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RESUMO

O chumbo apresenta elevada toxicidade ao organismo humano atuando
sobre varios alvos bioquimicos, sendo o sistema nervoso central especialmente
sensivel aos danos causados por este metal. As criangas tem sido motivo de
preocupacdo por serem mais susceptiveis aos efeitos do chumbo, apresentando
principalmente comprometimento cognitivo. O zinco tem sido proposto como um
possivel protetor dos danos causado pelo chumbo.

Este trabalho teve como objetivo avaliar alguns efeitos bioquimicos e
comportamentais do tratamento de ratos jovens expostos ao chumbo 8 mg/Kg
efou zinco 2 mg/Kg, i.p., durante a segunda fase de desenvolvimento cerebral
pds-natal rapido: 8° ao 12° dia de idade. Os estudos bioquimicos (atividade da
enzima ALA-D), a sensibilidade a convulsdo por NMDA (20 mg/kg, i.p.) e a
determinacdo do hematécrito foram realizados no 13° dia de idade. A tarefa de
geotactismo negativo foi realizada ao longo do tratamento (9° ac 13° dia de idade)
e os estudos comportamentais e dosagem de chumbo aos 21 dias de idade
(desmame).

Nao houve alteragao do peso renal, cerebral e corporal aos 13 e 21 dias de
idade. Os grupos tratados com chumbo e chumbo + zinco apresentaram uma
reducdo do hematocrito e um acumulo de chumbo no cérebro e no sangue (3,7 e
9,0 vezes em relagdo ao grupo controle, respectivamente). A atividade especifica
da ALA-D em sangue, cérebro e rim nao foi afetada pelo tratamento, porém o
indice de reativacdo com DTT foi superior nos grupos tratados com chumbo e
chumbo + zinco, indicando uma inibigdo da enzima nestes grupos.

No comportamento reflexo de geotactismo negativo e na sensibilidade a
convulsbes por NMDA, os animais tratados com chumbo e/ou zinco nao
apresentaram alteragdes significativas. Entretanto, apenas o grupo tratado
somente com chumbo apresentou déficit de meméria de habituagdo no campo
aberto quando comparado ao grupo controle. Nenhum dos tratamentos alterou
significativamente as respostas emocionais dos animais (defecagéo, respostas de
auto-limpeza e laténcia para sair do primeiro quadrado) e na locomogéao. Na tarefa
de condicionamento operante (CO) e no teste de alternagédo esponténea (AE)
somente o grupo tratado apenas com chumbo apresentou déficit de desempenho:
escore menor de execugdo da tarefa e aumento na laténcia para realizar a tarefa
no CO e, aumentos na prova alternada e na laténcia para realizar para alternagao
na AE. O grupo tratado apenas com zinco ndo apresentou alteracio significativa
nos parametros bioquimicos e comportamentais avaliados.

O maior indice de reativagdo com DTT sobre a atividade da ALA-D e o
acumulo de chumbo em sangue e cérebro evidenciam um quadro de intoxicagao
leve por este metal. Os resultados obtidos nos teste de comportamentais parecem
nao terem sido influenciados por aspectos locomotores, uma vez que nao foram
observadas alteragbes significativas do tratamento na locomogdo em campo
aberto e no comportamento reflexo de geotactismo negativo. Por outro lado, os
resultados obtidos no campo aberto, condicionamento operante e alternacao
espontanea indicam que os animais tratados com chumbo durante uma fase
critica de desenvolvimento cerebral apresentaram déficits cognitivos, os quais
foram prevenidos pelo zinco. Estes resultados sugerem um efeito neuroprotetor
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do zinco nos déficits cognitivos causado pelo chumbo. Contudo, uma investigagéo
futura para a compreensédo dos mecanismos envolvidos se faz necessaria.
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ABSTRACT

Lead has a high toxicity, acting on several molecular targets, with the central
nervous system particularly sensitive to its effects. Much of the attention on lead
toxicity has been focused onchildren, since they are more susceptible than aduilts
to lead effects, such as cognitive impairment. Zinc has been recently proposed as
a likely neuroprotective agent against lead effects.

The present study aimed to evaluate some biochemical and neurobehavioral
effects of lead acetate (8 mg/Kg, ip) and/or zinc chloride (2 mg/Kg, postnatal day).
The determination of ALA-D activity, the sensitivity to NMDA-induced convulsions
and the hematocrit determination were performed on postnatal day 13. The
negative geotaxis test was carried out during the treatment (9 — 13 postnatal day).
The behavioral tests used to assess cognitive perfomance as well as the lead
determinations in blood and brain were done at weaning (21 day-old rats).

No effects of treatments on kidney, brain and body weights were observed
(13 and 21 day-old rats). The groups treated with lead or lead + zinc had a
reduction inthe hematocrit value and a higher lead content in the brain and blood
(about 3,7 and 9,0 fold as compared to control group, respectively). ALA-D specific
activity in blood, brain and Kidney was not significantly affected by the treatments.
On the other hand, the reactivation index with DL-dithiotreitol (DTT) was higher in
the groups treated with lead or lead + zinc, indicating that na inhibition of ALA-D
may have occurred in lead and lead + zinc exposed groups.

Rats treated with lead and/or zinc did not show any significant alteration in
the negative geotaxis behavior as well as in the sensitivity to convulsions elicited
by NMDA. However, the lead-treated group had a defecit of memory of habituation
in the open field as compared to the control group, whilst this effects was not
observed in the lead + zinc-treated group. The treatments did not significantly alter
locomotion and emotional responses in the open-field (defecation, grooming and
latency to leave the first square). In the operant conditioning task (OCT) and in the
spontaneous alternation test (SAT), only the group treated with lead exhibited a
deficit of perfomance: lower responses and longer latency to perform the task in
the OCT and a higher number of the alternated proof and longer latency to perform
the task in the SAT, as compared to the control group.

The higher reactivation index with DTT and the lead content obtained in
blood and brain indicate a subtle lead intoxication. The behavioral results seem not
to be affected by any locomotor effect, since locomotion in the open field and the
performance in the negative geotaxis behavior were not affected by lead.
Moreover, the results obtained in the open-field, operant conditioning and
spontaneous alternation tests indicate that rats exposed to lead -during a critical
stage of postnatal brain growth had cognitive impairments, which were prevented
by the simultaneous treatment with zinc. These results suggest a neuroprotective
effect of zinc against the cognitive deficits elicited by lead in young rats. Further
investigation is necessary in order to elucidate the mechanisms underlying such an
effect.



1. INTRODUGAO

1.1. Chumbo
A contaminagdo ambiental com substancias téxicas € um dos grandes
problemas contemporaneos, pelos graves efeitos que causa ao meio ambiente.

Os metais pesados sdo poluentes ambientais acumulados pelos seres vivos
e que possuem uma durabilidade muito grande. Entre estes, o chumbo destaca-
se por ser um metal cuja exposicdo parece ter aumentado 100 a 1000 vezes em
comparacdo com os niveis existentes antes do advento da poluigdo. Em muitos
paises desenvolvidos a exposi¢cdo ao chumbo tem diminuido, tendo em vista a
adocdo de politicas governamentais seriamente preocupadas com o problema
(Grandjean, 1993), como por exemplo a proibicdo da adicdo de chumbo na
gasolina, nos Estados Unidos e Europa, e a diminuicdo do uso do metal na
composicado de tintas (Goyer, 1996; Holmes et al., 1997). No entanto, estima-se
que a contaminagdo ambiental pelo chumbo tem se agravado em paises
subdesenvolvidos.

O chumbo é um dos metais mais antigos conhecidos pela espécie humana,
conforme fica evidenciado pela descoberta de artefatos egipcios feitos de chumbo
datados de 4000 A.C. A partir da era Romana, ha 2000 anos atras, seu uso
atingiu propor¢des industriais. Os problemas de saude mais extensos
relacionados a exposi¢ao ao chumbo ocorreram na histdria moderna, advindos do
uso deste metal em tintas, na gasolina e em baterias. Seu amplo uso resultou na
sua incorporagdo ubiqua nos solos, alimentos, poeiras, aguas e ar (Al-Saleh,

1994; Cory-Slechta, 1995).



Os exemplos mais conhecidos dos compostos orgénicos de chumbo sé@o o
chumbo tetraetila e o chumbo tetrametila, os quais sdo usados como aditivos
antidetonante da gasolina (Al-Saleh, 1994).

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

As principais vias de absorcdo do chumbo s&o o trato gastrointestinal e o
sistema respiratério. Em adultos com exposi¢do ocupacional, a inalagdo é a forma
predominante de absor¢cdo, enquanto que em criangas a absorcdo pelo trato
gastrointestinal é primaria (Henretig et al., 1998). A absorcao intestinal do chumbo
varia com a idade, pois 0 adulto absorve aproximadamente 10% do chumbo
ingerido, enquanto que a crianga absorve até 40% (Klaassén, 1996). Jejum e
dietas-_com baixo calcio e zinco (Bodgen et al.,, 1992; Locey et al., 1998), bem
como a deficiéncia de ferro, podem aumentar a absor¢ao intestinal de chumbo.
Estes fatores sédo freqllentes em criancas pequenas (Henretig et al., 1998; Locey
etal., 1998).

O chumbo distribui-se inicialmente no sangue e nos técidos periféricos,
particularmente no rim e no figado. Alguns trabalhos sustentam que a principal
proteina a qual chumbo se liga no sangue € a hemoglobina (Al-Saleh, 1994, Philip
& Gerson, 1994; Klaassen, 1996), porém outros trabalhos sugerem que a enzima
d-aminolevulinico desidratase (ALA-D) é a principal proteina alvo da ligagao pelo

chumbo no sangue (Bergdahl et al., 1997). Com o tempo, o metal acumula-se no



osso, dentes e cabelo. Uma fragdo do chumbo acumula-se no cérebro, onde
exerce efeitos toxicos (Bressler & Goldstein, 1991; Silbergeld, 1992). Em adultos
cerca de 95% do chumbo fica estocado nos o0ssos, enquanto em criangas
somente 70% (Henretig et al., 1998).

Em animais experimentais, o chumbo & excretado na bile, nas fezes e na
urina. Em humanos, a principal via de excre¢cdo do chumbo é através da urina,
aproximadamente 65% (Henretig et al., 1998). A excrecdo do chumbo, no
entanto, é lenta (Klaassen, 1996). A retengdo de chumbo em criangas € na ordem
de 33%, enquanto em adultos é de 1 — 4% (Henretig et al., 1998).

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

O chumbo atravessa a barreira placentaria (Henretig et al., 1998) e é
especialmente toxico para o sistema nervoso central (SNC), tanto para humanos
como para animais, sendo as criangas particularmente mais vulneraveis a
exposicao a este metal (Jonhston & Goldstein, 1998). Isto pode estar associado
principalmente pelo habito da crianga em levar as maos a boca, sua baixa
capacidade de excretar o chumbo e sua alta capacidade de absorvé-lo
comparado aos adultos e também devido sua menor proporgéo de tecido 6sseo
denso do que os adultos, com a consequliente incapacidade de transferir tanto
chumbo para o 0sso0. A quantidade n&o captada pelos 0ssos tende a permanecer
nos tecidos moles, onde produz efeitos toxicos nos sistemas nervoso,

hematopoiético e renal (Al-Saleh, 1994). O aumento da sensibilidade do SNC ao



chumbo durante o desenvolvimento pode ser atribuida também a imaturidade da
barreira hematoencefalica (Lin-Fu, 1973).

Atualmente tem sido dada uma atencao especial a exposi¢ao de criangas a
baixos niveis de chumbo. Em 1985 o Centro de Controle de Doengas (“Center for
Disease Control’) (CDC) nos Estados Unidos, estabeleceu como limite de
seguranca 25 pug de chumbo/dl sangue em criangas, sendo esse valor alterado
para 10 pug de chumbo/dl sangue em 1991. Para a populagdo adulta a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) preconizou como valor de seguranca 20
ug de chumbo/dl sangue (WHO, 1987). O mais recente estudo do CDC
demonstrou que a populagdo de criangas de 1 — 5 anos de idade nos Estados}
Unidos com valores acima de 10 ug de chumbo/dl sangue é estimada em 8,8%
(CDC, 1991).

No Brasil os limites de tolerancia biologicos (LTB) s&o regulamentados pela
Secretaria de Seguranca e Medicina do trabalho através da Potaria n® 12, de

06/06/83, e citados a seguir: (Larini et al., 1997).

indice biolégico de exposicéo (IBE) Valor de referéncia LTB
Chumbo no sangue (Pb-S) Até 40 ug/dL 60 pg/dL
Chumbo na urina Até 65 pg/dL 150 ug/dL
8-ALAD no sangue 30-60 U/L 10 U/L
3-ALAD na urina (ALA-U) Até 4,5 mg/g 10 mg/g

de creatinina de creatinina

Obs: U/L = micromoles de ALA utilizado/minuto/L de eritrocitos.



A intoxicagdo humana no Brasil com metais pesados, como o chumbo, tem
sido motivo de muitas investigagdes, principalmente pelo fato desses metais
serem contaminantes em alimentos e agua e estarem presentes em atividades
ocupacionais. Cordeiro et al. (1996) realizaram um estudo de disturbios
neurolégicos em trabalhadores brasileiros com baixos niveis de chumbo no
sangue e de ALA-U (média de 49,44 ng/dL e 3,83 mg/L, respectivamente), onde
encontraram sinais de comprometimento da memoéria, humor e coordenagao
motora fina. Esses resultados apontam contra a validagdo dos LTB estabelecidos
no Brasil para a Pb-S e ALA-U.

A regido sul do Estado de Santa Catarina € um das regies mais afetadas
pela contaminagdo ambiental por metais pesados. Esta regido do estado tem
como uma das suas caracteristicas econdmicas a industria de extracdo mineral,
bem como a produgéo de energia a partir da combustdo de carvao através de
termoéletricas. O perfil econdmico do sul do estado se caracteriza ainda pela
industria de produtos quimicos, tais como de tintas e de ceramicas, que também
s80 sabidamente conhecidas como pontenciais fontes ocupacionais de exposi¢éao
ao chumbo (Larini et al., 1997).

A bacia hidrografica da regido sul do estado apresenta pontos de drenagem
da mineragdo logo ap6s suas nascentes, onde ocorrem extensas areas de
depédsitos de rejeitos do beneficiamento do carvéao.

Estudos feitos, embora de circulacao restrita, através de convénios com a
Fundagéo de Amparo a Tecnologié e ao Meio Ambiente (FATMA)/Fundacao
Educacional do Sul de Santa Catarina(FESSC),1984; Instituto Nacional de

Pesquisas Hidroviarias (INPH)/Universidade do Sul de Santa Catarina



(UNISUL),1994; além de dezenas de acgbes isoladas de grupos organizados ou
néo, vem demonstrando que a qualidade das aguas encontra-se comprometida,
pois r;l regido apresenta sérios focos de degradagcdo ambiental. Descargas de
efluentes industriais em aguas naturais tém introduzido niveis inaceitaveis de
substancias quimicas poluidoras nestes ambientes, tais como metais pesados
como o chumbo (Giacomelli et al.,, 2000); muitas destas substancias séo
hidrofébicas. Assim, quando descartadas no corpo aquatico, elas tendem a se
adsorver na fracéo organica da matéria coloidal e particulada em suspenséo e,
eventualmente a se incorporar ao leito de sedimentos (Thibodeaux, 1996). Estas
espécies sdo geralmente liberadas do leito de sedimentos podendo contaminar a
agua vizinha e, através deste fluido, outros sistemas ambientais podem ser
atingidos por muito tempo, mesmo apds as fontes ativas de poluicéo terem sido
eliminadas. Em consequéncia, a contaminagdo de sedimentos & um grande
problema de poluicdo ambiental em todo o mundo (Giacomelli et al., 2000).
Portanto esta agua, representa um perigo significativo para o ambiente, podendo
ocasionalmente contaminar o lencol freatico e/ou os recursos hidricos, tornando-

se uma ameacga aos organismos vivos. O trabalho de Giacomelli et al. (2000)

demonstrou niveis elevados de chumbo no sedimento do Rio Tubaréo.

