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RESUMO

O chumbo (Pb) é um metal pesado, que pode ser utillizado na produgéo de diversos
compostos. A principal via de exposi¢do do homem é através do consumo de comida
ou agua contaminada, sendo que uma vez absorvido, cerca de 99% do chumbo
circulante difunde-se para tecidos moles, dentes, ossos e cérebro. No Sistema
Nervoso Central (SNC), diversos estudos vém demonstrando déficits na capacidade
de aprendizagem, cogni¢cao e desenvolvimento intelectual em humanos expostos ao
chumbo durante determinado periodo da vida. Contudo, encontra-se pouco
compreendido os mecanismos de acao envolvidos com a toxicidade do Pb. A partir
disso, este estudo buscou avaliar os efeitos exploratorios, motores e teciduais
induzidos pela exposicéo subcrbnica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de chumbo,
associado a possiveis mecanismos de acdo. Foram utilizados ratos machos Wistar,
expostos durante 55 dias a uma dose de 50mg/Kg de Pb por gavagem, sendo que 0s
animais controles receberam agua destilada. Realizou-se os testes de campo aberto,
plano inclinado e rota-rod para avaliacdo locomotora. Foi realizado coloracdo com
hematoxilina e eosina, bem como, imuno-histoquimica para quantificacdo de
neurénios maduros, bainha de mielina e vesiculas sinpticas. Para avaliacdo da
expressdo de proteinas foi realizado o perfil protebmico. A andlise estatistica foi
realizada pelo teste t de Student, sendo considerado como significativo p <0,05. Apés
observamos depdsito de chumbo apenas no cerebelo, foi possivel caracterizar déficits
exploratdrios e motores nos ratos expostos ao chumbo, sendo que observamos
diminuicdo no numero de células de Purkinje, bem como neurbnios maduros,
diminuicdo de vesiculas sinapticas e diminuicdo da bainha de mielina. Na avaliagao
da inducéo de estresse oxidativo, foi possivel avaliar aumento de MDA e nitrito apenas
no cortex motor. E na avaliagdo da expressdo de proteinas, ambas as regides
apresentaram alteracdes em proteinas responsaveis pelo processo de liberacao de
neurotransmissores, bem como receptores e segundos mensageiros e, ainda,
proteinas envolvidas com processo de apoptose. Com isso, concluimos que o a
exposicdo subcrénica a baixa dose de Pb de ratos Wistar jovens promoveu altracdes
locomotoras e histoldgicas, associado a inducdo de estresse oxidativo, alteragdes no

processo de sinalizacao celular, bem como morte por apoptose.

Palavras-chave: Chumbo, atividade locomotora, alteracdes morfolégicas, ratos

jovens, baixas doses, estresse oxidativo, alteracéo sinaptica.



ABSTRACT

Lead (PB) is a heavy metal, which can be utilized in the production of several
compounds. The main route of human exposure is through the consumption of
contaminated food or water, and once absorbed, about 99% of the circulating lead
spreads to soft tissues, teeth, bones and brain. In the Central nervous system (CNS),
several studies have demonstrated deficits in learning capacity, cognition and
intellectual development in humans exposed to lead during a given period of life.
However, it is poorly understood the mechanisms of action involved with the toxicity of
Pb. From this, this study aimed to evaluate the exploratory, motor and tissue effects
induced by the subchronic exposure of young wistar rats to 50 mg/Kg of lead,
associated with possible mechanisms of action. Male Wistar rats were exposed for 55
days at a dose of 50mg/Kg of Pb per gavage, and the control animals received distilled
water. The open field, inclined plane and route-rod tests were performed for locomotor
evaluation. Staining was performed with Hematoxylin and Eosin, as well as
immunohistochemistry for the quantification of mature neurons, myelin sheath and
synaptic vesicles. To evaluate the protein expression, the Proteomic profile was
performed. The statistical analysis was performed by Student's T-Test, being
considered significant p < 0.05. After we observed lead deposition only in the
cerebellum, it was possible to characterize exploratory and motor deficits in the rats
exposed to lead, and we observed a decrease in the number of Purkinje cells, as well
as mature neurons, reduction of vesicles synaptic and decreased myelin sheath. In the
evaluation of oxidative stress induction, it was possible to evaluate the increase of
MDA and nitrite only in the motor cortex. And in the evaluation of protein expression,
both regions presented alterations in proteins responsible for the release process of
neurotransmitters, as well as receptors and second messengers, and also proteins
involved in the process of apoptose. Thus, we conclude that the subchronic exposure
to low Pb dose of young Wistar rats promoted locomotor and histological tracings,
associated with induction of oxidative stress, alterations in the process of cell signaling,

as well as death by apoptosis.

Keywords: lead, locomotor activity, morphological alterations, young rats, low doses,

oxidative stress, synaptic alteration.
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1. INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O chumbo (Pb) € um metal pesado, levemente azulado, com propriedades Unicas,
como maciez, alta maleabilidade, ductilidade, baixo ponto de fuséo (327.502°C), que
esta disponivel naturalmente na crosta terrestre sob a forma livre, apresentando
quatro formas isotépicas (PM: 208, 207, 206 e 204), em forma metéalica ou conjugado
a outros compostos (SHARMA AND DUBEY, 2005; JACOBS et al.,, 2009) como
carbonato de chumbo (PbCO3), sulfato de chumbo (PbSO4), sulfeto de chumbo
(PbS), dentre outros (ATSDR, 2007) .

Inicialmente, o Pb foi utilizado para producédo de armas, adornos e utensilios pelos
antigos egipcios, devido ao baixo ponto de fusao, durabilidade e facilidade em formar
ligas metalicas. Além disso, na Roma antiga, era comum 0 uso deste metal na
composicdo de cosméticos e tintas (LARINI et al., 1997). Contudo, com o avanc¢o da
industrializacdo o Pb passou a ser utillizado na producao de pesticidas e fertilizantes,
gasolina e pigmentos, baterias, cosméticos, produtos de metal, como munigdes,
soldas, canos de encanamento, dentre outros (THURMER et al., 2002; FORTOUL et
al., 2005; SHARMA AND DUBEY, 2005; MARTIN AND GRISWOLD, 2009). Tornando-
se um importante contaminante ambiental, com natureza ndo biodegradavel, que
apresenta efeitos toxicos bem descritos na literatura, podendo ser considerado como
um problema de saude publica (NRC, 1972; CHEN et al., 1997; SMITH et al., 2009,
2010).

Os niveis de Pb no meio ambiente tem aumentado mais de 1.000 vezes nos
altimos trés séculos como resultado da atividade humana. O maior aumento ocorreu
entre os anos 1950 e 2000, e refletiu 0 aumento do uso mundial de gasolina com Pb.
Em 1979, os carros foram responsaveis por liberar cerca de 94,6 milhdes kg de Pb no
ar nos Estados Unidos. Em 1989, quando o uso de Pb foi limitado, mas n&o suspenso,

os carros liberaram cerca de 2,2 milhdes kg (ATSDR, 2007).

O solo é considerado um dos principais depoésitos de Pb e a sua contaminacao
pode ocorrer de forma natural ou através de atividades de mineracéo, o que ocasiona
uma variacdo dos niveis de Pb encontrados em diferentes regides (LARINI et al.,
1997). Com relacéo a agua potavel, os niveis de contaminacéo séo inferiores a 5 pg/L.

No entanto, a agua retirada de torneiras domiciliares, onde o Pb pode fica em repouso



nos encanamentos, pode ser detectado niveis superiores a 100 pg/L, especialmente
guando a agua permanece parada nos canos durante algumas horas (IPCS, 1995).
Vale ressaltar que os valores de tolerancia de chumbo presente em agua potavel
segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS) passaram de 50 pg/L em 1984 para
10 pg/L em 1993 (WHO 1993).

A poluicdo do meio ambiente representa a principal via de exposi¢cédo de animais
silvestres (HARDING et al.,1998; SMITH et al., 2009, 2010; TETE et al., 2015). Aves
aguaticas sao expostas ao Pb através da cadeia tréfica apdés o consumo de peixes
contaminados, representando a via de poluicao primaria. Assim como, aves de rapina
sdo expostas ao Pb durante o consumo de carcacas de cervos (via de poluicéo
secundéria) (STAUBER et al.2010).

Smith et al., (1985) observaram o envenenamento por Pb em ovelhas, no qual
verificaram que a concentragéo desse metal no leite das mesmas (8,1%) foi maior do
gue o permitido. No Egito, Zaki et al., (2010) observaram que oito em cada cinquenta
ovelhas apresentaram toxicidade pelo Pb apds consumirem plantas contaminadas por
este metal. Em outro estudo, analisou-se o plasma de animais expostos ao Pb, no
qual verificaram alto grau de degeneracdo dos rins e figado, acompanhado de
elevados niveis de aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, ureia,

creatinina, cortisol, sédio e potassio no plasma (PLUMB, 2002).

A exposi¢do do homem ao Pb, de modo geral, ocorre a partir do consumo de
alimentos ou agua contaminados. Porém, pode-se destacar o contato com o solo ou
poeira, ou ainda através da inalacdo, princial via responsavel pela exposicdo de
trabalhadores industriais que produzem ou refinam Pb ou compostos de Pb, também
chamada de contaminacéo ocupacional (IPCS, 1995; SOLIMAN et al., 2013).

Segundo a OMS, o Pb é reconhecido como um dos elementos quimicos que
apresentam maior risco a saude humana, podendo atingir e se depositar em diferentes
orgaos e tecidos (VANZ et al.,, 2003). As diferentes estruturas anatbmicas e a
presenca de sitios ligantes que atraem o ion metalico determinam a sensibilidade e a
acao toxica provocada pelos metais pesados nos organismos vivos (MOREIRA AND
MOREIRA, 2004).

Existem trés principais vias de absor¢éao do Pb pelo homem, sendo que as mesmas
estdo de acordo com a composicao deste metal. Compostos inorganicos, mais



comumente formados por sais e 6xidos de chumbo (macromoléculas), podem ser
diretamente absorvidos, distribuidos e excretados. Esses compostos sé&o
responsaveis, principalmente, pela intoxicagdo através das vias respiratéria e
digestiva (BOSKABADY et al., 2018). Outra via de absor¢cdo € a pele, que ocorre
através do uso de cosméticos e de remédios que possuem Pb em sua composicao
(BOSKABADY et al., 2018). A absorcdo pelo sistema respiratério ocorre apos a
inalacdo de compostos da atividade industrial, gasolina e tinta (BOSKABADY et al.,
2018). Por fim, a absorcéo pelo sistema digestivo esta relacionada com o consume de
agua e comida contaminada (BOSKABADY et al., 2018).



1.2 ALTERACOES FISIOLOGICAS INDUZIDAS PELO CHUMBO

O primeiro registro de envenenamento por Pb foi realizado a mais de 100 anos
atras. Desde entdo, a compreenséo cientifica da natureza, bem como importancia
deste metal tem aumentado em um ritmo acelerado (NRIAGU et al., 1997; KASUBA
et al., 2010). Até 1943, acreditava-se que pessoas expostas a doses agudas de Pb,
sem evolucdo para Obito, eram capazes de recuperar-se completamente. Contundo,
Needleman et al., (1990), demonstraram as primeiras comprovacgdes cientificas de
déficits comportamentais e fisioldgicos permanentes de criangcas expostas a doses

agudas de Pb.

Os tratos gastrointestinais e respiratorios sédo as principais vias de absor¢édo do Pb
(LEVIN AND GOLDBERG, 2000), porém ele também pode ser absorvido pela pele
(chumbo composto na gasolina). Quase 35-40% das particulas de Pb inaladas sao
depositadas nos pulmdes, 37% de todas as particulas de chumbo < 1 ym sao
depositadas na regido alveolar e 50% do Pb depositado no trato respiratorio é
absorvido, entrando na circulacéo sistémica (LEVIN AND GOLDBERG, 2000). Cinco
a 15% do Pb inorganico ingerido é absorvido pela mucosa gastrointestinal. Entretanto,
esta porcentagem depende de fatores como a idade, presenca de gravidez e fatores
nutricionais como o célcio, zinco, magnésio e o fosfato (RUSSELL JONES, 1989).

Uma vez absorvido, cerca de 99% do Pb circulante se liga a eritrdcitos e difunde-
se para tecidos moles, dentes, ossos e cérebro (HOHNADEL et al., 1973 KHAROUBI
et al, 2011; KOH et al, 2015) (Figura 1). Concentra¢cdes sanguineas iguais ou maiores
que 10 pg/dl apresentam risco iminente para criangas, jovens e adolescentes e
concentragdes sanguineas igual ou acima de 30 pg/dl ndo sdo seguras para adultos

que sofrem exposicao ocupacional (BARRY, 1975).
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Figura 1: Orgéos, tecidos e células afetadas pelas diferentes exposi¢ées ao chumbo presente no meio
ambiente. Adaptado de Boskabady et al., 2018.

