Resumo

O sistema de estresse coordena a resposta adaptativa ao estimulo estressor e
desempenha papel importante na manutencdo da homeostase frente a condi¢cdes
estressogénicas. A ativagdo desse sistema leva a alteragbes comportamentais e
periféricas que aumentam a habilidade do organismo de se adaptar e, portanto,
aumentam as suas chances de sobrevivéncia. Respostas inadequadas ou
prolongadas aos estressores podem prejudicar o crescimento e o desenvolvimento e
resultar numa grande variedade de desordens de natureza enddcrina, metabdlica,
cardiovascular ou comportamental.

A exposicdo ao estresse determina respostas adaptativas tanto sobre a
reatividade vascular quanto sobre o comportamento de ratos. Ainda, o
comportamento de ratos nédo estressados ou submetidos ao estresse pode sofrer
influéncia de experiéncias estressogénicas perinatais. Finalmente, a resposta ao
estresse pode ser alterada por estados patolégicos particulares, como hipertensao,
intoxicagao por metais pesados como o chumbo (Pb), entre outros fatores.

Os objetivos foram investigar: 1) as alteragdes na resposta vascular € no
comportamento de ratos jovens e adultos submetidos ou ndo ao estresse agudo
e/ou crénico em diferentes fases do desenvolvimento; 2) se a habilidade em
gerenciar o estresse difere entre proles submetidas ou ndo a intoxicagao perinatal
por Pb e 3) a participagdo do endotélio na resposta vascular adaptativa ao estresse
em ratos intoxicados ou nao.

Foram realizadas curvas concentragado-efeito a noradrenalina (NA) em aortas
toracicas com (+E) e sem endotélio (-E), de ratos jovens (23 dias) e adultos (70 dias)
intoxicados perinatalmente por Pb ou ndo e submetidos ou ndo ao estresse agudo
de imobilizagdo (IM, 2h imediatamente antes dos protocolos experimentais) e/ou
cronico de separagdao materna (SM, 4h/dia por 3 semanas consecutivas). O

comportamento dos animais foi avaliado através dos testes de campo aberto (CA) e
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labirinto em cruz elevado (LCE) em grupos experimentais semelhantes aqueles
descritos para avaliagao da reatividade vascular.

Em ratos jovens intoxicados por Pb, o estresse agudo de IM ou esta condi¢céo
associada ao estresse crénico de SM, mas ndo a exposi¢cao a SM isoladamente,
determinaram uma diminuicdo da RM a NA de aorta +E quando comparados aos
ratos intoxicados com 23 dias e ndo submetidos ao estresse.

Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer alteragcdo na
sensibilidade da aorta a NA de aorta +E em animais de 23 dias de idade.

Os valores de RM a NA de aorta +E de ratos adultos n&o intoxicados e
submetidos ao estresse agudo de IM, e esta condicdo associada a SM, mas néo a
exposicao a SM isoladamente, foram menores quando comparados aos ratos nao
intoxicados e ndo submetidos ao estresse. A exposicao perinatal ao Pb determinou,
em ratos adultos, aumento significativo da RM a NA da aorta +E, quando
comparados ao respectivo grupo nao intoxicado.

Em ratos com 70 dias de idade intoxicados por Pb, apenas o estresse agudo de
IM, mas nao esta condicdo associada ao estresse cronico de SM ou a SM
isoladamente, diminuiram a RM a NA de aorta +E quando comparados aos ratos
intoxicados adultos e ndo submetidos ao estresse.

Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer alteracdo na
sensibilidade da aorta com endotélio a NA em animais de 70 dias de idade.

Finalmente, nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer
alteracao de reatividade (RM e sensibilidade) da aorta a NA em preparagdes -E de
ratos recém-desmamados e adultos. Ainda, a remocao do endotélio determinou
aumento de RM e de sensibilidade a NA em aorta de ratos recém-desmamados e

adultos submetidos aos diferentes protocolos experimentais, exceto em aorta de
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ratos adultos intoxicados e submetidos ou ndo a SM e esta condicdo associada ao
estresse agudo de IM.

No teste do CA, tanto a SM como a SM associada a IM determinaram um
aumento na atividade geral de ratos ndo intoxicados recém-desmamados, verificado
através do parametro locomocao, quando comparados aos ratos nao estressados e
nao intoxicados na mesma idade. Ainda, os ratos jovens intoxicados por Pb também
aumentaram sua locomogao quando comparados ao respectivo grupo controle.

No pardmetro levantar ndo houve diferencas entre os diferentes grupos
experimentais na idade de 23 dias, exceto no grupo intoxicado e submetido ao
estresse agudo que mostrou uma diminui¢cao deste parametro.

No parametro limpeza, os ratos jovens intoxicados por Pb e submetidos ao
estresse de IM apresentaram um aumento deste parametro quando comparados aos
ratos intoxicados com 23 dias nao estressados. Entretanto, os ratos jovens
intoxicados nao estressados apresentaram uma diminuicdo deste parametro quando
comparados aos ratos nio intoxicados com 23 dias ndo estressados.

Na idade adulta, o estresse de SM determinou aumento na locomocéao de ratos
nao intoxicados quando comparado com o grupo nao estressado e nao intoxicado.
Ratos adultos intoxicados e submetidos ao estresse agudo de IM mostraram
diminuicdo do parametro levantar em relacdo aos ratos adultos intoxicados nao
estressados. Por sua vez, ratos adultos ndo intoxicados e submetidos ao estresse
agudo de IM e esta condigdo associada a SM mostraram aumento do parametro
levantar em relacao aos ratos adultos ndo intoxicados nao estressados.

A intoxicacdo perinatal diminuiu o tempo de limpeza em ratos adultos n&o
estressados quando comparados com ratos ndo intoxicados e nao estressados.

Uma diminuicdo deste pardmetro foi ainda observada e ratos adultos néo
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intoxicados e submetidos ao estresse agudo de IM e esta condi¢gdo associada a SM
quando comparado com ratos adultos ndo intoxicados e nio estressados.

No teste do LCE, ratos de 23 dias de idade intoxicados ou ndo e submetidos a
SM ou esta condicdo associada ao estresse agudo de IM mostraram aumento dos
indices %NA e a %TA quando comparado ao respectivo grupo ndo estressado.
Apenas as diferencas no indice %TA se mantém na vida adulta.

O presente estudo sugere que a expresséo da resposta vascular adaptativa aos
diferentes protocolos de estresse foi dependente da idade do animal e tanto a
resposta vascular adaptativa ao estresse quanto a hiperreatividade da aorta ao Pb
mostraram-se dependentes da integridade da célula endotelial e n&do envolveram
alteracdes na musculatura lisa vascular.

A exposi¢ao ao chumbo: comprometeu, mas n&o aboliu a expressao da resposta
vascular adaptativa ao estresse; determinou hipertensido arterial em ratos recém-
desmamados e adultos que esteve associada a hiperreatividade da aorta toracica
apenas em ratos adultos; e aumentou o comportamento exploratério de ratos recém-
desmamados que nao se prolongou na vida adulta.

Na dependéncia do protocolo utilizado, o estresse aumentou o comportamento
exploratério que nao foi alterado pela exposigao perinatal ao Pb e nao se prolongou
na vida adulta.

O estresse de separagdao materna mostrou efeito ansiolitico em ratos,

independentemente da idade e da exposi¢ao perinatal ao Pb.



Abstract

The stress response is subserved by the stress system which plays a key role in
the maintenance of homeostasis. The human body and mind react to stress by
activating a complex repertoire of physiologic and behavioral central nervous system
and peripheral adaptive responses, which, if inadequate or excessive and/or
prolonged, may affect personality developmental and behavior, and may have
adverse consequences on physiologic functions, such as growth, metabolism,
circulation and reproduction. The exposure to stressors may induce alterations in the
cardiovascular system and behavior, which are related to adaptative processes that
can be modified by previous exposure to environmental hazard like plumb or
hypertension.

The objective was to investigate: the alterations of both vascular reactivity and
behavior of 23 days-old and 70 days-old rats exposed to lead during pregnancy
and postnatal period and submitted or not to acute and chronic stress; and if the
endothelium of intoxicated rats modulate the vascular adaptative response to
stress.

Concentration effect curves to noradrenaline were obtained in aorta, with and
without endothelium of weaned and adult rats of rats exposed or not to Pb and
submitted or not to acute (immobilization) or chronic stress (maternal separation,
for 4h during 3 weeks), or both. The behavior was measured by open-field and
elevated plus-maze.

Pb exposed rats showed a decreased vascular reactivity to noradrenaline when
submitted to acute stress or acute stress plus chronic one compared with weaned
rats exposed to Pb but not to stress conditions.

No reactivity alteration in the sensitivity to noradrenaline was observed in aorta

with endothelium from weaned rats exposed to the different protocols.
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The exposure of non intoxicated rats to acute stress and chronic plus acute
stress determined a decrease in the reactivity to noradrenaline of intact aorta of rats
at the age of 70 days compared to non intoxicated and non stressed rats. Perinatal
exposure to Pb determined an increase in the reactivity to noradrenaline of intact
aorta of rats at the age of 70 days when compared to non intoxicated group.

Adult rats exposed to Pb and submitted to acute stress had a lower maximum
response to noradrenaline compared to intoxicated rats.

No reactivity alteration to noradrenaline (maximum response and sensibility)
was observed in aorta without endothelium from adult rats and weaned rats exposed
to the different protocols.

The weaned rats submitted to maternal separation showed an increase in
locomotor activity when tested in open-field compared to non exposed to Pb and non
stressed rats. Pb exposed rats increased their locomotor activity compared to non
intoxicated rats.

The weaned rats exposed to Pb during perinatal period and submitted to acute
stress increased grooming compared to intoxicated rats.

Adult rats non intoxicated and submitted to maternal separation showed an
increased locomotor activity compared to non stressed and non intoxicated rats.
Rearing was decreased in intoxicated adult rats submitted to acute stress related to
respective control group.