1.2. Crescimento cerebral e intoxicagdao por chumbo

O cérebro ndo € um 6rgédo homogéneo. Ele é composto por varias regides,
cada uma com diferentes tipos de células que controlam diversas fungdes. No
rato a multiplicacdo neuronal acontece principalmente durante a ultima semana

de gestacdo, mas nas primeiras semanas de vida poés-natal ocorre um



crescimento rapido do cérebro, caracterizado por uma intensa sinaptogénese e
mielinizagdo (Gottlieb et al., 1977; Bayer et al., 1993). A neurogénse péds-natal é
pequena na maioria das estruturas cerebrais, mas é particularmente conspicua no
cerebelo e no hipocampo ( Vitello & Gombos, 1987; Bayer et al., 1993). Sendo
assim, durante os periodos de gestagéo e lactagéo os ratos séo particularmente
vulneraveis a qualquer espécie de agressdo externa, como por exemplo a
exposicdo a agentes neurotdxicos como o chumbo (Kostial et al., 1978; Rocha et
al., 1995). O chumbo é um metal ubiquo no ambiente, sendo que a exposicéo a
este metal em humanos pode ocorrer antes, durante e apoés a gestagao (Gottlieb
et al., 1977; Silbergeld, 1986; Rocha et al., 1993).

O cerebelo e 0 hipocampo tem sido propostos como estruturas cerebrais
que séo alvo para a agao neurotéxica do chumbo (Alfano & Petit, 1981; Lorton &
Anderson, 1986; Hasan et al., 1989; Stoltenburg-Didinger, 1994; Adhami et al.,
1996). O hipocampo e, também o cerebelo estdo envolvidos- em processos
cognitivos (Akhondzadeh, 1999) e sofrem alteragbes estruturais em resposta a
agentes neurotoxicos, talvez em funcdo de seu desenvolvimento ontogenético
(Walker et al., 1989).

A primeira descricdo de encefalopatia experimental causada pela exposi¢&o
ao chumbo foi apresentada em 1966, por Pentschew & Garro. A encefalopatia
aguda provocada pelo chumbo resulta em edema e hemorragias cerebrais,
principalmente no cerebelo e nos ganglios basais. Ela estd sempre associada a
exposicdo a doses elevadas de chumbo e ocorre no cérebro imaturo, e s6

raramente no cérebro de animais adultos (Lorton & Anderson, 1986).



Em casos de encefalopatia causadas pela administracdo de doses elevadas
de chumbo, o teor deste metal no cérebro chega a atingir em torno de 2 a 4 ppm
(Sandhir & Gill, 1994; Singh, 1995). No entanto, em se tratando de exposigcéo de
animais experimentais a baixas doses de chumbo, sua concentragéo no cérebro
situa-se na faixa de 0,08 a 1,0 ppm (Altmann et al., 1994; Guilarte, et al., 1995).
Nesta condicdo séo verificadas alteragbes como comprometimento cognitivo e na
atividade locomotora. A concentragéo de chumbo no cérebro de humanos com
encefalopatia € na ordem de 1 — 2 ppm (Henretig et al., 1998).

Alguns trabalhos indicam que o chumbo acumula-se em algumas estruturas
cerebrais: hipocampo,  cerebelo, cortex cerebral e medula, enquanto que
Widzowski & Cory-Slechta (1992) realizaram estudos que indicam que nao ha

acumulo de chumbo em estruturas cerebrais especificas.

1.3. Toxicidade renal causada pelo chumbo

Esta bem estabelecido que o chumbo pode causar sérios efeitos sobre as
fungées renais. O acumulo inicial do chumbo absorvido ocorre primariamente nos
rins, principalmente através de filtragdo glomerular e subseqlente reabsorcéo e
em menor escala através da absorcdo direta do sangue. A nefropatia aguda
causada pelo chumbo caracteriza-se por disfuncao proximal tubular com
fosfaturia, glicosuria, aminoaciduria (Nolan & Shaikh, 1992; Henretig et al., 1998),
proteinuria, hematuria e cilindraria (Goyer, 1996), alteragbes na estrutura
mitocondrial e pelo desenvolvimento de corpusculos de inclusdo nucleares e
citosdlicos (Nolan & Shaikh, 1992; Henretig et al.,, 1998). A nefropatia apos

exposigdo cronica ao chumbo é irreversivel e é geralmente caracterizada por uma



lenta e progressiva degeneragao do tecido renal com a simultanea diminuigdo da
funcéo renal. Ela esta acompanhada por fibrose, hiperplasia e atrofia dos tubulos
renais, glomerulonefrite e falha renal, sendo que em ratos foi observado a
ocorréncia de neoplasia ou adenocarcinoma (Nolan & Shaikh, 1992; Henretig et
al., 1998). O chumbo intracelular parece estar associado com proteinas ligadoras
do metal. Duas proteinas com pesos moleculares aparentes de 11.500 e 63.000
foram identificadas em extratos renais de ratos. Ambas as proteinas tém uma alta
afinidade, mas uma baixa capacidade de ligar chumbo e podem participar
precocemente na ligagdo do metal nas células tubulares renais (Oskarsson et al.,
1982; Mistry et al., 1985). Tem sido sugerido que as proteinas ligadoras do
chumbo estéo envolvidas na detoxificagdo do chumbo por insolubilizar o metal e,
consequentemente, impedir a sua interagdo com alguns componentes celulares,
mantendo uma concentragdo de chumbo citoplasmatica relativamente baixa

(Nolan & Shaikh, 1992).

1.4. Agdes do chumbo sobre a enzima §-aminolevulinato desidratase{(ALA-D)

1.4.1 Historico e fungao

A enzima citosdlica delta-aminolevulinato desidratase (ALA-D), também
conhecida como porfobilinogénio sintetase ou 5-aminolevulinato hidroliase foi
isolada na década de 50 (Dresel & Falk, 1953; Gibson et al., 1955).

Esta enzima catalisa a condensagdo de duas moléculas de acido delta-
aminolevulinico, com perda de 2 moléculas de agua, para formar o composto

monopirrélico porfobilinogénio (PBG) (Figura 1).



10

ALA-D

CO,H CO,H

NH/ NH/

Acido 5-aminolevulinico

Figura 1 — Reagao de formagao de porfobilinogénio catalisada pela ALA-D

A reacdo catalisada pela ALA-D faz parte da via de biossintese dos
compostos tetrapirrélicos (corrinas, bilinas, clorofilas e hemes) (Figura 2). A
grande importancia destes compostos reside na sua fungdo como grupos
prostéticos de proteinas. O heme (ferroprotoporfirina) faz paﬁe da estrutura de
proteinas que participam do transporte e armazenamento de oxigénio
(hemoglobina e mioglobina), transporte de elétrons (citocromos a, b e c), reagdes
de transformac&o de xenobidticos (citocromo Puso) € do sistema de protecao

contra peroxidos (catalases e peroxidases). Existem evidéncias de que a ALA-D
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poderia ser a etapa limitante na via de biossintese do heme (Borraiho et al., 1989,;
Borralho, 1990). Em mamiferos os tecidos que apresentam maior atividade

enzimatica séo figado, rim e os tecidos hematopoiéticos (Gibson et al., 1955).
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Uma importante caracteristica da ALA-D, independentemente da fonte
estudada, é a essencialidade dos grupos sulfidrila para sua acéo catalitica
(Tsukamoto et al., 1979; Bevan et al., 1980). Desta forma, a enzima é inibida por
bloqueadores de grupos -SH, tais como paracloromercuribenzoato, N-
etilmaleimida, monoiodoacetamida e acido 5-5'ditiobis (2-nitrobenzéico) (Batlle et
al., 1967; Wilson et al., 1972; Jordan et al., 1976; Barnard et al., 1977). Ela
também é inibida por ions metalicos que possuem elevada afinidade por
grupamentos sulfidrila, tais como chumbo, cobre, cadmio e mercurio (Gibson et
al., 1955; Wilson et al., 1972; Hutton, 1983; Rodrigues et al., 1989, 1996; Rocha
et al., 1993, 1995; Campagna et al., 1999; El Missiry, 2000) e é oxidada quando
submetida a atmosfera de oxigénio puro (Tsukamoto et al., 1979). Tsukamoto et
al. (1980) e Hasnain et al. (1985) demonstraram que os residuos de aminoacidos
criticos no sitio catalitico sdo dois residuos de cisteina, dois grupos imidazélicos
da histidina e um grupo lisina.

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

se por ser o metal mais estudado quanto a inibicdo da enzima e por ser um metal

_que apresenta uma grande eficiéncia inibitéria (Hinmarsh, 1986; Simons, 1995). A
ALA-D é a enzima mais sensivel da via de biossintese do heme & inibicao pelo

chumbo (Goering, 1993). A inibicdo desta enzima pelo chumbo tem sido implicada

na patogénese da intoxicagdo por este metal, uma vez que varios processos

celulares criticos s&o afetados por uma concentragdo reduzida de heme. O heme

serve como grupo prostético para varios citocromos, os quais estao envolvidos no

metabolismo mitocondrial (Goering, 1993) e na metabolizagdo de substancias

endogenas e xenobidticos (Larini et al., 1997). O heme é grupo prostético para
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hemoglobina e mioglobina (Dow et al, 1996). Além disto, tem sido proposto que o
substrato da enzima, o acido &-aminolevulinico (ALA), o qual acumula-se na
intoxicagdo por chumbo, seja responsavel, pelo menos em parte, pela
neurotoxicidade deste metal por gerar espécies ativas de oxigénio (Bechara et al.,
1993; Afonso et al, 1997) e/ou por causar dano mitocondrial (Hermes-Lima et al.,
1992). Também foi demostrado que o ALA compete com receptores neuronais
para acido gama-aminobutirico (GABA) (Brennan et al., 1980).

Varios estudos sobre a inibicdo da ALA-D pelo chumbo tém sido
conduzidos, especialmente em eritrécitos de diversas espécies animais (Granick
et al., 1973; Mitchell et al., 1977; Rodrigues et al., 1989; Gonzaiez & Tejedor,
1992; Murase et al.,, 1993; Simmonds et al., 1995; Campagna et al., 1999; El
Missiry, 2000). A atividade da ALA-D em sangue humano pode ser correlacionada
com a concentragdo de chumbo sanglineo, podendo, desta forma, auxiliar no
diagnéstico da intoxicagdo aguda e cronica por este metal (Granick et al., 1973;
Mitchell et al., 1977; Amitai, et al. 1999).

A inibicdo da ALA-D por chumbo parece ser devido ao fato de o chumbo
formar uma ponte com dois grupos sulfidrila vizinhos ao centro ativo da enzima
(Goering, 1993). A inibicdo €, na maioria das fontes enzimaticas estudadas, do
tipo ndo competitiva (Wilson et al., 1972; Sakai et al., 1983; Rodrigues et al,
1989).

Além do papel da ALA-D na biossintese do heme, uma outra fungéo tem
sido atribuida a esta enzima. Achados sugerem que a ALA-D poderia ter uma
importancia adicional, uma vez que essa enzima €& idéntica ao inibidor de

proteosoma, o qual atua na degradagdo de proteinas anormais, fatores de
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transcricdo, oncoproteinas, ciclinas, bem como no processamento de antigenos

(Guo et al., 1994).

1.5. Efeito do ditiotreitol sobre a ALA-D

O DL-ditiotreitol (DTT) ou reagente de Cleland & um agente redutor capaz de
reduzir dissulfetos quantitativamente e de manter grupos tidlicos no estado
reduzido (Cleland, 1963). Ele também funciona como um eficiente quelante de
metais. O Pb?* forma varios complexos com DTT. Esta demostrado que 1mM de
DTT liga até 99 partes em 100 de Pb*" em solugdo, em pH'7,0 (Gnonlonfoun et
al., 1991). |

Granick et al., (1973) utilizaram o quociente entre a atividade da ALA-D
reativada por DTT e a atividade n&o reativada em sangue humano para a
avaliagdo do nivel de inibicao desta enzima por chumbo. Sakai et al., (1980)
usaram o inverso deste quociente. Em ambos os casos, foram obtido indices de
correlacdo ainda superiores ao observado entre a concentragcdo sanguinea de
chumbo e a atividade da enzima como tal. Portanto, 0 uso do DTT no ensaio
enzimatico da ALA-D em _individuos expostos ao chumbo parece ser um
parametro eficiente e sensivel para avaliar o grau de inibigdo da ALA-D pelo
chumbo, pelo menos no que diz respeito 4 enzima de fonte sanguinea. A partir
destes relatos, o DTT tem sido usado por alguns investigadores para ativar a
ALA-D incubada na auséncia de metais inibidores ou inibida por chumbo (Sassa,

1982; Murase et al., 1993; Gupta et al., 1995; Rodrigues et al., 1996a).
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1.6. Acgodes do chumbo sobre o sistema nervoso central

1.6.1. Alteragdes funcionais

O chumbo é um metal pesado ja bem estabelecido na literatura como
agente toxico ambiental, sendo responsavel principamente por alteragbes de
ordem cognitiva e motora.

Muitos trabalhos tém demonstrado as implicagdes do chumbo em
comprometimentos funcionais de adultos, criancas e animais experimentais.

Danos funcionais em individuos aduitos com uma concentragdo de chumbo
de 30 pg/dL de sangue ndo sdo evidenciados, porém nesta situacdo ha a
diminuicéo da atividade da ALA-D e aumento da protoporfirina eritrocitaria. Numa
concentragdo de chumbo de 75 pg/dL de sangue os sintomas s&o evidentes e
caracterizados por disturbios psicomotores, comprometimento da capacidade
intelectual e alteragcées emocionais (Hanninen, 1982).

A neuropatia periférica é caracterizada pela destruicdo das células de
Schwann com desmielinizacdo e degeneracdo axonal, podendo ser encontrada
em niveis de chumbo no sangue menores do que 40 ug/dL (Henretig, 1998).

Nos ultimos anos vém aumentando a preocupagdo na comunidade cientifica
quanto aos efeitos do chumbo sobre as criangas. Estudos epidemiolégicos em
criangas tém demonstrado uma relagdo entre os niveis de chumbo no sangue e o
desenvolvimento cognitivo (Bressier et al, 1999). Estudos revelam que as
criangas expostas ao chumbo apresentam perda de capacidade motora e de fala,

disturbios da coordenacgéo das méaos e olhos, falta de percepgéo sensorial, déficit
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no tempo de reagdo, que acabam resultando em prejuizos na aprendizagem
(Klassen, 1996; Locey et al., 1998).

Nos Estados Unidos ha trabalhos demonstrando déficit de quociente de
inteligéncia (Ql) em criancas expostas ao chumbo. Estudos mostram que o
aumento do nivel de chumbo corporal em criangas esta associado com
comprometimento na organizagdo espacial e aumento da distrabilidade. Também
ha relatos de déficit de aprendizagem em macacos e ratos com niveis de chumbo
> 10 pg/dl de sangue, de forma similar a humanos (Bressler, 1999). Foi observado
comprometimento no desempenho escolar em criangas com valores acima de 10
ug/dL de chumbo no sangue (Davis et al., 1993).

Apds o nascimento o cérebro desenvolve um complexo circuito neuronal que
o capacita a processar informacdes e responder a estimulos ambientais. O
circuito a desenvolver-se € dependente de experiéncias péé-natais (Bressler,
- 1999). A aprendizagem de novas tarefas &€ dessa forma dependente do
desenvolvimento de novos circuitos, que é a selegdo e perda de sinapses. O
déficit de aprendizagem ocorrido em animais expostos ao chumbo, pode ser
devido ao fato do metal estar interferindo no remodelamento das sinapses (Bliss
& Collingridge, 1993). No rato a multiplicagdo neuronal acontece principalmente
durante a ultima semana de gestacdo, mas nas trés primeiras semanas de vida
pos-natal ocorre um crescimento rapido de cérebro, caracterizado por uma
intensa sinaptogénese e mielinizagao (Gottlieb et. al., 1977; Bayer et al., 1993).
Segundo Gottlieb et. al., 1977 as trés fases de desenvolvimento pds-natal s&o:

Primeira fase: 0 ao 6° dia; Segunda fase: do 8° ao 12° dia; Terceira fase: 17° ao
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23° dia de idade, como dito anteriormente periodo no qual o animal €
extremamente susceptivel a agressbes por agentes ambientais.

