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RESUMO

O processo de mineracdo tem grande importancia econdmica para o pais, no
entanto, pode causar sérios danos ambientais, principalmente no que diz respeito a
desfiguracéo da paisagem. Neste contexto, o acidente em mariana causou diversos
prejuizos devido ao escoamento de mais de 70 milhdes de m3 de lama de rejeitos da
mineracéao, que atingiu de forma direta toda a populacdo dos vilarejos proximos e os
rios que se encontravam no curso do derramamento, entre eles o rio Doce,
contaminando as suas aguas, que em alguns casos € a Unica fonte hidrica dos
moradores. Este trabalho se justifica entdo pela necessidade de avaliar os impactos
desta agua in vivo, devido a sua alta concentracdo de metais pesados, que podem
causar neurotoxicidade, e pela preocupacdo dos cidaddos em consumi-la. Neste
estudo, foram tratados dois grupos de ratos com agua do rio Doce, Naque e
Regéncia com relacédo a evolucdo de peso, consumo de agua e comportamento no
teste do nado forcado e no teste do campo aberto ao longo de 100 dias. Os
resultados mostraram que n&o houve diferenca significativa (p>0,05) no ganho de
peso e consumo de agua entre 0s grupos, sendo que estes seguiram o padrédo
mostrado na literatura. Além disso, nos testes comportamentais, apesar de haver
diferenca significativa em algumas variaveis ndo foi observado no geral efeitos
comportamentais que justifiquem efeitos depressogénicos ou ansiogénicos, em

nenhum dos grupos.

Palavras-chave: Rio Doce. Agua. Ambiente. Mineracdo. Neurotoxicidade.
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ABSTRACT

The mining process has great economic importance for the country, however,
can cause serious environmental damage, especially with regard to landscape
disfiguration. In this context, the Mariana accident caused a number of damages due
to the disposal of more than 70 million m3 of tailings mud from the mine, which
directly affected the entire population of the nearby villages and the rivers that were
in the course of the spill, They the Doce river, contaminating its waters, which in
some cases is the only water source of the residents. This work is justified by the
need to evaluate the impacts of this water in vivo, due to its high concentration of
heavy metals, which can cause neurotoxicity, and the citizens' concern to consume it.
In this study, two groups of rats were treated with water from the river Doce, Naque
and Regéncia in relation to weight evolution, water consumption and behavior in the
forced swimming test and the open field test over 100 days. The results showed that
there was no significant difference (p> 0.05) in the weight gain and water
consumption between the groups, and these followed the pattern shown in the
literature. Moreover, in behavioral tests, although there was a significant difference in
some variables, behavioral effects that warranted depressogenic or anxiogenic

effects were not observed in any of the groups.

Keywords: Sweet River. Water. Environment. Mining. Neurotoxicity.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Contextualizacdo do Problema

O processo de mineracdo é de relevante importancia para a economia do
Brasil, sendo responsavel pela ocupacao de cerca de 5% do PIB industrial além de
gerar lucros advindos da exportacdo de minérios brutos, como o ferro. Este setor se
destaca ainda pela geracdo de emprego e por consequéncia, na melhora da
gualidade de vida e bem estar das pessoas (NETO et al.,, 2014; SILVA, 2007;
IBRAM, 2014%).

Minas Gerais € o0 estado brasileiro com maior representatividade na
mineragdo, sendo responséavel pela extracdo de mais de 160 milhdes de toneladas
por ano de minério de ferro e € o responsavel por aproximadamente 35 % da
producao de minérios em geral do pais (IBRAM, 20142; VIEIRA, 2011; RODRIGUES,
COSTA, 2015).

A extracdo de minérios produz residuos, chamado de rejeito, e para obtengéo
dos elementos de interesse econémico e seu armazenamento pode ser feito de trés
formas: em superficie, em escavacdes subterraneas e em ambientes subaquaticos.
A disposicao em superficie € a mais aplicada, podendo o material ser disposto em
barragens ou diques; em pilhas de rejeito se o material estiver na forma sélida; ou na
propria mina, em areas ja lavradas ou minas abandonadas. Os diques normalmente
recebem a denominacdo de barragens quando s&o construidos em areas planas ou
com pouca inclinagdo, ou quando construidos em vales (SANTOS, 2010). Ja o
descarte destes pode ser feito de duas formas: liquida (polpas), sendo o seu
transporte feito em tubulag6es através de bombas ou por gravidade; ou solida (pasta
ou granel), com o transporte feito por caminhdes ou correias transportadoras
(SANTOS, 2010; DUARTE, 2008).

De acordo com LOTTERMOSER (2007) as barragens de contencdo em sua
elaboracdo devem ter como prioridades: a estabilidade em longo prazo contra a
erosdo e movimento de massas, a prevencao da contaminacdo ambiental do solo e
da superficie das aguas e proporcionar a reutilizacdo da terra ap0s a utilizacdo da
area. Além disso, o represamento dos rejeitos deve ser feito de forma segura e
estavel. No entanto, podem ocorrer erros durante esses processos, especialmente

bY

no que diz respeito a estabilidade, levando a graves problemas, entre eles o



rompimento da mesma, gerando diversos prejuizos, tanto econdmicos quanto
ambientais.

Neste contexto, € notavel que a relacdo entre as formas de descarte de
rejeitos de mineragcdo e o meio ambiente seja capaz de causar sérios danos. De
acordo com Mechi e Sanches (2010), os principais prejuizos dizem respeito a
desfiguracdo da paisagem, supressdo da vegetacdo ou impedimento de sua
regeneracdo, reducdo ou destruicdo de habitat, afugentamento e morte de
espécimes da fauna e da flora terrestres e aquéticas, sendo a ultima devido a
sedimentagdo nos sistemas fluviais, causando extincdo de espécies, interrupcdo de
corredores de fluxos génicos e de movimentacdo da biota, entre outros. No que se
refere & acdo humana sdo pertinentes os impactos a saude causados pela poluicédo
sonora, do ar, da 4gua e do solo (LOTTERMOSER, 2007).

Além dos danos citados acima a contamina¢do por metais como antimonio,
arsénio, cadmio, cobre, chumbo, uranio, zinco, aluminio, manganés, entre outros,
causada pelos rejeitos e pelas aguas de drenagem acida mineira (AMD) que se
origina a partir da reagdo autocatalitica de oxidag&o de sulfetos minerais, & de suma
importancia, pois podem desencadear efeitos toxicos, corrosivos ou radioativos, ou a
combinagdo destes, tanto quando ingeridos, como quando inalados
(LOTTERMOSER, 2007).