Apos episodio de exposigdo ao chumbo, em uma escala de 30-80 pg/dl de Pb no
sangue, o homem pode apresentar sintomas clinicos como dor abdominal, coélica
gastrointestinal, constipacdo e paralisia intestinal (MUDIPALLI, 2007). Além disso,
estudos em modelo animal e in vitro, destacam o papel hepato-carcinogénico do Pb
(MUDIPALLI, 2007), sendo que o figado é o primeiro 6érgdo a entrar em contato com

xenobibticos.

Abirami et al., (2007) demonstraram que inje¢des intraperitoneais de 10 mg/Kg de
Pb é capaz de induzir hepatotoxicidade, mediante o aumento de fosfatase &cida,
fosfatase alcalina, aspartato transaminase, alanina transaminase, niveis de lactato
desidrogenase, bem como anormalidades em hepatécitos. Somado a isso, dados na
literatura demonstraram que exposicao de ratos ao Pb induz diminuicéo da glutationa



peroxidase hepatica (GPx), glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD), reducado da glutationa (GSH), ocasionando déficits na
resposta antioxidante endégena (OMOBOWALE et al., 2014). Demonstraram ainda,

aumento nos niveis de malondialdeido (MDA) e peroxido de hidrogénio H20:.

No sistema cardiovascular, a exposicdo ao Pb pode induzir o quadro de
hipertensdo (NAWROT et al.,2002; NAVAS-ACIEN et al.,2007), sendo que Vazire et
al., (1997) e Ding et al., (1998) demonstraram que este quadro est4 envolvido com a
alteracdo do metabolismo de 6xido nitrico (NO), aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio e alteracdo da homeostasia de NO, apos exposicado de ratos

machos ao Pb.

Ja no sistema urinario, Liu et al., (2012) demonstraram que elevadas doses de
acetato de chumbo (500 mg/L) induziram aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio e estresse oxidativo, ocasionado pela producgdo de peroxidacao lipidica,
assim como diminuicao dos niveis de GSH. Além disso, eles também demonstraram
gue o Pb induziu apoptose pela técnica de TUNEL através da ativacao da mitocondria

e liberacdo de citocromo c, inibicdo de Bcl-2 e ativacdo de caspase-3 no tecido renal.

Os efeitos desencadeados pela exposicdo ao Pb variam de acordo com a dose
exposta, o tempo de exposicdo e a idade (FDA, 2000). Yuan et al., (2014), observaram
o efeito da exposicéo de ratos machos e fémeas (Sprague-Dawley) a doses agudas e
subcrénica (90 dias) do mix de chumbo e cadmium. Neste estudo, foi determinado
LDso de 2696.54 mg/Kg pelo método de Bliss (BLISS, 1939) no tratamento agudo. Ja
no ensaio subcronica, foi testado 3 doses: 29.96 mg/Kg (baixa); 89.88 mg/Kg (média);
269.65 mg/Kg (alta), administrados diariamente por gavagem durante 90 dias. Foli
demonstrado que os parametros avaliados apresentaram um efeito dose-dependente,
sendo que mesmo a dose mais baixa foi capaz de induzir alteragbes em alguns

parametros hematoldgicos e clinicos.

Por isso, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos com doses baixas,
administrados via oral (principal via de exposicdo humana), durante periodos

subcrdnico ou crbénicos, com modelo animal entre 4-8 semanas pés-natal.



1.3EFEITOS DO CHUMBO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

No Sistema Nervoso Central (SNC), diversos artigos ao longo dos anos vém
demonstrando déficits na capacidade de aprendizagem, cognicdo e desenvolvimento
intelectual em humanos expostos ao Pb durante algum periodo da vida (STEWART et
al., 2006; CECIL et al., 2008; JUSKO et al., 2008; BARANOWSKA-BOSIACKA et al.,
2012).

Anteriormente, acreditava-se que adultos demonstravam resisténcia aos efeitos
neurotéxicos de Pb devido aos seus complexos mecanismos de defesa e o
desenvolvimento da barreira hematoencefalica (BHC). Contudo, estudos recentes
indicam que varios fatores ambientais, incluindo o Pb, podem induzir déficits
neurolégicos em adultos (BRADBURY AND DEANE, 1993; JAKUBOWSKI, 2011) e
perda de volume do cérebro em idosos (STEWART et al., 2006; CECIL et al., 2008).
Além disso, Baranowska-Bosiacka et al., (2012) sugeriram que a exposi¢ao a longo
prazo ao Pb induz altera¢des cognitivas, bem como mudancgas neurofisiologicas, as

quais podem acelerar ou desencadear doencas neurodegenerativas.

Ainda assim, jovens e criancas sdo mais propicias a desenvolver déficits
neuroldgicos apos exposicdo ao Pb (LANPHEAR et al., 2005; JUSKO et al., 2008).
Estudos recentes em humanos demonstraram que a exposi¢do ao Pb?* no inicio da
vida esté associada a diminui¢do da funcao cognitiva (SCHWARTZ, 2000), bem como
comportamento antissocial e delinquente persistente (NEEDLEMAN et al. 1996;
CANFIELD et al. 2003; BELLINGER; 2004). Além disso, dados da literatura apontam
gue baixas concentracdes de Pb sdo suficientes para alterar processos bioquimicos,
assim como induzir desordens nao especificas no funcionamento do cérebro, como
diminuicdo da percepcao, déficits visuais, auditivos e cognitivos (AL-SALEH et al.,
2009; BIJOOR et a., 2012). Criangcas expostas a doses agudas de Pb (80 g/dL)
apresentaram formacdo de edema cerebral, episédios de convulsdo e coma, além de
induzir um quadro de encefalopatia (BRADBURY AND DEANE 1993)

O Pb induz alteragbes estruturais na barreira hematoencefalica, ocasionando
degeneracéo glial, permitindo a entrada de patdgenos. Uma vez depositado na regido
encefalica, o dano induzido por Pb ocorre, principalmente, no cértex pré-frontal, no

cerebelo e no hipocampo, afetando muitas atividades biolégicas em nivel molecular,



celular e intracelular, o que pode resultar em alteragcbes morfologicas permanentes
(BOSKABADY et al., 2018.).

Tang et al., (1996) demonstraram que o Pb induziu o descolamento de células
astrocitarias em cultura celular de forma dose e tempo dependente. Além disso,
induziu o aumento da densidade lisossomal, inclusdo nuclear, expanséo do reticulo
endoplasmatico rugoso e aumento na producdo de lactato desidrogenase (LDH) e
diminuicdo de grupamentos sufridrilas. Outro efeito do Pb sobre as células
astrocitarias é a inducdo de mudanca conformacional de proteinas do reticulo
endoplasmatico e do ciclo celular, bem como o0 aumento dos niveis de proteina acida
fibrilar glial (GFAP) e proteina S100-8 (SELVIN-TESTA et al., 1991; STRUZYNSKA et
al., 2007; ZHANG et al., 2008). Dados da literatura também demonstraram que o Pb
participa da ativacao de astrocitos e processos inflamatdrios no cérebro (Microglia)
(STRUZYNSKA et al., 2007; ZHANG et al., 2008). As células gliais representam 90%
da composicao celular do SNC, atuando principalmente como células de sustentacao
e manutencao para os neurénios (LOPACHIN et al., 1991).

A comunicacao quimica neuronal € mediada por sinapses, que sao rapidas e
eficientes na liberacdo de neurotransmissores. Essa libera¢do ocorre em zonas ativas
pré-sinapticas que sao regides especializadas, justapostas a regido pos-sinaptica. Em
terminais pré-sindpticos, 0s neurotransmissores sdo armazenados em vesiculas
sinaptica, as quais migram e se ligam ao terminal pré-sinaptico para liberacdo dos
neurotransmissores ap0s a membrana celular sofrer despolarizacdo e o influxo de
Ca?* (RIZZOLI AND BETZ, 2005; DENKER AND RIZZOLI, 2010). Alteragcées nesse
processo de comunicagao celular pode induzir o desenvolvimento de doencas
neuroldgicas (VAN SPRONSEN et al., 2010; VOS et al., 2010).

Alguns estudos tém demonstrado que a exposi¢do aguda ou cronica ao Pb?* induz
alteracOes na liberacdo de neurotransmissores em modelos in vivo e in vitro. Lasley
et al., (2002) observaram que o chumbo diminuiu a liberagédo de glutamato e acido y-
aminobutirico (GABA) evocado em ratos jovens e em cultura de hipocampo e ‘slices’
de cérebro expostos agudamente ao Pb (BRAGA et al., 1999; XIAO et al., 2006),

porém pouco se sabe sobre 0s mecanismos envolvidos nesses déficits.

Processos celulares fundamentais, como sinalizacéo intracelular e entre células,

adesao celular, maturacdo de proteinas, apoptose, transporte de ions, regulacao



enzimatica e liberacdo de neurotransmissores tem sido muito alterado por esse
mecanismo (NEAL et al., 2013). Além disso, esse mecanismo também contribui para
a inducao de déficits neuroldgicos apds a permuta de Pb com ions de célcio, tornando-
0 capaz de atravessar a barreira hematoencefélica (BHE), assim como induzir o
acumulo de Pb em células astrogliais (contendo proteinas ligantes de chumbo), sendo
gue a toxicidade do chumbo é mais proeminente em células astrogliais imaturas
(sistema nervoso em desenvolvimento), tornando fécil a inducdo de danos nessas
células, dificultando a formacdo da bainha de mielina, ambos envolvidos no
desenvolvimento da BHE (FLORA, 2011; KATSUYAMA et al., 2012).

E importante ressaltar que o sistema neuroquimico esta diretamente relacionado
com processos de aprendizagem e memoria, cogni¢cdo, bem como planejamento e
execucdo de movimentos e emocdo (NEAL et al., 2010a; NEAL et al.,, 2010b;
STANSFIELD et al., 2012). Portanto, a inducdo de estresse oxidativo, ativacdo de
proteinas envolvidas no processo de apoptose, bem como alteragdo no na liberacao

de neurotransmissores podem promover alteracdes funcionais permanentes.
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1.4MECANISMOS DE ACAO ASSOCIADOS A TOXCIDADE DO CHUMBO

A capacidade de vincular alteragbes comportamentais induzidas quimicamente a
alteracdes de parametro neurofisiolégico e neuroquimico resulta em maior aceitacédo
da validade e confiabilidade de mecanismos neurocomportamentais. O Pb pode
causar efeitos imediatos, alterando a quimica e fisiologia do cérebro (FINKELSTEIN,
et al., 1998; SIDHU AND NEHRU, 2003).

Os mecanismos celulares, intracelulares e moleculares de neurotoxicidade de Pb
SA0 numerosos, uma vez que o Pb impacta muitas atividades biologicas em diferentes
niveis de controle: nos canais de voltagem e no primeiro, segundo e terceiro sistemas
de mensageiro (CHEN, et al., 1998; SIDHU AND NEHRU, 2003). Esses efeitos podem
estar relacionados a capacidade do Pb de interferir na acdo regulatéria do calcio nas
funcdes celulares. Consequentemente, pode-se supor que a ligacdo atua como um
estressor quimico e causa alteragdes dos mecanismos celulares homeostaticos. Isso
se expressa tanto no local anatdmico quanto nos sistemas de neurotransmissores,
gue sao cruciais na modulacéo da resposta emocional (COLLINS, et al. 1992; CHEN,
et al., 1998; SIDHU AND NEHRU, 2003).

A maioria dos estudos sobre o chumbo buscam elucidar seus efeitos sobre os
diversos sistemas do corpo humano, como o0s sistemas hematoldgicos,
cardiovasculares, renais, reprodutores e neurolégicos (ATSDR, 2007). Contudo,
poucos estudos buscam elucidar os mecanismos de acdo envolvidos nos déficits
encontrados nesses sistemas. O estresse oxidativo pode desempenhar um importante
papel sobre as alteracdes induzidas pela exposicdo ao chumbo, desencadeando o
desbalangco entre a producao de radicais livres e os mecanismos de protecdo de
moléculas antioxidantes (protecdo enddégena), promovendo dano celular (ISHIKAWA,
2012).

De acordo com a literatura, duas vias s&80 responsaveis por estimular
simultaneamente o estresse oxidativo durante a exposi¢ao ao chumbo (Figura 2). Uma
delas é a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como peroxido
hidroelétrico (HO?"), oxigénio atdbmico e perdxido de hidrogénio (H202). A outra via esta
relacionada com a diminuicdo na biodisponibilidade de moléculas antioxidantes
endogenas (KATSUYAMA et al., 2012). O Pb apresenta uma alta capacidade em

compartilhar elétrons, o que facilita a formacao de ligacdes covalentes entre ele e os
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grupamentos sulfidrilas presentes em enzimas antioxidantes como a GSH, inativando-
as. Além disso, o Pb promove a diminuicdo de GSH, bem como outras enzimas como
a superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (ATSDR, 2007). Um bom marcador
para estresse oxidativo € a peroxidacéo de lipidios de membrana, visto que as ROS
retiram elétrons da camada lipidica da membrana celular, ocasionando dano celular
através da desnaturacéo lipidica (FLORA, 2011; ISHIKAWA, 2012; KATSUYAMA et
al., 2012).