Uma das formas de se avaliar danos no SNC é o estudo através de tarefas
utilizadas na avaligdo da aprendizagem e memoéria em animais expostos ao
chumbo como: campo aberto, esquiva ativa (Rodrigues et al., 1996b) e esquiva
passiva (Altmann et al., 1993), condicionamento operante (Cory-Slechta et al.,
1998), comportamento de alternar espontaneo (Barret e Livesey, 1985),
aprendizado latente em labirinto (Rodrigues et al., 1993) e labirinto aquético de
Morris (David et al., 1996; David et al., 1997).

Um dos possiveis mecanismos de ag@o do chumbo no sentido de causar
déficit de aprendizado/memdria € através do bloqueio da potenciacdo a longo
prazo (“‘Long term potentiation”)(LTP) (Aitmann et al., 1991; Hori et al., 1993;
Malenka & Nicoll, 1999). A LTP é uma propriedade fundamental da maioria das
sinapses excitatérias no cérebro de mamiferos para os processos de memobria e
aprendizagem (Malenka & Nicoll, 1999). A LTP no hipocampo é o principal
modelo experimental usado no estudo do papel das sinapses no processo de
~memodria e aprendizagem (Akhondzaeh, 1999). O hipocampo inclusive, parece ser
um dos alvos da acéo do chumbo (Alfano & Petit, 1981).

A exposicdo cronica de ratos ao chumbo prejudica a indugédo da LTP nas
regides do giro denteado e CA1 do hipocampo (Bressler, 1999). A exposigcéo ao
chumbo inibe a formagdo e a manutencdo da LTP em fatias de hipocampo de
ratos expostos ao metal no periodo perinatal (Altmann et al, 1993).

Também sdo evidenciadas alteragdes locomotoras em animais expostos ao

chumbo. Alguns pesquisadores relatam que o comportamento de orientagdo em



19

campo aberto dos animais pode ser comprometido devido ao fato de que os
tratamentos utilizados possam alterar a atividade locomotora dos animais,
principalmente em decorréncia da hiperatividade ocasionada (Rodrigues et al.,
1996b). A tarefa de geotaxia negativa é utilizada com objetivo de analisar
alteragcbes na atividade psicomotora de animais. A exposicdo ao chumbo pode
alterar a coordenag&o motora em animais e humanos (Meilo et al., 1998; Locey et
al., 1998).

Alguns resultados registraram melhora no desempenho na tarefa
geotactismo negativo em ratos tratados com chumbo (Mello et al., 1998). Porém
Rocha et al. (1993) registraram um aumento na laténcia para completar a
resposta de geotactismo negativo em animais expostos ao mercurio durante o
segundo estagio de desenvolvimento rapido do cérebro. O chumbo e mercurio
sdo metais pesados que apresentam acdes organicas similares. Mesmo com
diferentes resultados obtidos nos trabalhos, parece que a exposi¢gao ao chumbo
realmente de uma forma ou de outra, altera a resposta desta tarefa.

Apesar da grande quantidade de trabalhos que estudam os efeitos do
chumbo durante o desenvolvimento do SNC, ha poucos relatos do efeito deste

metal na segunda fase de desenvolvimento do SNC de animais.

1.6.2. Alvos moleculares de agdo do chumbo

O chumbo possui multiplos alvos moleculares de acéo, entre os quais
podemos citar alteragcbes na atividade de enzimas, tais como: adenilato ciclase,
6xido nitrico sintase e proteina quinase C (PKC) (Rodrigues et al., 1999; Quinn &

Harris, 1995; Sun X. et al., 1999).
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Uma outra enzima que tem sua atividade afetada pelo chumbo é ALA-D,
conforme mencionado anteriormente neste trabalho.

Segundo Goering (1993) ha uma caréncia de estudos que examinam o0s
efeitos do chumbo sobre a biossintese de heme no cérebro de mamiferos. Os
dados da literatura sobre a atividade especifica da ALA-D em animais expostos
ao chumbo sé&o principalmente em sangue, rim e figado. Poucos estudos tém
investigado a atividade da ALA-D cerebral, sendo que os resultados revelam uma
insensibilidade da enzima cerebral a acdo do chumbo (Rocha et al., 1995) ou uma
sensibilidade da enzima cerebral no caso de exposigdo cronica ao metal
(Rodrigues, et al., 1996a).

Alguns estudos tém indicado que provavelmente a insensibilidade da ALA-D
de cérebro e rim em casos de exposi¢do de animais experimentais ao chumbo
seja devido a presenc¢a de uma proteina ligadora de chumbo no cérebro e no rim
de animais intoxicados (Goering et al., 1993), o que reduziria a disponibilidade de
chumbo intracelular:

Outros estudos suportam também que o chumbo exerga parte dos seus
efeitos por intervir em mecanismos dependentes de calcio. Dietas deficientes em
célcio resultam em elevados niveis de chumbo em criangas e também em animais
experimentais que receberam chumbo, provavelmente pelo bloqueio na absorgéo
de chumbo no intestino pelo célcio . O chumbo é um potente bloqueador de
canais de caicio em tecidos excitaveis (Kiss & Osipenko, 1994). Célcio e chumbo
competem pelo mesmo sitio de ligagdo na familia de proteinas a qual pertence a

calmodulina. Assim sendo, o déficit de aprendizagem causado pelo chumbo pode
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ser explicado em parte pelo efeito do metal sobre proteinas dependentes de
calmodulina (Bressler et al., 1999).

Tem sido relatado que o chumbo afeta varios sistemas de
neurotransmissores, tais como: colinérgico, noradrenérgico, gabaérgico,
dopaminérgico (Goyer, 1996) e glutamatérgico (Johnson & Goldstein, 1998).

A abundancia das vias glutamatérgicas e a ampla distribuigdo dos
receptores de glutamato no sistema nervoso central é indicativo do papel critico
do glutamato nas fungdes cerebrais (Cartmell & Schoepp, 2000).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério no sistema nervoso
de mamiferos. Quando os terminais glutamatérgicos s&o despolarizados, o
glutamato vesicular é liberado na fenda sinaptica de forma calcio dependente
(Obrenovitch & Urenjak, 1997). Ha duas categorias de receptores de glutamato,
os que medeiam abertura de canais idnicos ou receptores ionotropicos e 0s
receptores metabotrdpicos, os quais estdo associados a proteina G ligada "a
ativacdo da fosfolipase C ou inibicdo de adenilato ciclase. Os receptores
ionotrépicos sdo subdivididos em trés populacdes: aqueles 'que sdo ativados pelo
N-metil D-aspartato (NMDA), os que respondem ao 4cido kainico (KA), e aqueles
sensiveis ao 4acido «-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico (AMPA)
(Michaelis, 1998).

O subtipo de receptor mais claramente implicado no desenvolvimento e
plasticidade neural é o receptor ionotropico NMDA (Figura 3), através do qual
ocorre o influxo de célcio e sédio. O receptor de NMDA é especial porque ele
requer a estimulagcdo do glutamato e glicina (co-agonista), bem como a

despolarizacdo da membrana para abertura do canal. Isto permite o receptor
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funcionar com um “coincidence detector” que somente opera quando multiplos
estimulos sinapticos sdo dados ao neurdnio ao mesmo tempo. Esta caracteristica
é importante para a LTP, um processo pelo qual a forte estimulago excitatoria
causa potenciacdo do estimulo subsequente ao longo da mesma via. Esta parece
ser uma das bases fundamentais envolvidas no processo de aprendizagem.
Drogas que blogueiam receptores NMDA, blogueiam aprendizagem e memoria.
(Akhondzadeh, 1999).

Os cétions divalentes como zinco € magnésio tém papéis importantes na
regulacéo da atividade do receptor NMDA. O zinco ¢é liberado juntamente com o
glutamato nas sinapses do hipocampo e tem um efeito inibidor ao se ligar no seu
sitio especifico de ligagdo no receptor de NMDA. Dentro do canal no receptor de
NMDA também ha um sitio de ligagdo para magnésio, o qual bloqueia a entrada
de célcio no estado de repouso, mas é liberado quando a membrana é
despolarizada (Akhondzadeh, 1999).

A identificacdo de muitiplas subunidades do receptor NMDA através de
clonagem, mostram diferentes distribuicdes, propriedades e regulacdo, sugerindo
gue esses receptores sdo heterogéneos em suas propriedades farmacologicas, e
que suas fungdes dependem da regido e do estagio de desenvolvimento cerebral
(Yamukura & Shimoji, 1999).

Tem sido demonstrado através de est_udos comportamentais e
neuroquimicos que o chumbo bloqueia os receptores NMDA e também altera a
expressdo de subunidades de receptores NMDAR-2A em hipocampo de ratos
(Jonhston & Goldstein, 1998; Guilarte & Nihei, 1999). O complexo recebtor NMDA

além dos sitios alostéricos para zinco e glicina, também apresentam sitios de
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ligacdo para poliaminas e fenciclidina, os quais estdo intimamente associados
com o canal do receptor (Akhondzaeh, 1999).

Foi proposto que o sitio do receptor de NMDA no qual o chumbo interage €
o sitio modulatério que liga zinco (Guilarte et al.,1995). No entanto, um estudo
recente indica que o chumbo inibe o receptor NMDA ligando em um sitio diferente
do sitio alostérico do zinco (Lasley & Gilbert, 1999). Desta forma, é interessante
estudar o efeito do chumbo e do zinco per se, bem como da co-administragdo de
chumbo e zinco durante uma fase critica de desenvolvimento do SNC sobre
tarefas que avaliam a memoaria espacial, bem como a funcionalidade do receptor
de NMDA, através do estudo da sensibilidade a convulsdo provocada pelo

tratamento com administracéo sistémica de NMDA

gt e GLU, NMDA. agorest-binding sites
Redox site \and APV, CPP antagonist sites

Glycosyiation site

By

Phosphorylation sites

Figura 3 — Representa¢do esquematica do receptor NMDA
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1.7. O zinco

O zinco (Zn) depois do ferro € o microelemento de maior abundancia no
corpo humano. Ele é necessario a fungdo de inumeras proteinas, sendo que
dietas deficitarias em zinco podem resultar em alteragcbes por exemplo, na
maturacdo sexual, crescimento, fungdes imunolégicas e fungdes neurolégicas de
animais e humanos (Choi e Koh, 1998). O zinco é cofator para uma série de
enzimas vitais @ homestasia no organismo humano, incluindo a ALA-D e também
tem um papel estrutural em um grande numero de proteinas e fatores de
transcricdo (Vazak & Haster, 2000). O zinco é essencial para a sintese de
coenzimas que medeiam a sintese e metabolismo de aminas biogénicas
(Sandstead et. al., 2000).

‘Muitos estudos tém sugerido que o zinco seja um possivel sinalizador
intercelular. Ha4 evidéncias de que 0 zinco € liberado sinapticamente, mais
exatamente co-liberado em sinapses excitatorias glutamatérgicas. A co-liberagéo
de zinco parece modular injurias excitotoxicas nas sinapses excitatérias
glutamatérgicas e portanto, pode estar envolvida na patogénese de algumas
doencgas. Ha uma estimativa que a concentragio de zinco intracelular é na ordem
de 150 uM (dependendo do local), sendo sua maior concentragdo encontrada nas
fibras musgosas do hipocampo (Choi e Koh, 1998). A concentragdo deste metal
varia entre distintas regides cerebrais (Frederickson, 1989).

A deficiéncia aguda de zinco compromete as fungbes cerebrais de animais
experimentais € humanos. Animais experimentais com deficiéncia de zinco

durante o periodo inicial do desenvolvimento cerebral apresentaram ma
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formacdes, onde féram relatadas anormalidades microscopicas e subsequente
comprometimento funcional do cérebro. Um limitado numero de trabalhos sugere
que um fendmeno similar possa ocorrer em hurﬁanos (Sandstead et. al., 2000).

Uns dos principais alvos do zinco sdo as proteinas chamadas de
metalotioneinas (MT) que tém um papel de detoxificagdo de metais e parecem
estar envolvidas em processos bioldgicos diferentes como apoptose e regulagéo
de desenvolvimento neuronal (Vazak & Haster, 2000). Estas proteinas tém sua
sintese induzida pelo zinco e outros metais como cadmio e cobre (Baeuerle,
1995). A homeostase de zinco nos eritrocitos € mantido pela sua ligagédo com a
proteina metalotioneina e outro estudo demonstra a existéncia de um
transportador de zinco (ZnTs).

Flora et al. (1994) demonstraram em seus estudos que o zinco foi capaz de
aumentar a remog¢éao de chumbo do sangue e de tecidos moles, éumentando a
excre¢do urinaria do chumbo.

O zinco esta associado & morte de células gliais e neuronais. Doencas
neurodegenerativas s&o relacionadas ao aumento da concentracéo de zinco, o
qual apresenta propriedades epileptogénicas, possivelmente por aumentar a
concentracdo de potassio. Varios estudos in vitro séo relatados na literatura,
demonstrando alteracdes morfoldgicas, necrose e apoptose de células expostas a
altas concentragdes de zinco. Este metal pode ingressar nos neurdnios através
de trés vias: 1° - canais de calcio voltagem dependente; 2° - canais do receptor de
NMDA,; 3° - sub-tipos de receptores AMPA (possivelmente também cainato).

Algumas doengas sdo associadas a morte neural mediada por zinco. A

isquemia global esta relacionada "a deple¢do de zinco nas fibras musgosas,
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juntamente com o aparecimento de zinco na degeneragéo de neurdnios da regido
CA3. A translocacéo. do zinco pré-sinaptico para o corpo celular dos neurdnios
parece ser prioritario para que ocorra morte celular (Koh etl al. 1996)

Doencas neurodegenerativas estdo associadas aos baixos niveis de zinco
no cérebro, os quais seriam responsaveis por apoptose, sendo que alguma
evidéncias o associam a doencas como Alzheimer, Parkinson e deméncia (Ch_gi e
Koh 1998).

Varios estudos tém relatado que chumbo interage com alvos moleculares
nos quais o ligande enddgeno é zinco, e isso poderia em parte explicar os efeitos

téxicos no.chumbo.

1.7.1. O zinco e a ALA-D

O zinco parece ter o papel de evitar a autoxidagéo dos grupos —SH da ALA-
D e/ou estabilizar a conformagédo ativa da enzima, (Tsukamoto et al. 1979;
Hasmain et al. 1985), além de participar da atividade catalitica da mesma
(Spencer & Jordan, 1994). Estudos com inje¢des intraperitoneais de cloreto de
zinco em camundongos resultou no aumento da atividade da ALA-D sangiinea e
esplénica (Sakaguchi et al. 1997).

Chumbo e zinco parecem competir pelo mesmo sitio de ligagdo na ALA-D e
metalotioneina, sendo que o chumbo é mais potente nesta competicdo do que o
zinco na ligagéo a ALA-D (Bressier et al. 1999).

Estudos da estrutura da ALA-D revelaram que a substituicdo do zinco pelo
chumbo inativou a enzima (Warren, et al. 1998). A ligagdo do ion chumbo (Pb?*)

ao grupo sulfidrila ao qual normalmente liga ion zinco (Zn*') evita a ligacdo da
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segunda molécula do substrato acido delta aminolevulinico (ALA) (Goering,
1993). Alguns estudos demonstram que o zinco pode conferir uma protecdo em
relacdo a toxicidade pelo chumbo, pois o0 zinco seria capaz de restaurar a

atividade da enzima ALA-D no sangue inibida pelo chumbo (Satija & Vij, 1995).

1.7.2. O zinco e o receptor glutamatérgico do sub-tipo NMDA

O zinco é liberado das vesiculas das terminagdes pré-sinapticas de
neurdnios glutamatérgicos que modulam receptores NMDA po6s-sinapticos
(Sandstead et al. 2000), sendo esta dependente de célcio durante a atividade
neural (Yamukura & Shimoji, 1999). O aumento extracelular de zinco esté
relacionado com alteragées no comportamento de receptores e canais na
membrana, como a atividade de canais de sddio e potassio (Choi & Koh, 1998).

O zinco atenua a atividade dos receptores NMDA e também reduz a
resposta dos receptores GABAa. O significado funcional da liberag@o do zinco
sinaptico é de servir como mensageiro transinaptico em LTP, entrando pos
sinapticamente e ativando PKC (Choi & Koh, 1998).