Um exemplo deste impacto da atividade mineradora no ambiente em que se
insere foi o rompimento da barragem de Funddo pertencente a Samarco em
Mariana-MG no dia 5 de novembro de 2015 que causou sérios prejuizos. De acordo
com PORTO (2016) o ocorrido ficara marcado como uma das maiores tragédias
socioambientais do pais. Escoaram-se mais de 70 milh6es de metros cubicos de
lama de rejeitos de mineracao de ferro. Além de atingir outra barragem, chamada de
Santarém e destruir vilarejos como Bento Rodrigues, que teve mais de 80% de suas
edificacfes cobertas além de ter causado graves impactos estruturais também no
distrito Paracatu de Baixo, a lama percorreu 663 km ao longo dos rios Gualaxo do
Norte, Carmo e Doce, chegando a foz deste e afetando seu ecossistema marinho
em area de reproducédo de espécies marinhas.

O desastre causou varios danos, tais como: morte de trabalhadores de
mineracéo, deslocamento e morte de cidadédos das cidades afetadas, devastagao
das cidades, destruicdo de areas agricolas, pastagens, areas de preservacao

permanente e flora nativa da Mata Atlantica (mais de 15 km?), mortalidade da biota



aquética e terrestre e fauna dependentes de &gua, interrupcdo da geragcdo de
energia elétrica, abastecimento de agua, pesca, turismo, entre outros (SEGURA et
al, 2016).

Na bacia do rio, 11 toneladas de peixes mortos foram recolhidas e talvez
cinco espécies tenham sido extintas, com décadas sendo estimadas para a
recuperacao da area (PORTO, 2016). Além disso, pesquisa da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) revelou que a area de 1.430 hectares
atingida pela lama nos municipios de Mariana, Barra Longa e Rio Doce néo
apresenta mais condi¢cfes para o desenvolvimento de atividades agropecuarias, pois
a camada superior depositada impede a fertilidade do solo e demorara anos de
investimento para sua recuperacao.

A populacdo ainda estd muito temerosa quanto ao consumo da agua
proveniente dos locais afetados pelo acidente e a procura de respostas para
perguntas como: “a agua esta contaminada por metais pesados?”, “quais os efeitos
dessa lama para a saude?”, “os peixes do mar podem ser consumidos?’, ainda
assombram os moradores afetados. Muitos laudos foram apresentados e duas
posicdes antagdnicas se estabeleceram: a empresa e 6rgaos estatais afirmando que
a agua tratada ndo oferece riscos a saude, e de outro lado, pesquisadores
independentes e organizacdes ambientalistas que afirmam a existéncia de metais
pesados na agua do rio (ORGANON, 2015).
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Figura 1 - Pontos de amostragem ao longo do Rio Doce (setas vermelhas) e em
alguns afluentes (setas em azul). M2 — Rio Gualaxo do Norte a montante do
despejo; J1 — Rio do Carmo a jusante do despejo e ndo impacto pelo rejeito; J2 —
Rio Gualaxo do Norte a jusante do despejo; J3 — Rio do Carmo a jusante do
despejo; J4 a J17 — Rio Doce (da cidade de Rio Doce até a foz em Regéncia); C1 —
Rio Piranga; C2 — Rio Piracicaba; C3 — Rio Santo Antonio; C4 — Rio Guandu. Mapa:
A. Terumi Fushita — Universidade Federal de S&o Carlos — Laboratério de Andlise e
Planejamento Ambiental (LAPA). Fonte: GIAIA — 22 Expedicdo a Bacia do Rio Doce
(30/03 a 08/04/16)

Entre os varios relatérios realizados, como o do IBAMA, do Ministério Pablico,
da Marinha, entre outros, houve também os do GIAIA (Grupo Independente de
Avaliacdo do Impacto Ambiental), onde foram feitas expedi¢cOes para coleta de agua
nos pontos mais afetados, mostrados na figura 1 e os dados foram publicados no
relatorio de analises fisico-quimicas do Rio Doce e afluentes (Andlises realizadas in
situ) — 22 Expedicdo a Bacia do Rio Doce (30/03 a 08/04/16) e relatério-técnico de
determinacao de metais na bacia do rio doce (periodo: dezembro-2015 a abril-2016)

Nestes relatérios foram obervadas concentracdes elevadas de metais em



diversos pontos do rio, inclusive nos tratados neste trabalho, que foram Naque e
Regéncia. Dentre os metais encontrados acima do permitido pela legislacdo em toda
a extensdo da Bacia do Rio Doce, os encontrados nos pontos estudados neste
trabalho foram: aluminio, arsénio, cadmio, ferro, manganés, niquel e selénio, sendo
gue para o aluminio e o ferro totais ndo existe limite estabelecido pela mesma. Além
disso, também foi apresentada alteracdo no padrdo de qualidade fisico-quimico de
turbidez, estando acima do permitido, e este pode ser explicado devido a maior
presenca de soélidos em suspenséo, tais como particulas inorganicas (areia, silte,
argila) e de detritos organicos, como algas e bactérias, plancton em geral, entre

outros, como apresentado na tabela 1.

Tabela 1. Materiais inorganicos e padrdes de qualidade exigidos pela
legislacdo e encontrados com alteracdo em expedicdo do GIAIA nos pontos

Naque e Regéncia

CONAMA J11- Naque J17- Regéncia
Metais 357/2005 | Expedicdo | Expedicdo | Expedicdo| Expedicdo
(mg/L) 1 (mg/L) 2 (mg/L) 1 (mg/L) 2 (mg/L)
Al Dissolvido 0,1 <0,02 <0,02 Nao coletada <0,02
Al Total - 8,60+1,42 | 2,27+1,26 4,16+0,29 0,93+0,01
As Total 0,01 <0,002 <0,002 0,02+0,01 | 0,008+0,002
Cd Total 0,001 0,004+0,002 <0,001 0,007+0,004 <0,001
Fe Dissolvido 0,3 0,043+0,004 <0,01 Nao coletada <0,01
Fe Total - 25,49+16,76| 6,69+0,24 4,28+0,37 1,33+0,02
Mn Total 0,1 1,21+0,39 | 0,142+0,001| 0,160+0,001| 0,027+0,001
Ni Total 0,025 0,05+0,01 <0,01 0,05+0,01 <0,01
Se Total 0,01 <0,01 <0,01 0,03+0,01 <0,01
Turbidez Até 40 UNT] 136,67 + 3,51 UNT 36, 33+ 12,86 UNT

Fonte: GIAIA, 2016; CONAMA 357/2005.

A legislacdo que estabelece os parametros de concentracdo de metais e de
gualidade fisico-quimica da agua € a resolucdo CONAMA 357 de 2005, que também
trata das subdivisdes dos tipos de agua, entre elas a agua doce, como sendo aquela
com salinidade igual ou inferior a 0,5 %. Entre os fatores de qualidade observados
para agua do tipo 2 (como a do Rio Doce) estdo: a ndo verificacdo de efeito toxico
crénico a organismos, a auséncia virtual de materiais flutuantes, a presenca de
corantes provenientes de fontes antrépicas que ndo sejam removiveis por processos
convencionais, o limite de coliformes termotolerantes ou a presenga de E. Coli, cor
verdadeira, pH e turbidez, entre outros (CONAMA 357 de 2005).



