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EFEITOS DIFERENCIAIS DO CHUMBO E ZINCO SOBRE A FORMAGCAO DE MEMORIA EM
CAMUNDONGOS

Fabio Salesde Oliveiral
Murilo Marchioro®

RESUMO

Nesse trabalho avaliamos os efeitos da intoxicacio cronica pelos metais pesados chumbo (PF*) e zinco (zr?*) sobre a
formagdo de memoria em camundongos. Os animais foram intoxicados através da &gua @ beber durante os periodos pré e
pos-natal e a seguir testados no modelo de memdria da esquiva passiva inibitéria durante 4 semanas. A intoxicagdo crénica
pelo PB?* (0,1%) no periodo pés-natal ndo produziu efeito sobre a laténcia registrada durante as 4 =manas do teste.
Entretanto, o grupo submetido a0 Pb?* durante o periodo pré-natal apresentou laténcias significativamente menores em relacio
a0 grupo controle durante as 4 semanas de teste. Apesar da intoxicagso cronica pésnatal pelo Zn?* (1%) ndo ter produzido
efeitos significativos sobre a aguisicdo da memdria durante o teste de 24 horas, houve uma diminuigdo gradual da mesma a0
longo das 4 semanas de teste. Tal efeito ndo foi observado para os grupos controle e Pb?* pré ou posnatal. Nossos resultados
sugerem um efeito deletério do Pb?*, quando exposto durante a fase de neurogénese, sobre os processos de formacéo de
memoéria. O Zn>* parece ter uma ag3o especifica sobre o comportamento de extincéo pavloviana.
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ABSTRACT

In this work, we studied the effects of chronic intoxication of mice by the heavy metals lead (Pb?*) and zinc (Zrf*) on the
mechanisms of memory formation. The animas were intoxicated through drinking wate during pre and post-weaning
periods and then tested in the inhibitory passive avoidance memory model. The post-weaning chronic intoxication by P did
not changed the latencies recorded during the 4 weeks of the test. By contrast, mice intoxicated during the pre-weaning period
showed sinificantly reduced latencies when compared to the control group during the 4 weeks of the test. Although the
chronic post-weaning intoxication by Zn?* did not atered the acquisition of memory (test of 24 hours), we noticed a gradua
decreasing of the latencies during the 4 weeks tested. Such an effect was not observed in the control nor in the Pb*'-treated
groups. Our results suggest an impairment of the memory processes by * when exposed a the critical period of
neurogenesis. zret appears to interfere mainly with the pavlovian behavior of extinction.
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INTRODUCAO

Os metais pesados chumbo (P&™) e zinco (Zif")
s20 poluentes comumente encontrados no meio
ambiente. Embora, a@é o momento, ndo s tenha
demonstrado nenhuma funcdo fisolégica para o
Pb’" no organismo, dados recentes obtidos nos
Estados Unidos da América demondraram que mais

de 50% das criangas negras pobres e 17% de todas
& criangas independentemente de raca ou Satus
socioecondmico, exbem  nivés de  Pb*  que
excedem o vaor de 10 ny/d de sangue Este nived é
consderado peo Centro de Controle de Doengas
(CDC) amgricano como o limiar adma do qud
dteragbes dos  processos cognitivos e de
gorendizagem e memdria sdo detectadas (Swanson
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et al., 1997). Edima-se que para cada ng de P&*/dl
de sangue hga uma perda de 0,25 unidades no
Coeficiente de Intdigéncia (Ql) (Swanson et al.,
1997). Nos Ultimos anos, o Laboratério de Quimica
Ambientd da Universdade Federd de Sergipe vem
monitorando a presenca destes metais nas &guas e
sedimentos dos principais estudrios do Estado de
Sergipe  (Alves, 1997). Eges trabdhos tém
demonstrado uma concentragéo aumentada,
especidmente dos metais pesados Pb™* e Zr?* nos
sedimentos das &ess estudadas em rdagdo @
eperado paraaregido.