Efeitos contraditérios do zinco séo relatados na literatura, cbmo o seu efeito
convulsivante que é atribuido 3 inibi¢do da glutamato descarboxilase acida ou da
bomba de Na+/K+ ATPase e anticonvulsivante por inibi¢do de receptor NMDA
(Choi & Koh, 1998).

Como ja4 mencionado anteriormente o chumbo bloqueia os receptores
NMDA (Alkondon et al., 1990; Guilarte et al., 1994; Cory-Slechta et al., 1997). O
sitio modulatério de zinco no receptor NMDA parece ser o alvo da interagdo do

chumbo com esse receptor (Guilarte et al., 1995). Essa interacdo poderia ser
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responsavel em parte pelo comprometimento principalmente cognitivo em animais

€ humanos.

1.8. Modelos animais para estudo das alteragcdes comportamentais
causadas pelo chumbo
Existe uma variedade de modelos experimentais utilizados para o estudo
dos processos cognitivos, mais especificamente aprendizagem e memoria.
Aiguns modelos s&o aplicados na tentativa de estudar os efeitos de compostos
neurotéxicos, como por exemplo o chumbo. Os modelos existentes s&o aplicados
a varias espécies de animais, sendo os ratos e macacos os principais alvos
desses estudos. |
Uma das tarefas comportamentais utilizadas para estudo de aspectos como
aprendizagem e memoéria em ratos € a habituagdo em campo aberto, tarefa essa
que permite uma expressdo natural do comportamento em um ambiente novo,
presumivelmente nao aversivo. A habituacdo a um ambiente se expressa pela
reducgéo de tais atividades sob exposicao repetida ao mesmo ambiente (O’Keefe
& Nadel, 1978; Dutra et al_., 1991).
Aprendizado e memoria s&o parametros utilizados frequentemente como
manifestacOes da étividade do SNC (McGaugh, 1988, Izquierdo & Medina, 1993).
Luthman et al. (1992) demostraram que animais expostos ao chumbo no
inicio do periodo pésnatal, com doses que se aproximavam daquelas observadas
em criangas, apresentaram déficit no comportamento explorétério e na atividade

motora. Fergunson & Bowman (1990) demonstraram déficit de habituag&o em
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macacos tratados com chumbo no campo aberto. Qutros estudos demostraram
este efeito em ratos expostos ao chumbo (Rodrigues et al., 1996b).

O comprometimento no desenvolvimento cognitivo pode ser evidenciado
através do déficit de aprendizagem.

O condicionamento operante representa modelos de aprendizagem nos
quais o padrdo de respostas, geralmente em forma de pressionar uma barra, s&o
estudados em relagdo ao programa de reforco controlado pelo experimentador.
Cada programa é baseado no numero de respostas requeridas para o reforgo ou
a relagdo temporal entre a entrega do reforco. A aprendizagem controle
programada pode ser um teste de aplicacdo na toxicologia comportamental.
Através da andlise da relagdo das propriedades temporais e seriais do
comportamento, pode-se avaliar as consequéncias de uma exposi¢do quimica
(Bubacher & Grant, 2000).

A aprendizagem é um processo no qual capacita humanos e animais
adaptar-se a seus ambientes usando experiéncias para ajustar seus
comportamentos (Warren et al. 1998). A aprendizagem espacial é resultado de
toda a formagdo de memérias que permite posteriormente a discriminagéo do
lugar por referéncias circunvizinhas e discriminacao de posicdes como definida
pela orientacgéo relativa do individuo (Bitterman, 1996).

A alternacdo espontanea tem sido utilizada para avaliar a integridade
hipoCampaI (Yadin et al.,1991). O hipocampo esta envolvido em processos
responsaveis pela memoéria espacial e parece ser um dos alvos da agdo do

chumbo no SNC. Esta tarefa é baseada na tendéncia natural dos animais em
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explorar sucessivamente novos espacos (Yadin et al., 1991; Einat & Szechtman,
1995).

Alguns resultados de testes utilizados no estudo dos processos cognitivos
podem ser atribuidos a alteragdes periféricas, como por exemplo na coordenacao
motora dos animais. Um dos modelos aplicados com o objetivo de se estudar
possiveis alteragbes motoras em animais expostos a agente téxicos € o de
comportamento reflexo de geotactismo negativo, pois grande parte dos animais
com quatro a cinco dias de vida ja apresentam esse comportamento. Sendo
assim, o estudo do comportamento reflexo de geotactismo negativo é atil para se
observar possiveis alteragcdes por agentes tdxicos sobre coordenagéo motora
dos animais numa fase inicial de vida p6s natal. Ha relatos indicando que o
chumbo pode comprometer a coordenagdo motora fina em humanos (Henretig,
1998).

Na literatura ha varios relatos que demonstram o receptor NMDA como um
dos possiveis alvos moleculares de acdo do chumbo (Alkondon et al. 1990,
Guilarte et al. 1995, Cory — Slechta et al. 1997, Guiiarte & Nihei 1999). O
envolvimento do receptor NMDA pode ser realizado através de estudos
eletrofisiolégicos, de neuroquimica (binding) ou ainda por manipulagdo
farmacolégica através do tratamento dos animais com agonistas do receptor, por
exemplo administragdo sisttmica de NMDA com posterior analise

comportamental.
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2. OBJETIVOS

21. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo investigar a ocorréncia de alteragbes

bioguimicas e comportamentais decorrentes da administragdo aguda de chumbo

na presenga ou na auséncia de zinco em ratos durante o segundo estagio de

desenvolvimento cerebral rapido pbs-natal.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliagdo do peso corporal, bem como dos 6rgios isolados em funcdo do
tratamento com chumbo, zinco e associacdo chumbo + zinco.

Determinar a concentracao de chumbo no sangue e cérebro de ratos jovens
tratados com chumbo, zinco e associagdo chumbo + zinco.

Estudar a atividade especifica da enzima ALA-D e a sua reativagcdo com
ditiotreitol em sangue, rim e cérebro de ratos jovens tratados com chumbo,
Zinco e associagdo chumbo + zinco.

Investigar alteragdes na atividade e coordenagdo motora de ratos jovens
tratados com chumbo, zinco e associagdo chumbo + zinco.

Investigar a sensibilidade a convulsdes induzidas por NMDA em ratos jovens
tratados com chumbo, zinco e associa¢cdo chumbo + zinco.

Investigar alteragdes no processo de aprendizagem e memoria em ratos jovens

tratados com chumbo, zinco e associagdo chumbo + zinco.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Reagentes
e Acetato de chumbo I, p.a. (Sigma)
o Acido acético glacial (Synth)
¢ Acido §-aminolevulinico (Sigma)
e Acido cloridrico, p.a. (Merck)
e Acido nitrico, p.a. (Merck)
¢ Acido perclérico (Synth)
e Acido tricloroacético, p.a. (Merck)
e Albumina de soro bovino (Sigma)
e Carbonato de sodio (Reagen)
e Cloreto de mercurio Il, p.a. (Sigma)
e Cloreto de zinco i, p.a. (Merck)
¢ DL-Ditiotreitol (Sigma)
o Fosfato de sbédio monobasico, p.a. (Fisher)
e Fosfato de sddio dibasico, p.a. (Fisher)
e Heparina (Roche)
e Hidréxido de sbdio, p.a. (Vetec)
e p-dimetilaminobenzaldeido (Vetec)

e Peréxido de hidrogénio (Merck)
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Reativo de Folin-Ciocalteau (Sigma)
Sulfato de cobre Il, p.a. (Chemco)
Tartarato de sédio e potassio (Chemco)

Triton X-100 (Sigma)

3.1.2. Equipamentos

Agitador de tubos PHOENIX AP-56

Balang¢a analitica OHAUS Explorer

Banho Maria FANEM 100

Centrifuga Ependorff Centrifuge 5415 C

Centrifuga microhematécrito FANEM 207-N
Espectrofotdmetro de ultravioleta UV-VIS (HITACHI) U-2010
Homogenizador OMINI 6LH

Material cirtirgico

Muititimer PHOENIX TP-120

Pipetas Finnpipette

Condicionador Modelo ELT 02 Marca ACE
Espectrofotdmetro de absorgéo atdomica Spectra Zeemam 220 — Varian

Microondas para digestao DGT 100
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3.2. Animais e tratamento

Ratos Wistar de ambos o0s sexos foram tratados com salina (grupo
controle), acetato de chumbo (8 mg/kg), cloreto de zinco (2 mg/kg) e associagdo
acetato de chumbo (8 mg/kg) + cloreto de zinco (2 mg/kg) através de injegbes
intraperitoneais (i.p.) diarias no periodo compreendido entre o 8° e 0 12° dia de
vida‘, conforme Rocha et al. (1995). A dose de chumbo foi baseada em estudos
prévios nos quais os ratos foram expostos a 7 mg/kg, sc no mesmo periodo acima
referido (Rocha et al. 1995). A dose de zinco foi selecionada baseado em um
estudo que revelou que o zinco foi capaz de proteger a ALA-D dos efeitos do
chumbo numa dose 4 vezes menor a do chumbo (Satija & Vij, 1995). Os animais
foram mantidos em ciclo claro/éscuro de 12 horas, em uma sala com temperatura
controlada entre 22 e 24°C. Foram utilizados ratos machos e fémeas, os quais
foram igualmente distribuidos entre as ninhadas. As tarefas comportamentais e
analise do conteudo de chumbo foram realizadas no 20° e/ou 21° dia de idade nos
ratos previamente tratados. Do 8° ao 13° dia de idade, foi realizada a tarefa de
comportamento reflexo de geotactismo negativo e no 13° dia de idade foram
realizadas as determinagcdes enzimaticas e a observagdo das convulsbes
induzidas por NMDA nos ratos previamente tratados. O ganho de peso corporal

dos animais foi observado ao longo do tratamento e no 21° dia de idade.
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3.3. Dosagem de chumbo

3.3.1. Dissecac¢ao do cérebro anterior dos animais

Os ratos foram devidamente anestesiados e decapitados com guilhotina 24
horas apés o término do tratamento, e logo apés a pele da cabecga foi rebatida e
um corte foi feito entre os forames oculares. O encéfalo foi exposto cortando-se
medialmente o0 0sso na sutura parieto-frontal até atingir o corte entre os forames
oculares. O cranio foi aberto e o encélafo removido com o auxilio de uma
espatula. Este foi colocado sobre uma placa de Petri invertida sobre gelo picédo,
a qual era revestida com papel filtro umedecido com solucéo fisioldgica. O
cerebelo, o tronco cerebral e o bulbo olfatério foram removidos. O cérebro
anterior (isento de cerebelo, tronco cerebral e bulbo olfatério) foi imediatamente
‘pesado em balanca analitica digital. A coleta de sangue foi por decapitagéo,
sendo o mesmo acondicionado em tubos de eppendorf devidamente identificados

e heparinizados.

3.3.2. Determinag¢ao de chumbo

As dosagens de chumbo foram realizadas no Centro Tecnoldgico da
UNISUL. Amostras de tecidos e sangue que estavam congeladas foram
descongeladas lentamente até temperatura ambiente. As amostras de tecido
foram entdo submetidas a digestdo com 3ml de HNOz p.a, 2 mL HCI p.ae 2 mL
H.0, 30% e em seguida levadas ao microondas DGT 100. Ao final da digestédo o
volume final das amostras foi elevado até 25 ml para posterior leitura. O teor de

chumbo das amostras foi registrado em um espectrofotbmetro de absorgéo
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atdbmica. As amostras de sangue foram tratadas com Triton X-100 10% e TCA
0,25% e também analisadas por espectrofotometria de absor¢do atdbmica com
forno de grafite. Os resultados de chumbo no sangue foram expressos em pg
Pb/dl de sangue total e o teor de Pb nos tecidos foi expresso em ppm, ou seja,

ug Pb/g de peso de umido da amostra.

3.4. Determinacgao da atividade da enzima d-aminolevuiinato desidratase no
cérebro, rim e sangue.

O cérebro total e rins foram dissecados e homogeneizados com o auxilio
de um homogeneizador Potter-Elvehjem na proporcdo de 1:5 e 1:10 em salina
(NaCl 150 mM), respectivamente. O material foi centrifugado a 5.000 g durante 15
minutos a 4°C em uma centrifuga refrigerada. Os sobrenadantes foram coletados
e usados nos ensaios enzimaticos. O sangue foi coletado em tubo heparinizado e
diluido com salina na propor¢do de 1:5. A atividade da enzima ALA-D foi
determinada de acordo> com o método de Sassa (1982), com as modificacbes
realizadas por Rodrigues et al. (1996a). A técnica avalia a formagdo do
porfobilinogénio (PBG). As condi¢des de incubagdo foram: temperatura de
incubagdo de 37°C durante 60 min para o sangue e temperatqra de incubagao de
39°C durante 90 min e 180 min, para o rim e cérebro, respectivamente. A reacao
foi finalizada através da adigdo de TCA 10% contendo 0,05 M de HgCl..

Os ensaios foram realizados sob velocidade constante e havia uma relagao
linear entre o contelido de proteina e a formacgéo do produto (PBG). A leitura da
absorbancia foi realizada a 555 nm. O coeficiente de absor¢do molar do produto

da reagdo do PBG com o reagente de Ehrlich modificado é 6,2 x 10* cm™ M
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(Mauzerall & Granick, 1956). A atividade énzimética foi expressa como nmol
PBG/h/mg proteina para a ALA-D de rim e cérebro e como ﬁmol PBG/h/ml
eritrocito para a ALA-D de sangue.

Ensaio utilizando 15 mM de ditiotreitol (DTT): paralelamente ao ensaio padréo foi
realizado um ensaio com DTT, nas mesmas condi¢des de incubacao, exceto que
15,0 mM de DTT era adicionado ao meio de incubagéo. O objetivo da adi¢do do
mesmo foi obter o indice de reativagdo. Este indice indica a extens&do da
reativacdo da ALA-D com DTT e é obtido da seguinte forma:

(Atividade da ALA-D com DTT — Atividade da ALA-D sem DTT) x 100%

Atividade da ALA-D com DTT

3.5. Determinagao do hematécrito
O sangue foi recolhido em duplicata em tubos capilares e a determinagao

do hematdcrito foi realizada em centrifuga de microhematdcrito.

3.6. Dosagem de proteina
O conteudo de proteinas no material enzimatico (homogenatos de rim e
cérebro) foi determinado pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina

de soro bovino como padréo.
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3.7. Teste comportamentais

3.7.1. Comportamento Reflexo de Geotactismo Negativo

O filhote foi colocado com a cabeg¢a voltada para baixo em um plano
inclinado de 30 graus. A resposta consistiu em mudar de posicao de forma que a
cabeca ﬂqué voltada para cima. O tempo em segundos (laténcia) necessério para
o animal efetuar a referida tarefa foi cronometrado. A prova foi realizada do 9° ao
13° dia de vida dos animais, sendo que diariamente foram realizadas trés sessbes
com intervald médio de 30 (trinta) minutos entre cada sessao, das quais foi obtida
a laténcia média para cada dia de tratamento, conforme descrito por Rocha et al.
(1993). Se animal nao realizasse essa tarefa dentro de 60 segundos a sesséo era

interrompida.

3.7.2. Teste do limiar convulsivo para convulsdes induzidas por
NMDA

~ Esta tarefa foi realizada em ratos de 13 dias de idade, 24 horas ap06s o final

dos tratamentos. Os animais receberam injecao intfaperitoneal de NMDA 20
mg/kg e as convulsdes foram observadas em cada grupo experimental durante 90
minutos, com intervalo de 5 minutos entre cada observagao. As convulsGes foram
categorizadas conforme a seguinte escala, segundo descrito por Petit et al.
(1992): 1- erecdo da cauda ; 2- sacudidelas tipo cachorro molhado, tremores; 3-

corrida, mordidas do corpo, ataques intermitentes; 4- convuis&o tonica; 5- morte.
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3.7.3. Teste do Campo Aberto

Esta tarefa foi realizada conforme descrito por Rodrigues et.al. (1996b),
através da utilizacdo de uma caixa de madeira com frente de vidro, que mede
40x60x50cm de altura e tem o chédo divido em quadrados iguais. Os animais
foram submetidos a duas sessbdes, com intervalo de 24 horas entre as mesmas.
Nesta tarefa foram registrados o niumero de respostas de orientagio (“rearings" -
elevacdo das patas dianteiras, cabeca e tronco do rato), o numero de respostas
de cruzamento realizadas pelo animal, o numero de bolos fecais eliminados pelo
rato durante a tarefa e o total de respostas de auto limpeza ("groomings").
Também foi avaliado a laténcia para sair do primeiro quadrado. Uma diminui¢ao
no numero de respostas de orientacdo ao longo das sessdes foi considerada
como medida de memoria de habituagdo e o numero de respostas de
cruzamento foi utilizado com parametro para avaliar a atividade locomotora. Os

demais parametros foram utilizados como medida da emocionalidade.

