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RESUMO

O chumbo é um metal inorganico encontrado na natureza e que vem sendo
utilizado de maneira abrangente na industria como parte da fabricacdo de produtos de
consumo. Devido a esse fato, o chumbo é encontrado como contaminante em agua, solo,
ar, poeira doméstica e alimentos. Apesar de ser desnecessario para a fisiologia do
organismo, atualmente grande parcela da populacdo j& teve contato com o chumbo e
possui certo nivel dele no organismo. A exposi¢do ocupacional ao chumbo é a forma
mais deletéria para a salde e pode levar a quadros de sindrome como o saturnismo. Os
efeitos decorrentes da exposicdo crénica ao metal ja tem ampla abordagem na literatura
por isso, nesse trabalho, investigamos os possiveis efeitos resultantes da exposicdo a
baixas doses de chumbo de forma subaguda. Em seguida, investigamos os efeitos
decorrentes de tratamento por acupuntura logo apos terminada a exposicao ao metal. Para
esse estudo, foram utilizados ratos Wistar machos com aproximadamente 60 dias de
idade para ambos os tratamentos. Referente a exposi¢cdo ao chumbo foi utilizado o
método de ingestdo por gavage e, no caso da acupuntura, cada animal tratado recebeu um
implante subcutaneo de uma esfera de cristal radionizada no ponto energético VG20.
ApoOs os tratamentos, os animais foram testados por 3 semanas consecutivas nos
aparelhos labirinto em cruz elevado e arena de campo aberto a fim de constatarmos
possiveis alteracdes neurocomportamentais decorrentes do procedimento experimental.
Os resultados demonstraram que o chumbo teve efeito estimulador da atividade
locomotora e exploragdo dos animais, além de sugerirem também um efeito ansiolitico.
Ja a acupuntura, segundo os resultados, demonstrou ter amplificado os efeitos do chumbo
como estimulador da atividade locomotora e exploracdo dos animais e diminuindo os

indicios de ansiedade, o que ocorreu durante todas as semanas de testes.

Palavras-chave: chumbo; acupuntura; comportamento, ansiedade, locomogéo



1. INTRODUCAO

1.1.  Chumbo: histérico e uso

O chumbo (Pb) é um metal inorganico encontrado na natureza na forma de
diversos minérios, como por exemplo: sulfato de chumbo, fosfato de chumbo, cromato de
chumbo, etc. (MERCK - INDEX, 1996). O Pb vem sendo utilizado como parte do
processo de fabricacdo de diversos produtos na industria moderna, como por exemplo:
baterias de automoveis, componente de tintas, encanamentos, prote¢do contra radiacdo X,
cigarros, defensivos agricolas, aditivo em gasolina, projéteis de armas de fogo, latas de
alimentos, demolicdo, reparo de radiadores, reciclagem de metais, etc. (SILVA e
MORAES, 1987; FISHBEIN et al.,, 1992; SHIBAMOTO e BJELDANES, 1996;
RYBICKI et al., 1997).

1.2. Exposicdo

Devido a presenca do Pb no ambiente, ha constante contato e exposi¢cdo a esse
metal ao longo da vida. Nos dias atuais cada pessoa possui certa quantia de chumbo no
organismo, a qual deveria ser zero ja que ele ndo é essencial a fisiologia do corpo
(ASCIONE, 2001).

Conforme citado acima, o largo uso desse elemento na industria faz da exposi¢do
ocupacional o meio mais grave e acentuado de contato, o que afeta os trabalhadores
desses locais e pode levar até ao quadro de saturnismo, que é causado pela intoxicacao
cronica ao Pb (BUSCHINELLI et al., 1990).

De uma maneira mais velada, esse contato com o metal pode dar-se através de
meios mais inusitados, como por exemplo, a poeira doméstica contaminada, que pode
contribuir grandemente para o quadro de intoxicacdo aguda ou cronica (LIVINGSTON,
2000). Além disso, no dia a dia ocorre exposic¢ao ao Pb através do consumo de agua e/ou
alimentos contaminados, ou inalagcdo do ar contaminado e até mesmo do contato com o
solo contaminado (WHO, 1977; SHIBAMOTO e BJELDANES, 1996; LANPHEAR et
al., 1998; CLARK et al., 2004).



A Agéncia de Substancias Téxicas e Registro de Doengas (ATSDR - EUA, 2015)
classifica 0 Pb como a segunda substadncia mais nociva, dentre uma lista das mais
perigosas.

N&o é s por contato com grandes doses de Pb que se da qualquer alteracdo no
organismo. Como demonstrado por LANPHEAR (2000) e CANFIELD (2003), o chumbo
em baixas concentracGes pode prejudicar a cognicdo e alterar o comportamento em
criangas. Concentragbes na faixa de 3 a 5 microgramas por decilitro j& sdo capazes de
causar declinios no QI em criancas (BELLINGER, 2008). Em adicdo a isso, outras
pesquisas vdo ao encontro desse achado e mostram que a toxicidade em baixas
concentragcOes afeta tanto animais quanto humanos, promovendo entdo alteracbes no
comportamento desses individuos (GRANT et al. 1980; NEEDLEMAN et al., 1990;
GROVER et al., 1993).

Como ponto de comparacdo, a faixa de concentracdo de chumbo descrita por
BELLINGER (2008), em um estudo feito no Brasil, demonstrado por PALIELO (1997),
encontrou niveis de chumbo sanguineo em torno de 8 a 9 microgramas por decilitro em
populacdo que ndo é exposta ocupacionalmente e que ndo possui habitos intensificadores

desse contato, como 0 consumo de cigarros.

