parâmetros locomoção, levantar, limpeza e congelamento, durante 3 

minutos. Ao final de cada sessão com cada animal na arena o aparelho foi limpo com 

algodão embebido em álcool etílico (5%, v/v) para eliminar os vestígios 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 ansiolíticas e 

ansiogênicas em ratos. Os seguintes parâmetros foram avaliados no teste: número de 

entradas e tempo de permanência nos braços abertos e fechados do aparelho. Ao final de 

cada sessão com cada animal no labirinto, o aparelho foi limpo com algodão embebido 

em álcool etílico (5%, v/v) para eliminar os vestígios 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 químicos e é baseado no 

paradigma do animal residente/intruso. Este método permite a observação da interação 

social e do comportamento ofensivo do animal residente bem como os elementos 

defensivos por parte do intruso e reflete a agressão intraespecífica (Koolhaas and 

Bohus, 1991). Este modelo tem a vantagem de detectar agressividade moderada 

envolvendo injúria mínima ao animal. Para a avaliação, animais denominados residentes 

(filhotes controle e expostos perinatalmente ao Cd), no DPN45, foram colocados 

individualmente nas gaiolas e assim permaneceram pelo período 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 hábito de sociabilização, não recebendo nenhum tratamento e assim 

permaneceram pelo período de quatro semanas. O período de isolamento dos residentes 

e de duração dos experimentos foi de 5 semanas. Neste período foi trocada somente a 

forração das gaiolas nas primeiras quatro semanas e não na última semana. 

Para a avaliação da agressividade, um animal intruso foi colocado na gaiola de 

um residente (DPN80) e durante 15 minutos foram observados: o tempo de latência para 

o primeiro ataque, o número total de ataques e o tempo total de episódios de ataque 

(compreendendo desde explosões de mordida, ameaças laterais, limpeza mais intensa e 

contenção do outro animal com as patas dianteiras). Os animais intrusos foram 

utilizados uma única 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 

avaliação. 

 
Análise Estatística dos resultados obtidos: 

Os dados obtidos no presente experimento foram comparados através de análise 

de variância (ANOVA) e as diferenças entre grupos foram consideradas significantes ao 

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

 
 
Resultados 
 
Avaliação das mães 

No presente trabalho, durante os períodos da gestação e lactação, não foram 

observadas variações no peso corporal das mães, no volume de ingesta de líquidos e 

ração e no comportamento, com relação aos grupos controles (dados não mostrados). 

Nenhum sinal ou sintoma clínico de intoxicação foi observado no mesmo período, nas 

mães recebendo acetato de cádmio. 

 

Avaliação da Atividade neurocomportamental 

Comportamento na arena de campo aberto 

Na tabela 3, os resultados obtidos com os filhotes jovens (DPN28) mostram que 

houve diminuição estatisticamente significante (p<0,05) do comportamento de 

locomoção nos filhotes expostos ao cádmio e ao clorpirifós; nos animais expostos ao Cd 

mais CPF, a locomoção foi ainda menor, mas significantemente diferente (p<0,05) 
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apenas com relação ao controle. O comportamento de levantar foi diminuído de forma 

estatisticamente significante pela exposição ao Cd (p<0,05) e ao CPF (p<0,05), porém, 

a exposição ao Cd mais CPF não modificou a intensidade da diminuição. O 

congelamento de animais expostos ao Cd ou ao CPF, apesar de maior que o controle 

(48% e 37% respectivamente) não foi significante (p>0,05) e a exposição ao Cd mais 

CPF, apesar de intensificar um pouco o aumento do congelamento, foi estatisticamente 

significante apenas com relação ao controle (p<0,05). O comportamento de limpeza não 

variou nos filhotes expostos ao Cd ou CPF individualmente em relação ao controle 

(p>0,05), mas foi maior em relação ao controle e ao clorpirifós, quando houve 

exposição ao Cd associado ao CPF (p<0,05). Nos animais adultos (DPN80), os 

resultados mostram que nos filhotes expostos ao Cd ou CPF isoladamente não ocorreu 

modificação significante de nenhum dos comportamentos avaliados na arena, porém 

quando foram avaliados animais expostos ao Cd mais CPF, houve significante (p<0,05) 

diminuição da locomoção 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 diminuição estatisticamente significante (p<0,05) do comportamento 

de entrada nos braços abertos do labirinto nos filhotes expostos ao cádmio e ao 

clorpirifós, embora o Cd tenha provocado alterações não estatisticamente significantes 