Véarios dos metais em excesso aqui encontrados podem desencadear
diversos efeitos neurotdxicos e neurocomportamentais importantes, como destrui¢ao
de neurdnios, ansiedade e depressao, por exemplo. Esse fato torna ainda mais
relevante a avaliacdo da toxicidade desta agua e a realizacdo de testes que
esclarecam as consequéncias da exposicdo a mesma. Além disso, estes estdo em
coexposicdo o que pode agravar ou mesmo atenuar estes efeitos.

Em outros relatérios como o realizado pela equipe técnica da expedicdo Rio
Doce da Fundagdo SOS Mata Atlantica, do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), do IGAM (Instituto Mineiro de
Gestdo das Aguas) e de outros 6rgdos governamentais também foram encontrados
indices acima do preconizado para turbidez, manganés, aluminio, ferro e niquel.

Em estudo realizado por SEGURA et al (2016) comparando as concentracdes
de Fe e Mn em 4gua residual (afetada pela lama) em relacéo a legislacao brasileira
para corpos de agua, estes estavam cerca de 4 a 1,5 vezes mais elevada que o

permitido.

1.2 Efeitos Neurotéxicos Cronicos causados por Metais

A preocupacado e receio da populacdo em consumir a agua proveniente do
Rio Doce séo claramente justificaveis uma vez que diversos estudos na literatura
demonstraram a correlacdo de ingestdo de agua contaminada por metais e efeitos
diversos. As principais vias de exposicdo humana aos metais sdo a inalacao,
ingestdo e absorcdo através da pele, no entanto a biodisponibilidade destes é
dependente de varios fatores como a maneira e o tempo de exposicdo, a
capacidade de absorcédo, a presenca de outros metais, a idade e o estado de
desenvolvimento corpéreo (CORTECCI, G., 2016).

O aluminio (Al) € um metal ndo essencial e apresenta efeitos crénicos e
neurotdxicos importantes, sendo que em animais pode afetar a permeabilidade da
barreira hematoencefalica, a atividade colinérgica, as vias de transducdo de sinal,
pode desencadear peroxidacdo lipidica, prejuizo no ciclo glutamato-glutamina, e
causar interferéncia no metabolismo de elementos essenciais (POHL, H., RONEY,
N., ABADIN, H., 2016)

Em contraste com alguns estudos que vém desacreditando a participacéo
deste metal na Doenca de Alzheimer, principalmente por causa da escassez de

testes confidveis, dados sobre sua especiacdo quimica, e uma compreensao



incompleta da sua complexidade quimica em sistemas bioldgicos (ZATTA et al,
2009), a pesquisa de DRAGO, D. et al (2008) concluiu que os efeitos toxicos
celulares produzidos pelo agrupamento de proteinas beta amiloides com aluminio
foram significativamente mais pronunciados do que os obtidos com agrupamento
destas sozinhas. Este complexo organometalico estavel formado por Al -  amiloide,
aumenta a hidrofobicidade da superficie desta molécula proteica dramaticamente
devido a altera¢des conformacionais produzidas por este e outros metais, levando a
sua maior permeabilidade na barreira hematoencefélica.

O arsénio (As) € um metaloide toxico, sendo classificado pela International
Agency for Research on Cancer (IARC) como “carcinogénico aos humanos (grupo 1)
(BRUNTON et al, 2012). Uma longa exposicdo a compostos inorganicos de arsénio,
através da ingestédo de agua, pode conduzir a varias doencas tais como: conjuntivite,
hiperqueratose, hiperpigmentagcdo, doencgas cardiovasculares, distarbios no sistema
nervoso central e vascular periférico, cancer de pele e gangrena nos membros
(BARRA, C.M, SANTELLI, R.E, ABRAO, J.J,2000)

Um mecanismo proposto para a neurotoxicidade deste elemento € a
interferéncia com proteinas do citoesqueleto e hiperfosforilacdo (VAHIDNIA A. et al,
2007). Em conformidade com esse mecanismo GIASSON et al (2002), com cultura
de células demonstrou que a exposi¢cdo ao arsénio aumenta a concentracdo de
proteina B-amildide e induz a hiperfosforilacdo da proteina tau, que estabiliza os
microtdbulos, causando estresse oxidativo, inflamacdo, disfuncdo das células
endoteliais, e angiogénese.

Os principais efeitos crénicos do As manifestam-se semanas apds a primeira
exposicao, sendo muito comum o cancer de pele e o comprometimento do figado, e
neurologicamente, a neuropatia periférica e central. Estas podem causar prejuizos
as funcdes neuroldgicas, tais como a aprendizagem, memoéria de curto prazo e
concentracdo. A neuropatia periférica que pode durar varios anos ou até mesmo ao
longo da vida, pode levar a uma rapida e ascendente fraqueza grave, semelhante a
sindrome de Guillain-Barré, exigindo ventilacdo mecéanica, além poder levar a
axonopatia distal com desmielinizacdo, esta € comum em pessoas cronicamente
expostas a agua contaminada com As (VAHIDNIA A. et al, 2007; KLAASSEN, C. D.,
WATKINS lll, J. B., 2012).

A coexposicdo do As com outros metais e até mesmo outros compostos e

substancias é relevante, como exemplo, ensaio em criangas com media de 9 anos



de idade usando as concentragbes de chumbo e arsénico no cabelo como
biomarcadores de exposicao relataram uma interacdo que potencializou o efeito de
diminuicdo das competéncias em leitura e escrita, causados pelo arsénio (MOON C,
MARLOWE M, STELLERN J, ERRERA J, 1985). Em ratos foi observada que
coexposicdo ao arsénio e nicotina provoca aumento do estresse oxidativo em
comparacdo com animais normais, aumentando espécies reativas de oxigénio
cerebrais (JAIN, A.; AGRAWAL, S.; FLORA, S. J. S., 2015).

A exposicdo de embrides de peixe-zebra a arsénio e atrazina causa maiores
graus de anormalidades, tais como escoliose, retardamento do crescimento,
formacdo de edema pericardico e no saco vitelinico, além de que a combinacéo
destes causa mais estresse oxidativo a partir da peroxidacao lipidica, reducdo dos
niveis de glutationa e da atividade da catalase, que individualmente (ADEYEMI, J.
A., DA CUNHA, M. J. A, BARBOSA,F, 2015).

O cadmio na intoxicacao cronica tem efeitos como a doenca pulmonar crdnica
obstrutiva e enfisema, além de disturbios crénicos dos tdbulos renais, problemas
cardiovasculares e no sistema esquelético, cuja gravidade € proporcional ao tempo e
a intensidade da exposicdo, devido ao seu carater de agente toxico cumulativo
(CARDOSO, L. M. N., CHASIN, A. A. M, 2001).

Devido a sua alta permeabilidade na barreira hematoencefalica, perturbacdes
neurologicas, tais como dificuldades de aprendizagem e hiperatividade em criancas
podem ocorrer apds exposi¢cdo ao mesmo. O mecanismo de inducao destes danos
neurologicos € parcialmente conhecido. Este metal induz o estresse oxidativo,
levando a producdo de radicais livres, com aumento da peroxidacédo de lipidios, a
deplecdo de sulfidrilas, alteracdo na homeostase do célcio, disfuncéo das defesas
antioxidantes e danos no DNA, além de danos em proteinas das células neuronais e
subsequentemente neurodegeneragdo (SHAGIRTHA, K, 2011; MONEIM et al.,
2014).