Exposicdo ao chumbo

Estresse oxidativo

A

[
" MDA

4-HAD

Tiol

NOS 2

OH°

OFR

Caspase-1

NAD(P)H OX

Dano tecidual:

Desordens respiratoria, digestivo, cardiovascular,
urogenital e neurolégico,

Figura 2: Possiveis mecanismos de acéo da exposi¢cdo ao chumbo sobre diversos érgédos. Adaptado
de Boskabady et al., 2018.

A toxicidade do Pb, encontra-se relacionada principalmente com a capacidade que
este metal tem em de substituir outras cations bivalentes, tais como Ca?*, Mg?*, Fe?*
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gue pode afetar a estabilidade celular, promovendo alteracfes em diversos processos
fisiolégicos, incluindo adesdo celular, regulacdo enzimatica e equilibrio oxidante-
antioxidante, dobramento proteico, maturacdo, apoptose, transporte ionico e
sinalizacao celular (JAISHANKAR et al., 2014). Além disso, esse mecanismo também
contribui para a inducéo de déficits neurolégicos apds a permuta de Pb com ions de
calcio, tornando-o capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), assim
como induzir o acumulo de Pb em células astrogliais (contendo proteinas ligantes de
chumbo), sendo que a toxicidade do Pb é mais proeminente em células astrogliais
imaturas (sistema nervoso em desenvolvimento), tornando facil a inducéo de danos
nessas células, dificultando a formacéo da bainha de mielina, ambos envolvidos no
desenvolvimento da BHE (FLORA, 2011; KATSUYAMA et al., 2012).

Zhang et al., (2015), juntamente com outros pesquisados buscaram elucidar tais
mecanismos. Foi demonstrado que a exposi¢cdo ao chumbo durante o periodo de
sinaptogénese afeta o desenvolvimento e funcao sinaptica, explicando os efeitos do
chumbo tanto na regido pré-sindptica quanto na pos-sinaptica (NEAL et al., 2010a;
NEAL et al.,, 2010b; STANSFIELD et al., 2012). Além disso, eles também
demonstraram que o chumbo inibe receptores pés-sinapticos do tipo NMDA (N-metil
D-Aspartato) alterando a sinalizacéo intracelular promovida pelo influxo de Ca?*,
induzindo alteracao na producdo de BDNF (Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro)
e diminuindo a sinalizacdo para fosforilacdo de sinapsina | em sitios de serina
envolvidos na movimentacdo vesicular (NEAL et al., 2010a; NEAL et al., 2010b;
STANSFIELD et al., 2012). A diminuig&o dos niveis de BNDF promove altera¢des nos
niveis de sinaptofisina e sinaptobrevina, inibindo a liberacdo vesicular (NEAL et al.,

2010a). Este efeito foi corrigido, quando foi adicionado BDNF exégeno.

Outra via capaz de induzir danos neurolégicos esta relacionada com a liberagcéao
de neurotransmissores. Em neurénios em desenvolvimento, a estabilizacao funcional
de sitios pré-sinapticos de liberagdo de neurotransmissores é controlada por sinais
retrogrados poés-sinapticos. O BDNF é um desses sinais retrogrados, que atua na
morfologia de axénios, conexdes sinapticas e na ultraestrutura de neurénios (NEAL et
al.,, 2013). Neal et al., (2013), demonstraram que a exposicdo de neurbnios
hipocampais ao Pb promove diminuicdo nos niveis de BDNF, assim como de
proteinas sinapticas envolvidas na liberacéo de vesiculas. Contudo, quando as células

foram incubadas com BDNF exdgena esse efeito foi revertido.
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Neal e Guilarte (2011), propuseram um modelo do mecanismo molecular pelo qual
o Pb altera a formacéao sinaptica e desenvolvimento da plasticidade de neurénios do
hipocampo. Em uma condigdo normal em sinapses glutamatérgica, as vesiculas
sindpticas sdo dependentes de Ca?*. Esse processo é mediado pela interacédo de
vesiculas com proteinas sinapticas sinaptobrevina (v-SNARE) e sintaxina (tSNARE)
ou com proteinas SNAP-25. O resultado desta interacdo consiste na liberacdo de
glutamato (Glu), o qual ativa receptores pos-sinapticos e ocasiona a entrada de ions
Ca?* na célula poés-sindptica, ativando a via de sinalizacdo e a expressdo da
subunidade NR2A de receptores NMDA. Esse mecanismo induzi a fosforizacdo de
CREB que promove a expressao de BDNF ligado a receptores TrkB (receptores B de
tropomiosina cinase), o qual, por sua vez, induz o ancoramento de vesiculas e
incorporacao de sinaptofisina e sinaptobrevina na célula pré-sinaptica, aumentando a

liberacdo de neurotransmissores.

Durante a exposi¢cao ao Pb, ocorre o bloqueio de receptores NMDA, impedindo o
influxo de Ca?* no neur6nio pos-sinaptico. Além disso, a expressédo da subunidade
NR2A de receptores NMDA diminui, enquanto a expressao da subunidade NR2B
aumenta, a ativacdo de CREB reduz, diminuindo assim a expressdo de BDNF e,

consequentemente reduzindo a ativacao de receptores Trk pré-sinapticos.

A partir disso, e devido aos poucos estudos que buscam elucidar os efeitos
induzidos pela exposicao subcrbnica de ratos jovens a doses baixas de chumbo, bem
como demonstrar os possiveis mecanismos utilizados por este metal. E fundamental
o desenvolvimento de estudos que se proponham a estudar os possiveis mecanismos
que possam estar relacionados com as alteracdes locomotoras e histologicas

induzidas pelo chumbo durante o periodo de maturagéo do sistema nervoso central.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da exposicéo subcronica de ratos Wistar jovens a doses baixas de
acetato de chumbo sobre a atividade exploratéria e motora, associando a possiveis

mecanismos de neurotoxicidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o ganho de massa corpdrea de ratos Wistar jovens apds exposicao

subcrbnica a dose baixa de acetato de chumbo;

- Quantificar o depésito de chumbo no cértex motor e cerebelo de ratos Wistar

jovens apés exposicdo ao chumbo;

- Caracterizar o perfil proteémico do cortex motor e cerebelo de ratos Wistar jovens

apos exposicao ao chumbo;

- Observar a producédo de estresse oxidativo no cértex motor e cerebelo de ratos
Wistar jovens, induzido apds exposi¢do subcrbnica a dose baixa de acetato de

chumbo;

- Avaliar a citoarquitetura e composicao tecidual do cértex motor e cerebelo de

ratos Wistar jovens ap6s exposicao subcronica a doses baixas de acetato de chumbo;

- Avaliar a atividade exploratoria e locomotora de ratos Wistar jovens apoés

exposi¢cao ao chumbo;



15

3. MATERIAL E METODOS
3.1 MODELO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 60 ratos machos (Rattus
novergicus), da linhagem Wistar, obtidos na sec¢éo de criacdo e producao de animais
de laboratério do Instituto Evandro Chagas (IEC). Durante as atividades
experimentais, as normas éticas para pesquisa cientifica com animais de laboratério
foram rigorosamente aplicadas, estando este projeto aprovado pelo comité de ética
(Parecer: 2237110716).

Os animais foram obtidos com 40 dias pds-natal, pesando aproximadamente 150-
160g. Inicialmente, realizou-se o processo de aclimatacdo dos ratos, durante uma
semana no biotério de experimentacdo do Laboratério de Neuroprotecdo e
Neuroregeneracgéo Experimental (LNNE), onde foram mantidos durante todo o periodo
de exposicdo experimental até a realizacdo dos experimentos. Durante este periodo,
os ratos foram alojados em gaiolas de polipropileno, em grupo de cinco animais por
gaiola, em condi¢Bes assépticas, com agua e racao (NUVITAL) ad labitum, ciclo
circadiano de 12/12 horas e temperatura ambiente controlada em 25+1°C.

3.2 EXPOSICAO AO ACETATO DE CHUMBO

O desenho experimental deste estudo foi adaptado de FDA Redbook (2000) e
Yuan et al., (2014a, 2014b), onde foi demonstrado que co-exposi¢ao subcronica (90
dias) a doses baixas (29.96 mg/Kg/dia) de chumbo e cadmium induz alteracdes sutis
em parametros clinicos, tais como diminuicAo de hematdcrito, alanina amino

transferase, colesterol total e degeneragéo granular no figado.

Apds uma semana de aclimatacdo, os 60 animais foram divididos em dois grupos:
0 grupo exposto ao Acetato de chumbo [Pb(C2H3032)2] (Sigma-Aldrich), que recebeu
uma dose diaria de 50 mg/Kg, através de uma canula orogastrica (Insight, Brasil),
durante 55 dias (48-102 dias pos natal); o grupo controle recebeu agua destilada
(H204), em mesmo volume que o grupo exposto ao chumbo. Todos os animais foram

pesados antes e durante a exposi¢cao ao chumbo, semanalmente.
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3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

Para avaliacdo da atividade exploratoria e motora dos animais experimentais apos
exposicdo subcronica a 50 mg/Kg/dia de Pb(C2Hs302)2, foram realizados testes
comportamentais 24h apo6s a ultima gavagem. Os animais foram encaminhados para
o biotério do Laboratério de inflamacdo e comportamento farmacologia, onde foram

aclimatados na sala de experimentacdo uma hora antes dos testes iniciarem.

3.3.1 Campo aberto

A atividade locomotora espontanea dos animais experimentais foi avaliada pelo
teste de campo aberto, adaptado de Pandolfo et al., (2007). Neste ensaio, 0s animais
foram posicionados no centro de uma arena de madeira (100x100x30cm), dividida em
guadrantes, onde exerceram livre explorac¢édo durante 300 segundos (Figura 3). Todas
as sessfes foram filmadas e, posteriormente analisadas. Os parametros avaliados
foram: distancia percorrida total, distancia percorrida na area central, distancia
percorrida na area periférica, nUmero de vezes que o animal se posicionou apenas
nas patas traseiras — ‘Rearing’ (exploracao vertical), nUmero de cruzamentos entre 0s
guadrantes (exploracdo horizontal). Apds o término do teste de campo aberto os

animais foram submetidos ao teste de plano inclinado.

100 cm

30 cm

l

F———"—100cm ——

Figura 3: Desenho esquematico do aparato utilizado no teste de campo aberto. Autoria; Priscila Cunha.
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3.3.2 Plano inclinado

Para avaliagdo da fungdo motora dos animais experimentais, bem como
coordenacdo motora, equilibrio e forca muscular, foi realizado o teste de plano
inclinado, descrito por Rivilin e Tator, (1977). De acordo com o protocolo adaptado de
Murphy et al. (1995), os animais foram posicionados sobre o plano mével em angulo
0° do aparato constituido por duas plataformas retangulares de madeira compensada
unidas por uma dobradica. Uma das plataformas € a base e a outra, um plano
inclinado movel, este foi revestido de borracha para permitir a aderéncia e
movimentacdo do animal (Figura 4). Apos o posicionamento do animal, o angulo de
inclinagdo foi gradativamente aumentado de zero grau até o angulo maximo em que
0 rato ndo conseguiu mais se manter na posicao durante 5 segundos (a cada 5
segundos o angulo de inclinacdo da plataforma foi aumentado em 5 graus). Apds o

término do teste, os animais foram submetidos ao teste de rota-rod.

Figura 4: Desenho esquematico do aparato utilizado no teste de Plano inclinado. Autoria: Priscila

Cunha.

3.3.3 Teste de locomocéo forcada em cilindro giratério (Rotarod-Test)

Para avaliacdo da atividade motora dos animais experimentais, foi realizado o teste

de locomocédo forcada em cilindro giratorio (Rotarod-test), em um aparelho
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automatizado (Insight®, EFF-411). O aparelho consiste em uma caixa de acrilico com
um cilindro de 8 cm de diametro, instalado transversalmente a aproximadamente 20
cm do chédo, e que é mantido em rotagdo através de um motor. A caixa € dividida em
4 baias, de aproximadamente 10 cm de largura, permitindo a analise de 4 animais
simultaneamente (Figura 5). Para o teste, cada animal foi colocado sobre o cilindro ja
em movimento e 0 tempo que 0 mesmo conseguiu se equilibrar até cair (laténcia) foi
registrado. Na queda, o crondmetro que verificou o tempo de permanéncia sobre o
cilindro foi automaticamente parado, jA que 0 equipamento possui um sistema

instalado no solo de cada baia que detecta o impacto da queda.