3.7.4. Teste de condicionamento operante

O condicionamento operante representa modelos de aprendizagem nos
quais o padrédo de respostas, geralmente em forma de pressionar uma barra, é
estudado em relagdo ao programa de refor¢o controlado pelo experimentador.
Cada programa € baseado no numero de respostas requeridas para o reforgo ou
a relagcdo temporal entre a entrega do’ reforco. A aprendizagem controle
programada pode ser um teste de aplicacdo na toxicologia comportamental.

Através da analise da relagdo das propriedades temporal e serial do
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comportamento, pode-se reavaliar as consequéncias de uma exposi¢éo quimica
(Burbacher & Grant, 2000).

O condicionamento operante & um paradigma de aprendizagem
associativa, sendo envolvido nesta tarefa um comportamento especifico com um
subsequente evento de reforgo (Kandel et al., 1995).

A resposta de condicionamento operante foi analisada aos 21 dias de
idade, em uma gaiola de aluminio, medindo 24 cm de altura, 26 cm de
comprimento e 21 ¢cm de largura, com piso de grades paralelas e contendo um
bebedor. A parte frontal da gaiola & de vidro. A unidade controladora contém uma
chave comutadora, a qual dispara um ruido no momento do acionamento do
bebedouro (automatico/manual).

O rato foi privado de agua por 24 horas e no final desse periodo colocado
na gaiola 10 minutos antes do inicio do teste para exploragdo e habituacdo a
caixa. Ao final deste periodo foi acionado o bebedor juntamente com um estimulo
sonoro, 0 qual o animal deve associar a liberagao de agua. Foi medida a laténcia
que o mesmo levava para encontrar o bebedouro cada vez que 0 mesmo era
acionado, bem como 0 numero de vezes que 0O rato executava essa operagao.
Durante um periodo de tempo de 20 minutos de observagéo.

O aumento no numero de vezes na procura ao bebedor, bem como a
reducdo na laténcia despendida ha tarefa dentro do periodo de observagdo, em

relagcao ao grupo controle, s&o considerados como aprendizagem associativa.
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3.7.5. Teste de alternagédo espontanea

A resposta de alternar espontaneo foi analisada aos 21 dias de idade, em
uma caixa de madeira no formato de um T, medindo os bragos menores 20 cm e
o brago maior 34 cm de comprimento. Ambos os bragos medem 8 cm de largura e
20 cm de altura. O espaco comum entre os bragos contém 8 x 8 cm. O rato foi
colocado na extremidade do braco maior e foi registrada a laténcia que o0 mesmo
levava para entrar em um dos bragos menores. O rato era retirado da caixa e,
apo6s um intervalo de 15 ségundos, colocado novamente na extremidade do brago
maior, registrando-se novamente o tempo que o0 mesmo levava para entrar em um
dos outros bracos. Tal procedimento foi repetido por, no maximo 5 vezes e
suspendido assim que o animal tivesse aIternado o brago escolhido. Desta forma,
foi registrada a prova em que o rato alternou o brago do labirinto e o tempo total

necessario para o0 mesmo.
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4. ANALISE ESTATISTICA

A ninhada foi considerada a unidade experimental em todos testes
comportamentais. Foi empregada a analise de variancia de uma via na avaliagéo
do peso corporal, dos oérgdos isolados, nos testes comportamentais de
condicionamento operante, alternagdo espontanea e dosagem de chumbo,
seguido do teste “‘post-hoc” de Newman Keuls, quando apropriado. Na -
determinacdo da atividade da enzima ALA-D e no teste de limiar convulsivo foi
utilizado analise de variancia de uma via seguido de teste “post-hoc”’ de Duncan,
quando apropriado. A analise de variancia de duas vias com medida repetida foi
aplicada no teste de campo aberto e de geotactismo negativo, seguido de teste
“post-hoc” de Duncan, quando apropriado. Foi considerado estatisticamente

significativo o nivel de significancia de p<0,05 (Sokal & Rohif, 1981).
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5. RESULTADOS

5.1. Controle de peso corporal, dos 6rgaos isolados e hematécrito dos ratos
jovens tratados com acetato de chumbo e/ou cloreto de zinco.

A fim de verificar se os tratamentos impostos aos ratos resultaram em
alteragdes do peso corporal, este foi monitorado durante o periodo de tratamento
e durante o periodo de testes, conforme descrito em Material e Métodos. O peso
dos 6rgaos isolados (rim e cérebro) também foi avaliado no 13° e 21° dia de
idade, correspondente aos periodos dos testes bioquimicos e comportamentais.
Os resultados estao representados respectivamente na Tabela 1 e Tabela 2. No
periodo de tratamento os animais receberam uma inje¢des intraperitoneal (i.p.)
diaria de salina (sal.), acetato de chumbo 8 mg/Kg e/ou cloreto de zinco 2 mg/Kg,
compreendido entre o 8° e o0 12° dia de idade do animal. Os resultados
demonstram n&o haver alteragbes significativas no peso corporal dos animais,
entre os diferentes grupos de tratamento [F(3,42) = 0,15, p = 0,93}, sugerindo
portanto que, o tratamento com acetato de chumbo e/ou cloreto de zinco néo
comprometeu a aquisicdo de peso corporal (Tabela 1). A ANOVA de uma via do
peso do rim e do cérebro também demonstrou ndo haver alteragcbes significativas
entre os diferentes grupos de tratamento no 13° dia de idade, [F(3,36) = 2,10, p =
0,12] e [F(3,36) = 0,91, p = 0,45] e no 21° de idade, [F(3,33) = 0,50, p = 0,68] e
[F(3,33) = 0,53, p = 0,66], respectivamente (Tabela 2). A avaliagdo do hematédcrito
foi realizado no 13° de dia de idade do animal, 24 horas apos o final do
tratamento. Os resultados obtidos demonstram uma alteracdo significativa entre

os grupos tratados, [F(3,42 = 6,38, p < 0,01]. Os grupos tratados acetato de
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chumbo e acetato de chumbo chumbo + cloreto de zinco apresentaram redugdes
significativas no hematécrito em relagdo ao grupo controle, conforme

demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 2. Avaliagdo do peso dos 6rgaos isolados de ratos tratados com acetato
de chumbo 8 mg/Kg, i.p. e/ou cloreto de zinco 2 mg/Kg, i.p. durante a Segunda
Fase de Crescimento Cerebral Rapido Pés-Natal.

PESO (g)
13° dia 21° dia
Tratamento Rim Cérebro Rim Cérebro
Salina 0,248 +0,016 0,624 +0,013 0,572+0,019 0,848 0,024
Pb?** 0,268 + 0,013 0,625+0,016 0,604 + 0,024 0,864 +0,016
Zn* 0,246 + 0,015 0,627 +0,022 0,615+0,033 0,847 +0,014
Pb?* + Zn** 0,294 £0,017 0,618+0,013 0,603 +0,024 0,834 +0,014

Os resultados sd@o expressos com a média £ erro padrédo da média de 8 — 11

animais provenientes de ninhadas distintas.

Nao ha diferenga significativa entre os grupos, dentro do mesmo dia.

Tabela 3. Avaliagdo do Hematdcrito de ratos tratados com acetato de chumbo 8

mg/Kg, i.p. elou cloreto de zinco 2 mg/Kg, i.p. durante a segunda fase de

crescimento cerebral rapido pds-natal.

Hematdcrito %

Tratamento 13° dia
Salina 31,3+0,89
Pb?* 8 mg/kg 28,9+0,61*
Zn** 2 mglkg 30,6 +0,78
Pb®* + Zn** 27,2 +0,54*

Os resultados s@o expressos com a média + erro padrdao da média de 8 — 11

animais provenientes de ninhadas distintas.

*»<0,05 **p < 0,01 emrelagédo ao grupo salina (controle)
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5.2. Dosagem de chumbo

A tabela 4 apresenta as quantidades de chumbo presentes no sangue e cérebro
dos animais tratados durante a segunda fase de desenvolvimento cerebral pos-
natal com salina, acetato de chumbo ef/ou cloreto de zinco. A ANOVA de uma via
revelou um aumento significativo no acumulo de chumbo nos animais tratados
com acetato de chumbo e acetato de chumbo + cloreto de zinco no sangue

[F(3,16) = 17,87, p<0,01] e no cérebro [F(3,14) = 7,83, p<0,05].

Tabela 4 — Contetido de chumbo no cérebro e sangue de ratos de 21 dias de

idade, tratados com salina, acetato de chumbo 8 mg/Kg, i.p. e/ou cloreto de zinco

2 mg/Kg, 1.p.

SANGUE CEREBRO
Salina 1,58 + 0,46 0,028-+ 0,002
Pb** 15,74 + 3,25* 0,104 +0,017*
Zn* 0,88 + 0,27 0,033 + 0,004
Pb?* + Zn?* 12, 87 +1,48** 0,094 + 0,011**

Os resultados séo representados como a média + erro padrdo da média de 5
animais. A concentracdo de chumbo no sangue esta expressa em ug/dL e no
cérebro em pg/g peso umido.

**p < 0,01 em relagéo ao grupo salina (controle).
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5.3. Determinagdo da atividade da enzima §-aminolevulinato desidratase
(ALA-D) e indice de reativacdo com ditiotreitol (DTT)

A ANOVA de uma via néao revelou efeitos significativos do tratamento com
acetato de chumbo sobre a atividade especifica da ALA-D no cérebro, rim e
sangue: [F(3,36) = 0,37, p = 0,78], [F(3,38) = 0,093, p = 0,96] e [F(3,38) = 0,73,
p = 0,54], respectivamente (Figuras 4A, 5A e 6A, respectivamente). Entretanto,
houve efeito significativo no indice de reativagao bom DTT no cérebro, rim e
sangue,: [F(3, 36) = 5,44, p<0,01}, [F(3,38) = 16,61, p<0,01] e [F(3,37) = 8,53, p
<0,01], respectivamente. O teste post-hoc de Duncan revelou que houve
diferenga significativa nos percentuais de reativacdo com DTT nos grupos
chumbo e chumbo e zinco, os quais apresentaram valores superiores ao
percentual de reativagdo do grupo controle (Figuras 4B, 5B e 6B,

respectivamente).
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Figura 4 - Atividade especifica da enzima ALA-D em cérebro (A) e % de
reativagdo com DTT (B) em ratos tratados com salina, acetato de chumbo 8
mg/Kg, i.p. elou cloreto de zinco 2 mg/Kg, i.p. Os resultados sdo expressos
como a média + erro padrdo da média (N=9-11)"p<0,05 *p <0,01 em

relagdo ao grupo salina (controle)
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Figura 5 - Atividade da enzima ALA-D em rins (A) e % de reativagédo com
DTT (B) em ratos tratados com salina, acetato de chumbo 8 mg/Kg, i.p. efou
cloreto de zinco 2 mg/Kg i.p. Os resultados sdo expressos como a média + erro

padrdo da média ( N =10 — 11). **p < 0,01 em relacdo ao grupo salina

(controle).
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Figura 6 - Atividade da enzima ALA-D em sangue (A) e % de reativacdo com DTT
(B) em ratos tratados com salina, acetato de chumbo 8 mg/Kg, i.p. e/ou cloreto de
zinco 2 mg/Kg, i.p. Os resultados sdo expressos como a média + erro padréo da

média (N =9-11). **p < 0,01 em relagdo ao grupo salina (controle).



5.4. Testes comportamentais

5.4.1. Geotaxia negativa
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Os resultados da resposta de geotaxia negativa realizada do 9° ao 13° dia

de idade dos animais estdo mostrados na Tabela 6. A ANOVA para medida

repetida indicou que houve diferenca significativa entre os dias [F(4,176) = 21,93,

p < 0,01]. Porém néo houve alteracéo significativa do tratamento na resposta de

geotaxia negativa [F(3,44) = 0,03, p = 0,99], bem como ndo houve interacéo

significativa entre tratamento e sessao [F(12,176) = 0,58, p = 0,86].

Tabela 5. Avaliagéo da resposta de geotactismo negativo dos ratos tratados com

salina, acetato de chumbo 8mg/Kg e/ou cloreto de zinco 2mg/Kg do 8° ao 12° dia

de idade.

Laténcia (s)
Tratamento Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13
Salina 186+23 155+21 152+19 154+24 113+11*
Pb** 223+ 27 145+19 142+17 146+17 12,0+14"
zn* 206+26 167+24 138+13 136+15 112+1,0"™
Pb* +2Zn** 218+25 167+1,8 149+15 135+12 11,4+1,0"

Resultado da média + erro padrdo da média (n = 8 - 12 ninhadas).

Nao houve diferenca significativa do tratamento.

** p< 0,01 comparado o tempo de laténcia dos animais do 13° dia de idade com

animais do 9° dia de idade, dentro do mesmo grupo
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5.4.2. Limiar convulsivo

O objetivo foi verificar se o tratamento com chumbo e/ou zinco durante a
segunda fase de desenvolvimento cerebral pés-natal rapido de ratos, alterava a
sensibilidade a convulsdo provocada pela administracdo intraperitoneal de 20
mg/Kg de NMDA, no décimo terceiro dia de idade do animal.

A ANOVA com medida repetida mostrou que ndo houve efeito significativo
do tratamento [F(3,32) = 0,48, p =0,70] e da interagao entre tratamento e tempo
de observacgédo [F(51,544) = 0,83, p = 0,80]. Apenas houve um efeito significativo
do tempo de observacgao [F(17,544) = 38,21, p<0,01], pois houve um aumento
significativo do grau da convulsdo em todos os grupos: salina, chumbo, zinco e

associagdo chumbo + zinco ao longo do tempo (Figura 7).
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Figura 7 - Grau das convulsdes produzidas pela administragcéo sistémica
de NMDA 20 mg/kg, i.p., em ratos de 13 dias de idade previamente tratados do 8°
ao 12° dia com acetato de chumbo 8mg/Kg, i. p. e/ou cloreto de zinco 2mg/Kg i.p.,
conforme descrito em detalhes no Material e métodos. Resultado da média + erro
padréao da média (n = 9 — 11 animais por grupo provenientes de ninhadas

diferentes). Nao houve efeito significativo do tratamento

5.4.3. Habituagdao ao Campo Aberto

A ANOVA de duas vias com medida repetida das respostas de orientagéo
(“rearing”) no campo aberto (Figura 8), mostrou um efeito significativo da sesséo
[F(1,34) = 45,7 p<0,01], bem como demonstrou que houve um efeito significativo
da interacdo entre tratamento e sessao [ F(3,34) = 4,52, p < 0,01]. N&o houve
efeito significativo do tratamento no niumero de respostas de orientacéo [F(3,34) =

1,2, p = 0,33]. Todos os tratamentos, exceto acetato de chumbo 8 mg/Kg,
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sessdo teste (21° dia) em relagéo a sessao treino (20° dia). Este resultado indica
gue nesses grupos os animais tém memoéria de habituagéo, e que o grupo que
recebeu acetato de chumbo 8 mg/Kg + cloreto de zinco 2 mg/Kg também tem

esse perfil, sugerindo uma possivel agéo protetora do zinco.

Treino

Respostas de orientagdo/6min

Salina Pb Pb + Zn

Figura 8. Respostas de orientagcdo no campo aberto dos ratos tratados com
salina, acetato de chumbo 8mg/Kg, i.p. e/ou cloreto de zinco 2mg/Kg, i.p. durante
a segunda fase de crescimento cerebral rapido pés-natal. Os resultados s&o
expressos como a média + erro padrao (n= 8 — 12 ninhadas).