Pb exposure decreased grooming in non stressed adult rats related to non
intoxicated and non stressed ones.

On elevated plus maze weaned rats exposed or not to Pb and submitted to
maternal separation or maternal separation plus acute stress showed an increase on
%NA and %TA related to the respective non stressed group. Only differences on

%TA were kept until adulthood.
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Thus, the present study suggests that vascular adaptative response to stress was
dependent of animal age and the integrity of endothelial cell without changes in
vascular smooth muscle.

The exposure to Pb compromised but not abolished vascular adaptative response
to stress; determined arterial hypertension with increased reactivity of intact aorta to
noradrenaline from adult rats; and increased exploratory behavior of weaned rats that
didn’t remain until adulthood.

Maternal separation seems to be anxyolitic in rats, independently of age or

exposure to Pb.
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Introdugdo

Chumbo:

O chumbo (Pb) é um metal pesado encontrado naturalmente na crosta terrestre
em concentragdes que podem variar entre 10 e 20 mg.Kg™' de solo. As maiores
fontes naturais de Pb s&do emissbes vulcanicas e intemperismo geoquimico
(Budavari et al., 1989; WHO, 1995). Na natureza, existem jazidas de chumbo e o
sulfeto de chumbo ou galena (PbS) é o mineral do chumbo mais comumente
encontrado, sendo a principal matéria-prima em processos que produzem Pb
primario para diversas aplicacoes.

A mineragdo de Pb ja era conhecida pelos gregos e romanos. Durante a
Revolugao Industrial e nos principios do século XX ocorreu um maior incremento da
producgao e utilizacdo deste metal, particularmente, com o seu uso como aditivo de
gasolina e producao de baterias para automoéveis. Castelos e catedrais antigas da
Europa contém quantidades consideraveis de chumbo aplicadas em pecas
decorativas, a exemplo de tetos, tubulagdes e janelas (Smith, 1998).

A origem ambiental do chumbo estd relacionada a diversas fontes de
contaminagao. Apesar de nao ser mais utilizado como antidetonante na gasolina,
outras fontes devem ser consideradas do ponto de vista ambiental como:
revestimento de metais, tintas, fertilizantes, pigmentos, esmaltes, ceramicas
vitrificadas, soldaduras de embalagens de alimentos, solo contaminado por
industrias emissoras de chumbo, cosméticos, etc. Casas e prédios antigos, que
possuam encanamentos de metal e soldas nos canos, podem expor seus moradores
a contaminagao por chumbo através da agua ingerida ou através de poeira no caso
de pintura de paredes realizada com tintas a base de chumbo (Freitas, 2001).
Emissdes industriais, principalmente de industrias que trabalham com mineracéo,

fundicéo, refino e manufatura de chumbo poluem a atmosfera. Brinquedos e artigos
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de papelaria como lapis de cor, livros coloridos e estojos podem expor as criangas a
intoxicagao pelo chumbo (Shen et al., 1996). Foi relatada também, contaminagao por
chumbo em massa de vidraceiro, cimento, drogas ilicitas intravenosas e jdias
(Graeme & Pollack, 1998).

No Brasil, ha uma tendéncia iniciada na década de 90 de substituicdo do
chumbo como pigmento das tintas. Atualmente, as tintas produzidas para uso
domeéstico s&o isentas de chumbo. Entretanto, o chumbo ainda é utilizado como
anticorrosivo (zarcado) de outros metais em portdes de ferro, geladeiras, carros,
fogbes, bicicletas, etc.

A partir de diversas fontes, o chumbo se deposita no solo e vai alcangando
altas concentragbes, podendo contaminar a agua e a vegetagdo, além de ser
mobilizado pelo vento até as vias respiratérias (Jin et al., 1997). O chumbo é estavel,
nao se dissipa ou biodegrada e, portanto, pode se constituir em fonte de exposig¢ao
por longos periodos.

A absorgdo do chumbo pode ocorrer por via digestiva e respiratéria (particulas
finas). A absorgao pela pele so6 é referida para o acetato de chumbo. Esta absorgao
€ diferencial entre criancas e adultos e aumenta quando ha deficiéncia de ferro,
célcio e zinco. No sangue, a sua duragdo média é de 25 dias. Em torno de 95% do
Pb absorvido deposita-se nos ossos e dentes; e os 5% restantes nos tecidos moles
e sangue. Do chumbo no sangue, 1% se encontra no plasma, disponivel para os
tecidos e 99% associado a hemoglobina nos eritrocitos. A meia-vida do Pb nos
tecidos moles é em torno de 40 dias e nos 0ssos mais de 25 anos.

A intoxicacao pelo chumbo, também chamada de saturnismo, é considerada a
doencga ocupacional mais antiga e pode ser uma fonte potencial de: anorexia,

constipacao, paralisia, nefropatia, hipertensao, disturbios do sistema nervoso central,
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hematologico e imunolégico. Danos no desenvolvimento cognitivo e comportamental
em bebés e criangas jovens representam os efeitos de maior relevancia. Por essa
razdo, criangas menores de 3 anos sao mais sensiveis aos efeitos prejudiciais do
chumbo, ja que nessa fase da vida muitos sistemas do organismo ainda estdo em
processo de maturagdo, principalmente o sistema nervoso central (Adonaylo &
Oteiza, 1999).

As alteracbes de pressao arterial causadas pelo Pb s&o devidas,
principalmente, a acdo desse metal no coragdo, nos vasos, nos rins e no sistema
renina-angiotensina-aldosterona (Zerbino et al., 1990; Novak et al., 1995; Taylor,
1996; Carmignani et al., 1999).

Aumento de reatividade a noradrenalina foi observado em artéria caudal, aorta
e leito mesentérico de ratos Wistar (Webb et al., 1981; Skoczynska et al.,1986,
Malvezzi & Cordellini, 2001) e artéria coronaria de porco intoxicados pelo Pb (Kopp
et al., 1988). Entretanto, Khalil-Manesh et al. (1994) ndo observaram qualquer
alteracao de reatividade em artéria de ratos Sprague-Dawley intoxicados pelo Pb.

Sabe-se que as alteracdes de reatividade vascular induzidas pelo Pb podem
ser determinadas por uma disfuncéo tanto do musculo liso vascular quanto da célula
endotelial ou ainda uma associagdo de ambas (Malvezzi & Cordellini, 2001). Grizzo
e Cordellini (2008) relataram alteragbes na produgdo e/ou liberagdo basal e
estimulada de fatores de relaxamento derivados do endotélio e de fatores de
contracao liberados a partir do metabolismo do acido araquidénico, como produto da
via da ciclooxigenase em animais expostos perinatalmente ao Pb.

O Pb e outros metais como mercurio e cobalto inibem a producdo de 6xido
nitrico (NO) em macroéfagos in vitro (Tian & Lawrence, 1995). Inibicdo da sintase de

NO (NOS) pelo Pb foi também descrita em células endoteliais cerebrais (Blazka et
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al. 1994, Mittal et al., 1995) e neurdnios (Selvin-Testa et al., 1997). Ainda, o Pb pode
aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio que, além da atividade
vasoconstritora, participam na degradacdo do NO (Gonick et al., 1997, Ding et al.,
1998). Ao lado do NO, a célula endotelial produz e libera o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF). A exposi¢cédo cronica ao Pb inibe a hiperpolarizagéo
dependente do endotélio induzida pela acetilcolina (ACh) em artéria mesentérica de
ratos, sugerindo que esse metal € um inibidor do EDHF (Oishi et al., 1996). Os
efeitos do Pb resultam ainda em alteragbes na sintese e/ou liberagdo da endotelina,
principal fator de contragcdo derivado do endotélio, e disturbios da sintese de
prostaciclinas (Stojek & Skoczynska, 2003).

Os efeitos do Pb sobre a reatividade vascular podem ser devidos, ainda, a uma
acao direta deste metal sobre o musculo liso vascular. Sabe-se que o Pb interfere
em processos regulatorios que envolvem o ion calcio (Favalli et al., 1977; Piccinini et
al., 1977; Webb et al., 1981). O Pb pode: bloquear correntes de Ca*? sensiveis a
voltagem, o que determina um aumento na concentragao de Ca*? intracelular (Kopp
et al., 1988; Watts et al., 1995; Carmignani et al., 2000), interagir com a proteina
quinase C (Novak & Banks, 1995) e substituir o Ca*? na ativagdo da calmodulina
(Richardt et al., 1986; Habermann et al., 1993). Ainda, este metal pode inibir o
transporte enzimatico, Na,K-ATPase (Weiler et al., 1990) (que contém grupo
sulfidrila que se liga faciimente ao Pb) (Hart & Titus, 1973), prejudicando o transporte
de sodio e, secundariamente, a saida de calcio da célula muscular lisa.

O Pb parece ainda aumentar a atividade simpatica por mecanismos centrais,
aumentando consequentemente os niveis plasmaticos de noradrenalina e adrenalina
(Carmignani et al., 2000). Ainda, a exposi¢ao cronica ao Pb aumenta drasticamente

as atividades da enzima conversora de angiotensina | (ECA) e cininase Il e os niveis
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de aldosterona (Carmignani et al., 1999; Vaziri, 2002) e acelera a proliferagdo da
célula muscular lisa (Stojek & Skoczynska, 2003).

Atualmente sao reconhecidos diversos fatores que podem aumentar o risco de
hipertensdo arterial, dentre eles a idade, o histérico familiar de hipertensdo, o
excesso de peso, as dietas ricas em sal, o sedentarismo e, mais recentemente, o
estresse. Em estados de gravidez, lactagédo, doengas crbnicas e estresse esse metal
pode ser mobilizado dos ossos e se constituir em fonte de elevagdo de seus niveis
sanguineos (Freitas, 2001).