No treinamento do teste, os animais foram colocados no eixo giratorio por um
periodo de 120 segundos a 8 rotagdes por minuto. Quando os animais caiam eram
reposicionados no eixo giratério quantas vezes foram necessarias até a finalizacdo do
tempo estipulado para esta fase (120 segundos). Apds o treinamento, o teste foi
realizado em trés exposicdes de 120 segundos. Foi registrado o tempo de laténcia,
isto é, tempo de permanéncia do animal sobre a barra de rolagem do rotarod até a
primeira queda (adaptado de SLAMBEROVA et al., 2006).

f

Figura 5: Desenho esquematico do aparato utilizado no teste de locomocédo forcada em cilindro

giratério (Rotarod-Test). Autoria: Priscila Cunha.
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3.4 QUANTIFICACAO DE DEPOSITO TECIDUAL DE CHUMBO

Para a avaliacdo do nivel de Pb tecidual, 20 animais experimentais (10 em cada
grupo) foram anestesiados com uma solugao de cloridrato de cetamina (90 mg/Kg i.p)
e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg i.p), o cortex motor e o cerebelo foram dissecados
apos craniotomia, congelados em nitrogénio liquido e mantidos em freezer a -80°C

até serem quantificados.

Para quantificagdo as amostras foram liofilizadas individualmente com um
liofilizador L 101 (Liotop, S&o Carlos, Brasil). Apds a liofilizacdo, foi realizado um pool
de amostras para cada grupo. A massa das amostras foi digerida em 4,0 mL de HNO3
(14 mol/L), 2,0 mL de H202 (35% w/w) e 2,0 mL de H20 ultrapura em forno de
microondas com Cavity Start E (Milestone, Sorisole, Itdlia) a uma temperatura de
180°C durante 1 hora e 15 minutos. ApGs a digestéo, as solucdes foram transferidas
para frascos volumétricos e preenchidas até o volume final de 40 mL com &gua
ultrapura. Para determinacdo do chumbo (Pb), as amostras foram diluidas até a acidez
final de 5,0%. Uma curva analitica de 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 mg / L Pb foi construida
para a determinacdo de Pb nas amostras usando um espectrometro de emissao Optica
de plasma induzido por micro-ondas (Modelo 4100, Thermo Scientific) (MIPOES). O
comprimento de onda utilizado na determinacdo do chumbo foi de 405.781 nm. A fim
de avaliar a precisdo das andlises, apos as leituras das amostras, foram adicionadas
as amostras digeridas 3,5, 4,5 e 5,5 mg /L do Pb padrdo e depois determinadas pelo

MIPOES. Os limites de deteccédo e quantificacdo foram de 0,57 mg/kg e 1,89 mg/kg.

3.5 AVALIACAO TECIDUAL

3.5.1 Processamento tecidual e cortes histolégicos

Para avaliacdo das alteracdes teciduais do cortex motor e cerebelo, inicialmente,
20 animais experimentais (10 em cada grupo) foram anestesiados com uma solucao
de cloridrato de cetamina (90 mg/Kg i.p) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg i.p) e
perfundidos através do ventriculo esquerdo do coragdo com solucdo salina a 0,9%
heparinizada, seguida de paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato 0,2 M. O cérebro
foi obtido por craniotomia e pos-fixados em solugcdo de Bouin por 6 horas e,
posteriormente imersos em alcool 70%, 80%, 90%, absoluto I, absoluto Il, xilol | e xilol
I, seguidos pela inclusdo em paraplast. Apos a incluséo, os blocos foram cortados em
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micrétomo, onde seccdes coronais de 5 ym de espessura foram obtidas. Algumas
seccOes do mesmo tecido cerebral foram montadas em laminas de microscopia
revestidas com 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma®) para ensaios imuno-
histoquimicos. No cortex motor, todas as analises histologicas foram realizadas na
area M1, especificamente entre as camadas 3 e 4 (areas de neurdnios piramidais),

com base em Paxinos e Watson (1998) e no cerebelo, nas folhas cerebelares.

3.5.2 Coloracao por Hematoxilina e Eosina

A avaliacdo histopatologica dos cortes obtidos do cortex motor e cerebelo dos
animais experimentais foi realizada através da coloragdo por Hematoxilina-Eosina
(HE). Os cortes histoloégicos dos tecidos de interesse selecionados foram,
inicialmente, desidratados sendo submerso durante 5 minutos em H20d,
posteriormente foi feita a primeira coloracdo com Hematoxilina durante 20-30
segundos, os tecidos foram transferidos para dgua corrente durante 5-10 minutos, em
seguida, foi realizado a segunda coloracdo com Eosina por 20 segundos e,
novamente, foram lavados em agua corrente por 5-10 minutos. Posteriormente, 0s
tecidos foram colocados em alcool 70% durante 5 minutos. Para melhor observacéo
da lamina, a mesma foi imersa em xilou durante 1 minutos, apdés este processo a
lamina foi selada com permont e laminula. A analise do material foi realizado por
microscopia de luz (Nikon Eclipse E200) com grade de 1 mm? acoplada a ocular e
objetiva com 40x de ampliacdo. Pelo menos 3 campos no cértex motor e cerebelo por
secdo e 3 secodes por animal de cada grupo foram analisados. Todas as imagens
foram analisadas pelo Software Image J versao 1.39.

3.5.3 Imunohistoquimica

Para essas analises, as laminas com cortes foram desparafinizadas e reidratadas
por solugdes de calor, xileno e hidroalcodlicas e imersas em PBS por 3 min antes da
incubacdo em tampdao citrato a 70 °C por 25 min. Apdés a recuperacdo antigénica,
foram imersos em PBS por 10 min e, consecutivamente, por inibicdo enddégena da
peroxidase, imersos em solucdo de metanol-peroxido de hidrogénio (3:100, v/v).
Foram utilizados anticorpos Anti-NeuN (1: 100, Chemicon), anti-sinaptofisina (1: 1000,

Wako) e Anti-MBP (1:250, Promega) para imunomarcacdo de neurdnios, vesiculas
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sinapticas e bainha de mielina, respectivamente, conforme previamente estabelecido
por nosso grupo (LIMA et al., 2017, SANTANA et al., 2018). Procedeu-se a revelacao
com solucdo de 3,3'-diaminobenzidina em PBS; sec¢des imunomarcadas com anti-
Sinaptofisina e anti-MBP foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer e todas as

laminas foram desidratadas e montadas com laminola e Entellan® (Merck, Alemanha).

As células positivas para imunomarcacdo anti-NeuN foram analisadas por
microscopia de luz (Nikon Eclipse E200) com 1 mm? acoplado ao ocular e usando
lente objetiva de 40x, avaliando a densidade de células anti-NeuN* (SANTANA et al.,
2018). Para as analises de imunomarcacdo anti-Synaptofisina e anti-MBP,
primeiramente obtivemos as fotomicrografias utilizando o microscépio Nikon Eclipse
E500 com o Moticam 2500® acoplado a ele. As fotomicrografias foram analisadas
utilizando-se o software ImageJ com ‘plugin de Color Deconvolution’ conforme
trabalhos anteriores de nosso grupo (FERNANDES et al. 2015, FAGUNDES et al.,
2016, LIMA et al.,, 2017) que extrairam a fragdo de area imunomarcada pelos
anticorpos e revelada por DAB. Os resultados foram expressos como fracdo de area
(%) imunomarcada em comparagao com a area total de secéo capturada pelo sistema

de cameras.

3.6 AVALIACAO DE ESTRESSE OXIDATIVO

Para avaliacdo da inducdo do quadro de estresse oxidativo no cortex motor e
cerebelo de ratos Wistar jovens ap0s exposicdo a 50 mg/Kg de Pb(C2Hz032)2, foi
quantificado os niveis de peroxidacao lipidica (LPO) e nitrito. Inicialmente, os animais
foram anestesiados e, posteriormente sacrificados, seguidos pela obtencdo dos
tecidos de interesse por meio de craniotomia. Os tecidos foram congelados em

nitrogénio liquido e mantidos em freezer a -80°C até serem quantificados.

3.6.1 Quantificacao de nitrito

Os niveis de nitritos foram determinados pela reacéo de Griess. As amostras foram
descongeladas e ressuspendidas em Tris-HCI (20mM, pH 7,4, a 4°C) por
desagregacao sonica (concentragao aproximada de 1g/mL). O lisado foi centrifugado
a 14.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi separado em aliquotas



22

destinadas a determinacdo dos nitritos. A concentracdo de nitritos foi determinada
com base na reacéo destes com o reagente de Griess (Naftil-etileno-diamina 0,1% e
Sulfanilamida 1% em &cido fosforico 5% -1:1). Esta reacao forma compostos azoicos,
que atribuem coloracéo azulada caracteristica. A intensidade do azul é proporcional a
concentracdo do cromogeno, sendo verificado por leitura espectrofotométrica
(GREEN et al., 1981). Em seguida, 100uL do sobrenadante ou solu¢des padrdes de
nitritos foram adicionados a 100 pL do reagente de Griess e incubados por 20 minutos
a temperatura ambiente. Depois, foi realizada a leitura (A = 570nm) e os resultados

foram expressos como pmoles de nitritos para cada mg de proteinas.

3.6.2 Quantificacado de Peroxidacéao lipidica

Os niveis de LPO foram determinados através do método proposto por Esterbauer
e Cheeseman (1990), baseado na reacdo dos metabdlitos de acidos graxos
poliinsaturados, malonaldeido (MDA) e 4-hidroxialcenos (4-HA), com o N-metil-2-
fenilindol (NMFI). Esta reacdo, em presenca de acido metanosulfénico, produz um
cromoforo estavel, cuja coloracdo € proporcional a concentracdo de lipidios oxidados,
podendo ser mensurado por espectrofotometria. Para as analises, as amostras foram
descongeladas e ressuspendidas em Tris-HClI (20 mM, pH 7,4, a 4°C) por
desagregacao s6nica (concentracao aproximada de 1 g/mL). Aliquotas das amostras
foram separadas para dosagem de proteina. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 5600rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante separado em
aliquotas destinadas a determinacao da peroxidacédo lipidica. Para desencadear a
reagao foram adicionados 325 pL de NMFI 10,3 mM diluido em metanol (1:3) e 75 puL
de acido metanosulfénico a 100 pL das solucdes padrdes de MDA ou das amostras.
Depois essa mistura foi aquecida a 45° C por 40 minutos. Apés este periodo, foi
realizada a leitura (A = 570 nm) e os resultados expressos como picomoles de MDA

por mg de proteina.

3.6.3 Quantificagao de proteina

Para normatizacdo dos resultados obtidos na quantificacédo de peroxidacao lipidica
e niveis de nitrito foi realizado a dosagem de proteina descrito pelo método de
Bradford (1976). Este método baseia-se na interacdo entre o corante azul de
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Coomassie e moléculas de proteinas, que no pH da reacdo provoca o deslocamento
do equilibrio do corante da forma cationica (coloracdo vermelha) para a forma anionica
(coloracdo azulada), de acordo com a quantidade de proteinas presente na reacéo.
Neste ensaio, aliquotas de 5ul das amostras foram adicionadas a 250ul do reagente
de Bradford (100mg Azul Brilhante de Coomassie, 50ml de etanol 95%, 100ml de
acido fosférico 85%) e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
a leitura foi determinada em um comprimento de onda de 570 nm por
espectrofotometro. As concentracdes das proteinas foram determinadas pela

comparacao com uma curva-padrdo com BSA.

3.7 AVALIACAO DO PERFIL PROTEOMICO

Para caracterizacdo das vias metabdlicas envolvidas no processo de alteracao
funcional dos ratos Wistar expostos ao chumbo foi realizado a analise de proteémica,
técnica que permite identificar as proteinas participantes nas rotas metabdlicas de
processos celulares variados (SILVA et al., 2007; BARBOSA et al., 2012). Proteoma
configura-se como a soma dos produtos traduzidos a partir das sequéncias
gendbmicas, incluindo também as proteinas resultantes dos processos pos-
transcricionais e poés-traducionais e complexos formados por essas biomoléculas
(AHRENS et al., 2010).