** p<0,01 ap6és comparagao das respostas na sessao teste com as respostas na
sesséo treino, dentro do mesmo grupo. # p< 0,01 quando comparado o resultado

da sess&o com o grupo controle da respectiva sesséo.
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A analise das respostas de cruzamento (Figura 9) mostrou efeito
significativo da sessé&o [ F(1,34) = 28,02, p<0,01], pois houve uma redugéo global
nos escores de cruzamento durante a sessdo teste em relacéo a sessao treino.
N&o houve diferenga significativa do tratamento [ F(3,34) = 0,50, p =0,68] e da

interacéo sessao e tratamento [F(3,34) = 1,00, p = 0,40].
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Figura 9. Respostas de cruzamento no campo aberto dos ratos tratados com
salina, acetato de chumbo 8mg/Kg, i.p. e/ou cloreto de zinco 2mg/Kg, i.p. durante
a segunda fase de crescimento cerebral rapido pés-natal. Os resultados s&o

expressos como a média + erro padréo da média (n= 8 — 12 ninhadas).
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Os resultados de defecagao no campo aberto foram transformados em raiz
quadrada para serem analisados estatisticamente. No entanto, com a finalidade
de facilitar a visualizacdo dos dados eles estdo representados em valores nao
transformados na Figura 10. A ANOVA de duas vias com medida repetida dos
dados transformados mostrou que ndo houve diferencas significativas do
tratamento [ F(3,33) = 1,52, p = 0,23] ou da sesséo [ F(1,33) = 0,09, p = 0,77].
Houve uma tendéncia a interac&o entre sesséo e tratamento [ F(3,33) = 2,61, p =
0,068, uma vez que somente o grupo salina teve uma reducgéo acentuada no n°

de bolos fecais na sessao teste em relacéo a sesséo treino.

2 -
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Numero de bolos fecais/6min

Salina Pb

Pb + Zn

Figura 10. Niumero de bolos fecais de ratos tratados com salina, acetato de
chumbo 8 mg/Kg, i.p. elou cloreto de zinco 2mg/kg, i.p. Os resultados s&o
expressos como a média + erro padréo da média (8 — 12 ninhadas).
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A ANOVA de duas vias com medida repetida das respostas de auto-
limpeza (“grooming”) no campo aberto (Figura 11), mostrou um efeito significativo
da sessdo [F(1,33) = 6,20, p<0,05]. A analise demostrou ndo haver efeito
significativo do tratamento [ F(3,33) = 1,50, p = 0,23]. Houve uma tendéncia a

significancia na interagao tratamento e sesséo [ F (3,33) = 2,70, p = 0,062].
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Figura 11. Representa as respostas de auto-limpeza dos ratos tratados com
salina, acetato de chumbo 8mg/Kg, i.p. e/ou cloreto de zinco 2 mg/Kg, i.p. Os
resultados sdo expressos como a média + erro padrdao da média (8 — 12
ninhadas).
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A figura 12 mostra os resultados da laténcia para sair do 1° quadrado dos
diferentes grupos de tratamento. Apés ANOVA de duas vias com medida repetida,
verifica-se que houve efeito significativo da sessao [F(1,32) = 5,38, p < 0,05], pois
houve uma reducdo de forma geral na laténcia para sair do 1° quadrado na
sessdo teste em relagdo a sessao treino, nos diferentes tratamentos. Nao houve
diferenga significativa do tratamento [F(3,32) = 0,50, p = 0,68] e da interagao

sessdo e tratamento. [ F(3,32) = 0,72, p = 0,55].
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Figura 12. Laténcia para sair do primeiro quadrado no campo aberto dos animais
tratados com salina, acetato de chumbo 8 mg/Kg e/ou cloreto de zinco 2mg/kg,
i.p. Respostas de laténcia para sair do primeiro quadrado. Os resultados séo
expressos como a média + erro padréo da média (8 — 12 ninhadas).
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5.4.4. Teste de condicionamento operanfe

O resultado da ANOVA de uma via revelou que houve efeito significativo do
tratamento na laténcia [F(3,39 = 4,54, p < 0,01] e no numero de respostas [F(3,33)
= 3,09, p < 0,05] dos animais privado de agua, na tarefa de condicionamento
operante na caixa de Skinner, representados na figura 13A e B, respectivamente.
Os resultados demonstram que o grupo tratado com acetato de chumbo
apresentou maior laténcia para responder ao estimulo sonoro para a procura
d’agua. O grupo exposto ao acetato de chumbo também apresentou menor
numero de vezes na execugdo da operacdo condicionada, dentro de um periodo
de 20 minutos em relacdo ao grupo salina (controle). Porém o grupo tratado com
acetato de chumbo + cloreto de zinco apresentou escores que n3o diferiram do
controle e do grupo que recebeu apenas cloreto de zinco, sugerindo que 0 zinco

proteja a resposta de condicionamento operante comprometida pelo chumbo.



60+

50

40+

30-

*k

20+

Tempo (s)

104

\H

N

201

154

104

Numero de tentativas

* &

. g

61

1 Salina

I Pbh2+

=3 Zn2+

Pb2+ + Zn2+

Figura 13. - Laténcia (A) e nimero de respostas de condicionamento operante (B)

de ratos tratados com salina, acetato de chumbo 8mg/Kg, i.p. e/ou cloreto de

zinco 2mg/Kg, i.p. Os resultados sdo expressos como a média + erro padréo da

média (7 — 10 animais provenientes de ninhadas diferentes).

**p<0,01em relag@o ao grupo salina (controle).
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5.4.5. Teste de alternacao espontanea

O resultado da ANOVA de uma via revelou que houve efeito significativo do
tratamento no numero da prova alternada [F(3,44) = 4,37, p =0,008] e na laténcia
para alternar o braco do labirinto [F(3,44) = 3,51, p =0,023]. Os resultados estao

mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Laténcia para a alternagdo e niumero da prova alternada na tarefa de
alternacdo espontanea de ratos tratados com salina, acetato de chumbo 8mg/Kg,
i.p. e/ou cloreto de zinco 2 mg/Kg i.p. Os resultados s&o expressos como a média

+ erro padrao da média (8 — 9 animais provenientes de ninhadas diferentes).

Tratamento Laténcia (s) Prova
alternada
Salina 50,1+8,8 236+ 0,14
Pb 2* 86,5+ 16,5 2,56+ 0,24*
Zn* 432+75 223+ 0,17

Pb* +Zn** 447+80 209+ 0,09

*p< 0,05

** p< 0,01 em relag&o ao grupo salina (controle)
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6. DISCUSSAO

Considerando que o chumbo parece exercer parte de seus efeitos por
interagir com sitios moleculares nos quais o zinco é o ligante endégeno (Goering,
1993; Guilarte et al., 1995) e que existem alguns relatos na literatura de que o
zinco pode exercer um efeito protetor em relacdo a toxicidade por chumbo (Flora
et al., 1991; Satija & Vij, 1995, Vasak & Hasler, 2000), este estudo teve por
objetivo investigar a interacdo entre chumbo e zinco em ratos jovens, expostos ao
metal em uma fase critica do desenvolvimento cerebral sobre alvos moleculares
nos quais o zinco € um ligante endégeno ou seja, a ALA-D e o receptor NMDA.

A elucidacdo de alteragbes bioquimicas e comportamentais associadas a
doses subtoxicas de um poluente em animais experimentais fornece os
fundamentos para o monitoramento de estagios subclinicos da intoxicacdo a este
poluente em humanos. No caso do chumbo isto € particularmente importante,
tendo em vista a relevancia deste poluente como causador de alteragbes
comportamentais sutis. Além disto, o estudo da interagdo do chumbo com o zinco
tem particular importancia para contribuir na avaliagdo do mecanismo de acéo do
chumbo, bem como avaliar a eventual possibilidade do zinco agir como agente
neuroprotetor em relag&o a toxicidade causada pelo chumbo.

A proposta do nosso trabalho foi avaliar possiveis alteracbes em alguns
parametros comportamentais e bioguimicos de ratos expostos ao chumbo e/ou
zinco durante o segundo estagio de desenvolvimento cerebral rapido pos-natal,

compreendido entre o oitavo e o décimo segundo dia de idade, correspondente a
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um periodo poés-natal de intensa sinaptogénese, no qual os animais s&o
especialmente sensiveis a agentes neurotéxicos (Gottlieb et al., 1977).

A maioria dos estudos relacionados aos efeitos toxicos do chumbo sao
realizados em roedores_ que geralmente foram expostos ao metal durante os
periodos gestacional e/ou de amamentacdo. Ha poucos estudos na literatura
relacionados aos efeitos do chumbo em estagios especificos de desenvolvimento
cerebral pds-natal.

Nosso trabalho avaliou parametros fisicos de controle de peso corporal e
dos 6rgéos isolados, tendo em vista que o prejuizo no ganho de peso dos animais
durante a fase experimental poderia resultar em alteragbes nas medidas
bioquimicas e comportamentais, ndo em funcéo da exposicédo ao chumbo e/ou
zinco, mas sim por um estado de desnutricdo. A desnutricio compromete a
maturacdo cerebral, afetando o desenvolvimento coordenado de varios tipos
celulares e podendo comprometer a formagéo dos circuitos neurais e a iniciagdo
da atividade dos sistemas de neurotransmissores. Vdrias disfungbes em
processos de ateng&o e interagcdo do organismo com o ambiente sdo observados
em animais desnutridos, podendo levar a comprometimento da aprendizagem
(Morgane et al., 1993).

A avaliagcdo dos pesos em nosso trabalho mostrou que o peso corporal dos
animais, observados durante o tratamento e nos dias dos testes, ndo foram
alterados pelo tratamento (Tabela 1). O tratamento com acetato de chumbo e/ou
cloreto de zinco também né&o tiveram efeitos sobre o peso do cérebro e dos rins

nos animais de 13 dias e 21 dias de idade, periodos correspondentes aos testes
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bioquimicos e comportamentais, respectivamente (Tabela 2). A auséncia de
efeitos nos pesos corporais e dos 6rgaos isolados nos ratos tratados com chumbo
elou zinco esta em concordancia com os resultados previamente relatados em
ratos expostos a 3,5 e 7,0 mg/Kg, s.c., de acetato de chumbo durante o segundo
estagio de desenvolvimento rapido do cérebro (Rocha et al., 1995). Esses
achados indicam que nosso regime de exposicdo ao chumbo efou zinco néo
produziu graves alteraces fisicas nos ratos.

A analise dos hematdcritos dos ratos expostos ao tratamento com chumbo
e/ou zinco, demonstrou uma reducdo nos valores do hematdcrito nos grupos
tratados com chumbo e chumbo + zinco em relagdo ao grupo controle (Tabela 3).
Uma reducgédo no valor do hematdcrito foi previamente relatado em ratos adultos
expostos cronicamente ao chumbo (Rodrigues et al., 1996a) e de hemoglobina
em animais expostos a acetato de chumbo 10 mg/Kg durante 7 dias (El Missiry,
2000). Em um outro estudo foi relatado a reducio do hematdcrito e hemoglobina
em ratos tratados com acetato de chumbo 9 mg/kg durante as trés primeiras
semanas de vida pds-natal (Sobotka et al., 1975), porem n&o €& de nosso
conhecimento ter sido relatado alteragbes no hematocrito de ratos jovens
expostos ao chumbo durante um estagio especifico de desenvolvimento, os quais
correspondem a um periodo de intenso desenvolvimento tecidual.

Ha relatos de que o chumbo diminui 0 tempo de sobrevida dos eritrécitos (Al-
Saleh, 1994). A inibi¢do da enzima ALA-D pelo chumbo modifica a formacéo de
compostos tetrapirrélicos, incluindo heme e vitamina B12 (Warren et al., 1998).

Desta forma, a reducdo do hematdcrito nos grupos expostos ao chumbo poderia
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em parte ser atribuida ao fato de que a inibigdo da ALA-D parece aumentar a
formacéao de espécies ativas de oxigénio devido ao acumulo de ALA (Bechara et
al., 1993). A formacdo de espécies ativas de oxigénio estd associada a
lipoperoxidagdo que resulta na alteragdo da permeabilidade celular, podendo
culminar em morte celular. Foi relatado que ratos adultos expostos a 10 mg/Kg de
chumbo durante sete dias, apresentaram reducéo na hemoglobina com elevagéo
da peroxidacgao lipidica hepatica e reducéo das enzimas antioxidantes, tais como
glutationa redutase e catalase, bem como nos antioxidantes nido enzimaticos,
como a glutationa. Esses resultados foram ainda acompanhados por deficiéncia
de zinco e cobre (EIl Missiry, 2000). A reducéo da atividade de glutationa redutase,
glutationa peroxidase e glutationa S-transferase foi diminuida em sangue humano
incubado com cloreto de chumbo (Hunaiti & Soud, 2000).

A reducdo no hematécrito de ratos expostos ao chumbo nesse periodo inicial
de desenvolvimento parece ser um indicador sensivel de exposicdo ao chumbo,
por outro lado o zinco n&o alterou o efeito do chumbo no nosso protocolo.

O objetivo primario da analise do conteudo de chumbo no cérebro e no
sangue dos animais expostos ao tratamento com chumbo e/ou zinco durante a
segunda fase de desenvolvimento cerebral pds-natal rapido € verificar se ha a
ocorréncia de acumulo do metal nestes compartimentos. Enquanto o sangue nos
permite avaliar a distribuico sistémica do chumbo, o cérebro nos da condigdes
de avaliar o acimulo deste metal e correlacionar com possiveis danos no SNC.
Também é importante avaliar se zinco interfere de alguma forma na distribuicéo e

acumulo do chumbo nos compartimentos estudados neste trabatho. O zinco tem
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danos no SNC. Também é importante avaliar se zinco interfere de alguma forma
na distribuicdo e acimulo do chumbo nos compartimentos estudados neste
trabalho. O zinco tem sido identificado como componente de muitas enzimas e
exerce um papel estrutural em um grande numero de fatores de transcrigao e
proteinas, tais como as metalotioneinas (MT) que tém um papel de
detoxificacdo de metais (Vasak & Hasler, 2000). E relatado ainda que dietas
com baixas concentracbes de calcio e zinco podem aumentar a absorgio
intestinal de chumbo (Bodgen et al., 1992; Locey et al., 1998). A analise dos
conteudos de chumbo no sangue e no cérebro nos ratos jovens tratados
demonstrou que os animais que receberam chumbo e chumbo + zinco
apresentaram um conteudo de chumbo no cérebro e no sangue
estatisticamente maior do que os demais grupos, mais ndo diferente entre si
(Tabela 4). Os resultados demonstraram que no cérebro dos ratos tratados com
chumbo ou chumbo + zinco foi encontrado um conteldo deste metal
aproximadamente 3,7 vezes maior do que no grupo controle. Da mesma forma,
os resultados obtidos com os conteudos de chumbo no sangue dos ratos
expostos aos mesmos tratamentos, demonstraram que o grupo exposto ao
chumbo ou chumbo + zinco apresentaram um conteddo de chumbo
aproximadamente 9 vezes maior do que o grupo controle. Os niveis de chumbo
observados em ratos de 21 dias de idade em nosso trabalho, sdo valores que
estdo associados com déficits comportamentais em criangas (Davis et al.,
1990). Os resultados comprovam o acumulo do metal e sugerem que as

alteragdes bioquimicas e comportamentais observadas neste estudo podem ser
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A enzima ALA-D é sensivel aos efeitos do chumbo, sendo sua atividade um
importante pardmetro de estudo, como indice de exposi¢cdo biolégica, para
animais € humanos expostos a esse metal numa forma experimental, ambiental
ou ocupacional. O potencial de inibicdo da ALA-D pelo chumbo pode ter efeitos
neurotéxicos, especialimente em recém nascidos, os quais apresentam alto nivel
de neurogénese (Campagna et al., 1999).