Dessa maneira, € imprescindivel o conhecimento da adaptacao circulatéria ao

estresse em individuos com sobrecarga de Pb.

Estresse:

Experimentos de Hans Selye datados do inicio do século XX auxiliaram na
compreensao do termo estresse. Ao pesquisar os efeitos de um extrato quimico, o
cientista observou o surgimento de ulceras gastrointestinais, atrofia do sistema
imune e aumento das glandulas adrenais em ratos. Porém, para sua surpresa, 0s
ratos do grupo controle, que haviam recebido injegbes de solugao salina,
apresentaram alteragdes semelhantes. Selye concluiu que tais alteracbes estavam
relacionadas a aplicacdo das repetidas injecbes e nao aos efeitos do extrato
quimico. Encontrou os mesmos resultados expondo animais ao frio, patdégenos,
toxinas ou ruido (Selye, 1936). Com base nestes resultados, Selye (1936) descreveu
a Sindrome Geral da Adaptacédo, que representava uma reacgao geral e inespecifica
do organismo a estimulos aversivos ou a situagées desconhecidas que pudessem
ameacar a homeostasia, cuja finalidade seria a adaptacdo do animal a nova

condigao (Selye, 1936; Koolhas et al., 1999). Segundo a definigdo original, proposta
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por Selye (1936), estresse representa a resposta do organismo, enquanto que seu
agente causador € definido como estimulo ou agente estressor (Pickering, 1981;
Pacak et al., 1998).

Esta reacdo é trifasica: a fase de alarme ou excitacdo ocorre quando o
organismo reconhece o estimulo como estressogénico e caracteriza-se por aumento
da capacidade orgénica em responder ao agente agressor. Se o estimulo for
mantido, o organismo desenvolve mecanismos adaptativos (fase de resisténcia).
Quando essa adaptacdo néo ocorre, desenvolve-se a fase de exaustdo, na qual o
organismo torna-se susceptivel a patologias, como por exemplo, disturbios renais,
cardiovasculares, gastrintestinais e/ou imunolégicos (Selye, 1936).

Porém, a reacao de estresse visa a manutengado da homeostase (Pacak, 2000)
e tem sido fundamental para a selecdo natural, aumentando a capacidade de
sobrevivéncia dos organismos (Nesse & Young, 2000). A finalidade desta reacao € a
adaptacao dos seres vivos frente aos inumeros estimulos ambientais a que estao
constantemente expostos (Chrousos, 1998; Koolhaas et al., 1999).

Embora Hans Selye (1936) tenha descrito a reagcéo de estresse como sendo
uma resposta inespecifica, este postulado foi revisto por diferentes autores, segundo
0s quais, a intensidade das respostas e as estruturas ativadas variam com a
qualidade e intensidade do estimulo estressor (Mason, 1968; Pacak et al., 1998).

Frente a um estressor, a alteragao fisiolégica inicial decorre da decodificagéo
da informacéao sensorial pelo sistema limbico, em associagdo com areas corticais do
cérebro (Eliot, 1992). As principais alteracdes centrais incluem a facilitagdo de vias
neurais relacionadas ao estado de alerta, cognigao e inibicado de outras como as do
comportamento sexual e do crescimento (Tsigos & Chrousos, 2002). Dentre as

inimeras alteracbes hormonais desencadeadas por estimulos estressores, o que
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caracteriza a reagao ao estresse é a ativacdo do sistema de estresse primario, que
leva a ativagdo do sistema nervoso simpatico-medula adrenal, resultando em
aumento dos niveis plasmaticos de catecolaminas: noradrenalina e adrenalina
(Axelrod & Reisine, 1984; Natelson et al., 1988; Chrousos, 1998; Koob, 1999) e
simultaneamente ha a ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA),
resultando no aumento dos niveis plasmaticos de hormdnio adrenocorticotropico
(ACTH) e de cortisol, no homem, e de corticosterona, em ratos (Axelrod & Reisine,
1984; Chrousos, 1998; Koob, 1999).

Os agentes estressores podem ser de natureza fisica, quimica, social,
psicoldgica ou de ordem interna (metabdlica) e podem ser classificados de acordo
com suas caracteristicas, duracao e intensidade. Porém esta classificagdo dos tipos
de agentes estressores nao indica a presenga de um unico tipo, apenas estabelece
a predominancia de um sobre os demais, pois a maioria dos estressores utilizados
na pesquisa animal inclui estimulos que apresentam simultaneamente componentes
fisicos, quimicos e emocionais (Pacak & McCarty, 2000).

Diferentes estressores causam uma heterogeneidade das respostas neurais,
neuroendocrinas e comportamentais evocadas, pois dependendo do modelo
utilizado podera ocorrer ativagcao de estruturas cerebrais diferentes em circuitos
neuronais distintos (Palkovits, 2000), e as alteracbes adaptativas que levam ao
redirecionamento das fontes de energia e mudangas no padrao de comportamento,
durante a exposi¢cao ao estimulo estressor, dependem das estruturas cerebrais e
vias neurais ativadas.

Um dos modelos de estresse muito utilizado € a imobilizagdo, sendo que a

duracdo e a frequéncia do estimulo variam conforme os diversos protocolos
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experimentais. A imobilizagdo € um estressor complexo e apresenta componentes
fisicos e psicoldgicos.

A separacédo materna, como modelo de estresse crénico, quando imposta logo
na primeira semana poés-natal pode afetar diferencialmente a taxa de crescimento, o
padrao de resposta do eixo HPA e o ritmo circadiano dos animais na idade adulta
(Yamazaki et al., 2005).

Com relagdo a duragdo, os estimulos estressores podem ser agudos ou
cronicos. As respostas adaptativas a um estressor agudo incluem processos
fisiolégicos e comportamentais que s&o essenciais para restabelecer a homeostasia.
Durante uma resposta ao estresse agudo, os processos fisioldgicos sdo importantes
para inibir ou estimular a mobilizagao e redirecionamento das reservas energéticas
entre os varios o6rgdos (Pacak & McCarty, 2000). Nakashima et al. (2002)
submeteram animais a sessao unica de imobilizacdo e observaram aumento nos
niveis de ACTH até seis dias apds o estresse.

Outro fator que pode influenciar a resposta organica aos estimulos estressores
€ a idade e a literatura relata a complexa interagao entre estresse e envelhecimento
através de uma maior e mais prolongada liberagao de glicocorticéides em individuos
velhos em relacdo a jovens. Esta diferenca na responsividade cortical esta
relacionada a diminuicdo da atividade do sistema de controle da secrecdo de
glicocorticéides em ratos velhos (McEwen, 2007).

Muitos fatores individuais, tais como caracteristicas genéticas (Marple et al.,
1972, King et al., 1999) e sexo (McEwen, 2000), também influenciam a reacéo de
estresse. Entretanto, o fator mais importante parece ser a percepg¢ao que o individuo

tem do estimulo que lhe é apresentado. Esta percepcado depende das experiéncias
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previamente vivenciadas pelo mesmo ou filogeneticamente adquiridas pela espécie,
e da novidade ou previsibilidade do estimulo (Griffin, 1989; Vogel & Jehsh, 1998).

A intensidade de reagao ao estresse é determinada pela inter-relagao entre a
ativagdo do sistema de estresse pelo organismo em resposta ao estimulo estressor
e a ativagdo de "sistemas limitantes de estresse", nos quais o NO faz parte
(Malyshev & Manukhina, 1998). Ainda, diferentes estimulos estressores resultam em
respostas diferenciadas, estando o NO envolvido ndo apenas no sistema protetor do
organismo, mas também em mecanismos de danos especificos durante o estresse.
Dependendo da natureza do fator estressante, o dano pode estar relacionado com
uma hipo ou hiperprodugéo de NO (Malyshev & Manukhina, 1998).

O eixo HPA, que é o centro para integragao das respostas comportamentais e
enddcrinas do individuo ao estresse, parece altamente sensivel a exposicdo ao
excesso de glicocorticoides durante o desenvolvimento. Da mesma forma, Rots et al.
(1996) mostraram que a separagao materna de ratos neonatos determina alteragées
na regulagcdo do eixo HPA n&o apenas imediatamente apdés a separagcdo, mas
também na fase jovem-adulto. Ratos expostos ao estresse de manipulagdo nos
estagios iniciais da vida pds-natal apresentam, na vida adulta, um aumento na
capacidade de lidar com o novo, o que reflete um menor grau de ansiedade (Biagini
et al., 1998). Alteragdes na fase precoce do desenvolvimento podem, ainda, ser a
causa de certas desordens psiquiatricas como: esquizofrenia e depressao (Lapiz et
al., 2001).

O curso das respostas organicas ao estresse é prontamente influenciado pelas
condicbes do meio e pelos estimulos aos quais os animais devem adaptar-se

previamente. Assim, ndo € tanto a dose na qual o estimulo é dado que o faz
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estressogénico, mas a condicdo do animal no momento em que o estimulo é
aplicado.

O sistema nervoso apresenta periodos de vulnerabilidade durante o
desenvolvimento, que sdo sensiveis as agressdes do meio. Numerosas evidéncias
demonstram que o desenvolvimento neural se estende do periodo embrionario até o
periodo pods-natal. Os roedores tém um desenvolvimento mais consideravel do
sistema nervoso no periodo pds-natal, enquanto que os humanos tém consideravel
maturagcdo do seu sistema nervoso no periodo pré-natal de modo que o
desenvolvimento cerebral de ratos neonatos corresponde aos estagios fetais em
humanos (Seidler et al., 1995).