3.7.1 Extracdo de proteinas

Para realizagdo da extragédo de proteinas, inicialmente, foi realizado a eutanasia
dos animais e, posteriormente, a obtengéo dos tecidos do cortex motor e cerebelo. Os
tecidos foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C, pesados e
pulverizados em moinho criogénico em ciclo de 30 segundos. Em seguida, o tecido foi
armazenado em tubo eppendorf também a -80°C em nitrogénio liquido (evitando a
degradagdo proteica). Foram pesadas 100mg das amostras devidamente
homogeneizadas e adicionadas 300 ml de tampao de lise (ureia 7mol/L, tioureia
2mol/L, CHAPS 4%, DTT 1%, anfélitos carreadores 0,5% pH 3-10 e coquetel de
inibidores de protease) e posteriormente incubados em gelo por 1h. apés a incubacéo,

o conteudo sera centrifugado e o sobrenadante coletado.
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Removeu-se do sobrenadante o excesso de sais, acucares, acidos nucleicos e
lipideos, utilizando-se 1,5 ml de wash buffer, agitando-se em vortex. Os tubos foram
incubados a -20°C por 2h e 50 min em freezer, agitando em vortex por 30 segundos
a cada 10 minutos. Na sequéncia, foram centrifugados por 10 minutos, removendo e
descartando o sobrenadante. Foi adicionado 1ml de acetona 90% e agitado por 30
segundos até que o pellet se torne disperso. Novamente, o sobrenadante foi removido
e descartado, e o pellet deixado para secar até que se torne transllcido. Logo apés
este pellet foi ressuspenso em 200ul de solugéo de reidratacéo contendo ureia 7mol/L,
tioureia 2mol/L, CHAPS 2%, DTT 18,2 mmol/L, anfélito carreador pH 3-10 0,5% e
0,002% de azul de bromofenol (GE HEALTHCARE).

A concentracdo de proteinas totais foi obtida utilizando-se o Quick StartTM
Bradford Protein Assay (Bio-rad, Hercules, CA, EUA) baseado no método de Bradford
(1976). As amostras foram adicionados reagentes de coloracdo, incubando por 5
minutos em temperatura ambiente, determinando a absorbancia em
espectofotbmetro. As concentragdes proteicas foram calculadas por comparagdo com
uma curva padrdo com concentracdes conhecidas de proteina de soro bovino (BSA).
Apds a quantificacdo, aproximadamente 1000ug de proteinas de cada uma das
amostras foram combinadas e carregadas na eletroforese bi-dimensional. Este
procedimento objetiva minimizar a variabilidade individual (TILTON et al., 2007).

3.7.2 Eletroforese bi-dimensional

A primeira dimensao consiste na focalizacdo isoelétrica (IEF), separando as
proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl) submetendo-as a IEF. Para tanto,
1000 pg de proteina foram misturadas ao tampéao de reidratacéo para o volume final
de 450 ul. Na sequéncia, tal volume foi transferido para canaletas em bandeja de
reidratacéo e posteriormente as tiras de fita com gradientes de pH imobilizados (IPG)
de 24 cm com pH 3-10 (GE Healthcare) foram posicionadas sobre o tampao de
reidratacdo contendo as proteinas, e cobertas com 6leo mineral ultrapuro (Cover Fluid,
GE Healthcare), submetidas a processo de reidratacdo durante 14 horas a 20°C. A
IEF foi realizada no sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) nas
seguintes condi¢fes: 500 V por 1h, 1000 V por 1h e, por fim, 10.000 V até atingir
40.000 V.
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Na segunda dimensao, as tiras foram removidas do Ettan IPGphor 3, lavadas com
tampéo Laemmli (LAEMMLI, 1970) concentrado uma vez e sem seguida transferidas
para tubos contendo 10ml de solucdo tampdo equilibrio (ureia 6mol/L, Tris-HCL 75
mmol/L, glicerol 29,3%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%) acrescido de 1% DTT
e deixadas equilibrar por 15min. Posteriormente, as tiras foram submetidas a um
segundo equilibrio, acrescida a solucao de equilibrio 2,5% de iodoacetamida (IAA) por

mais 15 minutos.

A eletroforese de segunda dimensao foi iniciada com o término das etapas de
equilibrio das fitas, sendo posicionadas em gel vertical homogéneo de 12,5% de
acrilamida, tanto as fitas quanto o padrao de peso molecular de faixa ampla e fixadas
no gel com uma solucéo pré-aquecida de 0,5% de agarose solubilizada em tampéao
de corrida Laemmli (1970). A separacéo eletroforética das proteinas foi relizada em
sistema Ettan DALTsix (GE Healthcare, Uppsala, Suécia), em dois estagios, sendo
utilizado no primeiro uma corrente fixa de 80 V, 15 mA/gel e 100 W por 1h, para
migracdo das proteinas de fita IPG para o gel e no segundo estagio a corrida foi
conduzida com corrente constante de 500 V, 60 mA/ gel e 100 W a 20°C durante cerca

de 6 horas, até que o azul de bromofenol atinja o fundo do gel.

3.7.3 Visualizacao e analise de imagens da eletroforese bi-dimensional

Apos a eletroforese bi-dimensional, o gel foi colocado em solucao fixadora durante
uma hora para evitar a mobilidade das proteinas no gel. Os géis foram lavados com
agua deionizada e coradas com solucao contendo 10% de acido fosforico, 10% de
sulfato de amodnio, 0,12% de Coomassie Brilliant Blue G-250 e 20% de metanol
durante 12 horas, repetindo o processo por mais 24 horas (NEUHOFF et al., 1988;
CANDIANO et al., 2004). Em seguida, os géis foram lavados com solucao de acido

acético 5%, sendo a solucéo renovada durante 6 dias.

3.7.4 Preparo das amostras para a espectrometria de massas

ApoOs andlise e escolha dos spots de interesse, estes foram recortados dos géis e
preparados para espectrometria de massas, conforme protocolo de Andrade (2006).
As amostras de cada grupo foram posicionadas sobre placas de vidro e usando
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ponteiras universais 1000 pl e 200 pl, os spots foram excisados em segmentos de
aproximadamente 1mma3, transferidos para tubos de 2 ml contendo 200 ul de acido
aceético 5% e armazenados a 4°C até o proximo passo. Procede-se com a lavagem
dos segmentos de gel para remocéo total do corante e desidratacdo. Em seguida, 0s
spots foram reduzidos e aniquilados. Para isso, foram reidratados com DTT 20 mmol/L
em bicarbonato de aménio (AMBIC) 50 mmol/L e incubados por 40 minutos a 56°C. O
excesso de liquido foi removido e substituido por iodoacetamida (IAA) 55 mmol/L em
AMBIC 50 mmol/L. Ap6s 30 minutos no escuro, em temperatura ambiente, o liquido
foi novamente removido, os fragmentos lavados em AMBIC 25 mmol/L e em seguida
desidratados em acetonitrila (ACN) 100%. A ACN foi descartada e o residuo

remanescente no gel deixado evaporar em temperatura ambiente.

Para a digestdo das proteinas, os fragmentos de gel passaram por reidratacao
com 15 pL de solucéo contendo 150 ng de tripsina (Trypsin Gold Mass Spectrometry,
Promega, Madison, WI, EUA) em AMBIC 25 mM por 15 minutos. Em seguida, foram
adicionados 50 pL de AMBIC 25 mM para total cobertura dos spots, que
permanecerao a 37°C por 14 h. Finalizadas as 14 h, a acéo da tripsina foi interrompida
pela adicdo de 15 yL de solugdo bloqueadora (ACN 50% (v/v) e acido férmico 5%
(v/v)). Os peptideos foram eluidos da acrilamida com duas lavagens de 15 minutos
com solucao de eluicdo A (ACN 50% (v/v) e acido féormico 1% (v/v)), uma lavagem de
15 minutos com solucao de eluicdo B (metanol 60% (v/v) e acido férmico 1% (v/v)) e
duas lavagens com ACN 100%, a 40°C sob sonicacdo. A solucdo contendo os
peptideos extraidos foram submetidas a secagem em concentrador a vacuo

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a temperatura ambiente, por 4 horas.

Objetivando o preparo das amostras para o sequenciamento, os peptideos foram
dessalinizados manualmente utilizando para isto Zip-Tip (Millipore). As amostras
foram ressuspensas em 10 pyL de solugdo acido trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v)
preparada em H2O ultrapura. Em seguida, as Zip-Tips foram acopladas em uma
pipeta de 10 uL e em seguida, por meio de pipetagem, equilibradas com trés solugdes:
10 L de solugao de TFA 0,1% (v/v) preparada em ACN 100% (v/v), seguido de 10 uL
da solugao TFA 0,1% (v/v) preparada em ACN 50% (v/v), e por fim, 10 uL da solugéo
de TFA 0,1% (v/v) preparada em H20 ultrapura. A ultima solugéo foi descartada, e em
seguida 10 yL da amostra aspirados para ligacdo a coluna C18. Na sequéncia, foi

realizada uma lavagem com 10 pL de solugéo TFA 0,1% (v/v) preparada em 5% (v/v)
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de metanol. Apds a lavagem, as amostras foram eluidas com 10 uL de solugao de
TFA 0,1% (v/v) em ACN 50%.

3.7.5 Sequenciamento das proteinas

A identificacdo dos peptideos foi feita utilizando-se o sistema nanoACQUITY
UPLC-Xevo QTof MS (Waters, Manchester, Reino Unido). O nanoACQUITY UPLC
estava equipado com a coluna analitica de fase reversa nanoACQUITY HSS T3 (75
pm X 150 mm, 1.8 ym particle size, Waters Manchester, UK). A coluna foi equilibrada
com a fase movel A (acido férmico 0,1 % em agua). Entdo, os peptideos foram
separados com um gradiente linear de 7-85% da fase movel B (Acido formico 0,1%
em ACN) por 31 minutos, num fluxo de 0,4 yL/minuto. A temperatura da coluna foi
mantida em 35°C. O espectrémetro de massas Xevo G2 Q-TOF (Waters, Manchester,
Reino Unido) foi operado em modo ibnico nano elestrospray positive e os dados
coletados usando o método MSE em energia elevada (19-45 V), que permite a
aquisicdo tanto dos ions precursores quanto dos fragmentos ibnicos, numa Unica
injecdo. As condicBes de fonte utilizadas incluiram: voltagem capilar 2,5 kV; cone de
amostra 30 V; cone de extracao 5,0 V e temperatura da fonte 80°C. A aquisicdo dos

dados ocorreu durante 20 minutos e a amplitude de escaneamento foi 50-2000 Da.

3.7.6 Andlise das sequencias peptidicas

A versao 3,0 do ProteinLynx Global Server (PLGS) foi utilizada para processar e
pesquisar os dados continuos LC-MSE. As proteinas foram identificadas com o
algoritmo incluso no software, conjuntamente com busca na base de dados Rattus

(revisada apenas, UniProtKB/Swiss-Prot).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Apos a coleta dos dados, os resultados foram tabulados e analisados pelo software
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA) e realizado o teste
de normalidade Shapiro Wilk. Para a diferenca estatistica significativa entre os grupos,
foi aplicado o teste t de Student, e o teste de Mann-Whitney foi aplicado apenas para
andlise da fracdo de area. O nivel de significAncia foi estabelecido em p <0,05 para
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qualquer um dos testes selecionados. Calculos de poténcia para a diferenca entre
duas médias foram feitos usando o OpenEpi (Versao 2.3.1), com erro tipo | 5% e

poténcia de 80%
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4. RESULTADOS

4.1 EXPOSICAO SUBCRONICA DE RATOS WISTAR JOVENS A 50 mg/Kg DE
Pb NAO INDUZ ALTERACAO NO GANHO DE MASSA CORPOREA

Durante o processo de gavagem 0s animais podem perder massa corporea. Por
ISS0, 0s animais foram pesados semanalmente, no qual foi observado que a exposi¢ao
subcrdnica ao Pb e o processo de gavagem nao induziram perde de massa corporea
durante o periodo de experimentacdo em comparacéo ao grupo controle (F [7, 184];
p= 0,6788) (Figura 6).
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Figura 6: Efeito da exposi¢édo subcrdnica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre o ganho de
massa corpérea. Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo apés andlise do teste ANOVA
duas vias.

4.2 EXPOSICAO SUBCRONICA DE RATOS WISTAR JOVENS A 50 mg/Kg DE
Pb INDUZ ACUMULO DE CHUMBO NO CEREBELO

Apés 55 dias de exposicdo ao Pb(C2H302)2, foi realizada a quantificacdo de
chumbo no cortex motor e cerebelo. Nossos dados demonstraram depésito de
chumbo no apenas no cerebelo quando comparado o grupo exposto ao grupo controle
(3,12 £ 0,09 vs 16,13 + 0,03; p<0.0001) (Figura 7).
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Figura 7: Efeito da exposicéo subcrbnica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre depdsito de
chumbo no cerebelo. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo. * (Pb(CzH30z2)2) vs
Controle (Teste t de student, p<0.0001).