(p>0,05)na entrada nos braços fechados e no tempo de permanência, principalmente no 

braço fechado. Quando ocorreu exposição ao Cd mais CPF, houve intensificação dos 

efeitos, ocorrendo respectivamente diminuição significante (p<0,05) de entradas nos 

braços abertos com aumento nos fechados e diminuição significante (p<0,05) do tempo 

de permanência nos braços abertos com aumento nos fechados. Nos animais adultos 

(DPN80), os resultados mostram que nos filhotes expostos ao Cd ou CPF isoladamente 

não ocorreu modificação 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) diminuição das entradas nos braços abertos 

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

 

Comportamento de agressividade 
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Os dados obtidos na avaliação do comportamento de agressividade mostram que 

exposição ao Cd ou ao CPF isoladamente não influenciaram de forma significativa 

(p>0,05) o tempo de latência para a primeira mordida, apesar de diminuírem este 

parâmetro em 34 e 26% respectivamente (Figura 1), nem o tempo total de manifestações 

de ataque, apesar de o aumentarem em 24 e 21% respectivamente (Figura 2). O número 

total de manifestações de ataque não foi influenciado (p>0,05) pela exposição ao Cd ou 

CPF Figura 3). Porém, nos filhotes que foram expostos concomitantemente ao Cd e ao 

CPF, observa-se que houve intensificação tanto da diminuição do TL1M (p<0,05), em 

relação aos filhotes controle e expostos ao CPF, quanto do aumento (p<0,05) do TTMA, 

em relação 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 relação ao grupo exposto apenas ao 

Cd.   

 

Discussão  
 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a exposição gestacional ao Cd 

não promoveu toxicidade materna ou fetal porque nenhuma diferença no ganho de peso 

materno (dados não mostrados) ou dos filhotes, ao nascimento, foi observada ente 

animais controle e experimentais. Um dos óbvios sinais de toxicidade materna é a perda 

de peso (Chernoff et al. 2008). Assim, alterações na homeostase materna, a qual poderia 

indiretamente interferir com o desenvolvimento dos filhotes (Smarting and Dolbing 

1971; Salvatori et al. 2004), não seria provavelmente a responsável por qualquer efeito 

posterior que pudesse ser observado, devido à exposição ao Cd. Como o 

comportamento das mães expostas ao Cd também não teve variação, este possível fator 

de interferência sobre o futuro comportamento dos filhotes, também foi descartado. 

Nos animais testados na arena de campo aberto, tanto a exposição perinatal ao 

Cd quanto a exposição pós-natal ao CPF, diminuíram significativamente os 

comportamentos de locomoção e levantar e aumentou não significativamente o 

comportamento de congelamento (48,5% e 37%) nos filhotes DPN28. Nos filhotes 

DPN80 apenas a o comportamento de locomoção permaneceu diminuído (31% menor) 

de modo não significativamente, sugerindo a princípio que tanto Cd quanto CPF não 

provocaram efeitos permanentes sobre o sistema nervoso dos animais. Locomoção e 

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

desconhecido ambiente, pelos animais.  

Estudos anteriores indicam que exposições crônicas a baixas doses de cádmio 

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 é exposto às substâncias químicas pode modificar 

drasticamente o efeito tóxico final. Os resultados obtidos nos presentes experimentos 

contradizem resultados anteriores de Ali et al. (1990), Leret et al. (2003) e Grawé et al. 