. O potencial neurotoxico deste em animais experimentais é principalmente
devido a deterioracdo das transmissdes catecolaminérgicas e serotoninérgicas. A
producao de radicais livres pode, pelo menos em parte, associada com a diminuicéo
da atividade da acetilcolinesterase do cérebro, que leva a acumulacdo de
acetilcolina, causar hiperatividade colinérgica, convulsao e estado de mal epilético
(SHAGIRTHA, K, 2011). Em concordancia DONG (2015), observou que ratos

intoxicados com cadmio (5 mg / kg / dia) durante 4 semanas tiveram significativa



reducdo nos niveis da AChE (acetilcolinesterase), obtiveram elevagédo nos niveis de
marcadores de estresse oxidativo, além de uma significativa reducdo dos niveis de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos no tecido cerebral dos mesmos.

O ferro (Fe) pode desempenhar fungcdo no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, além de que pode agir como um catalisador para produzir radicais
livres, resultando em arteriosclerose e doencas cardiacas isquémicas. Algumas
doencas neurodegenerativas associadas com o metabolismo anémalo do ferro no
cérebro incluem neuroferritinopatia, aceruloplasminemia e manganismo
(KLAASSEN, C. D.; WATKINS 11, J. B, 2012).

O cérebro apresenta varias demandas para o ferro, pois 0 mesmo esta
envolvido na respiracdo mitocondrial, na sintese de DNA e de neurotransmissores e
mielina. O comprometimento da homeostasia celular de metais pode iniciar o
processo de neurodegeneracdo por Varios mecanismos, onde o estresse oxidativo
figura como o mais compreendido até o momento. N&o obstante, outros mecanismos
estao relacionados como a diminuicdo da producdo de metaloproteinas, a ativacao
microglial, levando a neuroinflamacéo, além da agregacdo e formacdo de
emaranhados neurofibrilares de alpha-sinucleina (CALOU, |. B. F; CERQUEIRA,
G.S, SIQUEIRA, R. M. P., 2015)

O manganés (Mn) é um elemento essencial ao organismo em baixas
guantidades, no entanto quando em doses elevadas apresenta alta toxicidade.
Wegrzynowicz e colaboradores (2013) citou que a exposicdo prolongada,
ocupacional ou ambiental ao manganés, leva ao manganismo caracterizado por
sintomas semelhantes aos observados na doenca de Parkinson (DP) e concluiu que
houve alteracbes em proteinas responsaveis pela sintese da glicose e,
consequentemente, do glutamato (GLU), jA& que esse neurotransmissor nao
atravessa a barreira hematoencefalica e por isso deve ser sintetizado no tecido
nervoso a partir da glicose e outros precursores.

O estudo de Erikson e colaboradores (2007) descreve que a deposicao de Mn
no cérebro tem implicagcdes potencialmente importantes para o desenvolvimento
neurolégico em longo prazo em criangas expostas e em ratos recém-nascidos, além
de decréscimo de glutationa nos ratos. Além disso, esse estudo relatou o estresse
oxidativo como um mecanismo pelo qual o Mn pode ser citotoxico, sendo a oxidacéo
da dopamina por Mn um deles, devido a capacidade desse metal de acumular-se em

regibes cerebrais ricas em dopamina de roedores e primatas, e 0 outro, a
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interferéncia com a respiracdo adequada nas mitocondrias, conduzindo assim a uma
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS) e mesmo em
pequenas quantidades sua forma trivalente pode provocar a formacao de EROS.

A coexposi¢cdo do Mn com cadmio é relevante avaliando que este provoca
efeito sinérgico produzindo maiores alteracfes no contetdo de aminas biogénicas e
acido acético 5-hidroxiindol do que uma Unica exposicao individual a qualquer dos
metais (POHL, H., RONEY, N., ABADIN, H., 2016)

Compostos de niquel que séo inalados ou ingeridos a partir do ambiente
podem conduzir a varios efeitos toxicos nos varios 6rgaos, incluindo o pulmao,
figado, rim e cérebro. O sistema nervoso € um dos principais 6rgaos alvo da
toxicidade do niquel. A exposicdo cronica a esse metal causa uma variedade de
sintomas neurolégicos, como dores de cabeca, tonturas, cansaco, letargia e ataxia,
sendo que no estudo de Das et al. (2008) foram observados em tratamento cronico
de ratos letargia, ataxia e prostracao (HE et al., 2011).

Além disso, o mecanismo sugerido de neurotoxicidade subjacente de niquel
em células neuronais é devido ao estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial. O
sistema nervoso € particularmente sensivel a estresse oxidativo e disfungéo
mitocondrial, como resultado da sua elevada necessidade de energia e de elevado

teor de lipideos (HE et al., 2011).

1.3 Evidéncias de Neurotoxicidade pelo Consumo de Agua Contaminada por
Metais

Trabalhos de MARTYN et al (1989) e de ALTMANN et al (1999) reforcam a
ideia de que o Al esteja envolvido na causa da doenca de Alzheimer, sendo que o
primeiro mostrou que as taxas da doenca em pessoas com idade inferior a 70 anos
provenientes de oitenta e oito distritos do condado, dentro da Inglaterra e Pais de
Gales estavam relacionadas com as concentracdes médias de Al presentes nos
suprimentos de agua potavel ao longo da década anterior ao estudo, sendo que o
risco da doenca foi 1,5 vezes maior nos distritos onde a concentracdo média deste
excedeu 0,11 mg/L, que é semelhante a concentracdo deste metal na &agua
analisada neste trabalho. Ja o segundo, que teve duracdo de 10 anos acompanhou
a contaminacao acidental com Al em agua potavel em Camelford (Cornwall, UK), do

estudo anterior, que provocou nos moradores expostos varios sintomas relacionados
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com deficiéncias cerebrais, tais como perda de concentracdo e memoéria de curto
prazo.

No estudo de WASSSERMAN (2007), realizado com criancas de Bangladesh,
a exposicao a arsénio, na concentracédo de 0,10 a 864 ug/L com média de 120,1 ug
e manganés na concentracdo de 1.302 pg/L, a partir da ingestdo de agua
proveniente de pocos artesianos, foi bem superior ao maximo recomendado de
contaminantes leves pela organizacdo mundial da saude (OMS) e foi associada com
as contagens reduzidas em medidas de funcao intelectual (Ql). Corroborando este
estudo, NAHAR et al (2014) continuou este estudo corroborando que a exposicéo a
elevadas concentracdes de As, reduz significativamente o percentual médio de Ql,
feito na mesma localidade.