A co-ocorréncia de sobrecarga de Pb com niveis elevados de estresse aumenta
a possibilidade de interagcdes entre os fatores de risco. Tal possibilidade é ainda
sustentada pelo fato de ambos, exposi¢cdo ao Pb e estimulo estressogénico (através
do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal) atuarem sobre os sistemas mesocorticolimbicos
dopaminérgico/glutamatérgico (Pokora et al., 1996, Rouge-Pont et al., 1998; Cory-
Slechta et al., 2004). Este efeito comum pode ser responsavel pelo fato do Pb e do
estresse determinarem prejuizo das fungdes comportamentais mediadas por estes
sistemas (Schwartz, 1994; Anderson & Armstead, 1995). Em 2005, Virgolini et al.
mostraram que tais interagdes incluem: 1) modificagdo das respostas ao estresse
pelo Pb; 2) modificagao dos efeitos do Pb pela exposigdo ao estresse; bem como 3)
potencializacao de efeitos.

Alteracdes neuroenddcrinas relacionadas ao estresse tém sido intensamente
estudadas (Shedlowski et al., 1992), entretanto, ha poucas informacgdes relacionadas
a outras modificagdes fisioldgicas, como a reatividade vascular durante condigdes de

estresse. Entre as respostas adaptativas ao estresse sdo descritas: diminuicao de
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reatividade a noradrenalina (Lapshin et al., 1991; Manukhina et al., 1991; Cordellini
& Vassilieff, 1998), aumento de reatividade a acetilcolina (Webb et al., 1981;
Cordellini & Vassilieff, 1998), diminuicdo dos niveis de L-arginina plasmaticos
(Milakofsky et al., 1993), subsensibilidade aos efeitos cronotrépico e pressor das
catecolaminas (Capaz & De Moraes, 1988), diminuicdo de sensibilidade aos efeitos
pressores e cronotropicos das catecolaminas em ratos submetidos a estresse de
imobilizagdo (Moura & De Moares, 1994). Aumento da resposta adaptativa induzida
por exposigao prévia ao estresse foi demonstrado para os niveis de catecolaminas e
corticosterona e respostas vasoconstritoras em animais submetidos a uma
variedade de estimulos estressogénicos (Konarska et al., 1990; Pitman et al., 1990;
Cordellini & Vassilieff, 1998). Contrariamente, Meerson et al. (1991) relataram
prevencao de alteragdes da funcdo contratil cardiaca durante estresse prolongado
devido a adaptacgao preliminar ao estresse de curta duracgao.

Trabalhos anteriores em nosso laboratério mostraram que a hiporreatividade a
noradrenalina induzida pelo estresse envolve aumento na atividade do sistema NO
endotelial (Cordellini & Vassilieff, 1994; 1998). A participacdo do NO em respostas
adaptativas ao estresse foi, também, sugerida por outros autores que mostraram um
aumento da atividade do sistema NO em cultura de células endoteliais submetidas a
tensdes de cisalhamento (Hecker et al., 1994). Ainda, aumento do RNAm para a
NOS foi descrito no nucleo paraventricular e no cortex da adrenal de ratos
estressados (Calza et al., 1993; Tsuchiya et al., 1997).

Pelo exposto fica claro que, embora haja alguns relatos sobre alteragdes
comportamentais e de reatividade vascular em condicbes de estresse e de

exposigao ao Pb, isoladamente, o conhecimento da habilidade em gerenciar o
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estresse em individuos com sobrecarga de Pb € imprescindivel na avaliagao de risco

cardiovascular nesta condi¢ao de exposicéo.
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Objetivos

Objetivo geral

Examinar a hipétese de que o estresse e o Pb, 0s quais co-ocorrem como fator
de risco ambiental e compartiham alvos comuns no sistema nervoso central,
poderiam interagir de modo que os efeitos dos fatores de riscos individuais

pudessem diferir guando na presenca do outro.

Objetivos especificos

Investigar as alteragbes na resposta vascular e no comportamento de ratos
jovens e adultos submetidos ou ndo ao estresse agudo e/ou cronico em diferentes
fases do desenvolvimento.

Avaliar se a habilidade em gerenciar o estresse difere entre proles submetidas
ou nao a intoxicacao perinatal por Pb.

Verificar a participagdo do endotélio na resposta vascular adaptativa ao

estresse de ratos intoxicados ou ndo.
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Animais

Ratos Wistar machos e fémeas foram obtidos do Biotério do ICB-USP/SP e
usados para o acasalamento. Somente filhotes machos com 23 dias (recém-
desmamados) ou 70 dias (adultos) de idade foram utilizados. Como a ninhada é
considerada a unidade experimental, irm&os ndo foram usados dentro de um mesmo
grupo.

Todos os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, com ciclo claro-
escuro de 12 h e temperatura controlada (23 + 2°C). Os animais tiveram livre acesso

a racao e também a agua filtrada, com excecgéo das fémeas em tratamento.

Acasalamento

Para o acasalamento, foi colocado um macho dentro de cada gaiola contendo
duas fémeas, no final da tarde. As ratas foram diariamente observadas e o dia em
que se detectou a presenca de espermatozodides e a fase estro do ciclo estral no
esfregaco vaginal foi nomeado dia zero de prenhez. Neste dia, as ratas foram
alocadas em gaiolas individuais e divididas em dois grupos: o exposto ao acetato de

sodio e o exposto ao acetato de Pb.

Regime de Exposicdo
As ratas comecgaram, entdo, a receber na agua de beber, 500 ppm de Pb na
forma de acetato de Pb ou acetato de sédio. A concentragcao de acetato de sddio foi

calculada de modo a fornecer para as ratas controles 0 mesmo numero de
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moléculas de acetato. A exposicdo foi realizada durante toda a prenhez e a

amamentacéo.

Desmame
O desmame dos filhotes foi realizado no 22° dia de vida pos-natal. Os animais
foram mantidos em gaiolas coletivas (quatro animais/gaiola) até sua utilizagdo nos

experimentos.

Indugéo do Estresse
Imobilizagdo: animais com 23 dias e 70 dias de idade foram submetidos ao
estresse agudo de imobilizagdo. Os animais foram contidos, individualmente, em
tubos metalicos a temperatura ambiente de 25°C. A exposicdo ao estresse foi
realizada entre 10 e 14 h. Nesta condicdo ha uma intensa restricdo dos movimentos
do animal, permanecendo somente os movimentos respiratérios. Os animais foram
submetidos ao estresse agudo por 2 horas e imediatamente apds a indugdo ao
estresse, 0s animais seguiram para a realizagado dos protocolos experimentais de
reatividade vascular. Para a avaliagdo comportamental aguardou-se 30 minutos
apos o término da exposi¢cao ao estresse. Durante a sessao de estresse, os animais
controles permaneceram em suas gaiolas a temperatura ambiente de 25°C.
Separacdo materna: ratos recém-nascidos expostos ou ndo ao Pb foram
submetidos ao estresse cronico de separagao materna por 4h, diariamente, durante
3 semanas consecutivas a partir do 2° dia pdés-natal. Completados 23 e 70 dias de
idade, foram submetidos ou ndo ao estresse agudo de imobilizacdo por 2h e
seguiram para a realizagdo dos protocolos experimentais de reatividade vascular e

avaliacdo comportamental.
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Evolugédo do Peso Corpéreo
Cada filhote foi pesado semanalmente do nascimento ao 70°dia. No dia do
nascimento, denominado dia pds-natal zero (PND 0), o numero de filhotes em cada
ninhada foi reduzido para oito, mantendo-se o maior numero possivel de filhotes
machos. Filhotes fémeas foram mantidas somente para se completar a ninhada.
Ninhadas com numero de filhotes inferior a oito foram descartadas. Os filhotes
foram desmamados no PND 22 e passaram a receber agua filtrada (protocolo de 70

dias).

Analise Quantitativa de Pb

Os niveis de Pb no sangue foram quantificados em ratos de 23 e 70 dias de
idade.

Os animais foram anestesiados com uretano (1,25 g/kg, i.p.), e apos
toracotomia, amostras de sangue foram recolhidas do ventriculo esquerdo para
dosagem de Pb. Apds este procedimento, os animais seguiram para os estudos de
reatividade vascular.

Para a quali-quantificacdo do Pb, as amostras foram mineralizadas em forno de
microondas (DGT-100 Plus, Provecto, Brasil) seguindo o seguinte protocolo: 1,0-2,0
g de sangue + 3ml de acido nitrico 65% (filhotes de 23 dias) e 3,0-4,0 g de sangue +
6 ml de acido nitrico 65% (mé&es e filhotes de 70 dias). As amostras foram levadas
ao microondas a 400 W por 5 min e a 790W por 5 min, a 790W por 2 min e a OW por
mais 5 min, para resfriar as amostras. O material mineralizado foi diluido com agua
ultrapura (Mili Q) para um volume final de 10 ml.

A concentragdo de Pb foi determinada em espectrofotdbmetro de absorcao
atbmica GBC AA 932 (EEA-Chama) nos laboratérios do Centro de Assisténcia

Toxicologica-CEATOX-IB, UNESP-Botucatu. Para a determinac&o, foi usada a
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metodologia de adi¢do de padrdo na concentragdo de 5 pg/dl para a construgao da
curva de calibracdo, a fim de se minimizar o efeito-matriz. O limite de deteccao foi

3,0 ug/dl. As amostras foram analisadas em triplicata.

Determinagdo da Presséao Arterial

A pressao arterial (PA) sistdlica caudal do animal n&o anestesiado foi
verificada, através de um eletroesfigmomanémetro (Narco Bio-Systems), no 22° dia
de idade e, no protocolo de 70 dias, semanalmente a partir do 22° dia. O valor da PA

foi a média de trés registros consecutivos obtidos a intervalos de 2 minutos.