(2004, os quais encontraram experimentalmente que exposições pré e neonatal de 

filhotes de ratos ao cádmio, resultaram em hiperatividade locomotora. Já em outro 

estudo mais recente, Salvatori et al. (2004) não observaram nenhuma mudança nos 

parâmetros avaliados na ACA, em filhotes adultos de ratas expostas a dose 

subteratogênica de Cd, do 6º. ao 14º. dias da gestação. Nossos resultados corroboram 

com resultados obtidos por Lukawski et al. (2005), que demonstraram diminuição da 

atividade locomotora espontânea em ratos adultos pela exposição ao Cd e com Baranski 

et al. (1983), que também observaram uma redução na atividade locomotora, medida 

numa caixa automatizada, em filhotes de ratas expostas a dose subcrônica de cádmio na 

gestação. As diferenças encontradas podem ser devido aos diferentes procedimentos 

experimentais, doses, etc.  

Ao exercer toxicidade em mamíferos, o inseticida organofosforados clorpirifós 

tem como alvo primário a enzima acetilcolinesterase (Richardson et al. 1993), porém 

vários efeitos neurotóxicos que incluem alterações da atividade locomotora tem sido 

descritos na literatura (Icenogle et al. 2004; Levin et al. 2004). Envolvimento de outros 

sistemas neurais em adição ao sistema colinérgico também tem sido observados nos 

efeitos de neurotoxicidade (Ricceri et al. 2003). Estudos de Chanda and Pope (1996) 

utilizando baixo nível de exposição repetida ao organofosforado CPF na gestação, 

demonstraram ocorrência de amplas alterações neuroquímicas e neurocomportamentais 

em ratos em desenvolvimento, na ausência de toxicidade materna, e observaram que o 

feto é mais protegido antes do nascimento que o filhote após o parto. Além disso, 

administração de CPF tardiamente na gestação de ratos em desenvolvimento (dias 

gestacional 17-20) levou a alterações em longo prazo na performance cognitiva, que 

foram idade dependente (Levin et al. 2002). 
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Pitts and Horvitz (2000) demonstraram que desregulação do sistema do 

neurotransmissor dopamina prejudica as atividades locomotora e exploratória de ratos. 

Toxicidade ao sistema dopaminérgico poderia, portanto estar também envolvida nos 

efeitos sobre a locomoção/exploração observados nos filhotes expostos ao Cd e ao CPF.  

Por outro lado, foi demonstrado que exposição ao Cd em ratos adultos pode 

modular os receptores opióides mu, delta e kappa (Tejwani and Hanissian, 1990). Neste 

sentido, o comportamento de levantar tem sido utilizado previamente como uma medida 

do efeito locomotor após administração de opióides, observando-se que a morfina 

diminui este comportamento de levantar (Patti et al. 2005). É importante observar que 

outros fatores como sedação, diminuição da motivação e aumento de ansiedade, podem 

levar a diminuição desta atividade comportamental (Neubert et al. 2007). Dados de 

Privette and Terrian (1995) sugerem o envolvimento do sistema do receptor kappa na 

resposta à ansiedade em roedores. Nossa argumentação é que mudança no 

comportamento é um relevante endpoint, pois qualquer evento que produza esta 

mudança poderia provavelmente estar afetando o sistema nervoso. Neste sentido, 

atividade neurocomportamental tem sido preconizada como marcador ou bio-indicador 

de função para neurotoxicidade (Wormley et al. 2004). 

Desordens comportamentais acompanhadas de disfunções bioquímicas têm sido 

observadas em indivíduos expostos ao Cd (De Castro et al.1996; Dési et al. 1998). Os 

efeitos sobre a função do cérebro que resultam da exposição ao Cd durante o 

desenvolvimento, são observados por se relacionar a vários níveis celulares. As 

transmissões tanto catecolaminérgica, serotoninérgica quanto colinérgica no cérebro, 

podem ser alteradas por metais pesados como o cádmio (Antonio et al. 1998,1999; Dési 

et al. 1998). Os danos provocados pelo Cd ao nível de produção, estocagem, liberação e 

recaptação de neurotransmissores, poderiam explicar os efeitos comportamentais 

provocados pela ação do cádmio sobre o sistema nervoso. Alterações anormais nos 

sistemas de neurotransmissores de jovens filhotes podem produzir alterações 

comportamentais nestes animais, como por exemplo, hipoatividade devido a mudanças 

do sistema dopaminérgico (Wirtshafter et al. 1988). 