1.3.  Chumbo no organismo

O Pb adentra o organismo principalmente através da via respiratoria e pelo trato
gastrointestinal (JARUP, 2003).Essa absor¢do da-se de formas diferentes comparando-se
adultos e criancas. Em adultos, pelo trato gastrointestinal, é captado de 5 a 10% do
chumbo ingerido (LARINI, 1987). Ja em criancas, essa absor¢do chega a faixa de 40 a
50% do metal consumido.

No entanto, pouco Pb fica retido no organismo. Do total ingerido, 90% do
chumbo é excretado pelas fezes, principalmente na forma de sulfeto de chumbo
(KLAASSEN, 1998). O restante (10%) dele se liga principalmente aos eritrdcitos, o que
faz do sangue um importante indicador de exposi¢do aguda e cronica (KLAASSEN,
1998; IARC, 2004).Em seguida, através do sangue, o chumbo passa aos 0rgaos de troca

como o figado, rins e pulmdes e aos 6rgdos de armazenamento, COmo 0S 0SS0S, onde se
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armazena em até 90% de forma bastante estavel (CONRAD e BARTON, 1978; IARC,
2004).

1.4. Neurotoxicidade

A habilidade em formar complexos de ligacdo estavel com enxofre, oxigénio,
nitrogénio e fésforo é o que torna o contato com o Pb toxico. Esse fendmeno causa
interferéncia prejudicial na fisiologia de enzimas e membranas celulares (MOREIRA e
MOREIRA, 2004). O Pb afeta diversos sistemas e 0rgaos, e a exposi¢do pode levar a
alteracGes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas como disfuncdo renal, distirbios no
sistema nervoso central e metabolismo anormal da glicose (WILSON et al. 2000; ERAZI
et al. 2010; SANSAR et al. 2010). Os efeitos neurotdxicos ocorridos apos contato com o
chumbo sdo considerados problema de saude publica (TONG et al., 2000),
principalmente no caso de criangas e trabalhadores expostos ocupacionalmente
(VAGLENOV et al., 1998; MOREIRA e MOREIRA, 2004).

Os danos ao sistema nervoso central seguidos a exposi¢do crénica ao Pb vem
sendo amplamente demonstrados atraves de estudos (LANPHEAR et al., 2000;
ANTONIO et al. 2003; ERAZI et al., 2010; SANSAR et al., 2010).0 Pb agindo no
cérebro afeta uma variedade de sistemas de neurotransmissores, o que leva a um amplo
quadro de efeitos adversos provocados no organismo (LERET et al. 2002; DEVI et al.
2005). O desequilibrio na homeostase do cérebro é um dos efeitos da exposicdo a esse
metal, 0 que ocasiona prejuizos do sistema de sintese e secre¢do de neurotransmissores,
na fisiologia do célcio, na proliferacdo celular e neurogénese, na morfologia dos
dendritos e sinapses e na expressdo de fatores neurotréficos (SCHNEIDER et al. 2004;
VERINA et al. 2007).Outros tantos trabalhos indicam o Pb como perturbador do sistema
monoaminérgico, tanto no sistema nervoso central em desenvolvimento quanto no adulto
(ANTONIO et al., 1999; DEVI et al., 2005; BOUYATAS and GAMRANI, 2007; ERAZI
et al., 2010; SANSAR et al., 2010). Como parte desse sistema de monoaminas estd a
serotonina, que é um importante componente e esta ligado ao comportamento de

ansiedade (LINTHORST, 2005). A serotonina esta relacionada a modulacdo de fungoes
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fisiologicas e neurocomportamentais incluindo, além da ansiedade, os estados afetivos e
de respostas ao estresse (TAKASE et al., 2004).

O chumbo ¢é indicado como um fator alterador da normalidade do sistema
serotoninérgico em DUBAS (1978) e LERET (2002).

1.5.  Tratamento - Desintoxicagao

O tratamento classico de desintoxicacdo € o uso de agentes quelantes, que s&o
antagonistas dos intoxicantes. Esses quelantes se ligam aos metais de forma estavel e
facilitam a excrecéo deles via renal, com o objetivo de reverter o quadro de intoxicacgao e
recuperar a homeostase (HURLBUT, 1992, KLAASSEN, 1998). Um dos quelantes mais
usados para a desintoxicacdo de Pb é o CaNa2EDTA (ededato célcico disodico). No
entanto, o uso desse quelante causa efeitos colaterais desagradaveis como nausea, febre,
mialgia, cefaléia e outros mais. A utilizacdo prolongada do CaNa2EDTA leva a
insuficiéncia renal devido a sua toxicidade aos rins (GOYER, 1978).Na atualidade tem
sido usado de forma crescente o acido dimercapto succinico (DMSA), o qual possui
menos relatos de efeitos colaterais causados apds a administracdo mas mesmo assim
ainda leva a nausea, vomito e dor abdominal. E considerado como promissor no
tratamento de intoxicacdo por chumbo por ser mais especifico, eficiente e menos toxico
qgue o CaNa2EDTA (GRAZIANO et al.,, 1988, GRAZIANO et al., 1992 | e Il
APOSHIAN e APOSHIAN, 1992). Além disso, outro agravante da terapéutica com
guelantes é o alto custo dos medicamentos.