Neste trabalho a determinégéo da atividade da ALA-D foi utilizada com o
objetivo de monitorar a intoxicagdo pelo chumbo. Adicionalmente desejava-se
verificar o efeito protetor do zinco sobre uma eventual inibigdo da ALA-D causada
pelo chumbo. |

Tem sido demonstrado que o zinco, bem como o DL-ditiotreitol (DTT) in vitro
s&o capazes de restaurar a atividade da ALA-D inibida em sangue de ratos e
humanos (Tsukamoto et al.,, 1979; Kajimoto et al., 1983 Al-Saleh, 1994;
Rodrigues et al.,, 1996a). Além disso, um efeito antagonista do zinco na inibigéo
da ALA-D pelo chumbo tem sido relatado (Haeger-Aronson & Schutz, 1976; Satija
& Vij, 1995), bem como auséncia do efeito antagonista (Chiba & Kikuchi 1984).
Contudo, ha poucos relatos dos efeitos da administracdo de zinco, sozinho ou
combinado com chumbo em estagios especificos do desenvolvimento cerebral
pdés natal rapido sobre este parametro.

O estudo da atividade especifica da ALA-D em cérebro, rim e sangue
(Figuras 4A, 5A e 6A), ndo indicou efeito significativo do tratamento com chumbo
elou zinco nesse estagio especifico do desenvolvimento. Os resultados em

cérebro e rim estdo em concordancia com a auséncia de um efeito da exposi¢ao
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ao chumbo sobre a atividade da ALA-D cerebral e renal, relatado por Rocha et al.
(1995). Nossos resultados também demostraram que o tratamento com zinco ndo
alterou a atividade da ALA-D em todos os tecidos examinados, em contraste com
a ativacdo da ALA-D renal relatada em ratos adultos pré-tratados com zinco, nos
quais havia aumento da sintese de metalotioneina (Zn-tioneina) (Goering &
Fowler, 1987).

A atividade da ALA-D no sangue foi levemente reduzida no grupo exposto ao
chumbo quando comparado ao grupo controle, embora esta redugdo nao tenha
sido estatisticamente significativa. Este resultado contrasta com o aumento da
atividade da ALA-D no sangue em ratos expostos a acetato de chumbo durante a
segunda fase de desenvolvimento rapido do cérebro (Rocha et al., 1995). Na
verdade, ambos, reducao (Satija & Vij, 1995; EI Missiry, 2000) e aumento da
atividade da ALA-D em roedores expostos ao chumbo tém sido relatadas
(Kajimoto et al., 1983; Fujita & Sano, 1991). Os estudos que relatam um aumento
da ALA-D no sangue provocado pela exposicdo ao chumbo, tem atribuido este
fato ao aumento da sintese de ALA-D (Kajimoto et al., 1983, Fujita et al., 1991). O
grupo exposto ao chumbo + zinco, ndo apresentou nenhuma redugéo na atividade
da ALA-D no sangue. Entretanto, considerando a auséncia de um efeito
significativo do chumbo sozinho na atividade da enzima, ndo podemos concluir
que o zinco tenha apresentado um efeito antagonista. A habilidade do zinco de
prevenir a inibicdo da ALA-D por chumbo, tem sido motivo de grandes estudos, e

resultados contraditorios foram relatados (Sakai et al., 1980, Satija & Vij, 1995).
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gque o zinco tenha apresentado um efeito antagonista. A habilidade do zinco de
prevenir a inibicao da ALA-D por chumbo, tem sido motivo de grandes estudos, e
resultados contraditorios foram relatados (Sakai et al., 1980, Satija & Vij, 1995).

O tratamento com chumbo reduziu a atividade da ALA-D e superdxido
dismutase (SOD) nos testiculos de ratos, sendo que o zinco preveniu esta
reducéo (Batra et al., 1998). Outros resultados indicam que a deficiéncia de zinco
pode comprometer o sistema de defesa antioxidante (Kim & Keen, 1999),
sugerindo que 0 zinco possa desempenhar um papel importante na exposigéo ao
chumbo, pois parte dos efeitos toxicos deste metal tem sido atribuida ao fato de
que essa inibicdo da ALA-D resulta no acumulo do substrato ALA e isto parece
estar associado a formag&o de espécies ativas de oxigénio (Bechara et al., 1993),
que sao responsaveis pela oxidagao dos grupos —SH da ALA-D.

As metalotioneinas compdem uma classe de isoproteinas altamente
conservadas, encontradas em diferentes organismos tdo diferentes quanto o
fungo e o homem. As metalotioneinas de mamiferos geralmente contém 61
aminoacidos, 20 dos quais s&o cisteinas. Todas as cisteinas estdo envolvidas na
ligacdo de ions de metais de transi¢do bivalentes, os quais na maioria das células
s&o predominantemente o zinco, o cobre e 0 cadmio. O cadmio € altamente téxico
e apresenta uma avidez a metalotioneina na ordem de 10 vezes maior que o
zinco, de acordo com o possivel papel desta proteina na detoxificagdo de metais
pesados (Baeuerle, 1995). Estudos tém sugerido que a metalotioneina tem um
papel neuroprotetor no cérebro de ratos pelo seu potencial sequestrador de

radicais superoxidos. Experimentos in vifro demonstraram que a metalotioneina
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tem um potencial sequestrador de radicais superdxidos superior quando
comparado com outras moléculas sulfidrilicas, tais como a cisteina, N-acetil-
cisteina e até mesmo a glutationa (Hussain et al., 1996).

Considerando que o zinco pode induzir a sintese de metalotioneina,
proteina quelante de metais, & possivel que um pré-tratamento com zinco seria
mais eficiente para prevenir os efeitos da administracdo de chumbo, na atividade
da ALA-D (Goering & Fowler, 1987). De fato, chumbo e zinco parecem competir
pelo mesmo sitio de ligacdo na enzima ALA-D e na metalotioneina. O chumbo
parece ser mais potente (afinidade) que o zinco, visto que, a ALA-D é ativada por
zinco com um Km de 1,6 pM, enquanto que ¢é inibida por chumbo com um Ki de
0,07 pM (Simons, 1995).

O indice de reativagcdo com DTT na atividade da ALA-D em cérebro, rins e
sangue foi significativamente maior nos grupos expostos ao chumbo e chumbo +
zinco quando comparados com o grupo controle (Figuras 4B, 5B e 6B). Este é um
resultado interessante que contrasta com a auséncia de efeitos do chumbo e
chumbo + zinco na atividade especifica da ALA-D. A reativagdo da enzima pode
ser obtida pela adicdo de DTT in vitro, agente redutor' e quelante de metais, cuja
func&o é recuperar as enzimas que possivelmente sofreram oxidagéo dos grupos
—-SH, bem como reativar a enzima devido a quelagdo do metal inibidor
(Tsukamoto et al., 1979). O indice de reativagao da ALA-D com DTT determina de
uma forma indireta a atividade da enzima que foi inibida pelo chumbo, fornecendo
uma correlagdo melhor entre o nivel tecidual de chumbo e o comprometimento da

atividade da enzima, do que a determinagdo da atividade especifica da enzima.
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Um resultado semelhante a este foi previamente relatado na literatura, em ALA-D
de sangue humano, no que diz respeito a maior eficiéncia com DTT para
avaliacio da intoxicagdo com chumbo (Granick et al., 1973; Sakai et al., 1980). O
indice de reativacao da ALA-D com DTT foi alto em cérebro anterior, cerebelo e
rim de ratos tratados cronicamente com chumbo quando comparados ao controle
(Rodrigues et al., 1996a).

Uma possibilidade que explicaria o alto indice de reativagdo com DTT em
ratos expostos ao chumbo, bem como a auséncia de efeitos na atividade
especifica da ALA-D, é que o tratamento com chumbo possa ter produzido um
efeito duplo sobre a ALA-D: uma inibi¢do da enzima associada com um acréscimo
na sua sintese como um mecanismo compensatorio. As doses de acetato de
chumbo que s&o capazes de inibir a atividade da ALA-D em ratos de 13 dias de
idade foram mostradas previamente: a ICsp para inibicdo da ALA-D pelo chumbo
€ 3.9 uM, 4.4 uM e 0.8 uM para cérebro, rim e sangue, respectivamente (Rocha et
al., 1995). A concentragdo de chumbo nos ratos de 13 dias de idade n&o foi
efetuada. Contudo, nossos resultados com animais de 21 dias de idade expostos
ao acetato de chumbo 8 mg/Kg durante a segunda fase de desenvolvimento
cerebral rapido pos-natal mostram que a concentragdo de chumbo é de
aproximadamente de 0,51 uyM e 076 pM para o cérebro e sangue,
respectivamente. Os niveis de chumbo alcancados no cérebro dos animais
expostos ao chumbo e ao chumbo + zinco nao representam valores que
significariam uma inibicdo da enzima, ao‘ contrario dos niveis encontrados no

sangue. Porém, existe a possibilidade de acumulo de chumbo em microambientes
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celulares especificos, relacionado a sua afinidade por determinados alvos
moleculares, como por exemplo a enzima ALA-D. Diferentes compartimentos
intracelulares podem possuir diferentes pH ou estados redox, os quais influenciam
a especiacao do metal e a ligagdo com certos alvos moleculares (Goering, 1993).
Alternativamente, sabe-se também que o zinco € capaz de induzir a sintese de
metalotioneina, sendo que desta forma o chumbo livre poderia liga-se a ALA-D,
qual parece apresentar uma afinidade maior pelo chumbo do que ao zinco
(Simons, 1995). Desta forma esses eventos também poderiam contribuir em
parte pelo comprometimento da atividade da ALA-D.

Estudos demonstram também a existéncia de proteinas ligadoras de
chumbo no sangue; como no caso da transferrina para o ferro e da metalotioneina
para cadmio e zinco; e que nos tecidos alvos parecem estar envolvidos na
mediacédo da biodisponibilidade e potencial toxico do chumbo. Tem sido relatado
em estudos a identificacédo de proteinas ligadoras de chumbo também no cérebro
de ratos e no cérebro e rim de humanos, macacos e figado de peixe. Essas
proteinas s&o de baixo peso molecular, semelhantes as metalotioneinas,
apresentam massas moleculares diferentes de acordo com os 6rgdos alvos e com
as espécies onde sdo encontradas, porém com caracteristicas quimicas similares
(Fowler, 1998). Pesquisas mostram que essas proteinas ligadoras de chumbo em
ratos foram capazes de promover a atenuacgéo dos efeitos do chumbo na ALA-D e
mediar o movimento intranuclear e a ligagéo a cromatina do chumbo no nucleo de
células alvos de rim (Fowler, 1998), sendo este ultimo efeito possivelmente

envolvido no cancer renal induzido pelo chumbo (Fowler et al., 1994). Um estudo
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subsequente com essas proteinas do rim, revelou a capacidade dessas proteinas
de também atenuar o efeito inibitério do chumbo sobre a atividade da ALA-D, por
mecanismos que envolvem a quelacido de chumbo e a doagéo de zinco para esta

enzima (Fowler, 1998). Estudos in vitro sugerem que a ligagdo do chumbo a
essas proteinas é altamente estavel e representa um importante “pool” de
chumbo no compartimento citosélico. Desta forma elas parecem ser importantes
fatores para a regulagdo da biodisponibilidade de chumbo para processos
moleculares sensiveis, tal como a atividade da ALA-D no rim e cérebro, ou seja,
exercendo um papel de mediacdo do potencial tdxico do chumbo (Fowler, 1998).
Apesar do importante papel desta proteinas ligadoras de chumbo, a sua presenca
(inducgao e atividade) parece estar relacionada a uma exposi¢cio a altos niveis de
chumbo (Lolin & O'Gorman, 1988), o que ndo é o caso do nosso protocolo de
trabalho.

De qualquer forma, independentemente do mecanismo envolvido no
comprometimento da atividade da ALA-D no cérebro, rim e sangue dos animais
expostos ao chumbo, o zinco n&o parece ser capaz de proteger contra os
efeitos do chumbo na ALA-D, neste protocolo de trabalho.

Desta maneira, verificamos que nosso protocolo de exposi¢do ao chumbo
e/ou zinco, néo afetou a atividade especifica da ALA-D. Entretanto, o indice de
reativagcdo com DTT, foi um parametro muito sensivel para indicar um efeito na
enzima, que nés propomos seja correntemente usado para monitorar efeitos do
chumbo sobre a ALA-D. Na verdade, se tivéssemos medido apenas a atividade

da ALA-D, como em muitos estudos existentes na literatura, nds teriamos
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concluido, que o(s) tratamento(s) nao tiveram efeitos sobre a enzima, que parece
néo ser o0 caso. A determinagéo da atividade da enzima ALA-D na presenca de
DTT em sangue, rim e cérebro dos ratos expostos ao chumbo e/ou zinco, bem
como os resultados apresentados pela absor¢do atdmica, nesta fase de
crescimento cerebral rapido, foi importante para confirmar que os animais
estavam intoxicados. Nossos resultados sustentam os dados da literatura que
utilizam a ALA-D como indicador biolégico de exposi¢géo ao chumbo.

Os aspectos comportamentais abordados em nosso trabalho foram a
coordenag¢do motora, limiar convulsivo, memoéria de habituagao,
condicionamento operante e a alternacdo espontanea.

Exposicées a pequenos niveis de chumbo no periodo pré natal e perinatal
tem sido associadas a alteracbes comportamentais (Davis, 1990, Rothenberg et
al. 1995, Brockel & Cory Slechta, 1999). Os maiores depdsitos de chumbo séao
observados na placenta e nas membranas coridnicas (Mestek, 1998). A
exposicdo de humanos ao chumbo, especialmente criancas em fase de
desenvolvimento, parece ser 'preocupante ndo somente a altos niveis como
também a baixos niveis de exposi¢do ao chumbo.

Estudos demonstram que ratos tratados com chumbo durante o periodo de
desenvolvimento apresentam alteragées comportamentais em tarefas tais como
aprendizagem reversa (Hilson & Strupp, 1997), discriminagdo de drogas (Cohn &
Cory-Slechta, 1992), aprendizagem espacial (David et al., 1997; Kuhimann et al.,
1997), bem como alteragdo de atividade locomotora e déﬁcit de habituagao

(Rodrigues et al., 1996b). No entanto, poucos estudos avaliam o comportamento
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Macacos de 4, 5 e 6 anos de idade, tratados com chumbo durante o primeiro ano
de vida pés natal, exibiram aumento na laténcia para entrar no campo aberto,
aumento no comportamento exploratério e diminuicdo na inatividade no campo
aberto (Ferguson et al., 1990, Ferguson & Bowman, 1992, Ferguson et al., 1993).

Estima-se que nos Estados Unidos 1,7 milhGes de criangas entre 1 e 5
anos de idade tém niveis de chumbo no sangue igual ou superior a 10 pg/dl
(Brody et al., 1994). Déficits cognitivos em criangas expostas ao chumbo tém sido
demonstrados pela redugcdo dos escores do quociente de inteligéncia
(Ql),(Bellinger & Stiles, 1993, Dietrich et al., 1993) indicativo de comprometimento
cognitivo geral (Brockel & Cory-Slechta, 1998).

Nosso trabalho avaliou o desempenho de ratos expostos ao chumbo e/ou
zinco durante o segundo estagio de desenvolvimento cerebral no teste de
geotaxia negativa (durante a fase de tratamento). Esta tarefa é sensivel a
detecgéo precoce de efeitos nocivos de agentes tdxicos sobre a coordenacgéo
motora (Rocha et al., 1993). Humanos expostos ao metilmercurio no periodo pré-
natal, apresentam efeitos deletérios na funcéo psicomotora infantil (Marsh et al.,
1977). A exposicdo de ratos ao metilmercurio durante o segundo estagio de
desenvolvimento rapido do cérebro causou um aumento na laténcia para
completar a resposta de geotactismo negativo (Rocha et al.,, 1993). Este efeito
parece estar relacionado com um prejuizo na fungdo motora de ratos jovens
expostos ao metal. Além disso, € importante detectar um eventual efeito do
chumbo e/ou zinco sobre a coordenagdo motora de animais jovens tratados em

uma fase especifica do desenvolvimento cerebral. Também ¢é importante
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expostos ao metal. Além disso, é importante detectar um eventual efeito do
chumbo e/ou zinco sobre a coordenagdo motora de animais jovens tratados em
uma fase especifica do desenvolvimento cerebral. Também ¢é importante
considerar que qualquer alteragdo na coordenacdo motora dos ratos poderia
comprometer qualquer uma das avaliagdes cognitivas realizadas em nossos
estudos. Por se tratar o chumbo de um metal pesado que possui alguns efeitos
comportamentais semelhantes ao mercurio, € importante avaliar as repostas de
geotactismo negativo dos animais expostos ao chumbo e ao zinco. Entretanto, os
nossos resultados da geotaxia negativa ndo demonstraram alteracdes
significativas entre os diferentes tratamentos (Tabela 5), ao contrario de uma
maior laténcia para completar a tarefa de geotactismo negativo em ratos jovens
expostos a 8,0 mg/kg de acetato de chumbo durante 20 dias. Além disso, parece
que essa deficiéncia persiste apos o término da exposi¢éo (Luthman et al., 1992).
Por outro lado, Mello et al. (1998) nao relataram comprometimento na laténcia
para execucdo desta tarefa em ratos expostos ao chumbo, assim como o
tratamento com chumbo desde da gestacéo até o dia do teste (84°), ndo alterou a
coordenacao motora de ratos (Ma et al., 1999).