Diferente do PY*, o Zrf® é um med que
paticipa de diversos processos fisologicos no
organismo, tendo um papd importate na
modulacio de dgumas fungBes no Sistema Nervoso
Centrd (SNC). Nesse sistema, o zZn?* locdizase
principdmente  em  vesiculas  sSngpticas  nos
terminais nervosos, das quais pode ser liberado em
reposta a estimulagdo, atingindo concentracBes de
aé centenas de micromolares na fenda sindptica
(Assaf & Chung, 1984). Asim, ese med exerce
uma vaiedade de interagbes com o0s sidemas de
(gabaérgico) e
excitatorios (glutamatérgico) do cérébro (Smat e
a., 1994). Além diso, trabdhos recentes tém
demonstrado  efeitos  neurotoxicos do  Zrf* quando
exposto em dtas concentragBes em cultura de
neurbnios (Manev et al,, 1997; Dansher et al., 1997,
Somianka &  Geneser, 1997) ou dteragles
cognitivas quando a concentrago deste metal  no
cérebro tornase menor que os nivels fisdogicos
(Petit & LeBoutillier, 1986; Golub e al., 1983). E
importante ressdtar ainda as evidéncias recentes
que assocam o Zn?* A etologia da Doenca de
Alzheimer (Aripse e a., 1996), um edado
paologico que leva a degeneragdo de cetas aress
do o&ebro com profundas dteragdes cognitives do
paciente.

neurotransmissores inibitérios

Diversos trabadhos tem demonstrado que o P
intefere  com o0s processos de gorendizagem e
memdriaz, em moddos animais (Rice,  1993),
induindo a egpécie humana (Bdlinger et al., 1987,

McMichael et al., 1988). Estudos epidemioldgicos
sugerem que as criangas B0 mais suscetiveis aos
efeitos neurotéxicos do chumbo, 0 que se evidencia
principalmente pelo seu baixo rendimento escolar e
mau  desempenho em  testes  especificos de
intdigéncia (Bdlinger & Dietrich, 1994). Esta dta
suscetibilidade das criancas a0 P¥* em parte pode
ser explicada pela incgpacidade do SNC responder a
injirias causadas em periodos criticos do seu
desenvolvimento, embora 0s mecanisSmos
envolvidos nese efeito sgam anda desconhecidos.
A formagdo hipocampa desempenha um  papd
importante  nos processos de  gprendizagem e
memdria e o P, quando exposto em baixas doses,
paece acumula-e preferencidmente nesta  &ea
cearebra  (Ferdingdad et al., 1974; Collins e 4.,
1982, Kda & Jadhav, 1995). Coincidentemente, €
na via pefurante do hipocampo onde se encontram
também as maiores concentragdes de Zif* (Assaf &
Chung, 1984), o que nos levou a postular uma
possive interagdo entre estes dois metais no SNC
(Swanson etal., 1997).

A potencidizacdo de longo termo (LTP) € um
aumento da  eficdéncia gndptica em uma
determinada via  newrd, quando esta €
frequentemente ativada, levando a acreditar que este
fendbmeno represente um dos substratos  celulares
dos mecanismos de gprendizagem e memodria (Bliss
& Cdllindridge, 1993), embora ndo se tenha provas
diretas dedta corrdacdo (Izquierdo & Medina,
1995). Uma maneira de aordar a questdo, sfo os
experimentos farmacologicos que visam  demonstrar
smilaidades entre a LTP e a memdria aravés da
utilizagdo de moddos  comportamentais  bem
edabelecidos. Entre esses, a esquiva passva
inibitéria tem sdo bastante utilizada (Quillfeldt et
a., 1996; Fin et al, 1995; Izquierdo et al., 1993) e
0s ausores propem que esse tipo de memobria
depende bascamente da atvacd de circuitos
neuronais no Sigema Limbico, particularmente, do
hipocampo, daamigdaa e do septo medid.

