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RESUMO

Nas ultimas décadas os niveis de contaminacdo ambiental por metais pesados e
inseticidas vém aumentando significativamente, acompanhando exponencialmente o
rapido e crescente desenvolvimento industrial levando a exposi¢do simultanea a varios
agentes quimicos com acao sobre o sistema nervoso central (SNC). Sob o ponto de vista
toxicologico, co-exposicdo a substancias quimicas tende a piorar de forma qualitativa e
quantitativa os danos produzidos e a irreversibilidade dos processos de neurotoxicidade.
Um dos mais prevalentes tipos de desordens sobre o0 SNC é o da ansiedade. O objetivo
deste trabalho foi estudar a co-exposicao gestacional ao metal pesado cadmio (Cd) e ao
inseticida organofosforado dimetoato (DM) e sua influéncia sobre o comportamento de
ansiedade na prole de ratos em desenvolvimento. Fémeas prenhes foram expostas
durante toda a gestacdo, por via oral, a solucdo de Cd (10mg/l), DM (4mg/kg, gavage) e
Cd+DM. Apobs o nascimento dos filhotes foram avaliados: desenvolvimento fisico e
sensorio-motor dos filhotes durante os primeiros dias de idade e o comportamento de
ansiedade nas idades de 30 e 80 dias, utilizando arena de campo aberto (ACA), labirinto
em cruz elevado (LCE) e caixa claro-escura (CCE). Também foram quantificadoso Cd e
o DM tecidual e a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) sanguinea e cerebral.
Os resultados obtidos mostram que: a co-exposicdo aos agentes alterou o
desenvolvimento fisico dos filhotes; Cd, DM e Cd+DM aumentaram a ansiedade da
prole, tanto na idade jovem quanto na idade adulta, porém, o aumento da ansiedade
provocado pela co-exposicdo ndo foi totalmente diferente daquele das substéncias
individualmente. A atividade da AChE ndo foi modificada significativamente,
indicando que a enzima parece ndo estar envolvida nesse aumento da ansiedade.
Concluiu-se que apesar da exposicdo gestacional ao Cd, DM e ao Cd+DM provocar
aumento no comportamento de ansiedade na prole, ndo ficou claro se houve um efeito
potencializado sobre a ansiedade, quando da exposi¢do a mistura de Cd+DM. Ainda,
que pode ter havido reprogramacdo fetal para ansiedade ja que o efeito
neurocomportamental observado permaneceu até a idade adulta da prole,
independentemente da presenca do agente provocador, principalmente no grupo exposto
ao DM.

Palavras-chave: cadmio, dimetoato, co-exposicdo a agentes ambientais, ansiedade,

neurotoxicidade.



ABSTRACT

In the last decades the levels of environmental contamination by heavy metals and
insecticides increased significantly, following exponentially the fast and crescent
industrial development leading to the simultaneous exposition to some chemical agents
with action on the central nervous system (SNC). Under the toxicological point of view,
co-exposure enhances qualitatively and quantitatively the damages produced and the
irreversibility of the neurotoxicity processes. One of the most prevalent types of
disorders on the SNC is the anxiety. The objective of this work was to study the
gestational co-exposure to heavy metal cadmium (Cd) and organophosphate insecticide
dimethoate (DM), and its influences on anxiety behavior of rats offspring during its
development. Pregnant females were exposed during gestational period, by oral view, to
the Cd solution (10 mg/l), DM (4 mg/kg, gavage), or Cd+DM. After birth were
evaluated: offspring's physical and sensory-motor development in the first days of age,
and anxiety behavior in the ages of 30 and 80 days, using open field arena (OF),
elevated plus maze (EPM) and light-dark box (LDB) apparatus. Also were quantified
Cd and DM in tissues and activity of the acetylcholinesterase enzyme (AChE) in blood
and brain. The obtained results show that: co-exposition to chemical agents modified
the physical development of the young rats; Cd, DM and Cd+DM increased the anxiety
of the offspring in the young and adult age however, the increase of anxiety provoked
for the co-exposure was not totally different of that observed with the substances
individually. The activity of the AChE was not modified significantly, indicating that
the enzyme seems not to be involved in this increase of the anxiety. It was concluded
that although the gestational exposure to Cd, DM and to the Cd+DM to provoke
increase in the behavior of anxiety in the offspring, were not clearly if had a
potentialized effect on anxiety, due to Cd+DM exposure. Still, that it can have occurred
fetal reprogramming for anxiety since the observed neurobehavioral effect remained
until the adult age of the offspring, independently of the presence of provoking agent,

mainly in the group exposed to DM.

Key Words: cadmium, dimethoate, co-exposure to environmental agents, anxiety,

neurotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas os niveis de contaminacdo ambiental por metais pesados e
inseticidas vém aumentando  significativamente, acompanhando 0 crescente
desenvolvimento industrial. Estudos recentes tém demonstrado que, a co-exposicdo a
substancias quimicas podem provocar danos sistémicos nos organismos vivos, incluindo
seres humanos, produzindo desde os efeitos mais simples normalmente observados, como
quadros gastrintestinais, inflamacdo, cefaleia, até efeitos mais complexos como
neurotoxicidade, desregulacdo enddcrina e cancer. Sob o ponto de vista toxicoldgico, a co-
exposicdo a substancias quimicas tende a piorar de forma qualitativa e quantitativa os
danos produzidos e a irreversibilidade destes processos (Leret et al., 2003; Moser et al.,
2005).

Pelo fato de inseticidas e metais pesados terem, em muitos casos, efeito cumulativo
no organismo humano e animal quando existe a exposicdo continua, mesmo a baixas
doses, ocorrem efeitos graduais que alteram a homeostasia dos organismos podendo
culminar com sequelas permanentes e uma incidéncia diversa e mais alta de doencas.
Somando-se a atividade industrial, a utilizacdo cada vez maior de fertilizantes fosfatados
em solo agricola trds como consequéncia alto indice de contaminagdo das aguas (a céu
aberto e subterranea) e do proprio solo, por metais como o cadmio, devido a contaminacgéo
destes fertilizantes pelo metal (Laudanski et al., 1991; Satarug et al., 2003).

Ao mesmo tempo, as capacidades atuais, principalmente dos paises em
desenvolvimento, de produzir e colher grandes quantidades de alimentos e com
participacdo reduzida do trabalho humano, tém sido possiveis especialmente com o uso de
praguicidas. Assim como em todo o mundo, as classes mais utilizadas de praguicidas no
Brasil sdo as dos inseticidas, herbicidas e fungicidas. Em conjunto, estas trés categorias
representam bilhdes de quilogramas de praguicidas usados anualmente, principalmente na
agricultura (Jardim e Andrade, 2009). Segundo o Sindicato Nacional dos Trabalhadores de
Pesquisa e Desenvolvimento Agropecuario (SINPAF, 2011) em 2008, o Brasil assumiu a
lideranca mundial no consumo de agroquimicos, posicdo antes ocupada pelos Estados
Unidos.

Diante deste quadro e somando-se o fato de que o ser humano nunca se exple a
uma unica substancia e sim a uma variedade delas, a avaliacdo do risco de toxicidade por
misturas de metais pesados e praguicidas agricolas tem papel fundamental para o

entendimento das situacdes de intoxicagdo bem como para a prevengdo das mesmas.



A via de exposicdo materna € comumente observada em nosso meio e gera
situacOes diversas e ainda ndo bem compreendidas de doencas que se desenvolvem de
forma sutil e trazem agravos a salde das populacfes expostas. Evidéncias obtidas através
de estudos em humanos e animais sugerem que muitas doengas que se manifestam na idade
adulta do individuo estdo associadas a fatores ambientais durante a vida fetal, como
consequéncia da plasticidade metabdlica dos organismos e das reprogramacdes fetais que
podem ocorrer, situacdo também denominada de toxicologia do desenvolvimento (Barker
etal., 2002).

A toxicologia do desenvolvimento é um termo relativamente recente encontrado
dentro da toxicologia reprodutiva (Udo, 2012). No entanto, ela tem suas raizes
relacionadas a teratologia, termo utilizado antigamente para denominar alteracdes de
ordem estrutural no concepto (Gorniak et al., 2008), ligadas a perturbacdes do
desenvolvimento embrionario ou fetal, estudando suas anomalias e malformacées (Udo,
2012). De modo geral, a toxicologia reprodutiva dedica-se ao estudo de fatores que possam
alterar o sistema reprodutor, o desenvolvimento do embrido e feto e o desenvolvimento
pos-natal da prole (Santos, 2011).