Nossos resultados mostraram que o tratamento dos animais com chumbo
e/ou zinco durante a segunda fase de crescimento cerebral rapido ndo causou
prejuizo na tarefa de geotactismo negativo. Desta forma, eventuais
comprometimentos cognitivos a serem apresentados por estes animais né&o

seriam devido a uma alterag&o na coordenag&o motora destes animais.
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Com o objetivo de estudar o envolvimento do receptor NMDA nos danos
causados pelo chumbo, foi realizado o estudo da sensibilidade do deste receptor
através da convulsdo induzida por NMDA. Nao foram observadas alteragbes
significativas na sensibilidade a convulsbes em nenhum dos grupos tratados
(Figura 7).

Tem sido relatado que o receptor de NMDA ¢ inibido pelo chumbo, sendo
que a sensibilidade do mesmo a agdo do metal € maior em animais jovens em
relacdo aos animais adultos. Nos estudos ontogenéticos de Ujhara &
Albugquerque (1992a) realizados em culturas celulares hipocampais de 1 a 30
dias, foram observadas diferen¢cas nas amplitudes de ativacdo celular, sendo que
o pico da amplitude na corrente pela ativagdo por NMDA mais glicina foi
registrado em células de 20 dias. O zinco também demonstrou bloqueio do
receptor NMDA dependente da maturagao celular (efeito atenuado ao longo da
maturacdo). Tem sido demonstrado a presenca de subtipo de receptor NMDA
preferenciaimente em células imaturas, os quais s&o inibidos pelo chumbo
(Ujihara & Albuquerque, 1992b). Esses resultados sustentam os relatos de que
ratos jovens s&0 mais sensiveis a agédo do chumbo do que ratos adultos. A maior
sensibilidade do receptor NMDA aos efeitos do chumbo em animais jovens, tem
sido proposto como uma das causas de déficits cognitivos causados por este
metal serem mais prevalentes em animais jovens e em criangas do que em
adultos. A dependéncia da idade para os efeitos inibitérios do chumbo pode
representar diferentes sensibilidades ao chumbo dos diferentes subtipos de

receptores NMDA expressos nas diferentes fases do desenvolvimento (Ujihara & |
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Albuquerque, 1992b). Alteragdes na ligacdo do receptor NMDA na formacgao
hipocampal e areas corticais, induzidas pelo chumbo podem ter um papel na
neurotoxicidade induzida por este metal (Ma et al., 1998).

No entanto, a auséncia de efeitos significativos do chumbo e/ou zinco
administrados durante a segunda fase de crescimento cerebral rapido sobre a
sensibilidade a convulsdes pelo NMDA sugere a seguinte possibilidade: mesmo
ocorrendo acumulo de chumbo no cérebro, o receptor de NMDA néo foi afetado
de forma a alterar a sua resposta ao NMDA administrado para causar convulsées
ou ainda, apenas tarefas comportamentais mais sensiveis poderiam revelar uma
alteracgao funcional no receptor NMDA.

Uma das tarefas comportamentais escolhidas para avaliar os efeitos do
chumbo e/ou zinco durante a segunda fase de crescimento cerebral rapido em
ratos foi a habituacdo em campo aberto (ap6s 0 desmame). A tarefa do campo
aberto permite uma expressao natural do comportamento em um ambiente novo,
presumivelmente ndo aversivo. Nesta tarefa os ratos apresentam um
comportamento exploratério que consiste em atividade locomotora (ambulagdo),
respostas de orientacido e defecagado. A habituagdo a um ambiente se expressa
pela redugcdo de tais atividades sob exposi¢do repetida ao mesmo ambiente
(O’Keefe & Nadel, 1978; Dutra et al., 1991). A habituagdo a um novo ambiente &
considerada por alguns pesquisadores como sendo bastante adequada para
avaliar déficit cognitivos sutis, por envolver um aprendizado n&o essencial em
uma tarefa ndo aversiva (Strupp et al, 1984, Dutra et al, 1991). As respostas de

orientacdo parecem ser um melhor parametro para avaliar a atividade
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exploratéria, uma vez que esta parece ser menos confundida com outras
expressées comportamentais (Frankova & Barnes, 1968; Netto et al., 1986; Rotta
et al., 1988). Os nossos resultados de resposta de orientagéo (Figura 8) mostram
que todos os tratamentos, exceto o grupo que recebeu apenas acetato de
chumbo, apresentaram uma redugdo nos escores de resposta de orientagéo na
sessdo teste em relacio a sessao treino, sugerindo memoéria de habituagdo para
estes grupos e um déficit de habituagdo para o grupo exposto somente ao
chumbo. Porém, o grupo tratado somente com chumbo apresentou escores
menores de respostas de orientagdo na sessdo treino em relagdo aos outros
grupos nesta mesma sesséo. O resultado das respostas de orientacéo obtido com
0 grupo exposto apenas ao chumbo poderia ser devido ao fato do chumbo
causar déficit de atencdo. Needleman (1993) relatou que um aumento nos niveis
de chumbo no sangue esta associado com o aumento da distrabilidade e escores
de atitudes impulsivas. O comportamento de perseveranga associado ao chumbo
tem sido relatado em criancas (Stiles & Bellinger, 1993), o0 que leva a especulagéo
de que o prejuizo cognitivo induzido pelo chumbo poderia estar relacionado a
déficit de atencdo (Brockel & Cory-Slechta, 1998). Por outro lado os resultados
obtidos em nosso trabalho com o grupo tratado com acetato de chumbo + cloreto
de zinco, sugerem que o zinco tenha uma agao protetora no eventual déficit de
atencdo causado pelo chumbo, preservando a meméria de habituacdo dos
animais.

Este resultado sugere que 0 zinco possa ter uma acgio protetora frente ao

chumbo em areas cerebrais envolvidas com a memoria. O papel do zinco em
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acrescentar que alguns estudos demonstram que 0 zinco pode conferir uma
protecdo em relacdo a toxicidade pelo chumbo, pois 0 zinco seria capaz de
restaurar a atividade .da enzima ALA-D inibida pelo chumbo (Satija & Vij, 1995).
Além disso, tem sido proposto que zinco parece prevenir a neurotoxicidade do
chumbo. Winneke (1996) relatou que criangas vizinhas a uma fundigcdo de
chumbo e zinco apresentaram déficit de inteligéncia muito menores do que 0s
observados em criangas de algumas cidades do interior expostas somente ao
chumbo. Contudo, tem sido demonstrado que o zinco, dependendo das condigées
experimentais e da concentragio cerebral atingida, pode ter agéo neurotdxica ou
neuroprotetora (Cuajungco & Lees, 1998). De qualquer forma, € importante
ressaltar que no protocolo experimental utilizado o zinco per se nao provocou
déficits comportamentais.

Um dos possiveis mecanismos de agdo do chumbo no sentido de causar
déficit de aprendizado/meméria, seria bloqueando a potenciacdo a longo prazo
(Altmann et al., 1991; Hori et al., 1993, Gilbert et al., 1999). A esta é atribuido um
papel importante no processo de aprendizado e membria, especialmente no
hipocampo. Esta estrutura cerebral inclusive, parece ser um dos alvos da acgéo do
chumbo (Alfano & Petit, 1981; Jonhston & Goldstein, 1998). A potenciagédo a
longo prazo estudada na regidao CA1 no hipocampo de ratos de 28 dias de idade
foi atenuada quando esses animais foram expostos ao chumbo. A associagdo
entre a exposigdo ao chumbo e o comprometimento da LTP em ratos jovens
parece ser, em pequena parte, um resultado da interacdo entre o metal e a PKC

(Zaiser & Miletic, 2000). Baixos niveis de chumbo sdo capazes de ativar
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diretamente PKC (Markovac & Goldstein, 1988), e o ch}umbo exibe afinidade por
esta enzima maior que o calcio, seu ativador fisiolégico. Estudos tém proposto
que o chumbo module a atividade da PKC por interagir com multiplos sitios dentro
da enzima (Sun X et al. 1999).

O processo de potenciagéo a longo prazo tem sido associado a receptores
NMDA de transmissfes sinapticas excitatérias, um potente substrato
neurobioldgico de processos de aprendizagem e memoéria (Laroche et al., 1989,
Skelton et al., 1987; Capaldi et al., 1999). Tem sido demonstrado que a meméria
de habituacdo no campo aberto é processado pelo hipocampo (lzquierdo, 1994),
o qual acredita-se ser o alvo para a neurotoxicidade do chumbo (Stoltenburg-
Didinger, 1994; Jonhston & Goldstein, 1998). O resultados obtidos com chumbo
em nosso trabalho s@o similares aqueles observados em animais com les&o
hipocampal (O’Keefe & Nadel, 1978).

A importancia da atividade do receptor NMDA (NMDAR) para processos de
aprendizagem tem sido levantada de estudos que mostram que a administragao
de antagonistas NMDA n&o competitivos tais como MK-801, prejudica uma
variedade de tarefas de aprendizagem, incluindo mudan¢a na aquisicdo de
respostas repetidas (Cohn & Cory-Slechta, 1992) e tarefas de memoéria espacial,
como labirinto radial (Butelman, 1989), aprendizagem no labirinto aquatico (Kant
et al.,, 1991), e alternéhcia espacial (Walker & Gold, 1991). O NMDAR tem sido
identificado como um dos principais alvos para neurotoxicidade induzida por Pb?".
O perfil de desenvolwmenfo da subunidade da proteina NMDA-2R no hipocampo

é especialmente alterado bela exposicao cronica ao Pb** (Nihei & Gunarte 1999).
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identificado como um dos principais alvos para neurotoxicidade induzida por Pb?*.
O perfil de desenvolvimento da subunidade da proteina NMDA-2R no hipocampo
& especialmente alterado pela exposigéo cronica ao Pb?* (Nihei & Guilarte, 1999).
Existe a possibilidade de que o déficit de habituagdo demonstrado no grupo
exposto somente ao chumbo seja devido, pelo menos em parte, a um efeito do
chumbo sobre os receptores NMDA, mas tal hip6tese necessita confirmagéo com
experimentos neuroquimicos. Contudo, ndo foram observadas alteragbes na
sensibilidade a convulsées produzidas por NMDA nos ratos de 13 dias de idade
previamente tratados com chumbo (8° ao 12° dia de vida) (Figura 7). N&o
podemos excluir a possibili&ade de que estes resultados aparentemente
contraditérios sejam devido a idade na qual as tarefas foram realizadas.

O zinco modula a atividade do receptor NMDA, pois atua em um sitio
inibitério especifico no receptor (Peters et al., 1987; Choi & Koh, 1998).
Entretanto, o grupo que recebeu apenas cloreto de zinco apresentou escores de
respostas de orientacdo semelhantes ao grupo controle, indicando que o zinco na
concentragio utilizada ndo afeta a memoria de habituacgdo.

Alguns trabalhos relatam que o comportamento de orientagéo dos animais
pode ser comprometido devido ao fato de que os tratamentos utilizados possam
alterar a atividade locomotora dos animais, principalmente em decorréncia da
hiperatividade ocasionada (Rodrigues et al., 1996b). Contudo, nosso resultado
mostrou que os grupbs tratados com chumbo e/ou zinco n&o apresentaram
alteracdes significativas na atividade locomotora dos animais da sessao treino em

relagdo a sessdo teste, em relagéo ao grupo controle (Figura 9). Isto sugere que
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os escores de respostas de orientacdo nado estdo sobre efeito da atividade
locomotora alterada. O resultado obtido com o grupo exposto ao chumbo
concorda com os resultados encontrados por Sobotka e Cook (1974), que
relataram que em ratos jovens expostos ao chumbo (24-28 dias de idade) n&o
houve diferenca significativa na atividade locomotora em relagdo ao grupo
controle. Outros trabalhos também relatam auséncia de efeito do chumbo sobre
atividade locomotora (Jason & Kelog, 1981; Munoz et al., 1989). Além disso, 0
resultado na tarefa de geotactismo negativo sugere que as alteracbes
comportamentais verificadas na tarefa de campo aberto n&o podem ser atribuidas
a déficit de coordenacao motora dos animais.

A autolimpeza (“grooming”), defecagcdo e laténcia para sair do primeiro
quadrado (timidez) sdo respostas atribuidas ao perfil emocional dos animais
(Archer, 1973).

A defecacgéo foi proposta como o principal parametro da emocionalidade no
teste do campo aberto (Whimbey & Demenberg, 1967). No nosso estudo a
analise estatistica dos bolos fecais ndo mostrou diferengas significativas em
relacdo a sessao e tratamento, mas apenas uma tendéncia a interagdo entre
sessdo e tratamento, uma vez que observou-se um aumento nos escores de
bolos fecais dos grupos que receberam chumbo e chumbo + zinco, na sess&o
teste em relagao a sesséo treino (Figura 10).

O comportamento de autolimpeza parece estar associado a situag¢des de
conflitos ou frustragcbes em diferentes espécies. Ele pode estar aumentado em

resposta ao medo ou diminuido diante de uma extrema excitagdo (Hinde, 1970;
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Fentress, 1986). O resultado da resposta de autolimpeza obtido em nosso
trabalho, mostra que parece haver uma tendéncia de interagdo entre sesséo e
tratamento, uma vez que houve um aumento nos escores de autolimpeza no
grupo que recebeu apenas chumbo (Figura 11). Roeling et al. (1993) consideram
o hipotalamo como uma “area de autolimpeza” especifica. Qutras areas cerebrais
como septo, os nucleos amigdaldides e substéncia cinzenta periaquidutal, quando
estimuladas, podem provocar esse comportamento, uma vez que possuem vias
aferentes e eferentes com o hipotalamo (Van Erp et al., 1993). Muitas estruturas
cerebrais, como hipocampo e a amigdala participam de ambos os fendmenos,
ansiedade e memoaria, o que foi verificado por Beuzen & Belzung, (1995). Dados
que relacionam aprendizado ou memdaria explicita com niveis de ansiedade foram
relatados por Ribeiro et al., (1999). A autolimpeza se trata, na realidade de um
grupo de respostas somaticas, autondmicas e endoécrinas, associadas com
comportamento adaptativo, 0s quais asseguram a sobrevivéncia do animal (Celis
& Torre, 1993).

Os resultados obtidos na Iaténcié para sair do primeiro quadrado no campo
aberto também demonstraram n&o haver altera¢des significativas nos diferentes
grupos de tratamento (Figura 12). Testes realizados com macacos de 4,5 a 6
anos de idade, tratados com chumbo durante o primeiro ano de vida pés-natal,
mostram um aumento na laténcia para entrar no campo aberto nos animais
expostos ao metal (Fergunson et al., 1993).

Conforme mencionado anteriormente, a autolimpeza, a defecacdo e a

laténcia para sair do primeiro quadrado s&o atribuidos ao perfil emocional do
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animal, sendo, portanto, dependentes da amigdala, enquanto que a memoria de
habituacdo ao campo aberto, segundo Izquierdo et al. (1993) é dependente
apenas da integridade hipocampal. Nossos resultados sugerem que o zinco €
capaz de exercer um efeito neuroprotetor em relacdo ao efeito do chumbo,
presumivelmente no hipocampo, uma vez que o grupo tratado com chumbo +
zinco manteve a memoria de habituacdo. Por outro lado, aparentemente o zinco
nédo parece apresentar 0 mesmo efeito neuroprotetor em relacdo a um possivel
efeito de chumbo no perfil emocional dos animais, talvez devido ao fato do
envolvimento de diferentes regi