J& para a exposicdo ao Mn WASSERMAN realizou estudos em 2006 e 2011,
também em Bangladesh com criancas, sendo que Estudos de WASSERMAN et al
realizados em 2006 e 2011 em Bangladesh com criangas altamente expostas a agua
da torneira contaminada com Mn identificaram associacbes com menores escores
de QI, e prejuizos na capacidade de raciocinio e trabalho de memoria. Fazendo
relacdo com estes resultados, estudo de OULHOTE, Y. et al (2014) relatou
associagao de niveis elevados de exposicdo ao manganés com pior desempenho da
memoaria, atencdo e funcdes motoras de criancas de Quebec (Canadd), além de ter
encontrado associacao entre exposi¢cdo a este metal em trés indicadores (Na agua
da torneira, no cabelo e na dgua de beber com concentracdo de 8,2 pug/L de Mn
[menor que o permitido pela legislacdo brasileira vigente e encontrado neste
trabalho]), com menores escores de QI, corroborando os achados de BOUCHARD,
M. et al (2011), que encontrou essa mesma associagcdo com 0 mesmo grupo de
criangas.

Em uma coorte realizada com criangas no México com idades entre seis e
sete anos, que ingeriram agua com alta concentracdo de As de forma crénica (nédo
foi medida no estudo), e tiveram a urina com maior concentracdo do mesmo,
apresentaram menores pontuacdes nas medidas de linguagem e vocabulario e uma
modesta associagcdo com comportamento hiperativo usando o indice de transtorno
de déficit de atengdo e hiperatividade (TDAH) (ROY A. et al, 2011). Respaldando
esse achado GONG, G. et al (2011) demonstrou que a ingestdo de agua com
concentracdo < 10 ug/L desse metal (menor que o permitido pela legislacao

brasileira vigente e encontrado neste trabalho), em adultos entre 40 e 94 anos sob
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essa mesma exposicado foi significativamente correlacionada com a disfuncao
cognitiva. Além disso, pontuacdes mais pobres na cogni¢cdo global, velocidade de
processamento, e memoria imediata também foram encontradas, e estes déficits em
particular, ttm sido associados com a doenca de Alzheimer (GONG, G. et al, 2011).

Foi realizada analise em trés areas do noroeste do Peloponeso, na Grécia,
onde a concentracdo de Mn em &agua de beber era menor que a permitida pela
legislacdo brasileira e a encontrada neste trabalho, sendo de 3,6-14,6 pg/L na area
A, na area B de 81,6-252,6 pg/L e &rea C onde as concentracbes de Mn variaram a
entre 1800-2300 pg/L mostrou que houveram distlrbios neuroldgicos provocados
por manganés ingerido na agua (KONDAKIS, 1989). Em concordancia com esses
resultados BOUCHARD, M. et al (2007) realizou estudo com criancas de uma
pequena comunidade (2.500 habitantes), localizada a 130 km ao norte de Montreal,
em Quebec, no Canada, onde a agua de abastecimento é conhecidamente
contaminada por Mn e demonstrou que as criancas que viviam nestes locais tiveram
maiores concentracdes do mesmo no cabelo, sendo associado a um aumento dos
comportamentos hiperativos e transgressores na sala de aula.

Em coexposicdo em tratamento feito com gestantes que ingeriram agua
contaminada com baixa, moderada e alta concentracdo de manganés e ferro foi
indicada relacdo de exposicdo-resposta, indicando retardo do crescimento fetal e
baixo peso ao nascer. Estes efeitos estariam associados com a biotransformacéo de
xenobibticos e geracdo de radicais livres, que resulta em estresse oxidativo
(GRAZULEVICIENE, R. et al., 2009).

1.4 Dados Comportamentais e Toxicologia de Metais

O nado forcado é um teste com boa validade preditiva, ou seja, possui boa
capacidade de prever o efeito terapéutico de tratamentos (POSSAMAI, 2013) e é
realizado com intuito de verificar efeitos antidepressivos, mas também tem sido
usado para avaliar os mecanismos neurolégicos envolvidos na depresséao.

Nesse teste, observam-se ratos quando séo forcados a nadar em um espaco
restrito de onde eles ndo podem escapar. Observa-se que depois de algum tempo o
animal acaba cessando aparentes tentativas de escapar e torna-se imovel, além de
iniciar pequenos movimentos necessarios para manter a cabeca acima da agua.
Sugere-se que esta imobilidade comportamental caracteristica e prontamente

identificavel reflete um estado de desespero do rato e variados agentes
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antidepressivos podem reduzir a imobilidade (PORSOLT et al ,1977; FUNCHAL,
2014).

O campo aberto € um modelo utilizado para avaliar o efeito ansiolitico ou
mesmo ansiogénico de substancias. Esse teste foi desenvolvido por HALL (1934)
sugerindo que a defecacdo e a atividade motora do animal no modelo indicam o
estado emocional do mesmo. Este é realizado em uma arena circular ou quadrada
cercada por paredes de forma a evitar a fuga do animal. O assoalho é totalmente
subdividido em pequenos quadrados, utilizados para quantificar a atividade
locomotora do animal. Alta defecacdo e baixa atividade locomotora estariam
relacionadas a ansiedade, além de que a atividade locomotora no centro do modelo
seria um indicativo mais especifico da mesma, enquanto na periferia do aparato
seria indicativo da locomog¢é&o normal do animal.

Em relacdo ao aluminio, no estudo de DI PAOLO, C. et al (2014) onde foram
estudados fatores para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer ndo foram
observados efeitos da combinacéo de lactato de aluminio e citrato sobre a atividade
geral de ratos no labirinto aquatico de Morris, e a exposi¢cao prolongada Al durante o
desenvolvimento ou em adultos mostrou ndo afetar os niveis de atividade em
roedores. No entanto, ratos geneticamente modificados que receberam lactato de
aluminio e &cido citrico mostraram a pior realizacdo da tarefa entre todos os grupos
0 que demonstra dificuldade de aprendizagem.

O estudo de FARHAT et al (2016) mostrou que 0s animais tratados com
aluminio tiveram significativamente menor memoria de reconhecimento para o objeto
novo, em comparagao ao grupo controle no teste de reconhecimento de objeto novo
e no teste de preferéncia de novidade social mostrou que o tratamento de aluminio
resultou na interacdo social prejudicada, sendo que este levou os animais a
passarem mais tempo sentados no canto da caixa de teste demonstrando pouca
interagdo com o0 outro rato ou com a gaiola vazia. Além disso, 0s animais nao
puderam discriminar entre ratos familiares e estranhos, pois passaram o mesmo
tempo com rato estranho e conhecido na interacao social.