Um dos efeitos prevalentes dos agentes quimicos do tipo metais pesados e
inseticidas organofosforados é o de provocar manifestaces tdxicas sobre o sistema
nervoso, denominado geralmente de efeito de neurotoxicidade. (Leret, 2003). Dentre 0s
diversos efeitos neurotoxicos, a ansiedade é uma das desordens prevalentes e que preocupa
bastante pelo fato de influenciar negativamente a salde publica. De forma geral pode-se
definir ansiedade como um estado psiquico de apreensdo ou medo devido a antecipagdo de
uma situacdo desagradavel ou mesmo perigosa, acompanhado de sintomas somaticos de
tensdo (Angélico, 2009).

A ansiedade dentro de certos limites € natural e Gtil, uma vez que constitui um
valioso recurso adaptativo e incita as pessoas a procurar e encontrar solugdes positivas.
Neste sentido € uma poderosa fonte de acdo e evolugdo do préprio individuo. Quando a
ansiedade atinge um valor extremo e carater sistematico torna-se patologica. Neste caso,
comeca a haver alteracdes no funcionamento saudavel da pessoa nas vérias vertentes da
vida (Hook, 2002).

Existem varios tipos de perturbacdo de ansiedade, como por exemplo, a ansiedade
generalizada, as fobias, a perturbacdo de panico, a perturbacdo obsessivo-compulsiva e a
sindrome de estresse pos-traumatico. Sabe-se que ndo existe um fator Gnico que explique o

aparecimento de determinada perturbacdo de ansiedade. De um modo geral, existem



fatores de natureza bioldgica e psicologica (acontecimento externos e conflitos internos)

envolvidos no desenvolvimento desse transtorno (Angélico, 2009).

1.1. Exposicao ao metal cadmio

Muitos ions metalicos, incluindo o cadmio, exercem uma grande variedade de
efeitos adversos sobre reproducdo (sub-fertilidade em ambos os sexos, abortos, retardo do
crescimento intra-uterino, malformacGes e defeitos congénitos), dificuldade no
aprendizado, alteracbes comportamentais, envelhecimento prematuro, além de efeitos
sobre o sistema nervoso central e glandula pituitaria (Apostoli e Catalani, 2011).

O cadmio em especial, fica no mesmo patamar do chumbo e do mercirio como
metais importantes no ponto de vista toxicolégico. O ca&dmio ocorre na natureza em
combinacdo com o zinco e chumbo, causando contaminacdo ambiental. Como menos de
5% desses metais sdo reciclados, a poluicdo ambiental € uma preocupacdo importante.

A meia-vida do cadmio no organismo é de 10-30 anos principalmente por causa da
sua baixa excrecdo do corpo e, se a exposi¢cdo ambiental for continua, as concentracdes
desse metal nos tecidos aumentam durante toda vida de forma cumulativa (Klaassen,
2001). Assim, exposicdo prolongada a ele tem sido ligada a diversos efeitos toxicos visto
que ele se acumula ao longo do tempo, em uma variedade de estruturas incluindo rins,
figado e SNC (Zadorozhnaja et al., 2000). Devido a sua alta liberacdo no ambiente, é
provavel que o caddmio no corpo humano aumente progressivamente no futuro. Em
consequéncia, poderia provocar uma incidéncia mais alta de doencas.

Por ser absorvido através do contato com o solo, o cadmio aparece nas folhas da
planta de tabaco (Yue, 1992; Bachelet et al., 2002) e esta presente na fumaca do cigarro.
Tem sido observado gque, fumantes possuem elevada carga de cadmio no corpo (Wu et al.,
1995; Jarup et al., 1998; Satarug e Moore, 2004).

Por outro lado, considerando os efeitos neurocomportamentais em longo prazo, da
exposicao ao cadmio in utero (Ali et al., 1986), o habito de fumar em mulheres gravidas, o
qual foi relatado ser maior que 20% na América do norte (NIH, 1996), contribui para o
aparecimento de sérios problemas em salde publica, relacionados ao desenvolvimento dos
filhos de maes tabagistas. Baixo nivel de exposicdo ao cddmio em mées no periodo da
lactacdo levou a alteracdes dos niveis de serotonina no cérebro dos seus descendentes
(Andersson et al., 1997).

Porém, estudos recentes indicam que exposi¢des cronicas a baixas doses de cadmio

podem causar problemas neurocomportamentais em humanos e animais, até mesmo



quando nenhum dano renal for descoberto(Viaene et al., 2000; Leret et al., 2003). Em
trabalhadores expostos ocupacionalmente dificulta a funcionalidade visual motora,
promove alteragdes de equilibrio emocional e prejudica a concentracdo (Viaene et al.,
2000).

O cadmio é mais toxico para ratos recém-nascidos e jovens provavelmente devido
as diferencas na integridade da barreira hemato-encefalica (Yargigoglu et al., 1997;
Antonio et al., 2010). Contudo, este metal pode aumentar a permeabilidade desta barreira,
penetrando e acumulando no cérebro de ratos em desenvolvimento e adultos (Méndez-
Armenta e Rios, 2007; Pari e Murugave 2007; Gongalves et al., 2010), levando a
acumulacdo intracelular cerebral, disfuncgdes celulares e edema cerebral.

Experimentalmente, exposicdo pré e neonatal resultou em hiperatividade (Ali, et al.,
1990) enquanto que em ratos adultos demonstrou uma diminuicao da atividade locomotora
espontanea (Ali et al., 1990; Lukawski et al., 2005). Arito et al. (1981) observaram
aumento do comportamento agressivo de ratos, induzido por administragdo repetida de
cadmio. Pesquisas de Leret et al. (2003) comprovaram a ac¢do do cddmio no SNC, pois em
estudos feitos com animais foram constatados hiperatividade motora, aumento do
comportamento agressivo e prejuizos dos mecanismos de memdria social.

Experimentos conduzidos por Ronco et al. (2011) fornecem, pela primeira vez,
evidéncias experimentais demonstrando que a exposi¢do ao cadmio durante o periodo da
gravidez pode reprogramar o desenvolvimento cardiovascular da descendéncia que por sua
vez pode conduzir a um risco aumentado de doencas cardiovasculares, a longo prazo.

Pesquisas desenvolvidas recentemente sobre o cddmio, em nossos laboratérios, tém
colaborado para evidenciar alguns dos potenciais efeitos toxicos deste metal pesado: ratos
jovens os quais foram expostos durante quatro semanas ao cadmio tiveram aumento no
comportamento de agressividade (Castilho et al., 2007); exposicdo perinatal a baixo nivel
de cadmio potenciou a neurotoxicidade subaguda pelo clorpirifés em ratos jovens
(Azevedo et al., 2010); ratos expostos concomitantemente ao cddmio e ao estresse,
tiveram aumento do comportamento de agressividade (Tercariol et al., 2011); exposi¢éo de
ratos a baixas doses de cadmio durante a puberdade, mesmo por um curto periodo de
tempo, interferiram na homeostase de epitélio-estroma da prostata, e esta perturbacéo foi
um fator importante no aparecimento de lesdes da prostata no final da vida (Lacorte et al.,
2011); exposicéo ao Cd in utero e através da lactagdo afetou negativamente a qualidade do
esperma de ratos adultos, evidenciado pelo comprometimento da morfologia e da

motilidade do esperma, além do aumento da taxa de morte celular no testiculo (Banzato et



al., 2012); ingestdo de cafeina reduziu o acumulo de cadmio total no organismo e
aumentou os niveis de expressao de proteinas antioxidantes no epididimo, sugerindo assim
um efeito protetor contra este metal (Lacorte et al., 2013).

Experimentos de Leret et al. (2003) mostraram que filhotes adultos de fémeas co-
expostas ao chumbo e cddmio nos periodos da gestacao e lactacdo, apresentaram aumento
do comportamento de ansiedade. Os autores atribuiram este efeito as alteragfes nos niveis
de dopamina e serotonina no hipocampo dos animais.

Goncalvez et al. (2012) estudando ratos recebendo cronicamente Cd por via oral
observaram nos animais aumento do comportamento de ansiedade, aumento do Cd no
cérebro, aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) e diminuicdo da
atividade da enzima Na, K-ATPase, no cérebro.