4.3 EFEITO DA EXPOSICAO SUBCRONICA DE RATOS WISTAR JOVENS A 50
mg/Kg de Pb SOBRE O PERFIL PROTEOMICO E A BIOQUIMICA OXIDATIVA
DO CORTEX MOTOR E CEREBELO

4.3.1 Perfil protebmico do cértex motor de ratos Wistar jovens apos

exposicao subcrdnica a 50 mg/Kg de chumbo

Apds a exposicdo subcrdnica ao Pb, observamos uma intensa modulagéo do perfil
protedmico no cértex motor de ratos jovens. Diversas proteinas foram afetadas pela
exposicdo ao metal, prejudicando diversos processos bioldgicos. Um total de 454
proteinas foi Unico/exclusivo no grupo controle ou exposto, enquanto 403 proteinas
foram encontradas ‘up’ ou ‘down’ reguladas em grupo exposto em comparacao ao
controle. E ap0s a avaliacdo bioinformatica, foram identificados diversos alvos de
processos bioldgicos, como mostrado na Figura 8, incluindo processos metabdlicos,
funcdes neurais e constituintes morfolégicos. O processo biolégico mais afetado foi 0
processo metabdlico de ATP (16,6%), seguido de regulacdo negativa do

desenvolvimento da projecdo de neurdnios (6,3%), morfogénese de dendritos (6,3%),
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regulacdo da polimerizacdo do filamento de actina (5,9%), Purina ribonucleosideo
processo biossintético de trifosfato (5,2%) e outros, relacionados a atividade neural e

vias de sinalizacado de comunicacéo.

Biological Processes (%)

= ATP metabolic process
= Negative regulation of neuron projection development
= Dendrite morphogenesis
Regulation of actin filament polymerization
= Purine ribonucleoside triphosphate biosynthetic process
= Regulation of neuronal synaptic plasticity
= Oxidative phosphorylation
= Hippocampus development
= NAD metabalic process
m Positive regulation of actin flament polymerization
= Neuron projection regeneration

= L ong-term synaptic potentiation

= Regulation of ATP metabolic process

= Regulation of calcium ion transmembrane transporter activity
Positive regulation of telomere maintenance via telomerase
ATP hydrolysis coupled proton transport

= Synaptic vesicle priming

= Cerebellar cortex development

= Positive regulation of alpha-beta T cell differentiation
= NADP metabolic process

= Dendrite extension

= Negative regulation of actin filament bundle assembly

= Negative regulation of intracellular steroid hormone receptor signaling pathway
= Regulation of protein sumoylation

= Sodium ion export across plasma membrane

Figura 8: Distribuicdo funcional de proteinas identificadas com expresséao diferencial no cértex motor
de ratos expostos ao grupo PB vs controle. Categorias de proteinas baseadas na anota¢éo da ontologia
génica do processo biolégico. Termos significativos (escore Kappa = 0,4) e distribuicdo de acordo com
o percentual de nimero de genes. O nimero de acessos de proteinas foi fornecido pela UNIPROT. A

ontologia génica foi avaliada de acordo com o plug-in ClueGo ® do software de Cytoscape ® 3.6.1.

Além disso, as figuras 9, 10 e 11 representam o0s agrupamentos gerados pela
abordagem da bioinformética, desfazendo vinculos importantes entre as proteinas-
alvo na intoxicacao por Pb associadas aqueles processos bioldgicos prejudicados.
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Figura 9: Subredes criadas pelo aplicativo ClusterMarker para determinar a interacdo entre as
proteinas identificadas do cértex motor com diferentes expressdes no grupo exposto versus grupo
controle. As cores do n6 indicam o status diferente da expressao da proteina respectiva, nomeada por
sua identificagdo da adeséo de Uniprot. Os nds vermelhos indicam proteinas exclusivas/exclusivas do
grupo controle. Os nés claros cor-de-rosa e verde claro indicam proteinas downregulada e upregulada,
respectivamente. Os ndés cinzentos representam aquelas proteinas que nao foram identificadas em

nosso estudo, mas interagiram na rede pela importacdo das bases de dados publicas.
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Figura 10: Subredes criadas pelo aplicativo ClusterMarker para determinar a interacdo entre as
proteinas identificadas do cértex motor com diferentes expressdes no grupo exposto versus grupo
controle. As cores do né indicam o status diferente da expressao da proteina respectiva, nomeada por

sua identificacdo da adesao de Uniprot. Os nés vermelhos indicam proteinas exclusivas/exclusivas do
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grupo controle. Os noés claros cor-de-rosa e verde claro indicam proteinas downregulada e upregulada,
respectivamente. Os nés cinzentos representam aquelas proteinas que ndo foram identificadas em

nosso estudo, mas interagiram na rede pela importacao das bases de dados publicas.
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Figura 11: Subredes criadas pelo aplicativo ClusterMarker para determinar a interacdo entre as
proteinas identificadas do cértex motor com diferentes expressfes no grupo exposto versus grupo
controle. As cores do né6 indicam o status diferente da expresséo da proteina respectiva, nomeada por
sua identificac@o da adesédo de Uniprot. Os nds vermelhos indicam proteinas exclusivas/exclusivas do
grupo controle. Os nés claros cor-de-rosa e verde claro indicam proteinas downregulada e upregulada,
respectivamente. Os ndés cinzentos representam aquelas proteinas que nao foram identificadas em

nosso estudo, mas interagiram na rede pela importacao das bases de dados publicas.

4.3.2 Perfil protedbmico do cerebelo motor de ratos Wistar jovens apos

exposicao subcrénica a 50 mg/Kg de chumbo

O proteoma do cerebelo de ratos Wistar jovens expostos subcronicamente a 50
mg/Kg de Pb apresentou 647 proteinas com diferentes estados de expressédo, sendo
gue 88 estavam super expressas e 142 sub expressas, enquanto 199 foram

encontrados exclusivamente no grupo controle e 218 no grupo exposto.

Além disso, de acordo com a Figura 12, a modulacéo do proteoma do cerebelo de
ratos expostos ao Pb foi associada a 33 grupos de proteinas com diversos processos
biolégicos de acordo com as anotagBes da Gene Ontology (GO). Entre eles, o

processo metabolico do 2-Oxoglutarato foi a atividade funcional mais prejudicada pelo
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Pb (18%), seguida pelo processo biossintético alfa-aminoacido (17%), transporte

~

transmembrana acoplado a hidrolise do ATP (12%), processo metabdlico aldeido
celular (6%), resgate de compostos metabdlicos celulares (3%) e outros, que estao
associados a atividade neuroquimica, componentes celulares do citoesqueleto e

desenvolvimento celular neural.

m 2-oxoglutarate metabolic process
= Alpha-amino acid biosynthetic process
= ATP hydrolysis coupled transmembrane transport
Catecholamine metabolic process
= Cellular aldehyde metabolic process
= Cellular metabolic compound salvage
= Chaperone-mediated autophagy
= 'de novo' protein folding
= Drug metabolic process
= Exocytic process
= Glial cell proliferation
= |nositol phosphate-mediated signaling
= Intermediate filament cytoskeleton organization
= Mitochondrion localization
Monosaccharide biosynthetic process
Monosaccharide catabolic process
= Neurotransmitter uptake
= Nucleobase metabolic process
= Nucleoside phosphate metabolic process
= Nucleoside triphosphate metabolic process
= Positive regulation of ATP metabolic process
= Positive regulation of cardiac muscle hypertrophy
= Positive regulation of DNA biosynthetic process
= Postsynaptic cytoskeleton organization
= Protein import into nucleus, translocation
Protein refolding
Regulation of ATPase activity
Response to amine
Response to salt
Skeletal muscle tissue regeneration
= Synaptic vesicle recycling
= Translational elongation
= Vesicle-mediated transport in synapse

Biological Processes (%)

Figura 12: Distribui¢do funcional de proteinas identificadas com expressao diferencial no cerebelo de
ratos expostos ao grupo PB vs controle. Categorias de proteinas baseadas na anotacdo da ontologia
génica do processo bioldgico. Termos significativos (escore Kappa = 0,4) e distribuicdo de acordo com
o percentual de nimero de genes. O niumero de acessos de proteinas foi fornecido pela UNIPROT. A

ontologia génica foi avaliada de acordo com o plug-in ClueGo ® do software de Cytoscape ® 3.6.1.

As analises bioinformaticas do proteoma cerebelar de ratos expostos ao Pb
também apresentaram sub-redes de interacdes proteicas, como visto nas Figuras 13-
16. Revelando interacdes entre proteinas vitais para o metabolismo celular e funcdes

de sinalizacéo, principalmente associadas a atividades/neurais.
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Figura 13: Subnetwork criado pelo aplicativo ClusterMarker para determinar a interacéo entre as
proteinas identificadas do cerebelo com diferentes expressdes no grupo exposto versus grupo controle.
As cores do né indicam o status diferente da expressdo da proteina respectiva, nomeada por sua
identificacdo da adesdo de Uniprot. Os nés verdes vermelhos e escuros indicam proteinas
Unicas/exclusivas de grupos controle e expostos, respectivamente. Os nés claros cor-de-rosa e verde
claro indicam proteinas downregulado e do upregulado, respectivamente. Os nds cinzentos
representam aquelas proteinas que ndo foram identificadas em nosso estudo, mas interagiram na rede

pela importagéo das bases de dados publicas.
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Figura 14: Subnetwork criado pelo aplicativo ClusterMarker para determinar a interacdo entre as
proteinas identificadas do cerebelo com diferentes expressdes no grupo exposto versus grupo controle.
As cores do né indicam o status diferente da expressao da proteina respectiva, nomeada por sua
identificacdo da adesdo de Uniprot. Os no6s verdes vermelhos e escuros indicam proteinas
Unicas/exclusivas de grupos controle e expostos, respectivamente. Os nés claros cor-de-rosa e verde

claro indicam proteinas downregulado e do upregulado, respectivamente. Os nés cinzentos
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representam aquelas proteinas que nao foram identificadas em nosso estudo, mas interagiram na rede

pela importagdo das bases de dados publicas.
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Figura 15: Subnetwork criado pelo aplicativo ClusterMarker para determinar a interagdo entre as
proteinas identificadas do cerebelo com diferentes expressdes no grupo exposto versus grupo controle.
As cores do né indicam o status diferente da expressdo da proteina respectiva, nomeada por sua
identificacdo da adesdo de Uniprot. Os nés verdes vermelhos e escuros indicam proteinas
Unicas/exclusivas de grupos controle e expostos, respectivamente. Os nds claros cor-de-rosa e verde
claro indicam proteinas downregulado e do upregulado, respectivamente. Os nés cinzentos
representam aquelas proteinas que nao foram identificadas em nosso estudo, mas interagiram na rede

pela importagéo das bases de dados publicas.
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Figura 16: Subnetwork criado pelo aplicativo ClusterMarker para determinar a interagdo entre as
proteinas identificadas do cerebelo com diferentes expressdes no grupo exposto versus grupo controle.
As cores do né indicam o status diferente da expressao da proteina respectiva, nomeada por sua
identificacdo da adesdo de Uniprot. Os nés verdes vermelhos e escuros indicam proteinas
Unicas/exclusivas de grupos controle e expostos, respectivamente. Os nés claros cor-de-rosa e verde
claro indicam proteinas downregulado e do upregulado, respectivamente. Os nés cinzentos
representam aquelas proteinas que néo foram identificadas em nosso estudo, mas interagiram na rede

pela importagéo das bases de dados publicas.

4.3.3 Exposicao ao chumbo induz estresse oxidativo apenas no cortex motor

Foi quantificado os niveis de MDA e Nitrito para avaliagdo da bioquimica oxidativa
do cértex motor e cerebelo de ratos Wistar jovens apds exposi¢cdo subcronica a 50
mg/Kg de Pb. Nossos dados elucidaram que o Pb promoveu aumento de MDA (p =
0,0430) e nitrito (p = 0,0407) (Figura 17) no cortex motor em comparagdo ao grupo
controle. Contudo, ao avaliarmos os mesmos parametros no cerebelo, ndo houve
diferenca estatistica (MDA: p = 0,6141; Nitrito: p = 0,8432) (Figura 18).



38

[>]

@
o
T 200+ *
8 —
o
2 S 1501 1
£
2
L@ 100+ ||
5 O
=
Z o 504
oS
)
1S
i '
2 Controle Pb(C,H30,);
=1
0
o
S 150~ *
(&]
o I
S p—
SONS
o-° 1004 e
=g
32
32
= g 504
Z35
o
£
° 0 T T
= Controle Pb(C,H30,),
o

Figura 17: Efeito da exposi¢éo subcrdnica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre a bioquimica
oxidativa no cortex motor. Em (A) Niveis de nitrito, (B) Niveis de MDA. Os resultados estao expressos

em média + erro padréo. * (Pb(C2H302)2) vs Controle (Teste t de student, p<0.05).
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Figura 18: Efeito da exposi¢éo subcrdnica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre a bioquimica
oxidativa no cerebelo. Em (A) Niveis de nitrito, (B) Niveis de MDA. Os resultados estdo expressos em

média + erro padréo apds analise do teste t de Student.

4.4 EXPOSICAO SUBCRONICA DE RATOS WISTAR JOVENS A 50 mg/Kg de Pb
INDUZ DIMINUICAO DO NUMERO DE CELULAS DE PURKINJE NO TECIDO
CEREBELAR

Para avaliarmos o efeito da exposi¢céo subcronica de ratos Wistar a 50 mg/Kg de
Pb sobre o padrao morfologico tecido cerebelar, foi realizada a coloracédo HE. Nossos

resultados mostram que a exposicao ao acetato de chumbo reduz a populacéo de
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células de Purkinje de ratos quando comparada ao grupo controle (7,28 £ 0,37 vs 5,2
+ 0,38; p = 0,016) (Figura 19).