 Quando os animais expostos perinatalmente ao Cd foram seqüencialmente 

também expostos ao clorpirifós na infância, houve uma intensificação nas alterações 

comportamentais já observadas pelos toxicantes individualmente, e ainda aumento dos 

comportamentos de congelamento e limpeza, não só nos filhotes DPN28 como também 

nos DPN80, caracterizando o imprinting neurocomportamental. Como os 



 86

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 interação entre os efeitos de Cd e CPF juntos são maiores e mais 

preocupantes.  

 Quando os animais expostos ao Cd e ao CPF isoladamente, foram testados no 

LCE, a única alteração estatisticamente significante foi a diminuição das entradas nos 

braços abertos do aparelho visto com os animais do DPN28, sugerindo efeito 

ansiogênico, mas nos animais expostos a ambos, o efeito foi exacerbado, ficando bem 

claro a preferência dos animais pelos braços fechados do aparelho, enfatizando 

ansiedade aumentada nos animais. À semelhança do observado na ACA, a ansiedade 

ainda pode ser observada nos animais no DPN80. Infelizmente não encontramos 

estudos dos efeitos de Cd ou CPF sobre a ansiedade o que prejudica a comparação 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 não modificaram significativamente este comportamento, mas quando os 

animais foram expostos aos dois toxicantes, observou-se intensificação de todos os 

parâmetros indicativos de agressividade aumentada nos animais. 

Embora alguns trabalhos existentes apontem o cádmio como um agente capaz de 

provocar agressividade anormal e os dados ainda sejam insuficientes e os mecanismos 

permaneçam não 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 administração repetida de 

cádmio. Dados de nossos laboratórios mostram que ratos jovens expostos ao Cd, pela 

água de beber, de forma prolongada, tem agressividade aumentada e o efeito é dose 

dependente ( Castilho et al. 2007). 

As vias colinérgicas no cérebro estão associadas com vários tipos de 

comportamento e funções, incluindo fome, sede, termoregulação, respiração, cognição e 

agressividade (Furtado and Chan, 2004). Como tanto CPF quanto Cd são capazes de 

provocar inibição da enzima acetilcolinesterase (Antonio et al. 2003; El-Demerdash, 

2004), interferência 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 

agressão anormal e como Cd interfere com este neurotransmissor (Leret et al. 2003), 
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toxicidade a este nível do SNC também poderia estar contribuindo para os efeitos 

observados aqui. Não encontramos na literatura corrente, dados sobre efeitos do CPF 

sobre esta via de neurotransmissão. Adicionalmente, resultados obtidos por Sánchez 

(1995) sugerem que o comportamento exploratório parece depender dos mecanismos 

serotonérgicos.  O fato dos filhotes expostos ao Cd e CPF mostrarem exploração 

diminuída indica menor atividade com efeitos danosos sobre o sistema serotonérgico e 

este achado corrobora com a hipótese de Nelson & Chivegato (2003) sobre a 

importância da serotonina como molécula neurotransmissora implicada na agressividade 

anormal.  

 Concluindo, interação entre substâncias químicas é um dos grandes problemas 

com os quais a toxicologia se depara hoje, devido ao problema sério da multiexposição 

a um sem número de substâncias químicas. Quando mais de uma substância de 

exposição atuam provocando efeitos tóxicos num mesmo sistema, a resultante é 

geralmente um quadro aumentado de sinais e sintomas clínicos, com uma letalidade 

ainda maior e os riscos aumentam na medida em que indivíduos jovens são atingidos 

mais precocemente (Pohl and Abadin 2008). A grande dificuldade de estudar e 

compreender os efeitos da multiexposição, é a de que as substâncias químicas podem 

modificar sua forma de atuação quando estão na forma de misturas e a resultante final 

pode ser diversa daquela observada na situação de exposição a uma única substância 

isoladamente (Rice et al 2008). Os resultados do presente trabalho indicam que quando 

Cd e CPF estão presentes simultaneamente no organismo de ratos em desenvolvimento 

pode ocorrer interação negativa entre ambos, resultando em intensificação do quadro de 

neurotoxicidade. 
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Tabela 1 – Avaliação do comportamento em arena de campo aberto, de filhotes de ratas 
recebendo Cd perinatal e CPF pós-natal. 
 