A exposicao precoce ao cadmio pode induzir
efeitos comportamentais e neurotoxicos em ratos, incluindo uma diminuicdo da
atividade locomotora ou um aumento de comportamento de ansiedade semelhante,

mas pode também provocar depressdo (GAGNAIRE B. et al, 2011).
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Enquanto o estudo de KAMEL, M. M et al (2011) demonstrou aumento da
ansiedade de animais tratados com cloreto de cadmio (CdCl,) dissolvido em agua
potavel da torneira no teste comportamental de T elevado, HAIDER et al (2014)
encontrou efeitos depressogénicos apos a administracdo a curto prazo de cadmio
em trés doses, de 1, 2 e 3 mg/kg com uma reducédo significativa na atividade
locomotora no teste do campo aberto, uma diminuicdo do numero de entradas e
tempo gasto no compartimento iluminado da caixa do teste de transicdo claro e
escuro, e também causou um aumento acentuado no tempo de imobilidade e
laténcia de escape no teste do nado forcado e no teste de Labirinto Aquético de
Morris, respectivamente.

Com relacdo ao manganés, no estudo de YAMAGATA (2016) realizado pelo
nosso grupo foi obtido como resultado no tratamento de ratos por via intraperitoneal
nas doses de 1 mg/kg e 5 mg/kg de manganés a producédo de efeito pro-depressivo,
observando os modelos nado forcado e campo aberto, pois promoveu um aumento
do tempo de imobilidade quando comparado com o controle positivo do experimento,
gue apresentou um efeito antidepressivo conhecido e, nesse modelo, induz uma
diminuigdo no tempo de imobilidade, além de variagdo da atividade exploratéria no
campo aberto, resultando em hipoatividade com a dose mais alta, sugerindo um
possivel dano motor, principalmente em fémeas.

Com resultados semelhantes SARITHA, K. et al (2014) mostrou que ratos
expostos a agua com cloreto de manganés apresentaram hiperatividade nos
primeiros cinco minutos no campo aberto, o que indica alteragdes emocionais,
especificamente um efeito ansiolitico. Além disso, houve aumento do tempo passado
no centro em relacdo a periferia da arena que reforca o efeito ansiolitico. Também
houve diminui¢do significativa na fungdo muscular, particularmente a forga muscular.
Ainda se observou aumento significativo no tempo de imobilidade, com uma
diminuicdo concomitante na natagcao e escalada no teste de natacao for¢cada, o que
possibilita inferir prejuizo na locomocéao ou depresséao.

A toxicologia € uma ciéncia relativamente recente, principalmente na sua
relacdo com testes comportamentais, pois estes foram criados para estudo de
farmacos, e, portanto, para avaliar o efeito toxicoldgico ou adverso destes, o que
gera muitas limitacdes quanto a comparagao dos resultados das pesquisas, devido a
dificuldade na padronizacdo de tempo de tratamento dos animais e as vias de

exposicao, sendo que a via oral € a mais incomum.
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2 JUSTIFICATIVA

Esse estudo se justifica pela necessidade de se avaliar os possiveis efeitos
neurocomportamentais e neurotoxicos em organismos vivos causados pelos metais
pesados que foram escoados para o rio Doce, com 0s rejeitos provenientes do
rompimento da barragem de funddo em Mariana-MG, e principalmente para
observar os efeitos causados pela coexposicdo destes, ja que esta pode exacerbar
ou provocar efeitos diferentes do que € visto com metal isolado. Além disso, o
ocorrido foi um problema atual e que mesmo ja tendo um ano ainda ndo teve suas

causas e consequéncias bem esclarecidas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliacao de peso corporal e consumo de agua de ratos machos da linhagem
Wistar (Rattus novergicus, var. albinus) e exposicdo dos mesmos a testes
comportamentais de nado forcado e campo aberto, ap0s a ingestdo de agua do Rio

Doce.

3.2 Objetivos Especificos

-Avaliar o consumo de agua e o peso corporal dos animais ao longo do

tratamento.

- Avaliar o tempo que o animal levou para ficar imével (laténcia) e o tempo de
imobilidade, bem como o numero de bolos fecais e outras variaveis, em animais
submetidos ao modelo do nado for¢cado, utilizado para avaliar efeitos relacionados a
depressao.

-Avaliar a frequéncia de cruzamentos (no centro e na periferia),
levantamentos, tempo e frequéncia de autolimpeza, numero de bolos fecais, a
laténcia para o primeiro movimento e outras variaveis em animais submetidos ao

modelo do campo aberto, utilizado para avaliar efeitos relacionados a ansiedade.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Etapa pré-analitica

Foi realizada coleta de agua dos pontos J11 (Naque) e J17 (Regéncia) do Rio
Doce, préximo a cidade de Rio Doce — MG, apdés o rompimento da barragem de
Fundé&o, de acordo com uma determinagdo e quantificacdo dos metais e posterior
planejamento para a escolha de um ponto com maior concentragdo dos mesmos
feitos pelo GIAIA- Grupo Independente de Avaliacdo de Impactos Ambientais, como
mostrado na figura 1. Além disso, foi utilizada agua de abastecimento da torneira
do Biotério do Laboratério de Processos Basicos e Psicologia da Universidade
Catolica de Brasilia- UCB para o tratamento dos animais do grupo controle. Sendo
gue agua foi utilizada in natura, sem nenhum processo de filtragem e armazenada
em galBes de plastico PVC descontaminados, e depois transferida para mamadeira

dos animais, como nas figuras 1 e 2.

Figura 2 — Galdo de 4gua Figura 3 - Mamadeira

4.1.1 Animais

Foram utilizados 15 ratos wistar machos da espécie Rattus norgevicus,
provenientes do Biotério do Laboratério de Processos Basicos e Psicologia da
Universidade Catdlica de Brasilia- UCB (Brasilia, DF, Brasil), mantidos em salas com
estantes climatizadas, em ciclos de claro/escuro 12h/12h (as luzes acendem as 6h),
luz com intensidade entre 250 e 500 LUX a 76cm do piso do ambiente, sob
temperatura controlada de 22°C+2. Foram mantidos individualmente em caixas de
polietiieno com maravalha e com alimento e agua ad libitum. Foi realizado de 100
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dias, que corresponde a um tratamento cronico (KLAASSEN, C. D., WATKINS IlI, J. B.,
2012). Os animais foram divididos em 3 grupos de 5 animais. Estes tiveram manejo
realizado 2 vezes por semana, onde foram aferidos a massa corporal do animal e o
peso e volume de dgua das mamadeiras para célculo do consumo. Segue abaixo

(Tabela 2) a descricéo dos grupos de tratamento:

Tabela 2 - Esquema de realizacdo dos procedimentos com a quantidade de

animais utilizados e tipo de tratamento por grupo.

Grupo Quantidade de Animais Tratamento

1

5 Agua de abastecimento do biotério da UCB
(Controle)

2
(Tratado- 5 Agua do Rio Doce
Naque)

3
(Tratado- 5 Agua da foz do Rio Doce
Regéncia)

Os experimentos foram realizados em conformidade com as normas da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), baseadas no
National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals, sendo o
projeto submetido ao Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade
Catolica de Brasilia (UCB) e aprovado (Protocolo n° 003/16).

4.2 Etapa analitica

4.2.1 Massa corporal dos animais ao longo do tratamento por grupo

A massa corporea dos animas foi aferida duas vezes por semana através da
pesagem realizada em balanca comercial da marca Filizola BP 15 com capacidade

de 15 kg, mostrada na figura 2, duas vezes por semana ao longo do tratamento.