M S
; ,,}i“,;
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Células de Purkinje / Campo

Controle Pb(C2H302)2

Figura 19: Efeito da exposicdo subcrénica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre o niUmero
de neurbnios de Purkinje do cerebelo. As sec¢Bes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE).
Fotomicrografias representativas do (A) grupo controle administrado com agua destilada e (B) grupo
exposto ao acetato de chumbo (Pb(C2H302)2). Os resultados sdo expressos como média + erro padréo
do namero (C) de células Purkinje. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student). Barra

de escala: 30 pym.

4.5 EXPOSICAO SUBCRONICA DE RATOS WISTAR JOVENS A 50 mg/Kg de Pb
PROMOVE DIMINUICAO NA COMPOSICAO TECIDUAL NO CORTEX MOTOR E
CEREBELO
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4.5.1 Diminuicdo do numero de neurbnios maduros no coOrtex motor e

cerebelo

Apéds a histopatologia macroscépica do cértex motor na regido M1 (Figura 20),
foram realizados ensaios imunohistoquimicos para NeuN* no cértex motor e cerebelo
de ratos Wistar jovens ap6s exposicao subcrdnica ao Pb, nos quais foi observado que
0 Pb induz diminui¢cdo de neurdnios maduros tanto no cértex motor (19 + 0,83 vs 8,75
+ 0,41; p = 0,027) (Figura 21) quanto no cerebelo, quando comparados ao grupo
controle controle dos animais (733,9 £ 35,43 vs 624,2 + 30,3; p = 0,027) (Figura 22).

Figura 20: Efeito da exposicdo subcronica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre o cortex
motor. As sec¢Bes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). Fotomicrografias representativas
de (A) animais controles administrados com agua destilada e (B) animais expostos ao acetato de
chumbo (Pb(C2H30z) 2). Barra de escala: 30 pm.
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Figura 21: Efeito da exposi¢do subcronica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre o nimero
de células NeuN* no cértex motor. Fotomicrografias representativas do grupo controle (A) e (B) grupo
(Pb(C2H302)2). Os resultados sao expressos como média + erro padrédo da (C) densidade de células

NeuN *. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student). Barra de escala: 20 um.
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Figura 22: Efeito da exposi¢do subcronica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre o nimero
de células NeuN* no cerebelo. Fotomicrografias representativas do (A) grupo controle e (B) grupo
(Pb(C2H302)2). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da (C) densidade de células

NeuN*. *p <0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student). Barra de escala: 20 ym.

4.5.2 Diminui¢&o da bainha de mielina no cerebelo

Aléem das alteracbes morfologicas causadas pela exposicdo ao chumbo,
observamos que o padrdo proposto foi capaz de diminuir a fragdo de area da
imunomarcacéo de MBP no grupo Pb em relagao ao grupo controle (49,18 + 3,08 vs
33,86 =+ 2,4; p = 0,001), como visto na Figura 23.
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Figura 23: Efeito da exposicdo subcrbnica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre a
imunomarcacgéo de proteina basica de mielina (MBP) em cerebelo. (A) Grupo controle e (B) grupo
(Pb(C2H302)2). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da (C) fracdo de &rea da
imunomarcacao. *p <0,05 comparado ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Barra de escala: 20

pm.

4.5.3 Diminuicéo de vesiculas sinapticas no cortex motor e cerebelo

A exposicao subcrénica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb também foi capaz
de promover diminui¢cdo na fracdo de area da imunomarcagéo de aproximadamente
60% para sinaptofisina no cértex motor (9,18 + 0,36 vs 6,87 + 0,54; p = 0,0008) (Figura
24), assim como também promoveu diminuicao no cerebelo (p = 0,0001) (Figura 25).
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Figura 24: Efeito da exposicdo subcrénica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre a
imunomarcacao da sinaptofisina (SINA) no cortex motor. (A) Grupo controle e (B) grupo (Pb(C2Hs02)z2).
Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da porcentagem da (C) fragdo de area da
imunocoloracéo. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Barra de escala: 20

um.
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Figura 25: Efeito da exposicdo subcrbnica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre a
imunomarcacdo da sinaptofisina em cerebelo. (A) Grupo controle e (B) grupo (Pb(C2H302)2). Os
resultados estdo expressos como média + erro padrédo da (C) fracdo de area da imunomarcacéo. * p

<0,05 comparado ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Barra de escala: 20 ym.

4.6 ALTERACOES EXPLORATORIAS E MOTORAS INDUZIDAS PELA
EXPOSICAO SUBCRONICA DE RATOS WISTAR JOVENS A 50 mg/Kg DE
CHUMBO

Para avaliarmos a atividade exploratéria e motora dos animais ap0s exposicdo
subcroénica de ratos Wistar adolescentes a 50 mg/Kg de Pb foram realizados trés
testes comportamentais. Inicialmente, realizou-se o teste de campo aberto onde foi
avaliado o deslocamento total percorrido, o deslocamento percorrido na area central,
o deslocamento na area periférica, o nUmero de cruzamento de quadrantes e o

namero de ‘Rearing’. Apds analise desses parametros, foi observado que a exposi¢cédo
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subcronica a 50 mg/Kg de Pb induziu diminuicdo em todos eles, exceto no
deslocamento percorrido na area central, quando comparado ao grupo controle
(Distancia total percorrida: F 2,927 [15, 16], p = 0,0404; Distancia percorrida na area
central: F 2,727 [7, 6], p = 0,2424; Distancia percorrida na area periférica: t=2,407,
df=13, p = 0,0316; Cruzamento de quadrantes: t=2,290, df=14, p = 0,0381; Rearing:
t=2,346, df=18, p = 0,0306) (Figura 26 e 27).



48

£ 15+
S
= — i
o
© 104 —
o)
Q- —
g
g 5
©
©
c
<
A0 . .
Controle Pb(C,H30,),
1.0
© —_—
2 E 08-
S®
O o —
& £ 067 ——
=8
cu ——
'c © 0.41
=
<g ©
.é’ @ 0.2
0.0 T T
Controle Pb(C,H30,),
151
('6 ~~~
s & —_
- ®
S = 10- — *
3 g —
Q=
<3
(@]
&9 °
5
o g
0 1 T
Controle Pb(C,H30,),

Figura 26: Efeito da exposicao subcrdnica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre a atividade
exploratéria no teste de campo aberto. Em (A) Distancia total percorrida, (B) Distancia percorrida na
area central, (C) Distancia percorrida na area periférica. Os resultados estdo expressos em média +
erro padréo. * (Pb(C2H3032)2) vs Controle (Teste t de student, p<0.05).
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Figura 27: Efeito da exposicéo subcrénica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre a atividade

exploratdria no teste de campo aberto. Em (A) Cruzamento de quadrantes, (B) ‘Rearing’. Os resultados

estao expressos em média + erro padrao. * (Pb(C2Hz032)2) vs Controle (Teste t de student, p<0.05).

Apols 0 ensaio de campo aberto, foi realizado o teste de plano inclinado, onde

observamos que a exposicéo subcronica de ratos Wistar jovens ao Pb também induziu

diminuicdo no angulo de queda dos animais em comparacdo ao grupo controle

(t=6,788, df=16, <0,0001) (Figura 28).
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Figura 28: Efeito da exposicéo subcrénica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre coordenagéo
motora, equilibrio e forga muscular no teste de plano inclinado. Os resultados estdo expressos em
média * erro padrdo. * (Pb(C2H302)2) vs Controle (Teste t de student, p<0.0001).

Posteriormente, foi realizado teste de locomocado forcada em cilindro giratorio
(Rotarod-Test) para avaliacdo da atividade motora dos animais ap0s exposi¢cao
subcronica dos ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb. Ao avaliarmos os dados
obtidos, foi observado que a exposicdo ao Pb induziu diminuicdo na laténcia do
primeiro e segundo teste quando comparado ao grupo controle (F Infinity [9, 7],
p<0,0001) (Figura 29).
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Figura 29: Efeito da exposicéo subcrénica de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb sobre a atividade
motora no teste de Rota-rod. Os resultados estéo expressos em média + erro padrao. * (Pb(C2H302)2)
vs Controle (Teste t de student, p<0.0001).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, pela primeira vez, € realizado a descricdo do perfil protedbmico do
cOrtex motor e cerebelo de ratos Wistar jovens expostos de forma subcrénica a 50
mg/Kg de acetato de chumbo. Essa abordagem revelou importantes alvos de
proteinas na intoxicacdo por Pb, estando associada a processos biologicos para a
manutencdo do 6rgdo, como metabolismo energético, funcdo neural e manutencéo
morfoldgica. Ainda assim, apresentamos que este modelo de exposicao é capaz de
prejudicar as habilidades exploratérias e motoras, provavelmente relacionadas a uma
reducdo na densidade celular de neurbnios encontrados em camadas granulares,
moleculares e Purkinje no cerebelo, e diminuicdo de neurdnios encontrados no cortex
motor, possivelmente associado ao estresse oxidativo e/ou com o comprometimento

funcional ampliado pela disfungéo sinaptica e reducéo de mielina.

Os tratos gastrointestinal e respiratorio sdo as principais vias de exposicdo do
homem ao chumbo (LEVIN AND GOLDBERG, 2000). A maioria dos estudos com
modelo animal, utilizam a agua de beber para exposicdo ao Pb (HOHNADEL et al.,
1973 KHAROUBI et al, 2011; KOH et al, 2015). Contudo, apesar da concentracao
deste metal ndo ser variavel, é dificio saber com exatidao a quantidade de Pb ingerida
durante a exposicdo. Por isso, o processo de gavagem é mais confiavel, visto que o
Pb é introduzido diretamente no estomago (FDA, 2002). Entretato, este processo pode
induzir a perda de peso dos animais por ser um método invasivo. A partir disso, foi
realizado a analise do ganho de massa dos animais no decorrer da exposicdo ao
chumbo, demonstrando que tanto o processo de gavagem quanto o Pb néo
ocasionaram alteracdes (figura 6). Com isso, pode-se sugerir que as alteracdes
encontradas nos testes comportamentais estdo associados apenas aos efeitos

induzidos pela exposicédo ao metal.

Uma vez presente na corrente sanguinea, o chumbo é um metal facilmente
difundido pelo corpo, capaz de se acumular em diversos tecidos, inclusive o cerebral
(HOHNADEL et al., 1973 KHAROUBI et al, 2011; KOH et al, 2015). Apds a exposicao
de ratos Wistar jovens a 50 mg/Kg de Pb foi realizado a quantificacdo do depdsito de
chumbo nas regibes do cortex motor e cerebelo, onde observamos que houve
acumulo apenas na regido cerebelar. As diferentes estruturas anatdbmicas e a
presenca de sitios ligantes que atraem o chumbo determinam a sensibilidade e a acao

toxica provocada pelos metais pesados nos organismos vivos (MOREIRA AND



53

MOREIRA, 2004). De acordo com a literatura, quando depositado na regido
enceféalica, o chumbo induz danos, principalmente, no coértex pré-frontal, no cerebelo
e no hipocampo, afetando muitas atividades biol6gicas em nivel molecular, celular e
intracelular, o que pode resultar em alteracdes funcionais permanentes (NEAL et al.,
2013).

O cortex motor € a regido cerebral responsavel pelo planejamento e execucédo de
movimentos voluntarios (SHENOY et al.,, 2013). Neurbnios do trato piramidal na
camada 5B se projetam para estruturas subcorticais que controlam o movimento,
incluindo o coliculo superior, o tronco cerebral e a medula espinhal (LI et al., 2015). Ja
o cerebelo desempenha um papel importante nas funcées motoras, sendo
responsavel basicamente pela modulacdo do desempenho motor, equilibrio e
coordenacao fina (BUCKNER, 2013). Os testes utilizados neste estudo visaram
investigar parametros especificos das fun¢des do cortex motor e cerebelo (MURPHY,
1995; PANDOLFO, et al., 2007), como atividade exploratéria, atividade locomotora
espontanea e equilibrio.

Vérios estudos demonstram que danos no cortex motor e cerebelo podem conduzir
ao mau desempenho exploratorio e motor (SIDHU AND NEHRU, 2003; RIVILIN AND
TATOR, 2017; STEINMETZ AND FREEMAN, 2018), no entanto, poucos estudos
caracterizam o0s prejuizos funcionais relacionados com essas regides apos a
exposicao ao Pb, bem como os efeitos de uma exposicdo subcrbnica a dose baixa
desse metal. Nossos dados dos testes comportamentais realizados mostraram que a
exposicdo ao chumbo ocasionou alteracdes exploratorias e motoras, diminuindo os
deslocamento total, deslocamento total percorrido na periferia, o nimero de ‘rearing’,
o angulo de queda no plano inclinado e a laténcia para primeira queda no teste de

locomocéo forgcada em cilindro giratorio (rotarod) (figuras 26-29).