Também, o Cd pode afetar o grau e balanco da excitagcdo-inibicdo da
neurotransmissao sindptica bem como o0s niveis de antioxidantes no cérebro animal
(Provias et al., 1994; Minami et al., 2001; Méndez-Armenta e Rios, 2007). Entretanto,
estudos em ratos mostraram um aumento do comportamento agressivo e de ansiedade,
impedimento dos processos de aprendizado e memoria e mudancas no desenvolvimento do
sistema visual (Holloway e Thor, 1988; Yargicoglu et al., 1997; Desi et al., 1998;
Gongalves et al., 2010; Tercariol et al., 2011). Alguns estudos sobre toxicidade do Cd tém
encontrado uma associacao entre distdrbios comportamentais e transmissdo colinérgica
visto que um aumento ou uma diminuicdo na atividade da AChE foi verificada em ambos,
modelos animais e humanos que mostraram impedimentos comportamentais apos
exposicdo ao Cd (Pari e Murugavel, 2007; Gongalves et al., 2010). Esta enzima hidrolisa o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica das sinapses colinérgicas e juncGes
neuromusculares (Soreq e Seidman, 2001).

Alteracbes na atividade da AChE tem sido observada em véarias doencas e
envenenamentos, incluindo efeitos neurocomportamentais, sugerindo que esta enzima
poderia ser um importante parametro fisiolégico e patofisiolégico (Kaizer et al., 2005;
Schmatz et al., 2009; Gongalves et al., 2010).

1.2. Exposic¢éo ao inseticida dimetoato

Praguicidas compreendem um grupo grande de agentes quimicos com mudltiplas
finalidades. Um destes grupos é o dos inseticidas, substancias utilizadas para controlar
insetos (Larini, 1999). Juntamente com a ampla utilizagdo de praguicidas no mundo, as

preocupacdes sobre seus impactos na saude estdo crescendo rapidamente. H4 um enorme



conjunto de evidéncias sobre a relacdo entre a exposicdo a eles e frequéncia elevada de
doengas cronicas, tais como diferentes tipos de canceres, diabetes, doencas
neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer e Esclerose Lateral Amiotrofica), defeitos
congeénitos, distdrbios reprodutivos e distdrbios comportamentais (Mostafalou e Abdollahi,
2013).

Geralmente, a exposicdo humana a inseticidas pode resultar da exposigcéo
ambiental, ocupacional, acidental e/ou intencional. Dentre os inseticidas, a classe dos
organofosforados (OF) € permitida para uso e estes compostos acabam sendo
intencionalmente liberados no ambiente, levando a potenciais perigos para a saude humana
e animal. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 1 milhdo de
envenenamentos acidentais e de 2 milhdes de suicidios com OF sdo relatados por ano, com
mais de 300.000 mortes (Jeyaratnam, 1990).

Inseticidas organofosforados sdo substancias capazes de provocar neurotoxicidade
ao organismo de mamiferos devido ao seu conhecido efeito inibidor sobre a enzima AChE
(Jamal et al., 2002). Exposicdo aguda a inibidores da colinesterase produz espectro bem
definido de efeitos comportamentais em mamiferos que sdo geralmente bem explicados
pela estimulacdo excessiva dos receptores colinérgicos nos sistemas nervosos, central e
periférico (Ecobichon, 1996). Envenenamento agudo pode levar a desordens persistentes
do sistema cognitivo, motor, sensorial e do dominio afetivo, sendo o comportamento de
ansiedade um dos alterados pela exposicdo. Compensacdes para os efeitos neuroquimicos
observados complicam a situacdo quando a exposicdo € prolongada, repetida ou quando
ocorre exposi¢cdo a multiplos quimicos (Moser et al., 2005). Porém, a questdo do potencial
de toxicidade com consequéncias a médio e longo prazo, permanece ainda, obscura.

Muitos modelos animais tém sido desenvolvidos para refletir muitos dos sinais e
sintomas da exposi¢cdo dos humanos, para ambas as exposi¢cdes (agudas e crbnicas), e
assim gerar dados criticos para a caracterizacdo e estudo destes efeitos. Neste sentido,
exposicdo de animais experimentais a inseticidas organofosforados e agentes gasosos
irritantes nervosos resultaram em alteragdes da atividade da colinesterase e receptores
muscarinicos da acetilcolina em regides cerebrais (Kobayashi et al., 2007) e, a longo prazo,
aumento dos comportamentos de ansiedade e medo (Mamczarz et al., 2010; Moffett et al.,
2011).

Recentemente, Braquenier et al. (2010) estudando a ansiedade de filhotes de ratos
de fémeas que receberam o inseticida organofosforado clorpirifés durante os periodos da

gestacéo e lactacéo, utilizando o labirinto em cruz elevado e o teste da caixa claro-escura,



observaram aumento de ansiedade na prole adulta (filhotes fémeas). Os autores relatam
que o efeito foi dependente da dose de exposic¢éo e o resultado pode estar relacionado com
a diminuicédo da atividade da colinesterase cerebral.

Por causa da importancia da ACh como um neurotransmissor no sistema nervoso de
mamiferos, os agentes quimicos que inibem a AChE podem exercer efeitos profundos nos
comportamentos mediados pelo sistema colinérgico. Estes efeitos podem ser benéficos ou
prejudiciais, dependendo da dose e do grau de inibicdo da enzima e das condig¢des
fisiolégicas do individuo exposto.

Dimetoato (O,0-Dimethyl-S-2-(methylamino)2-oxoethyl phosphoro-dithioate), o
inseticida organofosforado escolhido para nosso estudo, tem moderada toxicidade humana
(Who, 1989). Seu uso como inseticida e acaricida é difundido no Brasil e em varios paises
para o controle de grande variedade de insetos da lavoura e para controle de moscas no
ambiente externo e no doméstico (Sayim, 2007). Para os seres humanos, o principal grupo
de risco com altas taxas de exposi¢éo ao dimetoato séo aqueles expostos ocupacionalmente
(Sharma et al., 2005). A populacdo de modo geral é exposta a menores niveis,
possivelmente através dos alimentos, dgua e ar contaminados.

Alteracbes neurocomportamentais podem indicar perturbaces no funcionamento
do sistema nervoso e podem resultar da exposicdo a agentes quimicos ambientais, tais
como metais pesados e inseticidas. Testes neurocomportamentais sdo métodos
quantitativos, ndo invasivos que podem medir uma ampla variedade de fungdes sensoriais,
motoras e cognitivas, servindo assim como biomarcadores de efeito para agentes quimicos
ambientais que sdo capazes de provocar efeitos neurotoxicos. Neurotoxicidade durante o
desenvolvimento constitui efeitos que ocorrem na prole principalmente como resultado da
exposicdo da mae durante a gravidez e/ou lactacdo (Andersen et al., 2000).

Acredita-se que as alteracdes metabolicas in utero podem estabelecer em longo
prazo padrdes fisioldgicos e estruturais que o "programam" para a salde ou doenca,
durante a vida adulta. Esta hip6tese é atualmente conhecida como a hipétese de “origens
do desenvolvimento da satide e da doenga” - DOHaD (Baker et al., 2007).

Nas ultimas décadas, tem sido sugerido em varias areas de pesquisa que eventos
adversos ocorridos durante a vida intra-uterina tém efeito em longo prazo e podem
reprogramar o desenvolvimento de Orgdos e favorecer o aparecimento de doencas mais
tarde na vida, quando ha um impacto adicional do estilo de vida e outros fatores
convencionais adquiridos, incluindo fatores de risco ambientais, que interagem com fatores

genéticos (Ramirez-Vélez, 2012).



Oberlander (2012) relacionou uma série de evidéncias mostrando que a
programacédo para a sinalizacdo de serotonina fetal pode definir os caminhos para o
comportamento e o desenvolvimento infantil e auxiliar na explicacdo das diferencas
individuais observadas durante o desenvolvimento e na vida adulta.

Através de efeitos in utero, agentes quimicos ambientais tais como metais pesados
e praguicidas poderiam ser responsaveis por Vvarias doencas, incluindo alteragdes
comportamentais observadas durante o desenvolvimento que, por deixar uma marca,

podem permanecer até a vida adulta do individuo.

2. HIPOTESES DE TRABALHO

1- Exposicdo animal e humana a mistura de agentes ambientais pode aumentar o carater de

neurotoxicidade destes agentes;

2- Exposicdo a agentes ambientais in utero altera a programacdo fetal para o

comportamento de ansiedade o qual tende a permanecer por toda a vida do individuo.