4.2.2 Afericdo do Peso e Volume da 4gua consumida

Esses procedimentos foram feitos através de pesagem duas vezes por
semana em balanca comercial da marca Filizola BP 15 (figura 2) do conteudo
restante de agua das mamadeiras e aferido o volume em proveta de 500 mL (figura
3).
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Figura 4 - Balancga Filizola BP 15 Figura 5 - Proveta 500 mL

4.2.3 Manejo

Foi realizado o manejo dos animais duas vezes por semana trocando a
maravalha das caixas, colocando racdo e completando o volume de agua para 350
mL, que foi previamente determinado de acordo com o consumo médio citado na
literatura, que afirma que um rato adulto, pesando cerca de 300g, consome
diariamente uma média de 10 mL de agua para cada 100 g de peso corpéreo
(CARVALHO, G. D. et al., 2009; SANTOS, M. R. V. et al., 2010).

4.2.4 Limpeza das caixas

A limpeza das caixas foi realizada em todos os manejos, raspando-as em
camara de raspagem da marca Insight, modelo EB 120, apresentada na figura 4,
com exaustdo e em seguida realizada lavagem e posterior autoclavagem das
mesmas, em autoclave horizontal da marca Primar, da Linha VS, apresentada figura
5.
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120 - Cabine de Raspagem

Figura 6 - Cabine de raspagem Figura 7 - Autoclave da marca primar
EB120 da marca Insight

4.2.5 Teste comportamental Nado Forcado

Para realizacdo do nado forcado, os animais passaram por um periodo de treino,
24 horas antes da realizacdo do teste. Para o treino, eles foram colocados
individualmente em um recipiente sem apoio lateral ou basal, com cerca de 40 cm
de agua (fig. 2) a uma temperatura de 24 + 1 °C, controlada com o auxilio de um
termémetro e aquecedor. Ap6s 15 min de nado, os animais foram retirados da agua,
secados com uma toalha e colocados em uma gaiola individual & temperatura
ambiente. Depois de 15min retornaram a gaiola de origem. Apés 24 horas da
realizacdo do treino, foi feito o teste, que consistiu em colocar o animal novamente
no recipiente com agua, na mesma temperatura de 24 1 °C, por 5 min, sendo
cronometrado o tempo de imobilidade do animal, assim como a laténcia para a
imobilidade, laténcia para o primeiro movimento, escalada, nadar central, agitar a
cabeca, mergulhar e nimero de bolos fecais. Depois de retirado da agua e secado,

o animal foi submetido ao teste de campo aberto.
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L\

Figura 8 - Fotografia representativa do modelo do nado forgado

4.2.6 Teste comportamental campo aberto

O procedimento consistiu em submeter o animal a uma arena circular, com 60
cm de diametro e 50 cm de altura, colocado sobre base acrilica, de forma que o
animal n&o conseguisse escapar. O assoalho, subdividido em 12 seccdes
concéntricas, permitiu a quantificagcdo da atividade motora do animal (figura 7). O
animal foi colocado no centro do modelo e os comportamentos foram observados,
filmados e cronometrados por um periodo de 5 min: tempo e frequéncia de
autolimpeza, laténcia para o primeiro movimento, frequéncia de ambulagédo na area
junto ao centro, frequéncia de ambulacdo na area junto as paredes, frequéncia de
cruzamento entre quadrantes, levantamento, laténcia para mobilidade e imobilidade

e numero de bolos fecais. A filmagem foi posteriormente avaliada.
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Figura 9 - Fotografia representativa do modelo do campo aberto

4.3 Etapa pds-analitica

4.3.1 Anélise estatistica

Para a validacdo dos resultados obtidos, foram criados graficos demonstrando
a massa corporal e a agua consumida, além dos comportamentos no teste do nado
forcado e no teste do campo aberto pelos grupos durante o tratamento. Os
resultados foram expressos como meédia + erro padrdao da média. Foi verificada a
distribuicdo dos dados. O teste estatistico aplicado foi ANOVA com post test
Duncan, considerando os dados paramétricos, para verificar diferencas no que se
refere ao consumo de agua e comportamento entre os grupos. Valores de p<0,05
foram considerados significativos. Os resultados foram analisados com auxilio do

programa GraphPad Prism 6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade fisico-quimica da agua avaliada pelo GIAIA estava de acordo com
o0 exigido na CONAMA 357/2005 nos parametros listados na tabela 3, exceto a
turbidez no ponto Naque que pode ser explicada devido a maior presenca de solidos
em suspensao, tais como particulas inorganicas por exemplo os metais provenientes
do rompimento da barragem, o que pode ter contribuido para o aumento da

concentracdo dos mesmos e portanto, para os efeitos comportamentais observados.

Tabela 3. Padrbes de qualidade exigidos pela legislacdo e encontrados em

expedicao do GIAIA nos pontos Naque e Regéncia

PARAMETROS VALORES NAQUE - MEDIA REGENCIA -
PERMITIDOS + DESVIO MEDIA *
PADRAO DESVIO
PADRAO

DBO 5 dias a
20°C

Até 3 mg/L O,

OD- em qualquer

N&o inferior a 6 mg/L O,

8,19 £ 0,23 mg/L

7,66 £ 0,08 mg/L

amostra O, O,

Turbidez Até 40 unidades 136,67 + 3,51 36,33+ 12,86
nefelométrica de UNT UNT
turbidez (UNT)

Cor Verdadeira -

pH 6,0a9,0 5,81 £0,27 7,91+0,08

Clorofila a Até 10 pg/L - -

Densidade de

cianobactérias

Até 20.000 cel/mL ou 2

mm? /L

Sélidos

dissolvidos totais

Até 500 mg/L

Coliformes

termotolerantes

1.000/ 100 mL em 80%
ou mais de pelo menos

6 (seis) amostras.
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O consumo de &gua ao longo do tratamento foi analisado com intuito de
verificar a aceitabilidade da a4gua e a manutencdo do padrdo de consumo pelos
animais, sendo que este se manteve dentro do esperado que é de 10 mL para cada
100g de peso corporal (CARVALHO, G. et al., 2009; SANTOS, M. R. V. et al., 2010),
ou 10 a 20 mL/dia (NEVES, S.M.P et al, 2016). Nao houve diferenca significativa
com relacdo ao peso corporal, sendo que foi possivel observar que os animais do
grupo de Regéncia iniciaram o tratamento com maior peso, mas assim como 0S
outros grupos, mantiveram a tendéncia normal de ganho constante, que
inicialmente, se mostrou acelerado e com os dias desacelerou-se gradativamente
tendendo a uma relativa estabilidade assintética (TOMANARI, G. Y., PINE, A. S.,
SILVA. M. T. A., 2003). Como mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - A. Peso corporal dos animais ao longo do tratamento aferido nos
manejos. B. Consumo de agua semanal aferido nos manejos em mL por g de peso
do animal. O EPM foi apresentado pelas barras. Controle-Biotério (n = 5), Naque (n

= 5) e Regéncia (n = 5).
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5.1 Nado forcado

Os graficos mostram os parametros avaliados no TNF e o0s resultados
encontrados, por grupo:

Tempo (s)

Tempo (s)

Namero

Grupos Grupos

Figura 11 - Efeito da ingestédo crénica de aguas coletadas de diferentes pontos do
rio Doce e do biotério para animais submetidos ao nado forcado sobre: A. O tempo
de imobilidade (s) B. Laténcia para imobilidade (s) C. Tempo de escalada (s) D.
Bolos fecais. As colunas representam as médias e as barras o EPM. Controle-

Biotério (n = 5), Naque (n = 5), Regéncia (n = 5).