DPN 28 
Teste Ct Cd CPF Cd+CPF 

Locomoção 95,44±9,01 a 67,44±7,02 b 67,22±7,11 b 49,77±5,10 b
Levantar  29,80±3,07 a 19,91±2,01 b 19,07±2,22 b 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±1,57 a 16,19±1,45 ab 9,02±1,12 ac 22,01±1,97 b
DPN 80 
Locomoção 101,23±11,47a 70,11±7,55 ac 89,15±9,17acb 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±1,40 a 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 diferenças estatisticamente 
significantes para p<0,05 (ANOVA). 
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Tabela 2 – Avaliação do comportamento em labirinto em cruz elevado, de filhotes de 
ratas recebendo Cd perinatal e CPF pós-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 c 
EF  7,07±0,81 a 11,40±1,51 ab 10,74±1,4 ab 12,33±1,85 b 
TA 87,01±9,47 a 60,07±7,13 ab 67,75±8,13 ab 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 6,79±0,67 a 4,69±0,48 a 5,88±0,67 a 4,07±0,51 b 
EF 8,17±0,91 a 10,99±1,22 ab 7,49±0,78 a 12,80±1,22 b 
TA 114,88±12,74 a 90,77±11,14 a 127,89±13,44 a 96,67±10,07 a 
TF 148,03±15,72 a 184,84±19,47 a 144,18±15,67 a 171,48±17,54 a 

 
Os valores representam a média ± E.P.M. obtida com filhotes de 15 ninhadas por grupo 
experimental. Valores com letras diferentes representam diferenças estatisticamente 
significantes para p<0,05 (ANOVA). EA-entradas nos braços abertos; EF-entradas nos 
braços fechados; TA-tempo de permanência nos braços abertos; TF-tempo de 
permanência nos braços fechados. 
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Figura 1 – Tempo de latência para a primeira mordida obtido durante a avaliação do 
comportamento de agressividade em filhotes de ratas recebendo Cd perinatal e CPF 
pós-natal. Os valores representam a média ± E.P.M. obtida com filhotes de 10 ninhadas 
por grupo experimental. Valores com letras diferentes representam diferenças 
estatisticamente significantes para p<0,05 (ANOVA). 
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Figura 2 – Tempo total de manifestações de ataque obtido durante a avaliação do 
comportamento de agressividade em filhotes de ratas recebendo Cd perinatal e CPF 
pós-natal. Os valores representam a média ± E.P.M. obtida com filhotes de 10 ninhadas 
por grupo experimental. Valores com letras diferentes representam diferenças 
estatisticamente significantes para p<0,05 (ANOVA). 
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Figura 3 – Número total de manifestações de ataque obtido durante a avaliação do 
comportamento de agressividade em filhotes de ratas recebendo Cd perinatal e CPF 
pós-natal.Os valores representam a média ± E.P.M. obtida com filhotes de 10 ninhadas 
por grupo experimental. Valores com letras diferentes representam diferenças 
estatisticamente significantes para p<0,05 (ANOVA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 99

VI – CONCLUSÃO GERAL  
 

Como pode ser observado pelo conjunto dos dados obtidos, o presente trabalho 

fornece subsídios para que o cádmio seja classificado como um metal de alto poder 

toxicológico, principalmente quando se trata de neurotoxicidade por exposição 

perinatal, mesmo a baixa dose por via oral.  

Os efeitos aqui observados permitem também visualizar o poder de imprinting 

desta natureza de exposição ao metal e as conseqüências danosas e mais adversas, da 

interação negativa com uma substância do grupo químico dos praguicidas, o clorpirifós. 

Os dados aqui expostos são alarmantes em termos de saúde publica, pois tanto 

animais quanto humanos estão expostos a níveis destas duas substâncias, que se 

assemelham aos do presente experimento. 

Outros experimentos necessitam serem realizados para evidenciar os 

mecanismos celulares pelos quais esta interação ocorre.   
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