3. OBJETIVOS

1- Comparar experimentalmente se exposi¢do a mistura dos compostos dimetoato e cadmio

poderia se mostrar mais toxica do que exposi¢cdo aos dois compostos individualmente;

2- Estudar se a exposi¢do gestacional aos compostos ambientais neurotdxicos dimetoato,
cadmio e sua mistura, poderia influenciar a programacao fetal para o0 comportamento de

ansiedade;

3- Determinar se as possiveis alteragdes da ansiedade na prole jovem poderiam permanecer

até a idade adulta dos animais;

4- Estudar se a atividade da enzima acetilcolinesterase poderia estar implicada nestas

alteracdes.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (fémeas e machos para o acasalamento), obtidos da
colénia do Biotério Central da UNESP, campus de Botucatu. Os animais foram retirados
do Biotério Central logo ap6s o desmame (21 dias) e durante toda a fase experimental
permaneceram no biotério do CEATOX, sob condi¢des controladas de temperatura e
umidade relativa, ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, exaustdo continua, recebendo agua
e racdo sem restricdo, durante o periodo de aclimatacdo e crescimento, até atingirem a
idade desejada (cerca de 80 dias de idade) para participarem nos experimentos. Todos 0S
experimentos foram aprovados pelo comité de ética institucional (protocolo n°® 606/2014).

4.2. Procedimento Experimental
O acasalamento foi realizado colocando-se, numa mesma gaiola, trés fémeas com
um macho; as fémeas foram consideradas fecundadas, quando foram encontrados

espermatozoides no liquido do lavado vaginal (considerado o dia zero da gestacéo).

4.3. Grupos de tratamento para exposi¢cao “in rtero”
Para os tratamentos, 60 fémeas prenhes foram divididas em quatro grupos
experimentais de 15 animais cada um, recebendo um dos seguintes tratamentos:
e Grupo | - controle : animais que receberam agua filtrada normal;
e Grupo Il - tratado: animais que receberam solucdo de acetato de cadmio
(10mg/I que corresponde a 2mg/kg), durante todo o periodo da gestagéo;
e Grupo Il - tratado: animais que receberam dimetoato por gavage
(4mg/kg), durante todo o periodo da gestacao;
e Grupo IV - tratado: animais que receberam cadmio+dimetoato durante

todo o periodo da gestacao.
4.4. Justificativa da escolha das doses utilizadas
Para estudos de toxicidade neurocomportamental as doses utilizadas devem ser

préximas do NOAEL/LOAEL, quando estes dados forem disponiveis uma vez que nem

sempre o0 sdo, e distantes da DL50, para que as observacgdes/avaliacbes possam ser feitas
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adequadamente sem a interferéncia de efeitos de letalidade ou outros marcantes como, por
exemplo, convulsdes, tremores, etc., que possam confundir ou dificultar a quantificagéo
neurocomportamental. As doses dos compostos utilizados foram selecionadas de acordo
com aquelas utilizadas previamente em trabalhos reportados na literatura e extremamente
inferiores a DL50 desses compostos.

A dose de Cd de 10mg de Cd**/litro pela 4gua de beber que corresponde a 2mg/Kg
foi escolhida porque a exposi¢do materna a esta dose foi capaz de alterar o sistema nervoso
dos filhotes durante o desenvolvimento, provocando distirbios neuroquimicos nos sistemas
serotoninérgicos e aminoacidérgicos, além de ndo causar nenhum efeito toxico aparente
nas gestantes. (Antonio et al., 2010).

A dose de dimetoato de 4mg/kg foi escolhida baseada no trabalho de Srivastava e
Raizada (1996) os quais demonstraram que nenhum efeito toxico, em ratas prenhes, foi
observado em doses de até 30 mg/kg de dimetoato.

As doses escolhidas foram extremamente inferiores a DL50 dos dois compostos,
que é de 88mg/kg para o cadmio e 250mg/kg para o dimetoato (Merck, 1996).

4.5. AvaliacgOes realizadas

4.5.1. Nas maes:

Durante o periodo de gestacdo e lactacdo foram avaliados semanalmente o ganho de
peso corporal, a ingestdo de liquido (2 vezes por semana), a ingestao de racdo (2 vezes por
semana), sinais clinicos como comportamento e reflexos (piloerecdo, agressividade,
formagédo de ninho e manutencéo dos filhotes no mesmo, forma de manuseio e tratamento
dos filhotes, etc.) e mortalidade; dosagem do teor de Cd (espectrofotometria de absorcédo

atdbmica) e DM (cromatografia gasosa) no sangue, no 20° dia de gestacéao.

4.5.2. Nos filhotes:

Para o estudo da toxicidade comportamental, foi utilizado um filhote de cada

fémea, as vezes dois (para evitar qualquer tendéncia) para a formagdo dos grupos relativos

a avaliacdo para cada tratamento.

4.5.2.1. Ao nascimento (dia pds-natal zero - DPNO):
O numero de filhotes/sexo/mée; eventualmente o nimero de filhotes vivos/mortos;

0 peso médio; eventuais alteracbes da integridade fisica macroscopica. Em seguida, 0s



11

filhotes foram ajustados para oito filhotes por mae (como a intencdo do projeto foi fazer
um estudo apenas com os filhotes machos, filhotes fémeas apenas foram utilizados para
completar cada ninhada para oito filhotes, quando necessario).

4.5.2.2. Durante os primeiros dias do desenvolvimento pds-natal (DPN1-DPN15):
Diariamente foi observado nos filhotes, o desenvolvimento fisico (que incluiu:
ganho de peso corporal, descolamento das orelhas, abertura dos olhos, erupcdo dos
incisivos, aparecimento de pelos) e o desenvolvimento sensério-motor (que incluiu o
aparecimento dos reflexos de endireitamento ou postural, de geotaxia negativa, e 0

desaparecimento do reflexo de preensdo palmar) (Alder e Zbinden, 1977) (Figuras 1 e 2).

(B) (D)

Figura 1 - Avaliacdo do desenvolvimento fisico através do ganho de peso corporal (A), descolamento das
orelhas (B), abertura dos olhos (C), erupgdo dos incisivos (D) e aparecimento de pelos (E). Fonte: Arquivo
pessoal.

(A) | (B (©)

Figura 2 - Avaliagdo do desenvolvimento sensério-motor através dos reflexos de endireitamento (A),
geotaxia negativa (B) e preensdo palmar (C). Fonte: Arquivo pessoal

4.5.2.3. Durante as fases jovem (DPN30) e adulta (DPN80) de desenvolvimento pos-
natal:

4.5.2.3.1. Avaliacdo do comportamento de ansiedade
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- Utilizando a arena de campo aberto - ACA:

A atividade geral dos animais foi avaliada segundo metodologia descrita em
Trombini et al. (2001) por meio de observacgdo direta em arena de campo aberto, aparelho
construido conforme especificado por Broadhurst (1960), para observacdo do estado de
emocionalidade dos animais. Apo6s colocado o animal no centro da arena, foram avaliados
0 tempo que o animal permaneceu circulando pela arena junto as paredes sem cruzar o
centro da arena e 0 numero de cruzamentos pelo centro da arena. A dificuldade do animal
em abandonar a protecdo da parede da arena e cruzar o centro, reflete a ansiedade
aumentada. Ao final de cada sessdo com cada animal na arena de campo aberto o aparelho
foi limpo com algoddo embebido em alcool etilico (5%, v/v) para eliminar os vestigios do

animal antecessor (Figura 3).

Figura 3 - Arena de Campo Aberto. Fonte: Arquivo pessoal

- Utilizando o labirinto em cruz elevado - LCE:

LCE - Este teste utilizou a metodologia que foi descrita por Pellow e Chopin (1985)
e convalidada por Pellow e File (1986), para o estudo de drogas ansioliticas e ansiogénicas
em ratos. Os seguintes parametros foram avaliados: tempo de permanéncia e numero de
entradas nos bragos fechados do aparelho, levando em conta que na condicao de ansiedade
o0 animal interage mais com os bragos fechados do aparelho, ou seja, entra mais e dispde
mais tempo nos mesmos. Ao final de cada sessdo com cada animal no labirinto em cruz
elevado, o aparelho foi limpo com algoddo embebido em alcool etilico (5%, v/v) para

eliminar os vestigios do animal antecessor (Figura 4).
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Figura 4 - Labirinto em Cruz Elevado. Fonte: Arquivo pessoal

- Utilizando a caixa claro/escura - CCE:

O aparelho usado para o teste de exploracdo claro/escuro (Costall et al., 1989;
Bourin e Hascoet, 2002) consiste de uma caixa com dois compartimentos: um
compartimento iluminado (45x40x25cm), com as paredes circundantes e piso pintados de
branco, e um compartimento escuro (34x40x25cm) com as paredes circundantes e piso
pintados de preto. O compartimento claro é iluminado (luz de 80W) e o escuro recebe
apenas iluminacao da sala (luz de 20W). O piso do compartimento claro é dividido em 12
quadrados iguais por linhas pretas e o compartimento escuro é dividido em 9 quadrados
iguais por linhas brancas. Os dois compartimentos sdo separados por uma diviséria com
uma abertura para permitir a passagem de um compartimento para o outro. A caixa tem um
painel de acrilico transparente de um lado para facilitar a observagdo do rato. Para o teste,
os ratos foram cuidadosamente colocados no canto do compartimento iluminado, de frente
para a parede oposta a abertura e foram observados por 5 minutos. Os seguintes parametros
foram analisados: (1) tempo de laténcia para a primeira travessia para o compartimento
escuro (quanto menor a laténcia, maior a ansiedade); (2) o nimero de transi¢des entre 0s
compartimentos claro e escuro do aparelho (quanto mais transi¢cdes, maior a ansiedade);
(3) o tempo total gasto na parte iluminada da gaiola (quanto menor o tempo gasto na parte
iluminada do aparelho, maior a ansiedade); (4) o indice de comportamento de avaliacdo de
risco - RA, ou seja, 0 numero de vezes que o0 animal no compartimento escuro explorou o
compartimento iluminado (quanto maior o RA, maior é a ansiedade). Ao final de cada
sessdo com cada animal na CCE, o aparelho foi limpo com algoddo embebido em alcool

etilico (5%, v/v) para eliminar os vestigios do animal antecessor (Figura 5).
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Figura 5 - Caixa claro/escura. Fonte: Arquivo pessoal

45.2.3.2. Dosagem de Cd no sangue, cérebro e figado dos animais foi feita por
espectrofotometria de absorcdo atémica, de acordo com metodologia preconizada por
Roberts e Clark (1986).

4.5.2.3.3. Dosagem de DM no sangue, cérebro e figado dos animais foi feita por
cromatografia gasosa, de acordo com metodologia preconizada por Van der Hoff e Van
Zoonen (1999).

4.5.2.3.4. Dosagem da atividade da colinesterase sanguinea e cerebral foi realizada atraves
de Kits especificos disponiveis no mercado e que tem por principio quimico, as reacdes

desenvolvidas na metodologia espectrofotométrica descrita por Ellman et al. (1961).

4.5.2.4. Durante a fase adulta (DPN80) de desenvolvimento pds-natal:

4.5.2.4.1. Peso relativo do cérebro, figado, baco, rins, testiculos e coracéo

O peso relativo consiste em dividir o peso do 6rgdo de interesse pelo peso total do
animal. Foram calculados os pesos relativos dos cérebros, figados, bacos, rins, testiculos e
coracbes da prole com 80 dias de idade nos diferentes grupos experimentais e

posteriormente comparados.

4.6. Analise Estatistica

Os dados coletados nas analises e os dados de comportamento foram comparados
estatisticamente atraves de Analise de Variancia (ANOVA), com medidas repetidas,
complementado com o teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%

(p<0,05). Todos os calculos foram realizados utilizando o programa INSTAT (Software
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estatistico GraphPad Prism version 3.00 for Windows, San Diego - Califérnia, EUA)
(Snedecor e Cochran, 1980).

5. RESULTADOS

5.1. Nas maes:

5.1.1. Ganho de Peso das gestantes

O ganho de peso corporeo das maes durante a gestacdo nao apresentou nenhuma

diferenca significativa entre os diferentes grupos de tratamento (Figura 6).
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Figura 6 - Ganho de peso corp6reo das maes durante o periodo de gestacdo (n=15 animais/grupo). Os
valores expressam a média * E.P.M. (ANOVA). Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato;
Cd+DM=cadmio+dimetoato.

Ainda se tratando das mdes, durante o periodo de gestacdo nenhum animal
apresentou qualquer alteracdo de sinais clinicos como comportamento e reflexos
(piloerecéo, agressividade, formagéo de ninho e manutengéo dos filhotes no mesmo, forma
de manuseio e tratamento dos filhotes, etc.). Também ndo houve nenhum animal morto
durante o periodo da gestacdo, em que ocorreram as exposicdes. Quanto a ingestdo de agua
e racdo, durante a gestacdo, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos

experimentais.

5.1.2. Determinagdo de cadmio no sangue das méaes, no 20° dia de gestacgéo
Os dados mostraram a presenca de cAdmio no sangue das gestantes expostas ao

cadmio e ao cadmio+dimetoato durante a gestacdo. Foi observada diferenca significativa
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entre os grupos cadmio e caddmio+dimetoato em relacdo aos grupos controle e dimetoato
(Figura 7).

£

=< 0.08 7

(=)

2

°

£ 0.06 *

©

\@©

o

© 0.04

o

o

uT

(&4

© 0.021

=

(6]

o

c 0.00 T Y T
It ct cd DM Cd+DM

Figura 7 - Concentracdo de cadmio no sangue das mdes no 20° dia de gestacdo (n=5 animais/grupo). Os
valores expressam a média = E.P.M. (ANOVA), *p<0,05 em relacdo ao Ct e DM. Ct=controle; Cd=c&dmio;
DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio+dimetoato.

5.1.3. Determinacédo de dimetoato no sangue no 20° dia de gestacao

Os dados mostraram a presenca de dimetoato no sangue das gestantes expostas ao
dimetoato e ao cadmio+dimetoato durante a gestacdo. Foi observada diferenca significativa
entre 0s grupos dimetoato e cadmio+dimetoato em relacdo aos grupos controle e cadmio
(Figura 8).
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Figura 8 - Concentracdo de dimetoato no sangue das maes no 20° dia de gestagdo (n=5 animais/grupo). Os
valores expressam a média £ E.P.M. (ANOVA), *p<0,05 em relacdo ao Ct e Cd. Ct=controle; Cd=cadmio;
DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio+dimetoato.

5.2. Nos filhotes:

5.2.1. Evolucgao do peso corporeo apos o nascimento (DPNO, DPN7, DPN14 e DPN21)
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No dia pés-natal 0 (DPNO), ou seja, no dia do nascimento, o peso médio dos
filhotes ndo apresentou diferencas significativas nos diferentes grupos de exposi¢do. No
dia pés-natal 7 (DPN7), foi observada redugdo do peso corpéreo dos filhotes do grupo
cadmio+dimetoato, quando comparado ao grupo controle. No dia pds-natal 14 (DPN14), o
peso médio dos filhotes ndo apresentou diferencas significativas nos diferentes grupos de
exposicdo. E no dia pds-natal 21 (DPN21), foi observada reducdo significativa do peso
corpéreo dos filhotes do grupo cadmio+dimetoato, quando comparados aos grupos

controle e dimetoato (Figura 9).
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Figura 9 - Peso médio dos filhotes no DPNO, DPN7, DPN14 e DPN21 (n=15 animais/grupo). Os valores
expressam a média + E.P.M. (ANOVA), *p<0,05 em relacdo ao Ct; **p<0,05 em relacdo ao DM.
Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio-+dimetoato.

5.2.2. Ao nascimento (dia pds-natal zero - DPNO):

5.2.2.1. Namero de filhotes/sexo/mé&e e numero de filhotes vivos/mortos

O nudmero de filhotes por méae, bem como o sexo dos filhotes por mée e ainda o
namero de filhotes vivos e mortos, nos diferentes grupos, podem ser observados na tabela
abaixo (Tabela 1). Nao houve diferencas significativas nos diferentes grupos experimentais

nos diferentes parametros analisados.
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Tabela 1 - N° de filhotes/sexo/mée e N° de filhotes vivos/mortos nos diferentes grupos de exposicao.
Os valores expressam a média = E.P.M. (ANOVA).

N° de filhotes nascidos Sexo
GRUPOS (n=15)

Vivos Mortos Machos Fémeas
Controle 11,33+0,47  0,20+0,14 6,13+0,53 5,20+0,50
Cadmio 10,93+0,52  0,06+0,06 6,00+0,46 4,93+0,39
Dimetoato 12,53+050 0,06+0,06 6,86+0,52 5,66+0,44
Cadmio+Dimetoato 12,33+0,51  0,06+0,06 5,86+0,47 6,46+0,32

5.2.3. Durante os primeiros dias do desenvolvimento pds-natal (DPN1-15):

5.2.3.1. Avaliagdo dos parametros iniciais fisicos e sensorio-motores (DPN1-15)

Quanto aos parametros sensorio-motores, ndo houve diferencas significativas entre
0S grupos experimentais. Ja nos parametros fisicos, os filhotes dos grupos dimetoato e
cadmio+dimetoato mostraram retardo para o aparecimento dos dentes incisivos quando
comparados aos filhotes do grupo cadmio, mas ndo quando comparados ao grupo controle
(Tabela 2).