Devido aos citados aspectos negativos do tratamento classico utilizando-se
guelantes, é louvavel a busca por métodos que minimizem os efeitos
neurocomportamentais nos individuos expostos ao Pb, em processo ou nao de
descontaminacdo. Além disso, 0 modelo de toxicidade subaguda por intoxicacdo ao Pb
em roedores, estabelece alteragfes nos padrdes de ansiedade, o que permite a introdugédo
de métodos alternativos para o tratamento do estado ansiolitico como por exemplo a

acupuntura.
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1.6. Medicina Tradicional Chinesa: aspectos Gerais

A acupuntura tem sido a fonte priméaria no cuidado a satde na China por mais de
3.000 anos. A teoria geral da acupuntura se baseia no principio de que as doengas,
malformacdes e alteragGes emocionais resultam de bloqueios na circulagdo da energia
vital (Qi) e Xue (sangue), ocasionando o desequilibrio entre 0 Yin e o Yiang, energias
opostas e complementares que mantém o equilibrio nos seres. Atraves da remocgédo desses
blogueios e a restauracdo do fluxo normal de energia, o corpo é capaz de restabelecer a
salde e melhorar a funcdo dos érgdos (MACIOCIA, 2007).

Através do uso de agulhas metélicas, finas como fios de cabelo, 0s acupunturistas
sdo capazes de identificar e remover esses bloqueios de Qi e Xue, permitindo que 6rgdos
e tecidos se recuperem sozinhos (CHANG et al., 2002).

Além da acupuntura sistémica tradicional com a inser¢do de agulhas metalicas,
outros métodos como a auriculopuntura (SHIYING & WANCHENG, 2012), a radiestesia
(MENDONCGCA, 2010) e a utilizacdo de sementes ou esferas em pontos de acupuntura
(FRANCESCHINI, 2013) podem ser utilizados como técnicas eficientes no tratamento
pela medicina tradicional chinesa, visando o equilibrio energético.

Com base na apresentacdo das doencas e nos Quatro Principios diagndsticos da
medicina chinesa, elaboraram-se oito critérios para a classificacdo das sindromes. S&o
eles: externo-interno, Frio-Calor, Deficiéncia-Excesso e Yin-Yang; sendo que a
compreensdo deles é importante para o diagndstico energético dos sintomas.

A sindrome de Yin e Yang incorpora em si todas as outras classificagfes. Tal
afirmacdo se baseia no fato de que as sindromes de Yin correspondem as profundas, de
deficiéncia e Frio, enquanto que as sindromes de Yang compreendem as sindromes
superficiais, de Excesso e Calor (WEN, 2008).0s fendmenos cientificos sdo descritos
através da observagdo minuciosa, da repeticdo de testes, para finalmente ocorrer o
desenvolvimento das teorias que os comprovem. Na China antiga, utilizando desse
procedimento, 0s pesquisadores chegaram a conclusao de que a estrutura basica dos seres
vivos era a mesma do universo no qual estava inserido e, portanto, todos os fendmenos
qualitativos da natureza podiam ser classificados em Yin e Yang (WEN, 2008). Aquelas

alteragcbes que caracterizam aparéncia agitada, tensa, hiperfuncdo, quadros agudos séo
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Yang; enquanto que, aquelas caracterizadas pela aparéncia calma, fraqueza, hipofuncao,
quadros cronicos, sdo Yin (WEN, 2008).

Em condi¢Bes patoldgicas hd muitos sinais e sintomas que podem indicar
diferentes graus de apresentacdo dos aspectos Yin (negativo) e Yang (positivo). Febre
alta, rubor facial, agitacdo, ansiedade, insénia podem se manifestar em uma sindrome
Yang, por excesso de Yang ou por deficiéncia de Yin. Se houver manifestacbes como
extremidades frias, palidez facial, astenia, tristeza, podem ser indicativas de uma
sindrome de Yin por excesso de Yin ou deficiéncia de Yang (MACIOCIA, 2007; WEN,
2008).

Na superficie do corpo, hd muitos pontos sensiveis que estdo conectados em
trilhas relacionadas as fungdes de um 6rgdo interno. As linhas formadas pelas conexdes
desses pontos sdo denominadas de acordo com o 6rgdo interno a que se referem, séo
longitudinais e foram chamados de meridianos. O Qi (recentemente chamado por alguns
cientistas de bioenergia) circula através do corpo de uma maneira regular, fluindo através
dos meridianos principais e extraordinarios (WEN, 2008).

Os pontos de acupuntura e os meridianos sao utilizados para a harmonizagao das
fungdes organicas, de suas inter-relagdes e para o reequilibrio energético. Além dos doze
meridianos principais, cujos fluxos de energia estdo mais perceptivelmente relacionados
aos orgdos internos, h& oito outros meridianos chamados de extraordinarios (WEN,
2008). Desses oito, somente 0 Ren Mai e 0 Du Mai possuem pontos proprios para a
circulacdo de energia.

O meridiano Du Mai (Vaso Governador) comega no perineo, passa pelo coccix
para depois subir pela regido sacral, lombar, toracica e cervical para chegar ao cranio. O
meridiano Vaso Governador (VG) é responsavel por regular a energia dos meridianos
Yang do corpo (WEN, 2008).