O R intefere na ativagido dos receptores
glutamatérgicos do tippo NMDA de neurbnios
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hipocampais, sem afetar de maneira dgnificativa os
receptores dos tipos AMPA e kainato (Alkondon et
a., 1990; Ujihara & Albuquerque, 1992; Guilate &
Micdli, 1992; Ishihara & a., 1995; Marchioro €&t
a., 1996). Por modularem 0s mecanismos de
plasticidade sindptica, os receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA paecem edar envolvidos nos
processos de gprendizagem e memdria (Petit, 1988;
Collindridge & Ledter, 1989). De fato, témse
demonsrado que a aivacd destes receptores €
esencid para a deflagracdo do fendbmeno da LTP
no hipocampo (Bliss & Codllindridge, 1993). Além
disso, um crescente nimero de evidéncias gpontam
ese fendmeno como o responsdvel por diferentes
tipos de memoéria (Izquierdo & Medina, 1995).

Em face das evidéndas de uma agdo diferencid
do Pb*" e Zrf* sobre o desenvolvimento neurond, o
objetivo desse trabdho foi 0 de avdiar os efetos de
intoxicagBes cronicas por metais durante os
periodos pré e pos-natd, utilizando o modelo da
esquiva passivainibitdriado tipo “ step-through”.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 49 camundongos mechos e
fémeas da linhagem Swiss, pesando entre 20 e 30 g,
fornecidos pelo Biotério Centrad da UFS. Os
animais foram  digribuidos em 4  grupos
experimentais e durante todo o experimento foram
mantidos a uma temperatura constante de 25° C,
tendo livre acesso adgua e comida

Intoxicacdo cronica

Os camundongos foram intoxicados
cronicamente por Pb?* (01%) aravés da dgua de
beber em duas fases digtintas do desenvolvimento
neurond. Na intoxicagdo pré-natd foi administrada
a um grupo de 5 fémess uma solucio de 0,1% de
acetato de P, do 11° dia de gravidez (E11) &
quata semana pos-pato (P28), de modo que neste
periodo os filhotes (n=15) foram intoxicados pelo
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metd pessdo aravés do leite maeno  (Grupo
chumbo prénatd, PbPRE) (Cory-Sechta, 1995).
Na intoxicacio poésnaa o acetao de P na
mesma concentracdo  foi  administrado, aravés da
agua de beber, a um grupo de 13 camundongos a
patir do segundo més de vida durante 60 dias
(Grupo chumbo pos-naid, PbPOS). A intoxicagéo
pénatal  por acetato de Zn®* (1%) interferiu
deleteriamente no processo de gestacdo, portanto
gpenas 0s animais expostos a0 Zrf* no periodo pés
nad (n=9) foran avdiados no teste da esquiva
passiva inibitéria (Grupo zinco poésnad, ZnPOS).
Ao grupo controle (n=12, CON) foi fornecida
apenas &gua de torneira. No inicio dos experimentos
todos os camundongos tinham 3 meses de idade.

Esquiva passivainibitéria

Para 0 estudo dos efeitos do Pb** e Zn?" sobre os
mecanismos de memdria, utilizanos o mé&odo
comportamental  da esquiva passva inibitéria do
tipo “step-through” (Lorenzini e al.,, 1998). Em
conformidade com esse méodo, os animais foram
treinados em uma gaola paa exquiva passva
inibitéria (FUNBEC, Brasl), com uma camaa cdaa
(44 X 15 X 22 cm) ilumineda por uma lampada de
60 W locdizada no teto da gaola a 20 cm do
assoaho e outra escura (44 X 15 X 22 ¢m) separada
por uma a&bertura que pemitia o0s animais
trandtarem pelas duss camaras. O assodho da
gaola condsia de uma grade de baras metdicas
com 1 mm de epesura espagadas de 05 cm entre
S. Na sss80 de treinamento, 0s animais eram
colocados na cAmara cdara e regidrada a laénda
(medida em segundos) de entrada na cAmara escura
No momento em que des enfravam na camaa
excura, uma voltagem de 50 V DC era glicada, nas
suas patas, com duracdo de 2 s (GOULD, EUA),
sendo a seguir retirados da gaiodla A sessfo de teste
(retencd0 da meméria) era feta 48 horas apds o
treinamento, repetindose 0 procedimento  anterior,
com a excegdo de que nese can 0 choque eéiico
era omitido. As diferencas edatidicas entre as
laténcias na sessf0 de treinamento e na de teste
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foram utilizadas como par&metros indicadores da
aguiscido de memdria Com o objetivo de avdiar o
padréo de extingo da aprendizagem, 0 mesmo teste
de reencdo foi repetido uma vez por semana
durante um més para 0s 4 grupos experimentais.