Tabela 2 - Avaliacdo de par&metros iniciais fisicos e sensério-motores de filhotes de mées do grupo controle e
expostas aos diversos tratamentos durante a gestacdo. Os valores expressam a média dos dias + E.P.M. (ANOVA).

Parametro Ct Cd DM Cd+DM

(dias) (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
Reflexo de endireitamento 3,56 + 0,30 3,56 + 0,30 4,11+ 0,32 4,38 + 0,27
Preensdo palmar * 4,33+£0,25 4,31+£0,23 5,05+ 0,30 5,07 £0,23
Geotaxia negativa 8,31+ 0,25 7,68 £ 0,25 8,46 £ 0,31 8,53+0,18
Descolamento das orelhas 3,68 + 0,27 3,50 £ 0,29 4,11 +0,32 4,38 + 0,27
Abertura dos olhos 13,87+0,19 1381+0,14 1383+0,14 13,84+0,13
Erupcéo dos incisivos 8,81+0,21 8,43+ 0,25 9,556+0,28* 9,38+0,15*
Aparecimento de pelos 4,93+0,15 4,81+0,18 505+0,17 530+0,16
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*p<0,05 em relagdo ao grupo cadmio; Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio+dimetoato

¥ x L S .
O reflexo de preensdo palmar é o Unico com o qual os animais nascem e depois perdem, durante o seu
desenvolvimento.

5.2.4. Durante as fases jovem (DPN30) e adulta (DPN80) de desenvolvimento poés-

natal:

5.2.4.1. Avaliagdo do comportamento de ansiedade

- Utilizando a arena de campo aberto - ACA:

Houve uma reducdo significativa no nimero de cruzamentos pelo centro da arena
nos grupos cadmio, dimetoato e cadmio+dimetoato em relagcdo ao grupo controle na prole
com 30 dias de idade. Com 80 dias de idade, houve uma reducéo significativa no nimero
de cruzamentos pelo centro da arena nos grupos dimetoato e cadmio+dimetoato em relacao

ao grupo controle (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito da exposi¢do ao Cd e DM em ratas no periodo gestacional, sobre o comportamento de
ansiedade na prole (n=15animais/grupo), na ACA. Os valores expressam a média £ E.P.M. (ANOVA),
*p<0,05 em relagdo ao Ct. Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio+dimetoato.

Quanto a laténcia para o primeiro cruzamento, houve um aumento significativo na
laténcia dos grupos dimetoato e cAdmio+dimetoato em relacdo ao grupo controle na prole
com 30 dias de idade. Com 80 dias de idade, apenas o grupo cadmio+dimetoato apresentou
um aumento significativo da laténcia para o primeiro cruzamento em relacdo ao grupo

controle (Figura 11).
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Figura 11 - Efeito da exposicdo ao Cd e DM em ratas no periodo gestacional, sobre o comportamento de
ansiedade na prole (n=15 animais/grupo), na ACA. Os valores expressam a média + E.P.M. (ANOVA),
*p<0,05 em relacdo ao Ct. Ct=controle; Cd=cédmio; DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio+dimetoato.

- Utilizando o labirinto em cruz elevado - LCE:
Houve um aumento significativo no tempo de permanéncia nos bracos fechados do

aparelho no grupo cadmio+dimetoato em relacdo ao grupo controle na prole com 30 dias
de idade. J& na prole com 80 dias de idade houve um aumento significativo no tempo de
permanéncia nos bracos fechados do aparelho nos grupos dimetoato e cadmio+dimetoato

em relacdo aos grupos controle e cadmio (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito da exposi¢do ao Cd e DM em ratas no periodo gestacional, sobre o comportamento de
ansiedade na prole (n=15 animais/grupo), no LCE. Os valores expressam a média + E.P.M. (ANOVA),
*p<0,05 em relacdo ao Ct; **p<0,05 em relacdo ao Cd. Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato;
Cd+DM=cadmio+dimetoato.

Quanto ao numero de entradas nos bracos fechados do aparelho, houve um aumento
significativo no grupo cadmio+dimetoato em relacdo ao grupo controle na prole com 30

dias de idade. Ja na prole com 80 dias de idade houve um aumento significativo no nimero
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de entradas nos bragcos fechados do aparelho nos grupos cadmio, dimetoato e

cadmio+dimetoato em relacdo ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito da exposi¢do ao Cd e DM em ratas no periodo gestacional, sobre o comportamento de

ansiedade na prole (n=15 animais/grupo), no LCE. Os valores expressam a média + E.P.M. (ANOVA),
*p<0,05 em relacdo ao Ct. Ct=controle; Cd=cédmio; DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio+dimetoato.

- Utilizando a caixa claro/escura - CCE:

Houve diminuigdo significativa na laténcia para primeira travessia nos grupos
cadmio, dimetoato e cAdmio+dimetoato em relacdo ao grupo controle na prole com 30 dias
de idade. Na prole com 80 dias de idade, também houve diminuicdo significativa na
laténcia para primeira travessia nos grupos cadmio, dimetoato e cadmio+dimetoato em

relacdo ao grupo controle (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito da exposi¢do ao Cd e DM em ratas no periodo gestacional, sobre o comportamento de
ansiedade na prole (n=15 animais/grupo), na CCE. Os valores expressam a média + E.P.M. (ANOVA),
*p<0,05 em relacdo ao Ct. Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio+dimetoato.

Quanto ao pardmetro do numero de transicbes do compartimento claro para o

compartimento escuro, houve um aumento significativo no ndmero de transi¢cbes nos
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grupos cadmio, dimetoato e caAdmio+dimetoato em relagdo ao grupo controle na prole com
30 dias de idade. J& na prole com 80 dias de idade, ndo houve diferencas significativas

entre os grupos (Figura 15).
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Figura 15 - Efeito da exposi¢do ao Cd e DM em ratas no periodo gestacional, sobre o comportamento de
ansiedade na prole (n=15 animais/grupo), na CCE. Os valores expressam a média + E.P.M. (ANOVA),
*p<0,05 em relagdo ao Ct. Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato; Cd+DM=c&dmio+dimetoato.

No terceiro pardmetro analisado, tempo gasto na parte iluminada do aparelho,
houve diminuicgdo significativa do tempo gasto na parte iluminada no grupo cadmio em
relacdo ao grupo controle, isso na prole com 30 dias de idade. Na prole com 80 dias de
idade, houve diminuicdo significativa do tempo gasto na parte iluminada do aparelho nos

grupos cadmio, dimetoato e cadmio+dimetoato em rela¢do ao grupo controle (Figura 16).
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Figura 16 - Efeito da exposi¢do ao Cd e DM em ratas no periodo gestacional, sobre o comportamento de
ansiedade na prole (n=15 animais/grupo), na CCE. Os valores expressam a média + E.P.M. (ANOVA),
*p<0,05 em relagdo ao Ct. Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio-+dimetoato.

E por fim, no dltimo pardmetro analisado do aparelho, denominado avaliagido de
risco, houve aumento significativo da avaliacdo de risco nos grupos cadmio, dimetoato e

cadmio+dimetoato em relagdo ao grupo controle, isso na prole com 30 dias de idade. Na
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prole com 80 dias de idade, houve aumento significativo do nimero de avalia¢Ges de risco

nos grupos cadmio e dimetoato em relagéo ao grupo controle (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito da exposi¢do ao Cd e DM em ratas no periodo gestacional, sobre o comportamento de
ansiedade na prole (n=15 animais/grupo), na CCE. Os valores expressam a média + E.P.M. (ANOVA),
*p<0,05 em relagdo ao Ct. Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato; Cd+DM=cadmio+dimetoato.

5.2.4.2. Dosagem de Cd no sangue, cérebro e figado dos animais

Foi realizada a dosagem de cadmio no sangue, cérebro e figado da prole, tanto na
idade jovem (DPN30) quanto na idade adulta (DPN80).

Os dados mostraram a presenca de cadmio no sangue da prole com 30 dias de idade
nos grupos em que as maes foram expostas ao cadmio e ao cadmio+dimetoato. Houve
diferenca significativa na quantidade de caddmio nos grupos cadmio e cddmio+dimetoato
em relagdo aos grupos controle e dimetoato. Também houve um aumento significativo da
quantidade de cadmio encontrado no grupo cddmio+dimetoato em relacdo ao grupo
cadmio. Na prole com 80 dias de idade, os dados mostraram a presenca de cadmio no
sangue nos grupos em que as maes foram expostas ao cadmio e ao cadmio+dimetoato.
Houve diferenca significativa na quantidade de cadmio dos grupos cadmio e
cadmio+dimetoato em relacdo aos grupos controle e dimetoato (Tabela 3).