O ponto VG20 ou Baihui localiza-se partindo perpendicularmente a pele para
cima da base posterior da concha acustica para a linha central da abobada do crénio
(Figura 1).
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Figura 1: Parte cranial do meridiano Vaso Governador mapeado no cdo (Fonte:
DRAEHMPAEHL & ZOHMANN, 1997)

O acuponto VG20 é extensamente usado por acupunturistas pois controla a
energia dos canais Yang e é capaz de dispersar 0 excesso de Yang desses canais. Ao
dispersar essa energia, acalma a mente (Shen) e as emogdes restaurando a consciéncia
(MACIOCIA 2007). Sendo assim, € um dos principais pontos utilizados para quadros de
ansiedade, perturbagdo mental e a falta de concentracdo (MACIOCIA 2007).

Apesar de varias comprovagdes cientificas sobre a existéncia dos pontos de
acupuntura e da sua acdo sobre a melhoria de pacientes humanos e animais sob diversas
situacOes patoldgicas, muitas pessoas acreditam que o efeito da acupuntura funcione
como um “placebo”. Assim, no intuito de colher dados experimentais que comprovem a
eficiéncia da acupuntura como método de tratamento para vérias alteragbes funcionais e
emocionais, a utilizacdo de modelos animais minimizariam possiveis efeitos

psicossomaticos.
1.7.  Objetivo

Testar tratamento de acupuntura nos efeitos comportamentais provocados pela

exposi¢do ao chumbo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Composto utilizado na exposi¢éo

Acetato de chumbo Il [Dindmica - Quimica Contemporanea® LTDA - P.M. =
379,3 - (CH2C0O0)2.Ph.3H20]

2.2.  Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, fornecidos pelo Biotério Central da
UNESP - Campus de Botucatu. Os animais foram retirados com 21 dias de idade e,
durante toda a fase experimental, permaneceram no biotério do Centro de Assisténcia
Toxicoldgica (CEATOX), do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) da UNESP, sob
condigdes controladas de temperatura (23+2°C), ciclo de luz de 12 horas claro/escuro,
exaustdo de ar continua e recebendo agua e ragdo sem restricdo, durante o periodo de
aclimatagdo e crescimento, até atingirem a idade desejada para participarem dos

experimentos (60 dias).

2.3. Procedimento experimental

O protocolo de experimentacdo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de
Animais, do Instituto de Biociéncias, sob n°.808/2016.

O protocolo experimental foi dividido em duas fases:

2.3.1. Primeira fase: Projeto Piloto para a escolha da dose de chumbo a ser utilizada no

experimento principal.

Para a definicdo da dose de chumbo a ser utilizada, 40 animais com 60 dias de
idade e peso médio de 317g, foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais
(n=10), sendo respectivamente:
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- GRUPO 1: Controle - Animais receberam solucédo salina (0,1mL/100g de massa
corporal) via gavage;

- GRUPO 2: Animais receberam solucdo de acetato de chumbo, na dose de 10mg
de Pb/Kg (0,1mL/100g de massa corporal) via gavage;

- GRUPO 3: Animais receberam solugdo aquosa de acetato de chumbo, na dose
de 30mg de Pb/Kg (0,1mL/100g de massa corporal) via gavage;

- GRUPO 4: Animais receberam solucdo aquosa de acetato de chumbo na dose de
70mg de Pb/Kg (0,1mL/100g de massa corporal) via gavage.

Os animais foram expostos uma vez ao dia, no periodo da manha - entre 9am e
12pm - durante 3 dias consecutivos.

Apos 48 horas da ultima exposi¢do, os animais tiveram seus comportamentos
avaliados nos aparelhos: arena de campo aberto, para analise da atividade locomotora e
exploragdo, e labirinto em cruz elevado, para analise da ansiedade.

Apos a avaliagdo comportamental foi definida a dose de 30 mg/kg de massa

corporal como sendo suficiente para alterar os comportamentos analisados nos aparelhos.

2.3.2. Segunda fase: efeitos da acupuntura sobre 0 comportamento de animais submetidos
a exposicao subaguda ao chumbo

2.3.2.1. Exposigédo ao chumbo:

Para essa etapa, 45 animais com 60 dias de idade, com peso médio de 281g,
foram divididos aleatoriamente em 3 grupos experimentais (n=15), sendo
respectivamente:

- GRUPO 1: Controle-Sham - animais que receberam simulacdo da cirurgia
porém sem implantacdo da esfera de cristal na cabeca e solucdo salina (0,1mL/100g de
peso corporal), por gavage;

- GRUPO 2: Pb-Sham - animais que receberam simulacdo da cirurgia porém sem
implantacdo da esfera de cristal na cabeca e solucdo de acetato de chumbo na dose de 30
mg de Pb/Kg (0,1mL/100g de peso corporal), por gavage;
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- GRUPO 3: Pb-Acupuntura - animais que receberam cirurgia com implantacéo
de esfera de cristal radiénico na cabeca e solugéo de acetato de chumbo na dose de 30 mg
de Pb/Kg (0,1mL/100g de peso corporal), por gavage;

Para o procedimento cirurgico, animais de todos os grupos foram anestesiados
com Xilazina (5mg/Kg) mais Quetamina (80mg/Kg), sendo que os animais dos grupos 1
e 2 receberam uma micro-incisdo na cabeca, na regido supra-orbital no plano sagital
mediano, levemente deslocada para a direita sem a insercdo de nenhum elemento
estimulador e posteriormente suturada com ponto duplo.