Reatividade Vascular

Apoés a coleta de sangue, procedeu-se, entdo, ao isolamento da aorta toracica
que, livre de tecido conectivo, gordura e sangue, foi dividida em dois anéis de
aproximadamente 4 mm. Indistintamente, um dos anéis teve o seu endotélio
removido mecanicamente. Os anéis foram suspensos, em cubas para orgao isolado,
contendo solugcédo de Krebs-Henseleit modificado (composi¢cao em mM: NaCl 113,0;
KCI 4,7; CaCl; 2,5; KH,PO4 1,2; MgSO4 1,1; NaHCO3 25,0; glicose 11,0 e acido
ascorbico 0,1). A solugdo nutriente foi mantida a 37,0 + 0,5°C e saturada com
carbogénio (95% 0, 5% CO3). Os anéis foram conectados a transdutores de forga
isométrica (F-60 Narco Bio-Systems), acoplados a um fisiégrafo (Narco Bio-
Systems). O tempo de estabilizagdo das preparagdes foi de 1 h, sob uma tenséo
inicial de 1,5 g mantida ao longo de todo o experimento. Anéis de aorta com (+E) e
sem (-E) endotélio, dos diferentes grupos, foram estudados em paralelo.

Curvas concentracbes-efeito (CCE) cumulativas a NA foram obtidas em anéis

de aorta, +E e —E. Ao final das CCE, concentragdes Unicas de acetilcolina (10° M) e
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nitroprussiato de sédio (10 M) foram usadas para testar a integridade da célula
endotelial e da camada muscular lisa, respectivamente.

A reatividade vascular foi avaliada através das altera¢gdées da resposta maxima
(g de tensdo) e poténcia (concentracdo eficaz 50% - CES50) do tecido a NA, em
experimentos individuais. A CE50 é definida como a concentragdo molar do agonista
responsavel pela obten¢cado de um efeito igual a 50% do efeito maximo.

As CES50s foram medidas por determinagao grafica e as médias apresentadas
como antilogaritmo da média aritmética dos log CE50 de cada experimento, com os

respectivos intervalos de confianga (IC) de 95%.

Estudo do comportamento

Teste do Campo Aberto

A atividade geral dos animais foi avaliada por meio da observagao direta no
campo aberto e consiste na mensuracido de comportamentos eliciados num espaco
aberto e desconhecido, do qual o animal ndo pode escapar, construido conforme
especificacdes modificadas por Broadhurst (1960). O campo aberto consiste de uma
arena circular de madeira, com 87 cm de didmetro e 32,5 cm de altura, sendo o chéo
dividido por meio de trés circulos concéntricos e segmentos de reta, em dezenove
partes semelhantes. A arena dista 48 cm do chao e tem uma cortina na sua parte
frontal, que permite ao observador visdo geral do animal, e dificulta, a este, a visao
do experimentador. Na parte superior, e distando 74 cm da arena, ha 4 lampadas

vermelhas de 40W.

Os animais exibem uma tendéncia de se movimentar, mesmo na auséncia de

estimulos.
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Os animais permaneceram no campo aberto por 5 minutos e ao final de cada

sessao, o aparelho foi limpo com alcool etilico 5%, v/v.
Foram avaliados os seguintes parametros:

Locomogao: numero de vezes em que o0 animal invade com as quatro patas um

dos campos da arena,;

Levantar: numero de vezes em que o0 animal se apdia nas patas posteriores,
com o tronco perpendicular ao piso, tendo a cabeca dirigida para cima e tocando ou

nao, com as patas anteriores, as paredes do campo aberto;

Limpeza: tempo em segundos de execugdao de movimentos com as patas
anteriores em dire¢cdo a boca ou a cabeca, podendo haver continuidade destes em
diregao aos pavilhdes auriculares e/ou movimento de lamber dirigidos principalmente

as porgoes laterais do corpo e a regido genital;

Labirinto em Cruz Elevado

O aparato do labirinto em cruz elevado consiste numa plataforma com dois
bracos abertos (50x10x2cm) e dois bragos fechados (50x10x40cm), perpendiculares.

A altura do labirinto em relagao ao chao é de 50 cm.

O animal foi colocado no centro do labirinto, denominado de espag¢o morto, com
a cabeca voltada para o espaco aberto, sendo-lhe permitido explorar livremente o
aparelho por 5 minutos. Durante este periodo, foram registrados o numero de
entradas nos bragos abertos (NA), o tempo de permanéncia nos bragos abertos (TA),
bem como o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos fechados

(NF e TF, respectivamente).
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O labirinto em cruz elevado € um modelo experimental para mensuracdo de
ansiedade de roedores (Pellow & File, 1986). Foram calculados os indices de

ansiedade (%NA e %TA):

- % NA, dada pela férmula: __NA_ X 100
NA + NF
% TA, d srmula: TA
- % TA, dada pela férmula: — X100
A+TF

Estes indices s&o diretamente proporcionais ao efeito ansiolitico.
Ao final de cada sesséo, o aparelho foi limpo com alcool etilico 5%, v/v.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica na

Experimentagdo Animal (COBEA), protocolo n°: 25/05.

Analise Estatistica

As analises estatisticas utilizadas foram as seguintes:
- Teste de Mann Whitney: utilizado para a analise do nivel de Pb no
sangue.
- Anadlise de variancia multifatorial, com teste a posteriori de Tukey-
Kramer, ou teste t-Student, quando apropriado.
Os resultados foram expressos com média + erro padrao da média (EPM) ou
intervalo de confianga (IC), ainda que os dados referentes ao nivel de Pb tenham

sido analisados através de um teste ndo paramétrico.

Em todos os experimentos, P < 0,05 foi considerada estatisticamente

significativa.

33



Material e Métodos

Drogas e Solugbes
As seguintes drogas foram utilizadas:

e acetato de chumbo (Sigma Chemical Co.)

¢ acetato de sédio (Sigma Chemical Co.)

e cloridrato de acetilcolina (Sigma Chemical Co.)

e nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical Co.)

e bitartarato de noradrenalina (Sigma Chemical Co.)

e uretano (Sigma Chemical Co.)

O acetato de Pb foi diluido em agua filtrada. Para prevenir a precipitagdo do Pb
foi adicionado 0,5 ml de acido acético em cada litro de solugdo de acetato de Pb e
também na de sddio. As demais solucbes foram preparadas utilizando-se solugao

Krebs-Henseleit e as concentracdes foram expressas em molar.
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Resultados

Peso corporeo

O peso corpéreo dos filhotes apds o nascimento nao diferiu entre os ratos
controles e aqueles expostos ao Pb durante a prenhez e amamentacéo. No entanto,
a separacao materna determinou uma diminuicdo no ganho de peso corpéreo de

ratos n&o intoxicados em relagao aos ratos controles (Figura 1).

Determinagdo dos niveis de chumbo

As concentragdes de Pb no sangue, avaliadas no 23° e 70° dias de idade,
mostraram-se significativamente aumentadas em ratos intoxicados durante a
prenhez e amamentagdo, quando comparadas aos respectivos grupos controles
[concentracdo de Pb (ug/dl): 23 dias: controle < 3,0 e Pb 30,3 + 3,2* pg/dl; 70 dias:
controle < 3,0 e Pb 17,6 £ 1,3* ug/dl, *P < 0,05 em relagdo ao respectivo grupo

controle; n=8].

Pressé&o arterial

A pressdo arterial sistdlica caudal, mensurada nos diferentes grupos
experimentais a partir do desmame até o 70° dia de idade, mostrou aumento
gradativo durante o desenvolvimento pds-natal. A exposicdo perinatal ao Pb
determinou aumento significativo da pressao arterial em relagcdo aos valores
alcangados por animais nao intoxicados. Os valores pressoricos observados em
ratos nao intoxicados submetidos ao estresse crénico de separagao materna foram
significativamente maiores, em algumas fases do desenvolvimento, quando
comparados ao respectivo grupo controle (Figura 2). O estresse de separagéo
materna em ratos intoxicados pelo Pb ndo modificou significativamente a resposta

pressorica em relagédo ao grupo intoxicado (figura 2).
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Reatividade Vascular

Os valores de resposta maxima a noradrenalina de aorta com endotélio de
ratos com 23 dias, ndo intoxicados e submetidos ou ndo aos diferentes protocolos
de estresse n&o diferiram significativamente entre si.

A exposicao perinatal ao Pb ndo determinou, em ratos com 23 dias de idade,
alteracdo de resposta maxima a noradrenalina da aorta com endotélio quando
comparados ao respectivo grupo nao intoxicado (figura 3 e tabela 1).

Em ratos com 23 dias de idade intoxicados perinatalmente pelo Pb, a exposicéo
ao estresse agudo de imobilizagdo ou esta condigdo associada ao estresse crbénico
de separagao materna, mas ndao a exposicido a separagcdo materna isoladamente,
determinaram uma diminuicdo estatisticamente significativa da resposta maxima a
noradrenalina de aorta com endotélio quando comparados aos ratos intoxicados
recém-desmamados e nao submetidos a condi¢gdes estressogénicas (figura 3 e
tabela 1).

Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer alteracdo na
sensibilidade da aorta com endotélio a noradrenalina em animais de 23 dias de

idade (figura 3 e tabela 2).
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Os valores de resposta maxima a noradrenalina de aorta com endotélio de
ratos com 70 dias ndo intoxicados e submetidos aos protocolos de estresse agudo
de imobilizacdo e esta condicdo associada a separacdo materna, mas nao a
exposicao a separagao materna isoladamente, foram significativamente menores
quando comparados aos ratos ndo intoxicados e nao submetidos ao estresse (figura
4 e tabela 3).

A exposicao perinatal ao Pb determinou, em ratos com 70 dias de idade,
aumento significativo da resposta maxima a noradrenalina da aorta com endotélio
quando comparados ao respectivo grupo nao intoxicado (figura 4 e tabela 3).

Em ratos com 70 dias de idade intoxicados perinatalmente pelo Pb, apenas a
exposig¢ao ao estresse agudo de imobilizagdo, mas nao esta condi¢do associada ao
estresse crbnico de separagdo materna ou a separacdo materna isoladamente,
determinou uma diminuigdo estatisticamente significativa da resposta maxima a
noradrenalina de aorta com endotélio quando comparados aos ratos intoxicados
adultos e ndo submetidos a condi¢des estressogénicas (figura 4 e tabela 3).

Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer alteracdo na
sensibilidade da aorta com endotélio a noradrenalina em animais de 70 dias de
idade (figura 4 e tabela 4).

Finalmente, nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer
alteracao de reatividade (resposta maxima e EC50) da aorta a noradrenalina em
preparagdes sem endotélio de ratos recém-desmamados e adultos (figura 3 e 4 e
tabelas 1-4). Ainda, a remogédo do endotélio determinou aumento de resposta
maxima e de sensibilidade a noradrenalina em aorta de ratos recém-desmamados e

adultos submetidos aos diferentes protocolos experimentais, exceto em aorta de
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ratos adultos intoxicados e submetidos ou n&o a separagao materna e esta condigéo

associada ao estresse agudo de imobilizagao (figuras 3 e 4 e tabelas 1 e 3).
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Estudo do comportamento

No teste do campo aberto, tanto as condigbes estressogénicas de separagao
materna como as de separagao materna associada a imobilizagcdo determinaram um
aumento significativo na atividade geral de ratos nao intoxicados recém-
desmamados, verificado através do parametro locomog¢ao, quando comparados aos
ratos ndo estressados e ndo intoxicados na mesma idade (tabela 5). Ainda, os ratos
com 23 dias intoxicados perinatalmente por Pb também apresentaram um aumento
na locomogéo quando comparados ao respectivo grupo controle (tabela 5).

No parémetro levantar ndo houve diferengas estatisticamente significativas
entre os diferentes grupos experimentais na idade de 23 dias, exceto no grupo
intoxicado e submetido ao estresse agudo que mostrou uma diminuigdo deste
parametro (tabela 5).

No parametro limpeza, os ratos recém-desmamados intoxicados por Pb e
submetidos ao estresse de imobilizacado apresentaram um aumento significativo
deste parametro quando comparados aos ratos intoxicados com 23 dias nao
estressados (tabela 5). Entretanto, os ratos recém-desmamados intoxicados né&o
estressados apresentaram uma diminuicdo deste parametro quando comparados
aos ratos nao intoxicados com 23 dias nao estressados (tabela 5).

Na idade adulta, o estresse de separacdo materna determinou aumento
significativo na locomog¢ao de ratos nao intoxicados quando comparado com o grupo
nao estressado e nao intoxicado (tabela 6). Ratos adultos intoxicados e submetidos
ao estresse agudo de imobilizagdo mostraram diminui¢do do parametro levantar em
relacdo aos ratos adultos intoxicados nao estressados (tabela 6). Por sua vez, ratos
de 70 dias de idade nao intoxicados e submetidos ao estresse agudo de

imobilizacdo e esta condicdo associada a separacdo materna mostraram aumento
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do parametro levantar em relagao aos ratos adultos n&o intoxicados nao estressados
(tabela 6).

A intoxicacdo perinatal determinou uma diminui¢cdo significativa no tempo de
limpeza em ratos adultos ndo estressados quando comparados com ratos ndo
intoxicados e ndo estressados (tabela 6). Uma diminuicdo deste parametro foi ainda
observada e ratos de 70 dias de idade n&o intoxicados e submetidos ao estresse
agudo de imobilizagdo e esta condicdo associada a separagdo materna quando
comparado com ratos adultos ndo intoxicados e néo estressados.

No teste do labirinto em cruz elevado ratos de 23 dias de idade intoxicados ou
nao e submetidos a separagdao materna ou esta condicdo associada ao estresse
agudo de imobilizagdo mostraram aumento significativo dos indices %NA e a %TA
quando comparado ao respectivo grupo nado estressado (tabela 7). Apenas as

diferencas no indice %TA se mantém na vida adulta (tabela 8).
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O estresse esta presente na nossa vida diaria e o SNC é o principal sitio de
ativagdo das respostas comportamentais e fisiologicas aos agentes estressores.
Porém, é também alvo da ativagdo neural e dos sistemas hormonais do estresse,
assim como os sistemas: cardiovascular, metabdlico e imunolégico. As respostas
neuroenddcrinas tém um papel essencial na mediacdo tanto das respostas
adaptativas, como mal-adaptativas, agindo em aspectos especificos da fisiologia de
cada tecido (McEwen, 2000; Stam et al., 2000). Embora a reac¢ao de estresse possa
resultar em doencas, € ela que torna possivel a sobrevivéncia e adaptagao dos
seres vivos aos inumeros estimulos ambientais a que estdo constantemente
expostos (Chrousos & Gold, 1998).

Os dados do presente trabalho mostram que os ratos nao intoxicados que
passaram pelo protocolo de estresse crénico de separacdo materna apresentaram
menor ganho de peso corporeo demonstrando a real condigdo de estresse a que 0s
animais foram submetidos, ja que uma diminuigdo no peso corporeo reflete o efetivo
estabelecimento da condigdo estressogénica cronica. Esses achados corroboram
relatos anteriores da literatura que mostram diminuicdo de peso de ratos recém-
desmamados isolados perinatalmente do contato com a mae (Lehmann & Feldon,
2000), bem como em ratos adultos submetidos a mesma condi¢gao (Zimmerberg &
Shartrand, 1992; Mclintosh et al., 1999; Slotten et al., 2006).

A exposigao continuada a um estimulo estressor e a ativagado prolongada do
eixo HPA elevam os niveis de glicocorticéides e induzem mudanga no metabolismo
em diregdo a um estado catabdlico generalizado, envolvendo gliconeogénese e
degradagao protéica em diversos tecidos, como musculo, 0sso e pele, levando a
uma diminuigdo da massa magra (Kyrou & Tsigos, 2007). Em adi¢gdo aos seus

efeitos catabdlicos diretos, os glicocorticoéides também interferem no eixo do
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by

crescimento levando a supressao da secre¢do do hormdnio do crescimento e
inibicdo da somatomedina C em seus tecidos-alvo (Burguera et al., 1990; Kacsoh et
al., 1990). Tais efeitos dos glicocorticdides poderiam parcialmente explicar a
diminui¢cdo de peso corporeo observado em ratos submetidos a separagdo materna.
Ainda, a alterac&o de peso corpéreo observada ao longo do desenvolvimento reforga
a importancia de eventos estressogénicos no periodo inicial da vida sobre processos
fisiologicos e fisiopatologicos na vida adulta.

A modulacdo do sistema cardiovascular por meio de aumento da frequéncia
cardiaca e pressao arterial e vasodilatacdo em alguns leitos e, em oposigdo a
vasoconstricdo em outros, permite o redirecionamento adequado dos substratos
energéticos em situagdes de estresse (Chrousos, 1998, Ottenweller, 2000; Pacak &
McCarty, 2000).

Os (glicocorticoides desempenham importante papel na manutencgao
hemodinamica frente a situagdes estressogénicas através de aumento da resposta
simpatoneural/simpatoadrenal ao estressor em niveis central, adrenal e da
vasculatura. Na adrenal, os glicocorticdides tém a fungdo de estimular as células
cromafins da medula a sintetizar adrenalina a partir da noradrenalina (Kvetnansky et
al., 1995; Bornstein et al.,1999). Na vasculatura periférica, os glicocorticdides podem
agir diretamente através de seus receptores tipo 2 localizados no musculo liso
vascular e assim aumentar a resisténcia periférica (Horwitz, 1982; Moura & Worcel,
1984), o que poderia explicar os picos hipertensivos que 0s animais recém-
desmamados submetidos ao estresse crbénico apresentaram ao longo do seu
desenvolvimento. Ainda, dados anteriores do nosso laboratério mostraram aumento
da pressao arterial de ratos expostos ao estresse agudo de imobilizagao por 2 horas

(Vinha,1999).
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Semelhantemente ao estresse, a intoxicagdo perinatal pelo Pb determinou
aumento significativo de pressao arterial sistdlica a partir do 22° dia pds-natal. O
aumento sustentado da pressao arterial de ratos intoxicados por Pb confirmou
relatos anteriores da literatura que mostraram hipertensao arterial associada ao
saturnismo (Lal et al., 1991; Nowack et al., 1993; Purdy et al., 1997; Vaziri, 2002). O
estresse de separagdo materna nao alterou de modo significativo a modulagao da
pressao arterial dos animais intoxicados previamente pelo Pb, ja que estes animais
permaneceram com niveis de pressoricos semelhantes aos animais intoxicados e
nao estressados. Entretanto, este ponto merece investigagdes futuras.

Em relacio a alteragdes no sistema cardiovascular induzidas pelo estresse, séo
descritos: reducdo persistente na sensibilidade a NA no cortex cerebral de ratos
expostos ao choque cronico na pata (Stone, 1981); diminuigdo de sensibilidade aos
efeitos pressores e cronotropicos das catecolaminas em ratos submetidos ao
estresse de imobilizagado (Torda et al., 1981; Capaz & De Moraes, 1988; Moura & De
Moares, 1994); aumento do efeito inibitério do endotélio sobre as contragdes
induzidas por NA em aorta de ratos submetidos a diferentes condicbes de estresse
(Lapshin et al., 1991; Vassilieff & Cordellini, 1992; Cordellini & Vassilieff, 1994).
Ainda, o aumento do efeito inibitério do endotélio apds o estresse parece estar
associado a um aumento na atividade do sistema o6xido nitrico endotelial (Cordellini
& Vassilieff, 1998).

A intensidade da resposta cardiovascular induzida pelo estresse pode variar de
acordo com a qualidade e a intensidade do agente estressor e com as condigbes de
exposi¢cdes ambientais prévias as que o individuo esteve submetido. A resposta
adaptativa ao estresse é ainda dependente da idade do animal no momento da

exposicao ao agente estressor. Assim, as concentragdes plasmaticas de
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glicocorticéides tendem a aumentar em individuos idosos, pois 0 processo de
envelhecimento contribui, em parte, para promover uma downregulation dos
receptores de corticosterdides no hipocampo e hipotalamo. Como consequéncia,
ocorre uma resisténcia do eixo HPA para as ag¢des de retroalimentacdo negativa
promovidas pelos préprios glicocorticoides (Buckingham, 2000; Rich & Romero,
2005). No presente estudo, ratos de 23 dias de idade mostraram-se mais resistentes
a alteragcbes de reatividade vascular frente aos diferentes protocolos de estresse
quando comparados aos ratos adultos (70 dias de idade).