Andliseestatistica

Os vdores das laéncias durante a sessfo de
treinamento e as sessdes de teste (1, 7, 14, 21, e 28
dias) dos vé&ios grupos experimentas foram
comparados pda andise de varidncia de um fator
(ANOVA) seguida do teste de comparacOes
mUltiplas de Tukey. As mesmas foram consideradas
significativamente diferentes para vdores de p £
0,05.

Tabela 1. Laténcias de entrada na camara escura (média +
chumbo pésnatal (PbPOS) e zinco pés-natal (ZnPOS).

RESULTADQOS

A andie de vaidncia (Tabda 1) mostrou que
ndo houve diferencas entre as laténcias de entrada
na camara excura para 0S 4 grupos experimentals
(Dia 0. Fg =093, p>04), indicando que a
intoxicagdo crénica com os metds P e Zrf* néo
interfferiu com o comportamento exploradrio dos
animas. O mesmo tese gplicado separadamente
paa cada grupo revelou diferencas dgnificatives
entre as laéncias obtidas nos dias de treino (Dia 0)
e teste (Dias 1 a 28) (CON: Fs, e679,40, p<0,01;
POPRE: Fps, 79=298, p<0,05; POPOS: Fs 717525,
p<0,01 e ZnPOS: Fg 49=531, p<0,01), indicando
gque os camundongos aprenderam a evitar a camara
escura gpds terem recebido o chogque eétrico.

EPM) dos grupos controle (CON), chumbo pré-natal (PbPRE),

DIAS COM POPRE PbPOS ZnPOS
0 21,58 + 4,337 2213+ 4,64™" 16,61+ 4,04** 2911 +7,37""
1 246,83 £28,74 120,60 +28,90 " 186,53 £ 29,17 246,66 + 24,59
7 242,00 £26,75 111,73+28,23" 163,15 +34,24 204,22 +41,02
14 243,11 +£ 35,36 83,80+24,32" 191,00 +31,68 182,44 +47,31
21 224,83 +£35,50 104,66 +27,16 180,30 + 30,70 142,44 + 34,95 @
28 201,33+32,76 3513+17,25" 154,33 + 34,85 95,44 + 34,55 @

++ Diferente das sessbes seguintes (ANOVA 1 fator, p<0,01); * Diferente do respectivo grupo controle (Tukey, p<0,05); @ Diferente do

primeiro dia de teste (Teste t, p<0,05).

A ANOVA revelou anda diferencas
sgnificativas nos indices de retengdo da memdria
entre 0s 4 grupos experimentais e em todos os dias
tetados (Dia 11 Fg =455 p<00l, Dia 7: Fg
45=345, p<0,05, Dia 14 Fs 4~480, p<00l, Dia
21: Fg 4=28l, p<005 e Dia 28 Fg 4=673,
p<0,01). A patir desses resultados utilizamos o
teste de comparagbes mlltiplas de Tukey para
verificar os efeitos especificos da intoxicagdo pelo
Pb®>" e Zn®'. As laéncias registradas para o grupo

POPRE durante os dias 1 a 28 mosraamse
menores que aguelas do grupo CON (Dia 1. s,
4=4,62, p<0,05; Dia 7: s, 4=4,42, p<0,05; Dia 14:
Qus, =565, p<0,05; Dia 21: qus 4=3,96, p<0,05 e
Dia 28: ous, 4=6,09, p<0,05. O mesmo ndo foi
verdadeiro quando comparamos 0 grupo CON com
os grupos PbPOS (Dia 1. qus, 472,19, NS, Dia 7:
Qus, =259, NS, Dia 14 qus, 4=189, NS, Dia 21
Ous, 4=237, NS e Dia 28 qus 4=340, NS e
ZnPOS ((Dia 1. ous 4=0005 NS, Dia 7: qus,
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#»=112, NS, Dia 14 qus 4=189, NS, Dia 21. ¢
»=237, NS e Dia 28 qus #=340, NS). Esses
resultados modraram que apenas a intoxcagdo
cronica pelo P no periodo prénadd deta a
retencdo damemoaria