Os animais do grupo 3 sofreram uma incisdo infra-orbital no plano sagital
mediano, levemente deslocado para a regido occipital no ponto de acupuntura Vaso
Governador 20 (VG20), onde foram inseridas sob a pele duas esferas de cristal radiénico
e, logo em seguida, suturada a regido (um a dois pontos duplos). Para a cirurgia Sham ou
de implantacdo da esfera radionica, a localizagdo do ponto foi confirmada usando o atlas
de acupuntura animal (DRAEHMPAEHL & ZOHMANN, 1997).

A disting¢do entre o local do ponto de cirurgia escolhido para os grupos 1 e 2 em
comparagdo ao ponto escolhido para o grupo 3 foi decidida a fim de evitar a formagéo de
um processo inflamatério no ponto VG20 dos grupos Sham (1 e 2). O possivel processo
inflamatorio poderia causar estimulacéo involuntéria do ponto VG20 dos grupos Sham (1
e 2), a qual ¢é indesejada ao procedimento experimental ja que somente o grupo 3 deveria
ter esse ponto de acupuntura estimulado a fim de manter a comparagdo entre 0s
tratamentos.

Os animais receberam os respectivos tratamentos (salina e/ou acetato de chumbo)
por 3 dias consecutivos a cirurgia, 1 vez ao dia, pela manha.

Quarenta e oito horas apds a cirurgia e insercdo ou ndo das esferas no ponto de
acupuntura VG20, os animais foram submetidos aos testes comportamentais para as

avaliacdes que se seguem.

2.4.  Testes neurocomportamentais

2.4.1. Avaliacdo comportamental em arena de campo aberto (metodologia descrita por
TROMBINI et al. 2001);
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Observacéo direta em aparelho construido conforme especificado por Broadhurst
(1960). Apos o rato ser colocado no centro da arena, foram avaliados o tempo de laténcia
para o primeiro cruzamento do centro do aparelho e também o nimero de vezes que esse
centro foi cruzado. Além disso, também contabilizou-se a locomogdo do animal pelo
numero de unidades demarcadas no assoalho do aparelho, que foram percorridas pelo
animal. Um cruzamento se refere a quando o animal coloca as quatro patas dento da
mesma marcagao.

Ao final de cada sessdo com cada animal, o aparelho foi limpo com algodéo
embebido em alcool etilico (5%, v/v) para eliminar os vestigios do animal antecessor.

Figura 2: Foto ilustrativa da arena em campo aberto (arquivo pessoal)

2.4.2. Avaliacdo do comportamento em labirinto em cruz elevado (metodologia descrita
PELLOW e FILE, 1986)

Observacdo direta em aparelho construido de acordo com especificacdes de
PELLOW e CHOPIM, 1985, na qual foram avaliados o tempo de permanéncia e o
numero de entradas nos bracos fechados e abertos do aparelho.

Ao final de cada sessdo com cada animal, o aparelho foi limpo com algodéo
embebido em alcool etilico (5%, v/v) para eliminar os vestigios do animal antecessor.
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Figura 3: Foto ilustrativa do labirinto em cruz elevado (arquivo pessoal).

2.5.  Andlise estatistica dos resultados

Os dados foram avaliados estatisticamente utilizando-se a andlise de variancia
(one-way ANOVA), complementada com o teste de Tukey. Os resultados expressos em
médio + erro padrdo de média e considerados significantes quando apresentaram erros
menores que 5% (P<0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software
GraphPad Prism6 (San Diego, Califérnia, EUA).

19



3. RESULTADOS
3.1.  Labirinto em cruz elevado (LCE)
Figura 4 - Avaliacdo do tempo de permanéncia (%) dos animais nos bragos

abertos e fechados do labirinto em cruz elevado, sob os varios tratamentos, através das 3

semanas de testes.
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Os valores representam a média * erro padrdo da média dos valores obtidos com
13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle. **
P<0,05 do Pb-Sham.

Observa-se na figura 4 que 0s animais expostos unicamente ao Pb permaneceram
significativamente mais tempo (%) nos bragos abertos do LCE (Figura 4A) e menos
tempo (%) nos bragos fechados (Figura 4B), em relagdo aos animais do grupo controle.

O tratamento de acupuntura ndo modificou significativamente este
comportamento dos animais nos bracos abertos do LCE em relagcdo ao grupo controle
(Figura 4A), mas preveniu significativamente a diminui¢do do tempo nos bragos fechados

do LCE (Figura 4B) em relagéo ao grupo Pb-Sham.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média dos valores obtidos com
13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA.

Observa-se que embora tenha ocorrido uma diminuicdo do tempo de permanéncia
nos bracos abertos do LCE nos animais expostos ao Pb exclusivamente se comparados
aos controles (Figura 4C) e um aumento do tempo de permanéncia nos bragos fechados ,
comparando-e 0s mesmos grupos novamente (Figura 4D), estas variagOes de efeito ndo
foram estatisticamente significantes.

O tratamento de acupuntura nédo influenciou significativamente a permanéncia dos
animais que receberam Pb tanto nos bragos abertos (Figura 4C) quanto nos bracos
fechados (Figura 4D) do LCE.

Uma observacdo interessante é a de que tanto os animais controle quanto os
animais expostos ao Pb e Pb + acupuntura, permaneceram mais tempo nos bracos
fechados (Figura 4C) do que nos bracos abertos (Figura 4D) do LCE.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média dos valores obtidos com
13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle.