A exposicao ao estresse agudo de imobilizagédo e esta condi¢cao precedida do
estresse crénico de separacdo materna determinaram resposta vascular adaptativa
de mesma magnitude em ratos adultos, caracterizada por um decréscimo da
reatividade da aorta a noradrenalina consequente a uma hiperatividade da célula
endotelial. Esses achados confirmam relatos anteriores da literatura mostrando
hiperatividade do endotélio apds exposicao ao estresse (Cordellini & Vassilief,1998;
Manuhkina, et al., 1991). Entretanto, o estresse de separagdo materna per se nao
determinou qualquer alteracdo de reatividade da aorta a noradrenalina, mostrando
que a resposta vascular adaptativa ao estresse depende do protocolo de estresse
utilizado.

Contrariamente, exposicoes prévias ao estresse cronico podem diminuir a
resposta adaptativa ao estresse agudo. Uma diminuicdo da resposta adaptativa foi
observada para niveis hormonais, contragao auricular, niveis de arginina e lesdes
gastricas depois da exposicédo a diferentes condigbes de estresse (Meerson et al.,
1983; Milakofsky et al., 1993). Ainda, em relacdo a célula endotelial foi descrito que
a exposigcao cronica ao estresse pode impedir a hiperatividade endotelial induzida

pelo estresse agudo e afetar de modo benéfico o decurso temporal da pressao
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arterial pos-infarto (Lapshin et al.,1991; Manuhkina, et al., 1991) ou potencializar
este efeito (Cordellini & Vassilieff, 1998), diferentemente do observado no presente
estudo.

A concentragdo maxima sanguinea de Pb estabelecida para a protecéo de
trabalhadores contra os efeitos desse metal a saude € de 30 ug/dl, e em criangas e
maes em idade fértil é de 10 pg/dl (ACGIH — American Conference of Governmental
Industrial Hygienists, 1998) (ACGIH, 2002). Niveis sanglineos de Pb entre 10-20
ug/dl foram responsaveis por alteragdes comportamentais em ratos com 23 dias e
déficit cognitivo em criangas (Davis et al., 1990; Davidson, 1994; Moreira et al.,
2001). Niveis de Pb acima de 37 pg/dl, no homem, e maiores do que 12 ug/dl, em
ratos adultos, determinaram hipertenséo arterial (Pocock et al., 1984; Gonick et al.,
1997; Carmignani et al., 2000; Malvezzi et al., 2001). Dessa forma, os niveis
sanguineos de Pb alcangados no presente trabalho representariam niveis
associados a efeitos adversos a saude. Ainda, o Sistema de Informacdo de
Avaliacado de Risco considera intoxicagado baixa, média ou elevada, no homem, para
niveis sanguineos menores do que 20 ug/dl, entre 21-40 pg/dl, ou maiores do que 41
ug/dl, respectivamente (Davidson, 1994).

Embora sejam observados efeitos semelhantes no homem e na crianga, esta
€ mais susceptivel a exposicao pelo Pb do que o individuo adulto. Os efeitos mais
criticos da intoxicacdo pelo Pb ocorrem em criangas expostas durante o
desenvolvimento fetal, pds-natal ou ambos. Danos irreversiveis sao observados com
niveis sanguineos maiores ou iguais a 100 ug/dl em adultos e entre 80-100 ug/dl em
criangas; morte pode ocorrer nas mesmas doses sanguineas de Pb em criancgas.
Aquelas que sobrevivem a estes niveis elevados de exposicdo mostram retardo

mental severo e permanente. Estudos em criangas tém mostrado déficit de Ql
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(quociente de inteligéncia) de 05 pontos com niveis sanguineos de 50-70 ug/dl, 04
pontos com niveis de 30-50 ug/dl e 02 pontos com 15-30 ug/dl (Davidson, 1994).
Em 1981, Carmichael et al. sugeriram o regime de exposi¢ao pelo Pb nas doses de
300, 600 e 1000 ppm durante a prenhez e a amamentagao como modelo para se
investigar os efeitos deste metal no desenvolvimento do sistema nervoso em ratos.
Este protocolo determinou valores de aproximadamente 39, 54 e 85 png/dl,
respectivamente, de Pb no sangue de filhotes de 21 dias.

Em adultos, o sistema cardiovascular representa um alvo particularmente
sensivel ao Pb. Popcock et al. (1984) mostraram que pressao sistolica maior que
160 mmHg e diastdlica maior que 100 mmHg estdo associadas a niveis sanguineos
de Pb maiores que 37 ug/dl. Ainda, hipertrofia ventricular esquerda também se
associa positivamente aos niveis plasmaticos de Pb (Schwartz, 1991). Disturbios da
atividade elétrica, mecanica e bioquimica cardiaca, sinais de degeneragao vascular,
anormalidade da funcdo do musculo liso vascular, alteracdo da complacéncia dos
vasos tém sido descritos em humanos expostos cronica e agudamente a niveis
toxicos de Pb. Complicagdes cardiovasculares semelhantes foram também
detectadas apds exposicao excessiva a este metal em animais de experimentagao
(Kopp et al., 1988). Entretanto, a literatura ainda € falha sobre as alteragbes
cardiovasculares e de reatividade vascular na intoxicacao pelo Pb, tanto no adulto
Ccomo na crianga, principalmente em exposicao perinatal.

No presente estudo, a intoxicacdo perinatal pelo Pb determinou aumento
significativo de pressao arterial sistdlica a partir do 22° dia pds-natal. O aumento
sustentado na pressao arterial de ratos intoxicados por Pb confirmou relatos
anteriores da literatura que mostraram hipertenséo arterial associada ao saturnismo

(Lal et al., 1991; Nowack et al., 1993; Purdy et al., 1997; Vaziri, 2002).
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A exposicao ao Pb durante a prenhez e a lactagao determinou um aumento de
reatividade a noradrenalina em aorta de ratos adultos. Entretanto, nos filhotes de 23
dias de idade, a exposicdo perinatal ao Pb determinou hipertensao arterial ndo
associada a alteragbes significativas de reatividade vascular. Nesta condicéo, a
hipertensdo arterial poderia estar sendo mantida pela presenga de fator(es)
circulante(s) e alteragbes hemodinamicas.

O Pb pode alterar a capacidade de contragdo dos vasos por atuar diretamente
sobre o musculo liso vascular (Tomera & Harakal, 1986) e/ou indiretamente
alterando a sintese e/ou liberacdo de fatores humorais vasoativos, tanto da célula
endotelial quanto das células presentes em outros 6rgaos (Goodfriend et al., 1995;
Oishi et al., 1996; Gonick et al., 1997; Carmignani et al., 1999; Vaziri et al., 1999).

A alteracdo de reatividade vascular observada no presente estudo apos
exposicdo ao Pb, caracterizou-se por um aumento da resposta maxima a
noradrenalina em aorta com endotélio. Entretanto, nenhuma alteracao de reatividade
a este agente foi observada em aorta sem endotélio de ratos intoxicados. Isto
sugere, uma disfungdo da célula endotelial como responsavel pelas alteragdes de
reatividade vascular induzidas pelo Pb que ndao comprometeu o musculo liso
vascular. Tais observagbes corroboram dados anteriores da literatura que
reportaram um aumento na reatividade da artéria caudal e dos vasos mesentéricos a
agonistas adrenérgicos em animais cronicamente expostos ao Pb (Webb et al,
1981; Skozynska et al., 1986; Chai & Webb, 1988). Por outro lado, Purdy et al.
(1997) nao observaram qualquer alteragdo de reatividade a noradrenalina,
fenilefrina, acetilcolina e nitroprussiato de sddio em aorta de ratos intoxicados pelo
Pb na vida adulta. Uma disfuncdo da célula endotelial induzida pelo Pb foi

anteriormente descrita por Pirkle et al. (1985) que observaram uma inibicdo na
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geragdo de NO em alguns casos de hipertenséo arterial associada a intoxicagéo por
este metal. O Pb inibe a produgdo de NO em células endoteliais cerebrais (Blaska et
al., 1994; Mittal et al., 1995), macréfagos (Tian & Lawrence, 1995), e células
endoteliais de aorta (Kaiji et al., 1995). Ainda, altera¢des no balango entre fatores de
contragcdo e de relaxamento derivados do endotéllio podem contribuir para a
hipertensdo associada ao saturnismo. Desta forma, uma diminuicdo no componente
vasodilatador, NO e/ou fator hiperpolarizante derivado do endotélio, e um aumento
no componente vasoconstritor, endotelina-3 e espécies reativas de oxigénio, tém
sido sugeridos como responsaveis pela hipertensdo arterial induzida pelo Pb (Khalil-
Manesh et al., 1993; Oishi et al., 1996; Gonick et al., 1997; Ding et al., 1998; Vaziri et
al. 1999; Ding et al., 2000).

Embora a exposi¢ao perinatal ao Pb ndo tenha determinado qualquer alteracdo
da reatividade da aorta a noradrenalina em ratos de 23 dias de idade, este
procedimento tornou o animal recém-desmamado susceptivel ao estresse, uma vez
que tanto o estresse agudo de imobilizagdo quanto esta condicédo precedida a
separagdao materna determinaram hiporreatividade da aorta a noradrenalina
dependente da integridade da célula endotelial, efeito ndo observado no rato recém-
desmamado né&o intoxicado. Esses dados corroboram a literatura que relata que a
exposicao da mae ao Pb pode alterar permanentemente a fungao do eixo HPA e a
resposta a desafios estressogénicos nos filhotes. Assim, Virgolini et al. (2005)
mostraram que ratos expostos ao Pb, mas nao ratos controles, exibem significativa
elevacao dos niveis de corticosterona em resposta ao estresse de frio subsequente.