Findmente, com o objetivo de verificar o padréo
de extingéo da  gorendizagem,
spaadamente para cada grupo a evolugido das
laténcias durante as sessdes de teste. As diferencas

avdiamos

das laténcias ndo foram dgnificatives entre os
grupos CON (R4 =037, p>05), POPRE (F,
720=1,78, p>0,14) e PbPOS (Rs s9=0,29, p>0,87).
Entretanto, para 0 grupo ZnPOS houve diferenca
dgnificativa entre as mesmas (Ra, 49=3,13, p<0,05).
As laéncias registradas nos dias 21 (toes. 16~ 2,43
p=0,026) e 28 (t (oos; 1= 3,56, p=0,0026) foram
menores que aquela obtida no primero dia de teste
(Tabela 1), sugerindo um efeito do zif* sobre o
mecanismo de extinggo da gprendizagem.

DISCUSSAO

Nossos resultados revelaram uma agdo inibitdria
do Pb?* , quando exposto cronicamente no periodo
pré-nata, sobre os mecanismos de memdria Por
outro lado, a exposicio cronica a Zn** acderou o
processo de extinggo da gprendizagem  nesse
modelo experimentdl.

A esquiva passiva inibitéria temse mostrado um
modelo bastante atrativo nos estudos sobre as bases
neurais da gorendizagem e memdria (Lorenzini et
a., 1998). E um comportamento facilmente
gprendido, pois apenas uma sessio de treéino é
afficiente paa a formagdo de uma memdria de
longa duracdo. Neste teste, 0 animd apenas suprime
um comportamento naurd (evita o ambiente
excuro), ndo necesstando portanto adquirir  novas
habilidades motoras.

Estudos recentes tém demondrado que a
foomacdo de uma nova memdria € um processo
dindmico, envolvendo diferentes egpas as quas
goresentam  caracteristicas  temporais e espacials
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bem definidas (Izquierdo et a., 1993). A primera
ddas € a aquiscdo, seguida pea fase de
consolidagdo, amazenamento e recuperagdo. O
auporte experimental para essa classficagdo estd no
eeto sdetivo de diversas substéncias gplicadas de
maneira ssémica ou diretamente no cérebro, sobre
cada uma desas fases do processamento da
memdria(lzquierdo etal., 1993).

No presente trabalho, o Pb* foi administrado
cronicamente aravés da &ua de beber, antes da
fae de aquiscdo da memdria Portanto, com ese
protocolo nd podemos avaiar com precisio qud
das egpas do processo de formagdo de meméria
esda sendo afetada nem a area especifica @ cérebro.
Entretanto, o PG** quando administrado a partir do
periodo pés-natal néo mostrou qualquer
inteferéncia  sgnifictiva nas laéndas em  reacdo
a0s animais do grupo controle, 0 que demonstra que
0 cérebro maduro é insensivd aos efeitos deletérics
desse metd. Além disso, outros resultados obtidos
en noso laboratdio  mosraam que a
administracio aguda do P* (i.p.) nas diferentes
fases de formagdo da memdria também mostrouse
ineficaz. Por outro lado, quando esse mesmo metd
foi administrado a partir do periodo de gestacéo,
notamos um comprometimento  Significativo  no
processo de formagdo da memdria, revdando uma
maior sensihilidade do sistema nervoso a0 P nas
primeiras etgpas do desenvolvimento do  cérebro.
Essa obsarvacdo estd de acordo com os efeitos do
Pb?" sobre a divacdo de receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA em neurbnios hipocampais mantidos
em cultura (Ujihara & Albuquerque, 1992). Nese
trabdho o0s autores demondraam um  €feto
inibitério preferencia  do P sobre receptores do
NMDA presentes em neurfnios imaturos. Além
disso, outros trabahos tém sugerido a importancia
desses receptores nos mecanismos de formagdo de
snapses nas primeras fases do  desenvolvimento
neurona  (Brewer & Cotman, 1989). O P& por
interferir com a formecd de snapses em fases
critices  do  desenvolvimento, estaria  compro-
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metendo de maneira irreversivel  0s mecanismos de
formacgo de meméria