Essas alteracdes comportamentais podem estar associadas a alteragdes
histologicas no cortex motor e cerebelo. Nosso trabalho demonstrou diminui¢cdo no
namero células de Purkinje no cerebelo, bem como altera¢cdes histopatologicas da
regido M1 do cortex motor (figuras 19 e 20). Além disso, observamos diminuicdo no
namero de neurbnios maduros tanto no cortex motor quanto no cerebelo (figuras 21 e
22), bem como, diminuicao da bainha de mielina no cerebelo (figura 23) e diminui¢cado
de vesiculas sinapticas em ambas as regides (figuras 24 e 25). De acordo com a
literatura, alterac6es morfolégicas do rim (MASSANYI et al., 2014; AMJAD et al., 2017,
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DURKOVA et al., 2017), figado (ALEKSIICHUK et al., 2017; DURKOVA et al., 2017;
REDON et al., 2018) e cérebro (DURKOVA et al., 2017) foram observadas apos
exposicdo subcronica a baixas doses de Pb. Além disso, estudos recentes com
modelo murino de animais em desenvolvimento, expostos subcronicamente a doses
baixas de Pb, induziram diminuicdo na atividade de vesiculas sinapticas, na regiao do
hipocampo (ZHANG et al., 2015; GUARIGLIA et al., 2016).

Todas essas alteracdos na composicao do tecido cortical e cerebelar podem
comprometer diretamente a atividade funcional dos animais apds exposicdo ao
chumbo (DURKOVA et al., 2017). A diminui¢éo do nimero de neurénios maduros no
cortex motor, bem como, vesiculas sinapticas responsaveis pela liberacdo de
neurotransmissores sdo fundamentais para os processos fisioldgicos envolvidos no
planejamento e execucdo dos movimentos (ZHANG, et al.,, 2015), podendo estar
relacionados com as alteracGes locomotoras induzidas pelo Pb observadas neste

trabalho.

Possiveis mecanimos envolvidos com as alteracbes comportamentais e
histol6gicas induzidas pelo Pb podem estar associados a inducdo de estresse
oxidativo, visto que este metal é capaz de se ligar a grupamento sulfidrila e outros
grupamentos funcionais, bem como induzir o aumento da producéo de radicais livres,
e danos na membrana celular pela peroxidacéo lipidica (ZELIKOFF et al., 1993;
KASTEN-JOLLY et al.,, 2010). O MDA (malonaldeido) é um dos produtos da
peroxidacdo lipidica, comumente utilizado como marcador de estresse oxidativo
(CANDAN AND TUZMEN, 2008). Dados da literature apontam que, mais do que
induzir o quadro de estresse oxidativo, os niveis de Pb no cérebro estéo relacionados
com a producdao de MDA (VILLEDA-HERNANDEZ et al., 2001; CANDAN AND
TUZMEN, 2008; BARANOWSKA-BOSIACKA et sl., 2012).

Neste trabalho, foi demonstrado que a exposi¢ao subcronica de ratos jovens a 50
mg/Kg/dia de Pb induziu aumento na producédo de MDA em comparacdo ao grupo
controle apenas na regidao do cortex motor, promovendo peroxidacao lipidica,
juntamente com o aumento dos niveis de nitrito quando comparamos 0 grupo exposto
ao Pb com o grupo controle. O nitrito, também representa um marcador para estresse
oxidativo, bem como para processos inflamatérios (BOSKABADY, et al., 2018).
BOSKABADY, et al., (2018) demonstrou que a exposi¢cao de ratos ao Pb aumenta

marcadores inflamatérios como TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa) e NO (6xido
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nitrico), juntamente com a diminuicdo dos niveis de glutationa (GSH) e alteracGes na
atividade antioxidante de superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Somado a
isso, Kasten-Jolly et al., (2012) observou alteracbes na expressédo inter-regidao de
genes efetores pro-inflamatoérios como IL-13, IL18, IL-33, caspase 1 e NOS2, apds
exposicao ao Pb. Contudo, poucos trabalhos buscaram avaliar o papel do sistema

nitrérgico na toxicidade induzida por este metal.

Curiosamente, este estudo ndo demonstrou aumento de MDA e nitrito no tecido
cerebelar, apesar de termos demonstrado que apenas esta regido apresentou
depdsito de chumbo. Acreditamos fortemente que este efeito foi desencadeado devido
possiveis rearranjos de proteinas relacionadas ao equilibrio da bioquimica oxidativa,
visto que ao avaliarmos o perfil proteémico do cerebelo, foi observado que a proteina
‘Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial (P07895) e ‘Peroxiredoxin-5,
mitochondrial’ (Q9R063), apresentaram maior expressao (figura 16). Além disso, a
exposi¢cdo subcrénica ao Pb induziu aumento na expressao de proteinas relacionadas
com o processo de apoptose no cerebelo, como ‘Calcium/calmodulin-dependent
protein kinase type Il subunit alpha’ (P11275) e ‘Cellular tumor antigen p53’ (P10361)
(figura 13), ‘Endoplasmic reticulum resident protein 29’ (P52555) e ‘Endoplasmic
reticulum chaperone BiP’ (P06761) (figura 27) e ‘Apoptosis regulator BAX' (Q63690)
(figura 16). O mesmo efeito n&o foi observado no cortex motor, onde o Pb promoveu
a diminuicdo na expressédo de ‘Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type |l
subunit gamma’ (P11730); ‘Calmodulin-3° (PODP31); ‘Calmodulin-1’ (PODP29) e
‘Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit beta’ (P08413) (figura 9)
e a proteina ‘Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2’ (P11507) (figura
9) foi encontrada apenas no controle, sugerindo que mesmo tendo sido expostos sob
as mesmas condicbes, o cortex motor e cerebelo apresentaram mecanismos

diferentes para os efeitos desecandeados pelo Pb.

Somado a isso, falhas na comunicdo celular e consequentemente dinfuncéo
sinaptica induzem prejuizos motores apdés danos no cortex motor e cerebelo
(SERVAIS et al.,, 2007; HOXHA et al., 2012). Nessa perspectiva, o Pb tem sido
relatado como um toxicante capaz de alterar as proteinas associadas as
comunicacbes sindpticas, através da ligacdo molecular, como a proteina
‘Synaptojanin-1’ (Q62910) e ‘Synaptotagmin-1’ (P21707) (figura 10) (SUGITA et al.,
2000; EVANS AND MORGAN., 2002).
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O Pb é relatado como um metal capaz de imitar o papel Ca?* nas células
(BOUNTON et al., 2001) e alguns estudos apontam que o Pb tem uma maior afinidade
para a ligacdo fosfolipidica a ‘Synaptotagmin-1’ (P21707), no entanto, este metal
interrompe a ligagdo entre ‘Synaptotagmin-1’ (P21707) a sintaxina, que medeia o
influx de Ca?* na liberagdo do neurotransmissor (BOUTON et al., 2001). Mesmo que
na avaliacdo do perfil protedmico, tenha sido demonstrado aumento na expressao
destas trés proteinas, ‘Synaptotagmin-1’ (P21707), ‘Syntaxin-1B’ (P61265) e
‘Syntaxin-binding protein 1’ (P61765) (figura 10), o chumbo também promoveu
diminuicdo na expressao de ‘Synaptojanin-1’ (Q62910). A partir disso, ao avaliarmos
a imunoreatividade do cortex motor e cerebelo para sinaptofisina, foi demonstrado
diminuicdo na fracdo de &rea para esse marcador nas duas areas, sugerindo que
estas proteinas sdo, ndo somente alvos principais para a toxicidade do Pb, mas
podem ser Uteis como biomarcadores para a exposicdo do Pb e provavel deficiencia

na comunicacao sinaptica.

Na sequéncia desta perspectiva de disfungcdo sinaptica, a nossa abordagem
protedmica também observou que a ‘Clatrhin heavy chain’ (FIM779) e sua isoforma
‘Clathrin heavy chain 1’ (P11442) (figura 15) foram reguladas aumentando e
diminuindo a expresséao, respectivamente, sendo que ambos estédo relacionados com
o0 processo de endocitose vesicular regulada por clatrina (MAYCOX et al., 1992;
MORGAN et al.,, 2000). O agrupamento de interacdes proteicas criada por
‘ClustMarker’ demonstrou forte associacdo com proteinas no trafico de vesiculas,
como ‘GRIP1-associated protein 1’ (Q9JHZ4) (figura 14), encontrada apenas no grupo
exposto e envolvida na localizacdo da reciclagem por endossomos nos dendritos
(HOOGENRAAD et al., 2010). Além disso, foram encontradas proteinas como
‘Glutamate receptor-interacting protein 2’ (Q9WTW1) e ‘Glutamate receptor-
interacting protein 1 (P97879) (figura 14), ambos integrantes do sistema
glutamatérgico, ndo pertencentes a nossa avaliagcdo, porém capaz de interagir com
nossos dados a partir da base de dados, e ‘Vesicle-fusing ATPase’ (Q9QUL6) (figura
14), que apresentou expressdo aumentada, o qual catalisa a fusdo de vesiculas

transportadoras com as cisternas do complexo de golgi (ABUL-HUSN et al., 2009).

Sabe-se gque a excitotoxidade pode induzir morte celular através do desequilibrio
na liberacdo e na captacdo de glutamato na fenda sinaptica (ARUNDINE AND

TYMIANSKI, 2003). A rede em ‘cluster’ na figura 13, revelou interacdes de proteinas
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como o0 ‘Glutamate receptor 1’ (P19490), ‘Metabotropic glutamate receptor 2’
(P31421), ‘Metabotropic glutamate receptor 7’ (P35400), ‘Metabotropic glutamate
receptor 3’ (P31422), ‘Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A’ (Q00959), ‘Voltage-
dependent P/Q-type calcium channel subunit alpha-1A’ (P54282) e ‘Glutamate
receptor ionotropic, NMDA 2B’ (Q00960), com outras proteinas encontradas em nosso
proteoma. Por um lado, é possivel sugerir uma deficiéncia na comunicacao sinaptica,
mas por outro lado, é associado diretamente com a neurotransmissao excitatoria,
sugerindo que assim como outros metais (CULBRETH AND ASCHNER, 2006), a
morte celular por exposi¢cdo ao chumbo e o prejuizo das fun¢des locomotoras podem

estar associadas a excitotoxidade (GILL, et al., 2003).

O mecanismo de excitotoxicidade esta associando ao influxo excessivo de célcio
(GILL, et al., 2003). Nessa perspectiva, sabendo que diversas proteinas do transporte
de calcio e sua funcédo foram encontradas alteradas em nossa analise, juntamente
com as proteinas envolvidas no processo de morte celular por apoptose descrito
anteriormente, esses dados nos levam a sugerir que as altera¢gbes induzidas pelo
chumbo na composicédo celular do cerebelo estejam fortemente envolvidas com o
processo de excitotoxicidade e morte por apoptose, enguanto que 0 mecanismo
envolvido nas alteracdes na composicéo do cortex motor parece estar associado com
a inducéo de estresse oxidativo. Contudo, a juncéo de todas essas alteracdes foram
fundamentais para os deficits exploratérios e motores observados nos testes

comportamentais deste trabalho.
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CONCLUSOES

Concluimos que a exposi¢do subcrbénica a 50 mg/Kg de acetato de chumbo

promove deficts exploratérios e motores em ratos Wistar jovens;

As alteracbes locomotoras podem estar relacionadas com as alteracdes na
citoarquitetura e composigéo celular, mediante diminuigcdo do numero de células
de Purkinje, nimero de neurdnios, diminuicdo da bainha de mielina e vesiculas

sinapticas no cerebelo;

Além disso, observamos também diminuicdo do niumero de neurénios e diminuicédo

de vesiculas sinapticas no cortex motor;

Ao avaliarmos os possiveis mecanismos envolvidos com a toxicidade do chumbo,
observamos que os efeitos no cerebelo possivelmente ndo estéo relacionados com
a inducdo de estresse oxidativo, mediante producdo de peroxidacédo lipidica e
aumento de nitrito no cerebelo, e sim associado com o processo de

excitotoxicidade e morte por apoptose;

Contudo, ao avaliarmos o cortex motor, observamos aumento de nitrito e
peroxidacao lipidica, sugerindo a indugéo de um quadro de estresse oxidativo pela

exposicao de ratos Wistar jovens ao chumbo;

Além disso, no perfil protedmico, tanto o cortex motor quanto o cerebelo
apresentaram diminuicdo na expressao de proteinas envolvidas com o0s
mecanismos de liberacdo de neurotransmissores, bem como receptores pos-
singpticos e segundos mensageiros, sugerindo um deficits na comunicacao
celular, fundamental para o funcionalidade dessas regifes e, consequentemente,

NO Processo locomotor.
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