Ainda que a exposicao perinatal ao Pb tenha determinado hiperreatividade da
aorta a noradrenalina em ratos adultos, este procedimento ndo impediu a resposta

vascular adaptativa ao estresse agudo de imobilizagdo. Entretanto, ratos intoxicados
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de 70 dias de idade mostraram-se menos susceptivel ao estresse em relacdo aos
ratos recém-desmamados expostos ao Pb durante a prenhez e a amamentacéo, ja
que a hiporreatividade a noradrenalina observada em ratos adultos nao intoxicados
submetidos ao estresse agudo de imobilizagdo precedido de separagdo materna foi
abolida pela exposi¢ao perinatal ao Pb.

Sabe-se que a resposta vascular adaptativa ao estresse envolve um aumento
na producdo e/ou liberacdo de fatores de relaxamento derivados do endotélio
(Solodkov & Bozhko, 1994; Cordellini & Vassilieff, 1998, enquanto que a exposi¢ao
ao Pb determina uma diminui¢cao dos fatores de relaxamento derivados do endotélio
e/ou aumento dos fatores de contragdo derivados do endotélio (Grizzo et al., 2008,
Vaziri, 2008). Assim, uma oposi¢do na producado de fatores de relaxamento e
contracao durante o efeito combinado de exposi¢cao ao estresse e intoxicagao ao Pb
poderia justificar a perda da resposta vascular adaptativa ao estresse de separagao
materna associado ao estresse agudo em ratos intoxicados adultos em relagao aos

ratos ndo intoxicados na mesma idade.

Comportamento

A semelhanca do sistema cardiovascular, o sistema nervoso central também se
mostra vulneravel a exposi¢cao ao estresse e metais pesados. Assim, a literatura
relata alteracbes no comportamento de ratos submetidos a uma diversidade de
condigdes estressogénicas, durante diferentes etapas do desenvolvimento pré e
pos-natal ou na vida adulta (Vinogradova, 1999; Ordyan & Pivina, 2003; Louvart et
al., 2005; Cory-Slechta, et al., 2008). Ainda, a exposigdo prévia a um agente
estressor pode modular as respostas adaptativas relacionadas a um estresse

subsequente (Young & Cook, 2004).
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De modo geral, o comportamento de ratos é investigado através da observagéo
em campo aberto que avalia a atividade geral do animal e do teste de labirinto em

cruz elevado que avalia a ansiedade do animal.

No presente estudo, o teste de campo aberto mostrou um aumento significativo
na locomogéo de ratos recém-desmamados e adultos n&o intoxicados e expostos a
separagao materna no periodo perinatal, corroborando achados da literatura que
relatam aumento da atividade exploratoria de ratos isolados cronicamente da mae e
expostos a um ambiente novo, como acontece no campo aberto (Slotten et al.,
2006). Entretanto, o estresse agudo de imobilizagdo por 2 horas n&o foi capaz de
alterar a locomocgao de ratos recém-desmamados e adultos expostos ou ndo ao Pb
no periodo perinatal. Esse dado sugere que a qualidade, a freqliéncia e/ou a
intensidade do agente estressor seja definitiva para a resposta comportamental

adaptativa ao estresse.

A literatura também relata que a exposicdo prévia ao estresse cronico pode
modificar ou ndo alterar a resposta ao estresse agudo (Pol et al., 1995; Cordellini &
Vassilieff, 1998). No presente estudo, a locomogdo em campo aberto observada
ap6s exposigdo ao estresse agudo nao foi modificada pela exposicdo prévia ao
estresse de separacao materna.

Poluentes ambientais como o Pb podem agir como agentes estressores
induzindo alteragdes comportamentais e fisiolégicas. A exposi¢cao ao Pb durante o
periodo perinatal determinou aumento na locomocao de ratos recém-desmamados
que nao se prolongou na vida adulta, a semelhanga do observado tanto para o
estresse de separacdo materna quanto esta condicdo associada ao estresse de

imobilizacdo. Aumento na atividade locomotora foi anteriormente descrita em ratos e
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camundongos expostos ao Pb no periodo perinatal (DeLuca et al., 1989; Rodrigues
etal., 1996).

O eixo HPA e o sistema simpato-adrenal representam o ramo periférico do
sistema de estresse. Sabe-se que a exposicao pré-natal ao Pb afeta a fungdo do
eixo HPA, aumentando os niveis basais de corticosterona em filhotes e
consequentemente alterando a habilidade de gerenciar condigbes estressogénicas
futuras, como mostra a diminuicdo nos niveis de corticosterona apds desafios
subsequentes (Cory-Slechta et al., 2004; Virgollini et al., 2004; Virgollini et al., 2006).
Assim, a nao potencializacdo da atividade locomotora apds exposi¢cao simultanea a
ambas condigbes, estresse e intoxicagdo, sugerem uma habituagdo do ramo
periférico do estresse apds exposig¢ao ao Pb.

A diminuicido da atividade vertical, representada pelo levantar, observada em
ratos intoxicados recém-desmamados e adultos apds exposi¢cao ao estresse agudo
poderia ser explicada pelo aumento significativo do tempo gasto na limpeza. Por sua
vez, o aumento do levantar apenas em ratos nio intoxicados adultos submetidos
aos estresses de separagao materna e imobilizagdo aguda mostra que a capacidade
de gerenciar o estresse agudo na vida adulta sofre influéncias de eventos
estressogénicos ocorridos no inicio da vida e mostra-se sensivel a exposig¢ao ao Pb.

A limpeza € um comportamento que ocorre primariamente apds varias
atividades e estressores estando, portanto, relacionada ao estado de relaxamento,
pelo menos nos mamiferos (Spruijt et al., 1992). Quando nenhum desafio do meio &
percebido, justificando a manutengcdo do estado de alerta, o comportamento de
limpeza pode ser desinibido (Spruijt et al., 1992). A exposi¢cdo perinatal ao Pb
determinou diminuicdo da limpeza em ratos recém-desmamados nao estressados

que se perpetuou na vida adulta, mostrando que a exposicdao ao Pb determina
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aumento da percepcado e reatividade ao estresse. Resultado semelhante foi
observado em ratos adultos n&o intoxicados expostos a separagdo materna
associada ao estresse agudo de imobilizagdo, sugerindo que a experiéncia
estressogénica durante estagios iniciais da vida pode comprometer a percepgéo ao

estresse na vida adulta.

O teste de labirinto em cruz elevada é um modelo utilizado para acessar o grau
de ansiedade de animais de laboratério (Pellow et al., 1985), o qual avalia o padréao
das respostas nao-condicionadas do animal a situagdes potencialmente perigosas
do meio, ou seja, o quanto o animal evita lugares abertos e novos, onde a
porcentagem de tempo gasto no brago aberto é inversamente proporcional a
ansiedade do animal (Pellow et al., 1985; Cruz et al., 1997). Independentemente da
intoxicagdo, a separagdo materna, mas nao o estresse agudo de imobilizagdo,
determinou um aumento nos indices de entrada nos bracos abertos (%NA) e do
tempo de permanéncia nestes bragos (%TA) de animais recém-desmamados. Esses
dados sugerem uma diminui¢do dos niveis de ansiedade induzida pelo estresse que
nao é afetada pela exposicdo ao Pb. Ainda, o efeito ansiolitico do estresse mantém-
se ao longo da vida, como mostra o persistente aumento na %TA em ratos com 70
dias de idade. Independentemente da idade ou da exposicdo ao Pb, a experiéncia
prévia ao estresse de separagcao materna nao afetou o comportamento no labirinto

em cruz elevado induzido pelo estresse agudo.

Finalmente, o aumento do comportamento exploratério observado no campo
aberto vem confirmar o efeito ansiolitico observado no labirinto em cruz elevado dos
protocolos de estresse utilizados no presente estudo, ainda que a literatura relate

diminuicdo da ansiedade em condi¢cdes de estresse. Tal divergéncia de resultados
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Discussdo

poderia ser atribuida a diferengas na espécie animal, no periodo de vida durante a
exposi¢ao ao estresse, na qualidade, frequéncia e/ou duracdo do estresse, entre

outros (Pacak et al., 1998; McEwen, 2007).

Em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que o sistema
cardiovascular e o sistema nervoso central, avaliado através dos estudos de
comportamento, sao afetados de modo diferencial pela exposicdo ao Pb e pelo
estresse, uma vez que observou-se interagdo entre Pb e estresse apenas para a

resposta vascular e ndo para a resposta comportamental.
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Conclusdo

—

A expressédo da resposta vascular adaptativa aos diferentes protocolos de

estresse foi dependente da idade do animal.

A exposicao perinatal ao Pb determinou hipertensao arterial em ratos recém-
desmamados e adultos que esteve associada a hiperreatividade da aorta

toracica apenas em ratos adultos.

Tanto a resposta vascular adaptativa ao estresse quanto a hiperreatividade
da aorta ao Pb mostraram-se dependentes da integridade da célula endotelial

e nao envolveram alteracdes na musculatura lisa vascular.

A exposicdo ao chumbo comprometeu, mas ndo aboliu a expressdo da

resposta vascular adaptativa ao estresse.

A exposicao perinatal ao Pb aumentou o comportamento exploratério de ratos

recém-desmamados que nao se prolongou na vida adulta.

Na dependéncia do protocolo utilizado, o estresse aumentou o

comportamento exploratorio que nao foi alterado pela exposicédo perinatal ao

Pb e ndo se prolongou na vida adulta.

O estresse de separacdo materna mostrou efeito ansiolitico em ratos,

independentemente da idade e da exposi¢cao perinatal ao Pb.
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