No cérebro, os dados mostraram a presenca de cadmio na prole com 30 dias de
idade nos grupos em que as méaes foram expostas ao cadmio e ao cadmio+dimetoato.
Houve diferenca significativa na quantidade de cadmio nos grupos cadmio e
cadmio+dimetoato em relacdo aos grupos controle e dimetoato. Também houve um
aumento significativo da quantidade de cadmio encontrado no grupo cadmio+dimetoato
em relagdo ao grupo cadmio. Na prole com 80 dias de idade, os dados mostraram a
presenca de cadmio no cérebro do grupo em que as maes foram expostas ao cadmio. Ja no

grupo em que as mdes foram expostas ao cadmio+dimetoato a quantidade de cadmio
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encontrada no cérebro foi insignificante. Houve diferenca significativa na quantidade de
cadmio encontrada no grupo cadmio em relacdo aos grupos controle, dimetoato e
cadmio+dimetoato (Tabela 3).

No figado, os dados mostraram a presenca de cadmio na prole com 30 dias de idade
nos grupos em que as maes foram expostas ao cadmio e ao cadmio+dimetoato. Houve
diferenca significativa na quantidade de cddmio dos grupos cddmio e cadmio+dimetoato
em relagdo aos grupos controle e dimetoato. Na prole com 80 dias de idade, os dados
mostraram a presenca de cadmio no figado dos grupos em que as méaes foram expostas ao
cadmio e ao cadmio+dimetoato. Houve diferenca significativa na quantidade de cadmio
nos grupos cadmio e cadmio+dimetoato em relacdo aos grupos controle e dimetoato.
Também houve um aumento significativo da quantidade de cadmio encontrado no grupo

cadmio+dimetoato em relacdo ao grupo cadmio (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentracéo de cAdmio no sangue, cérebro e figado da prole com 30 e 80 dias de idade. Os
valores expressam a média = E.P.M. (ANOVA).

TECIDO (ug/ml)  Controle Céadmio Dimetoato Céadmio+Dimetoato
Sangue (30 dias) 0 0,125+0,016* 0 0,231+0,039*%
Sangue (80 dias) 0 0,048+0,003* 0 0,046+0,004*
Cérebro (30 dias) 0 0,061+0,018* 0 0,117+0,009%&
Cérebro (80 dias) 0 0,045+0,010 0 0,013+0,007
Figado (30 dias) 0 0,204+0,014* 0 0,208+0,010*
Figado (80 dias) 0 0,176+0,015* 0 0,223+0,006*%

*p<0,05 em relacdo aos grupos controle e dimetoato
£p<0,05 em relacio ao grupo cadmio
#0<0,05 em relago aos grupos controle, dimetoato e cadmio+dimetoato

5.2.4.3. Dosagem de DM no sangue, cérebro e figado dos animais

Foi realizada a dosagem de dimetoato no sangue, cérebro e figado da prole, tanto na
idade jovem (DPN30) quanto na idade adulta (DPN80). Tanto no sangue, quanto no
cerebro e figado dos animais jovens e adultos ndo foi detectado DM (ao nivel de ppb) em

nenhum dos grupos experimentais.
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5.2.4.4. Dosagem da atividade da colinesterase sanguinea e cerebral

- Sanguinea:

Né&o foi observada diferenca significativa entre 0s grupos experimentais quanto a
atividade da enzima colinesterase no sangue, tanto na prole jovem, com 30 dias de idade,
quanto na prole adulta, com 80 dias de idade (Figura 18).
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Figura 18 - Atividade da colinesterase sanguinea na prole com 30 e 80 dias de idade (n=5 animais/grupo).

Os valores expressam a média = E.P.M. (ANOVA). Ct=controle; Cd=cadmio; DM-=dimetoato;
Cd+DM=cadmio+dimetoato.

- Cerebral:

N&o foi observada diferenca significativa entre 0s grupos experimentais quanto a
atividade da enzima colinesterase no cérebro, tanto na prole jovem, com 30 dias de idade,

quanto na prole adulta, com 80 dias de idade (Figura 19).
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Figura 19 - Atividade da colinesterase cerebral na prole com 30 e 80 dias de idade (n=5 animais/grupo). Os

valores expressam a média + E.P.M. (ANOVA). Ct=controle; Cd=cadmio; DM=dimetoato;
Cd+DM=cadmio+dimetoato.
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5.2.5. Durante a fase adulta (DPN80) de desenvolvimento pos-natal:

5.2.5.1. Peso relativo do cérebro, figado, baco, rins, testiculos e coracéo

A tabela abaixo (Tabela 4) compara os pesos relativos de diferentes érgdos nos
diferentes grupos experimentais. Se tratando do peso relativo do cérebro, houve uma
diminuicdo significativa dos grupos cadmio e dimetoato em relacdo ao grupo controle. No
baco, houve diminuicdo significativa do peso relativo do grupo cddmio+dimetoato em
relacdo ao grupo controle. Da mesma forma, os rins apresentaram diminuicao significativa
do peso relativo do grupo cadmio+dimetoato em relacdo ao grupo controle. E por fim, o
coragdo apresentou diminuicdo significativa do peso relativo no grupo cadmio+dimetoato

quando comparado ao grupo cadmio.

Tabela 4 - Peso relativo (mg) do cérebro, figado, baco, rins, testiculos e coracdo da prole com 80 dias de idade,
provinda de mdes do grupo controle e expostas ao cadmio (Cd), dimetoato (DM) e cadmio+dimetoato

(Cd+DM) durante a gestagdo. Os valores expressam a média + E.P.M. (ANOVA).

Orgaos Controle Cd DM Cd+DM
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Cérebro 0,48 £ 0,01 0,40 £ 0,01* 0,37 £0,01* 0,44 £ 0,02
Figado 4,43 +0,15 4,37 £0,17 4,32 +0,13 4,11+0,14
Baco 0,19 = 0,008 0,16 = 0,008 0,16 = 0,005 0,15 £ 0,004*
Rins 0,79 £ 0,02 0,72 £ 0,02 0,74 £ 0,02 0,70+ 0,01*
Testiculos 0,79+0,01 0,75 0,03 0,75 0,02 0,80 £ 0,02
Coracéo 0,30 = 0,009 0,33+ 0,010 0,30 = 0,007 0,29 £ 0,011**

*p<0,05 em relagdo ao grupo Ct; **p<0,05 em relagdo ao grupo Cd.

6. DISCUSSAO

Evidéncias experimentais e observacbes em humanos sugerem que a exposi¢do
simultanea a poluentes podem potenciar a toxicidade dos componentes individuais sobre
funcbes importantes do organismo (Chen, 2013). Sabe-se que a exposi¢do gestacional do
SNC a baixos niveis de cadmio ou dimetoato estd correlacionada com alteracdes

comportamentais e cognitivas que podem perdurar até a idade adulta do individuo
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(Finkelstein, 1998). No entanto, os efeitos combinados do Cd e DM sédo pouco estudados,
sobretudo em relagdo aos conceitos da programacao fetal e baixas dosagens.

Como esperado, encontrou-se cd&dmio no sangue das gestantes apenas nos grupos
em que elas foram expostas somente ao Cd ou ao Cd+DM. O fato de os niveis sanguineos
de Cd nas maes ndo se alterar nestes dois grupos de tratamento, indica que provavelmente
o DM nédo modificou parametros da cinética do Cd durante o periodo da exposi¢do. Neste
mesmo sentido o observado com o DM também segue o mesmo perfil. A presenca de
baixos niveis do Cd e do DM no sangue das mées confirma a exposi¢do gestacional.

Durante o periodo de exposicdo das mées ndo se observou qualquer tipo de
alteracdo nas mesmas, incluindo todo o processo gestacional. Um dos 6bvios sinais de
toxicidade materna é a perda de peso. Além disso, alteracfes na homeostase materna,
poderia indiretamente interferir com o desenvolvimento dos filhotes (Salvatori et al.,
2004). A ndo ocorréncia de sinais de toxicidade materna sugere que qualquer alteracao
encontrada nos filhotes ocorreu devido a exposicao aos agentes estudados.

No presente estudo foram observadas alteracbes no desenvolvimento fisico dos
filhotes referentes ao ganho de peso e ao aparecimento dos incisivos, com especial énfase
nos grupos expostos ao Cd+DM. E provavel que a carga corporea dos agentes quimicos
nos filhotes, recebida cineticamente através das mées, possa ter provocado alteracdes sobre
a homeostasia e maturacdo do organismo dos mesmos. Efeitos pds-natais mediados por
agentes quimicos encontrados no leite materno podem provocar desenvolvimento fisico
alterado nos filhotes (Salvatori et al., 2004). Outras causas geradoras de deficiéncia do
desenvolvimento fisico poderiam ser, por exemplo, efeitos toxicos de agentes quimicos
sobre o eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e sobre glicocorticoides (Seckl e
Holmes, 2007). Nossos experimentos ndo discriminam sobre estes acontecimentos e isto
poderia ser investigado futuramente.