A administracido cronica de Zn®* no periodo pés
naad nd interferiu com a etapa de aquiscio da
memoria, entretanto  obsarvamos  uma  diminuiggo
graddiva das laténcias regidradas a0 longo des 4
smanes  tedadas Essa diminuicdo  gradud  na
laténcia  (resposta  condicionadad) representa O
processo de extingdo pavioviana, uma vez que nas
sucessvas esdes de teste, o choque eérico
(estimulo ndo-condicionado) deixou de ser gplicado.
Portanto, 0 efeito do Zrf* seria acderar a extingo
da aorendizagem quando comparado com O grupo
controle, ja que nesse cas0 durante as 4 semanas de
tete nd houve diferenca dgnificativa nas laéncias
registradas para esse grupo (Tabela 1). Para Paviov
extinggo ndo é um fendmeno pasivo de
eyjuecimento, mas dm a aguis¢ido de um novo
comportamento, que se contrgpde a outro ja
exigente (Chrigtoffersen e al., 1998). Prado-Alcda
e a. (1994), uilizando o moddo da esguiva
passva inibitéria, demonstraram que a extingdo
representa uma forma de aprendizado dependente
de vias colinérgicas, uma vez que é suprimida pela
golicacdo i.p. do antagonita  muscarinico
excopolamina. Portanto, a escopolamina  edaria
bloqgueando a aguiscdo do comportamento de
extingdo. Em nosso caso, o metd pesado zrf*, a0
contré&io, acelerou o processo de extingdo, o que, de
acordo com essa linha de raciocinio, pode ser
interpretado como uma interferéncia com a fase de
recuperacdo da memdria A confirmagdo  dessa
hipitese seria feita pea aplicagio de Zr** no
periodo pés-consolidacdo da memdria (fase de
recuperacéo).

Diversos trabdhos recentes tém sugerido a
formacdo  hipocampd como o principd dvo
cerebrd para 0os metas Pb®* e zn®, embora
nenhuma evidéncia direta tenha sdo agpresentada até
0 momento. Assaf & Chung (1984) sugeriram que o
Zn?* é liberado juntamente com o neurotransmissor
excitatério glutamato por neurdnios do hipocampo,

atingindo concentragbes de aé 300 MM na fenda
sindptica. Outros trabahos sugerem que o PY*, a
exemplo do Zn™,  acumulase preferenciamente
nessa mesma &ea cedrd (Fedingtad et al.,
1974; Cdlins & a., 1982, Kda & Jadhav, 1995;
Swanson @ al., 1997). Uma forma direta de
verificar 0s avos cdulaes do Pb™ e zZrf* no
cérebro de roedores sxia a microinjegdd  desses
metais no hipocampo aravés da técnica de
canulacdo  edtereotéxica (Fregoneze e al., 1998).
Tas expaimentos, diados a0 moddo da esquiva
passva inibitéria, estd sendo  desenvolvidos
atudmente em nosso laboratorio.

Em resumo, nosos resultados demonstram
efeitos diferenciais dos metais pesados Pb®* e zn*
sobre 0 Sstema nervoso centra de mamiferos. Estes
efeitos, pdo menos no caso da intoxicagdo pelo
Pb” s mas evidentes durante as fases de
mauragdo  neurond e  dnaptogénese. Uma
interferéncia  nesses mecanismos pode levar a
dteraghes irreversiveis das fungBes cognitivas do
anima, como foi aqui observado através do uso do
modelo da esquiva passva inibitéria Os resultados
modram anda que concentragBes eevadas desses
metais nos principais estu&rios do estado de Sergipe
(Alves, 1997) representam um risco paa a
populacdo ribeirinha que tem nesse ambiente sua
principa fonte de sobrevivéncia
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