A figura 4E mostra que os animais do grupo de exposi¢cdo exclusiva ao chumbo
permaneceram mais tempo (~325%) nos bragos abertos do LCE em relagéo aos controles;
também, que o0s animais expostos exclusivamente ao Pb permaneceram
significativamente menos tempo nos bragos fechados do LCE (Figura 4F) em relacdo aos
controles.

Observa-se que o tratamento de acupuntura intensificou a maior permanéncia dos
animais expostos ao chumbo, nos bracos abertos do LCE (Figura 4E) mas ndo modificou
o efeito do Pb nos animais nos bracos fechados do LCE (Figura 4F).
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Figura 5 - Avaliacdo do nimero de entradas nos bracos abertos e fechados do

labirinto em cruz elevado, dos animais sob os varios tratamentos, através das 3 semanas

de testes.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média dos valores obtidos com
13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle.

Com relacdo ao nimero de entradas os animais expostos exclusivamente ao Pb
entraram mais vezes nos bragos abertos do LCE - significativamente - (Figura 5A) e
também mais vezes nos bracos fechados (Figura 5B) em relacéo aos controles.

O tratamento de acupuntura ndo alterou significativamente o efeito exclusivo do
Pb nos bragos abertos do LCE (Figura 5A) e nem nos bragos fechados (Figura 5B)
porém, aumentou significativamente o nimero de entradas nos bracos fechados (Figura

5B), em comparagdo com o grupo Controle.
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Os valores representam a média * erro padrdo da média dos valores obtidos com

13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA.

Observa-se que houve um aumento néo significante do nimero de entradas tanto

nos bracgos abertos (~100%) (Figura 5C) quanto nos bragos fechados (~33%) do LCE

(Figura 5D) comparando-se o grupo controle com o grupo Pb-Sham.

O tratamento de acupuntura ndo interferiu significativamente nos efeitos do Pb

sobre 0o comportamento de entrada dos animais tanto nos bracos abertos (Figura 5C)

quanto nos bragos fechados (Figura 5D) do LCE.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média dos valores obtidos com
13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle.

A figura 5E mostra que os animais expostos unicamente ao Pb entraram mais
(~268%) nos bragos abertos em relacdo aos controles, mas de forma néo estatisticamente
significante.

Na figura 5F observa-se que 0s animais expostos exclusivamente ao Pb entraram
significativamente mais também nos bragos fechados do LCE, em relacéo aos controles.

O tratamento de acupuntura intensificou o efeito do Pb no nimero de entradas dos
animais nos bracos abertos do LCE (Figura 5E) porém, ndo interferiu significativamente
nos efeitos do Pb sobre o nimero de entrada dos animais nos bragos fechados (Figura
5F).

3.2.  Arena de campo aberto (ACA)

Figura 6 - Avaliagdo da atividade locomotora na arena de campo aberto dos

animais sob os varios tratamentos, através das trés semanas de teste.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média dos valores obtidos com

13 animais. As comparagdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle. **
P<0,05 do Pb-Sham.
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Observa-se que 0s animais expostos exclusivamente ao Pb tiveram maior
locomog&o que os animais controles e, também, que o tratamento de acupuntura rebaixou
os valores de efeito do Pb para nivel proximo ao do grupo controle, prevenindo as

alteragoes.
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Os valores representam a média * erro padrdo da média dos valores obtidos com
13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle.

Observa-se que o chumbo, por si s6, aumentou o nimero de unidades percorridas
pelos animais do grupo Pb-Sham se comparados com o grupo controle. Em
complemento, a acupuntura exacerbou esse aumento de locomocdo, fato visivel pela

comparacéo entre o grupo Pb-Acupuntura e 0s demais.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média dos valores obtidos com

13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle.

Observa-se que, referente a locomocdo, a exposi¢do ao chumbo levou a um

aumento significante do numero de unidades percorridas pelos animais, quando

comparado aos controles. Por sua vez, a acupuntura nao diferenciou significativamente os

efeitos do chumbo nos animais, o que pode ser observado pela comparagéo entre os

valores do grupo Pb-Sham e os do grupo Pb-Acupuntura.

Figura 7 - Avaliacdo na arena de campo aberto, do tempo de laténcia para o

primeiro cruzamento e do nimero total de cruzamentos pelo centro da arena, nos animais

das trés semanas de tratamento.
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Os valores representam a média * erro padrdo da média dos valores obtidos com
13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle. **
P<0,05 do Pb-Sham.

Observa-se na figura 7A que o tratamento por chumbo diminuiu o tempo que 0s
animais levaram para cruzar o centro do aparelho pela primeira vez e, também, que a
acupuntura contrapde o efeito do chumbo e retoma os valores para préximo do que sdo 0s
dos controles.

J& na figura 7B, vé-se que a exposi¢do ao chumbo causa um aumento no nimero
de cruzamentos feitos pelos animais no aparelho e, por sua vez, o tratamento por
acupuntura rebaixa esses valores até proximo dos obtidos pelos controles, antagonizando

os efeitos do chumbo.
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Os valores representam a média * erro padrdo da média dos valores obtidos com
13 animais. As comparagdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle. **
P<0,05 do Pb-Sham.

Em relacdo a laténcia (Figura 7C), a exposicdo ao chumbo ndo alterou o
comportamento dos controles, sendo mantido o tempo levado para cruzar o centro do
aparelho pela primeira vez. No entanto, a acupuntura causou uma diminuicdo
significativa no tempo para cruzar o centro do aparelho pela primeira vez quando
comparados aos controles e também quando comparados ao grupo Pb-Sham.