O fato de neste estudo ndo terem sido observadas alteracbes dos parametros
sensorio-motores pode indicar que os efeitos que poderiam ser observados por agdo in
utero, ndo ocorreram ou foram de muito baixa intensidade. Na literatura corrente existem
observacgdes que comprovam esta sugestdo (Gorniak et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente trabalno mostram que ratos expostos ao Cd, ao
DM e ao Cd+DM tiveram alteracbes de comportamento as quais Sdo sugestivas de
ansiedade. Assim como observado neste trabalho, outros autores também observaram
alteracdes do comportamento de ansiedade em animais expostos ao Cd (Leret et al.,2003;

Braquenier et al., 2010) ou ao DM (Goncalvez et al., 2012) porém, ainda faltam
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experimentos que relacionem efeitos comportamentais em animais expostos
simultaneamente a estes dois agentes.

O conjunto dos resultados da avaliacdo do comportamento de ansiedade utilizando
ACA, LCE e CCE sugerem que na idade de 30 e 80 dias, 0s animais apresentaram aumento
da ansiedade, tanto nos grupos que as maes foram expostas ao Cd quanto nos grupos que
as maes foram expostas a0 DM. Estas observagdes corroboram com as de Gongalvez et al.
(2012) que estudando ratos recebendo cronicamente Cd por via oral também observaram
nos animais aumento da ansiedade. Corroboram também com as observacfes de Mamczarz
et al. (2010) que expondo ratos cronicamente a um inseticida organofosforado, percebeu
um aumento significativo do comportamento de ansiedade desses animais.

Braquenier et al. (2010) estudando a ansiedade da prole de fémeas que receberam
um inseticida organofosforado, o clorpirifds, durante os periodos da gestacdo e lactagéo,
observaram aumento de ansiedade na prole adulta utilizando o labirinto em cruz elevado e
0 teste da caixa claro-escura. Este efeito foi dependente da dose de exposicéo e os autores
sugerem que o resultado pode estar relacionado com a diminuicdo da atividade da
colinesterase cerebral.

Os resultados também sugerem de forma geral, que a co-exposi¢do ao Cd+DM néo
parece ter sido mais ansiogénica que a exposi¢do s6 ao Cd ou s6 ao DM. Apesar disso, em
alguns poucos parametros, 0 grupo da co-exposicdo foi o Unico que apresentou um
aumento significativo da ansiedade, sugerindo assim que a mistura poderia ser mais critica
para esse efeito neurocomportamental. Neste mesmo sentido Leret et al. (2003),
trabalharam com co-exposicdo de metais pesados e observaram que filhotes adultos de
fémeas expostas a mistura de chumbo e cadmio, nos periodos da gestacdo e lactacao,
também apresentaram aumento do comportamento de ansiedade. Os autores atribuiram
este efeito as alteracdes do nivel de dopamina e serotonina no hipocampo dos animais.

Sabe-se que a principal propriedade toxicoldgica do cadmio é a sua meia-vida longa
(10-30 anos) e, desse modo, sua taxa de excrecdo é baixa, e se torna ineficiente. Portanto,
se a exposicdo ambiental for continua, as concentragdes de cadmio nos tecidos tendem a
aumentar de forma cumulativa (Alissa, 2011).

O cadmio € um metal toxico e cancerigeno, amplamente distribuido no ambiente,
que depois de absorvido acumula irreversivelmente em locais do organismo como, por
exemplo, figado e cérebro (Bachelet, 2002). Os dados do presente estudo confirmam o
carater bioacumulativo do Cd uma vez que, apds a determinacdo das concentracfes de

cadmio no sangue, cérebro e figado, da prole com 30 e 80 dias de idade, foram encontradas
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quantidades de caddmio em todos esses tecidos, embora no cérebro da prole com 80 dias de
idade, especificamente no grupo de co-exposicdo, a quantidade de cadmio encontrada
tenha sido desprezivel.

Outro dado interessante € que no sangue e cérebro da prole com 30 dias de idade e
no figado da prole com 80 dias de idade a quantidade de cadmio encontrada foi
significantemente maior no grupo em que as gestantes foram expostas a Cd+DM em
relagdo ao grupo em que as maes foram expostas apenas ao Cd. Este fato parece indicar
que a co-exposicdo aos dois agentes poderia interagir e 0 DM exercer alguma modulacéo
de nivel cinético que interferiria na eliminacdo do cadmio.

O dimetoato por sua vez ndo foi encontrado em nenhum tecido da prole, porém,
este fato era esperado ja que ele e os organofosforados de modo geral, sdo eliminados
rapidamente do organismo (Larini, 1999). Apesar do DM ndo estar presente no organismo
dos animais da prole das maes a ele expostas, 0s animais apresentaram ansiedade
aumentada em relagdo ao grupo controle, o que pode caracterizar uma reprogramacao fetal
para 0 comportamento da ansiedade. Esses dados parecem caracterizar "imprinting" e
corroboram com a hipdtese de Baker et. al. (2007) em que se acredita que as alteragdes
metabolicas in Utero podem estabelecer em longo prazo padrdes fisiologicos e estruturais
que o “"programam" para a salde ou doenca, durante a vida adulta. Adicionalmente, a
presenca de efeito ansiogénico devido aos tratamentos, nos animais com 80 dias, também
favorece esta hipdtese. De acordo com Baker et. al. (2007) essas alteracbes podem ser
funcionais e ndo estruturais, como por exemplo, alteracdes de carater epigenético. Esta
hipotese ¢ atualmente conhecida como a hipotese de “origens do desenvolvimento da saude
e da doenca - DOHaD”. Nossos resultados ndo discriminam sobre um carater epigenético
nas observacdes obtidas.

Quanto a atividade da enzima colinesterase sanguinea e cerebral, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos de tratamento o que contraria 0
estudo de Braquenier et al. (2010), que relata que o efeito de ansiedade poderia estar
relacionado com a diminuicéo da atividade da colinesterase cerebral. Contrariam também
0s resultados observados por Antonio et al. (2003) que sugerem uma atividade
anticolinesterasica cerebral induzida pelo cadmio em ratos em desenvolvimento. Estes
dados também reforcam a sugestdo do “imprinting” e reprogramacdo fetal. Talvez as
diferencas observadas em relacdo aos outros autores, sejam por causa de diferentes

procedimentos experimentais utilizados, diferentes doses, etc.
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Ainda, nossos experimentos mostraram que houve uma diminuicdo do peso relativo
de alguns 6rgdos. No cérebro, por exemplo, houve uma diminuicdo do peso relativo dos
grupos Cd e DM em relacdo ao grupo controle, sendo que a mistura ndo apresentou essa
diminuicdo. Diferente do baco e rins em que a mistura Cd+DM teve efeito sobre o peso
relativo, ou seja, diminuindo significativamente o peso desses 6rgaos em relacdo ao grupo
controle. E ainda o coracdo apresentou uma diminui¢do do peso relativo do grupo Cd+DM
quando comparado ao grupo Cd. Estas observacgdes sdo sugestivas de que a exposicdo a
estes agentes, principalmente no caso da co-exposicdo poderia estar interferindo nos
processos de formagcdo e maturacdo dos oérgdos, durante periodos criticos do

desenvolvimento dos animais.

7. CONCLUSOES

O conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho permite concluir

principalmente que:

e Apesar da exposicdo gestacional ao Cd, DM e ao Cd+DM provocar aumento no
comportamento de ansiedade na prole, ndo foram obtidas evidéncias claras de um

efeito potencializado sobre a ansiedade, quando da exposicao a mistura de Cd+DM;

e Pode ter havido reprogramacdo fetal para ansiedade ja que o efeito
neurocomportamental estudado permaneceu até a idade adulta da prole,
independentemente da presenca do agente xenobidtico, principalmente para o grupo
de exposicdo ao DM;

e A enzima acetilcolinesterase ndo parece estar implicada nos efeitos observados

sobre o comportamento de ansiedade;

e Alteracfes na maturacdo de 6rgdos podem também estar implicadas nos efeitos de
neurotoxicidade aqui observados ja que a co-exposicdo modificou parametros do

desenvolvimento fisico dos filhotes.
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