Adicionalmente, na figura 7D, observa-se 0 mesmo fendmeno. O tratamento por

Pb ndo alterou os valores obtidos pelo grupo controle e, por sua vez, a acupuntura
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aumentou significativamente o nimero de cruzamentos, tanto quando comparados aos

controles quanto aos expostos unicamente ao chumbo.
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Os valores representam a média * erro padrdo da média dos valores obtidos com
13 animais. As comparacdes foram feitas usando ANOVA. * P<0,05 do controle. **
P<0,05 do Pb-Sham.

Na figura 7E, observa-se que apenas a acupuntura foi capaz de causar mudangas
significativas no comportamento dos animais. Nesse caso, houve uma reducdo do tempo
para cruzar o centro pela primeira vez em comparacdo ao controle e também em
comparacdo ao Pb-Sham.

Por outro lado, na figura 7F, evidencia-se também o papel da acupuntura
causando mudancas significativas, mas nesse caso apenas houve diferenca
estatisticamente significativa no aumento do numero de cruzamentos quando comparados

com o grupo controle.
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho o chumbo provocou efeito ansiolitico nos animais quando
examinados no teste do LCE e efeito hiperlocomotor, quando examinados na ACA.

Os efeitos deléterios da exposi¢do cronica ao chumbo ja sdo amplamente
discutidos na literatura, incluindo a sua neurotoxicidade e consequéncias no
comportamento do individuo (LARINI et al., 1987; BUSCHINELLI et al., 1990;
ANTONIO et al., 2003; ERAZI et al., 2010; SANSAR et al., 2010). Essa exposi¢ao
crbnica pode causar acimulo consideravel de chumbo no organismo, como no caso da
exposicdo ocupacional (VAGLENOV et al., 2001).

Aqui, investigamos os possiveis efeitos neurocomportamentais de uma exposicao
sub-aguda a baixas doses de Pb. Escassa é a literatura sobre trabalhos que abordam
delineamento similar ao nosso estudo. No entanto, trabalhos como NEEDLEMAN et al.
(1990), LANPHEAR et al. (2000) e CANFIELD (2003) descreveram efeitos
neurocomportamentais apos exposi¢do a baixas doses do chumbo. A investigacdo das
consequéncias da exposicdo a baixas doses de Pb é de grande importancia na saide
publica (TONG et al., 2000), dado ao fato de que grande parcela da populagdo apresenta
algum nivel de chumbo no organismo (PALIELO, 1997) e de que especialmente as
criancas sdo mais vulneraveis a essas baixas concentragfes do metal, sofrendo disturbios
no quociente de inteligéncia apds exposicao (BELLINGER, 2008).

Em RIS (2004) demonstrou-se que a exposi¢do ao chumbo esta relacionada com
efeitos deletérios da funcdo motora e, esses efeitos podem ser observados mesmo em
doses baixas, como demonstrado por Leasure (2008). J4 MOREIRA (2001) e SOEIRO
(2007) demonstraram que exposi¢édo a baixas doses de chumbo induz comportamento de
ansiedade em animais.

Na primeira semana de testes realizados, os resultados obtidos indicam que a
exposi¢do ao chumbo levou a uma hiperatividade motora dos animais, demonstrada pela
maior locomogdo na ACA e maior numero de entradas nos bragos do LCE comparado ao
grupo controle. KAHLOULA et al. (2009) relacionou exposi¢cdo ao chumbo com
diminuigdo na atividade motora porém, outros trabalhos mostraram que os efeitos do

chumbo na atividade motora podem ser variados e dependentes da idade dos animais. Em
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animais jovens, o metal causou um aumento da atividade motora e em animais adultos,
levou a hipoatividade motora (REITER et al., 1975; KRASS et al., 1980).

Nossos resultados também sugeriram que o chumbo teve um efeito ansiolitico, ja
que levou a um aumento do comportamento de exploracdo dos bragos, abertos e
fechados, do LCE. Estudos ja demonstraram que o chumbo altera 0 comportamento e
pode levar a um aumento da ansiedade (LERET, 2002; BOUYATAS e GAMRANI,
2007). Nossos resultados com os testes de ansiedade discordam dessas sugestdes e, as
diferencas neste sentido, possivelmente se devem ao fato de que nos nossos animais
expostos ao chumbo, a hiperatividade locomotora observada pode ter mascarado o
resultado do teste comportamental, como também foi sugerido por DAWSON et al.
(1995). Muitas das diferencas entre resultados obtidos na literatura podem ser devido as
distintas doses do metal e via de administracdo, distintos métodos dos estudos, ou mesmo
devido as espécies de animais escolhidas como modelo experimental.

Nas decorrentes duas semanas de testes, os efeitos do Pb seguem a mesma
tendéncia dos resultados predecessores e nota-se que ainda persiste uma acao
aparentemente ansiolitica e de estimulagdo da atividade locomotora dos animais expostos
ao Pb, mas em escala decrescente de efeito.

Comparando-se as semanas, observa-se que 0 chumbo teve um réapido e
expressivo efeito, logo em seguida & exposi¢do, mas com o aumento do intervalo de
tempo entre a exposicdo e o teste realizado, observou-se declinio na toxicidade
neurocomportamental do Pb. Essa queda na poténcia de acdo do Pb pode ser explicada
pela excrecdo temporal do metal (KLAASSEN, 1998). Devido a baixa dose de Pb usada
para a exposicdo, uma semana de intervalo entre os testes neurocomportamentais ja pode
representar uma variacdo substancial e alterar as consequéncias fisiolégicas e
comportamentais.

Adicionalmente, analisando-se o desempenho normal dos ratos ao longo das
semanas observamos que o0s animais controles perdem o interesse pela exploracgdo e,
aparentemente, ficam mais ansiosos ao longo das trés semanas de testes, o que pode ser
relacionado a habituacdo ao aparelho. Ja os animais expostos ao metal também
apresentam comportamento semelhante porém, em menor escala, e isto pode ser

entendido como um possivel efeito da estimulacdo motora sobre os animais, exercida
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pelo metal durante o periodo das trés semanas de testes. Esse fato € visivel comparando-
se os resultados do grupo controle e do grupo Pb obtidos na ultima semana de avaliag&o.

O tratamento por acupuntura demonstrou resultados heterogéneos dificultando a
interpretacdo dos resultados. Talvez devido ao tipo das diferentes metodologias
empregadas nas avaliagbes neurocomportamentais ou mesmo pelas diferentes
susceptibilidades de respostas dos animais ao tratamento energético. Resultados em seres
humanos mostraram que a acupuntura reduz os efeitos ansioliticos, mas as diferencas
entre os pontos de acupuntura utilizados, a susceptibilidade ao tratamento, bem como, o
tempo de tratamento podem produzir resultados heterogéneos em diferentes estudos (AU
etal., 2016).

Na primeira semana de testes, a acupuntura preveniu as alteragdes causadas pelo
chumbo, indicando uma ac¢do antagbnica aquela exercida pelo metal, fazendo o efeito do
Pb voltar aos valores do grupo controle. O que chama mais a atencéo é o fato de que a
acupuntura, apesar de também ter diminuido a exploragéo e a atividade motora ao longo
das trés semanas, mesmo assim pareceu favorecer o estimulo do metal sobre a atividade
motora e sobre a exploragcdo, como que prevenindo a amplitude da queda da atividade
motora observada tanto no grupo controle quanto no grupo Pb.

Estudo realizado em ratos Sprague-Dawley em um modelo experimental para
insbnia mostrou que a eletroacupuntura foi capaz de reduzir a atividade do sistema
medular simpético-adrenal auxiliando no tratamento da insénia, no entanto, foi verificado
que 0s animais tratados com acupuntura nos pontos ““Shenmen” e *“San-yinjiao™, pontos
de fungdo semelhante ao utilizado no nosso estudo, aumentaram o nimero de vezes e a
permanéncia no brago aberto do labirinto em cruz, indicando um efeito ansiolitico do
protocolo (CHENG et al., 2015).

Parece que o tratamento de acupuntura leva a uma manutencdo do interesse dos
animais em explorar, ao serem comparados com 0s outros grupos. Esse fato é
extremamente visivel avaliando-se a Ultima semana de testes, quando Pb-Acupuntura é
comparado com o0s outros grupos que apresentam valores indicando menor
comportamento de exploracdo. Essa dinamica pode ser explicada pelo fato de que no
tratamento, a insercdo permanente da esfera de cristal radionizada subcutaneamente,

provocando estimulo continuo do ponto energético, mantém o efeito sobre as variaveis
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neurocomportamentais testadas. Ja o efeito do chumbo pode ter variado ao longo das trés
semanas, simplesmente pelo fato de que, apds o tratamento, sua excre¢do do organismo
animal é continua.

O estimulo continuo das esferas no ponto de VG20 pode vislumbrar duas
situacBes importantes: uma é a de que o ponto inicialmente faz sua acéo especifica de
acalmar a mente, reduzindo o efeito ansiogénico sistémico; e a outra é de que esse ponto
é capaz de harmonizar a energia dos canais Yang (MACIOCIA, 2007). Ao harmonizar a
energia dos canais Yang, o ponto VG20 nédo sé acalma o individuo, mas controla todas as
atividades relacionadas ao movimento, dentre elas a capacidade de exploracdo, gerando
com o passar do tempo, o equilibrio energético entre o0 Yine o Yang (MACIOCIA, 2007;
WON, 2008).

E crescente 0 nimero de informag@es acerca do uso da acupuntura para estados
ansiogénicos em seres humanos (SHAYESTEHHFAR et al., 2016; AU et al., 2016;
SAKATANI et al., 2016) evidenciando seu cardter ansiolitico. Apesar dos dados
recentemente publicados por Cheng e colaboradores (2015), em modelo experimental de
insOnia, estarem em concordancia com 0s nossos, a escassez de dados da literatura com
relacdo aos efeitos da acupuntura em diferentes modelos animais, e principalmente, com
relacdo a efeitos comportamentais dificulta uma comparagdo mais profunda dos nossos
resultados.

5. CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo permitem concluir que o chumbo pode
exercer um efeito ansiolitico e, adicionalmente, também um efeito estimulante da
atividade locomotora e da exploragdo nos animais nos testes neurocomportamentais.
Além disso, podemos concluir que o estimulo do ponto de acupuntura VG20 foi capaz de
aumentar os efeitos ansioliticos provocados pelo chmbo e também exacerbar a

capacidade exploratéria dos animais expostos de forma subaguda ao metal.
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