N&o foram observadas diferencas significativas no teste do nado forcado,
para as variaveis: tempo de mobilidade e imobilidade, laténcia para o primeiro
movimento, escalada, nadar central, agitar a cabeca, mergulhar e nimero de bolos
fecais. Apesar da variavel de escalada também nao apresentar diferenca estatistica,
apresentou tendéncia de diferenca entre o grupo Nague e controle. A variavel
laténcia para a imobilidade apresentou diferenca estatistica entre os grupos Naque e
Controle.

O TNF é um teste importante para a observagdo de comportamento

depressivo e este modelo, além de ser uma situacdo aversiva e inescapavel,
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representa para o animal uma ameaca de afogamento e morte eminente, caso nao
possa manter a cabeca fora da agua. (PORSOLT et al., 1977, PORSOLT et al.,
1978; CALIL C.M et al., 2002). E levando isso em consideracdo, o aumento no
parametro de tempo de imobilidade parece ser o mais consolidado e este reflete um
estado depressivo (LUCKI et al., 1997), e talvez por esta razéo, seja a Unica variavel
medida em muitos estudos utilizando este teste (POSSAMAI, 2013), sendo que de
acordo com PORSOLT et al. (1977) este € interpretado como desespero
comportamental ou desamparo aprendido.

A laténcia para a imobilidade é outra variavel de suma importancia, mas que
ao contrario da anterior ndo € muito avaliada e é raro encontrar trabalhos que
descrevam variacfes na mesma (POSSAMAI, 2013). No entanto, atualmente tém
sido feitos trabalhos que descrevem esta, como o de SILVA, F. (2009), o de
FERREIRA, F. (2010) e OLIVEIRA, D. (2016) que afirmam que este parametro esta
diretamente relacionado ao efeito depressivo. Levando em consideracdo que esta
variavel faz parte do comportamento de imobilidade e que, portanto o grupo Naque
obteve maior movimentacao, hipoteses sédo levantadas acerca do comportamento
ativo no TNF, sendo uma delas que esta seria um reflexo do tipo de estratégia
adotada pelo animal quando se encontra em situacdo desfavoravel, ou ainda um
resultado de medo ou ansiedade e representaria uma situacdo de panico,
caracteristicos de disturbios psicolégicos (DEPABLO et al., 1989, RODRIGUEZ
HINOJOSA, F. O., 2005)

Com relacdo a escalada esta € relacionada a mobilidade do animal, e quanto
maior a mobilidade menor a relacdo com depressdo, EMAMGHOREISHI et al
(2009), sendo que neste trabalho foi visto uma tendéncia a um menor tempo de
escalada do grupo Naque em relacéo ao controle, o que demonstra nao haver efeito
depressivo, refor¢cado pelo fato de nédo ter havido diferenca no tempo de imobilidade.

J& os bolos fecais estdo relacionados ao medo do animal, sendo que um
aumento na producdo de bolos fecais no TNF € indicativo de comportamento
depressivo (CRAFT et al, 2010; ZANOS et al, 2014), ou mesmo resposta semelhante
a ansiedade (AUBRECHT T.G et al, 2014). No entanto, neste trabalho ndo houve

diferenca significativa nesta varidvel entre os grupos.


http://www.nature.com/npp/journal/v39/n4/full/npp2013285a.html#bib9

5.2 Campo Aberto
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Os graficos mostram os parametros avaliados no TCA e os resultados

encontrados, por grupo:

Tempo (s)

Frequéncia
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Figura 12 - Efeito da ingestdo crénica de aguas coletadas de diferentes pontos do

rio Doce e do biotério para animais submetidos ao campo aberto, sobre: A. Tempo

de autolimpeza (s) B. Laténcia para o primeiro movimento (s) C. Frequéncia de

transicdo entre quadrantes. D. Frequéncia de levantamento E. Niamero de bolos

fecais. As colunas representam as meédias e as barras o EPM. Controle- Biotério (n =

5), Naque (n = 5), Regéncia (n = 5).
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Ndo foram observadas diferencas significativas no TCA, nas variaveis:
laténcia para o primeiro movimento, frequéncia de ambulacdo na area junto ao
centro, frequéncia de ambulacdo na éarea junto as paredes, frequéncia de
cruzamento entre quadrantes, levantamento e bolos fecais e frequéncia de
autolimpeza. No entanto, as varidveis de laténcia para o primeiro movimento,
frequéncia de cruzamento entre quadrantes e levantamento apresentaram tendéncia
de diferenca do grupo Regéncia em relacdo ao grupo controle. E a variavel de tempo
de autolimpeza apresentou diferenca estatistica entre os grupos Regéncia e
Controle.

O comportamento de autolimpeza teve seu tempo estatisticamente reduzido
no grupo Regéncia em relacdo ao Controle. Alguns autores afirmam que este
comportamento é muitas vezes interpretado como um medo/ansiedade, e outros que
este seja parte da manutencdo do equilibrio interno e padrdo motor com funcgdes
adaptativas. Portanto, ainda existe controversa, ja que o significado biolégico desta
ainda ndo esta muito esclarecido, e muitos estudos voltados para a ansiedade ou
comportamento em resposta & novidade ndo a considerem uma variavel-alvo (DIAZ-
MOYAHO et al., 1995; RODRIGUEZ HINOJOSA, F. O., 2005; DIAZ-MORAN, S. et
al., 2014).

A laténcia para o primeiro movimento € o tempo que o animal leva para iniciar
a movimentacédo e foi observada uma tendéncia de diferenca entre o grupo Naque e
o Controle. Um curto periodo para o primeiro movimento no campo aberto e um alto
nivel de atividade pode refletir um baixo nivel de ansiedade. (CANARIO, L.,
RYDHMER, L., 2014).

O comportamento de diminuicdo das respostas de cruzamentos associado a
uma diminuicdo no numero de respostas de levantamento é considerado um efeito
sedativo, enquanto que um aumento no namero de respostas de levantamento
associado a um aumento no numero de cruzamentos € considerado um efeito
estimulante (CUNHA, M., 2009; PRUT E BELZUNG, 2003). Corroborando o conceito
anterior GRAY E MACNAUGTON (2000) e FIGUEREDO, L. (2010) afirmaram em
seus estudos que o levantamento é reduzido em baixos niveis de ansiedade e
aumentado em altos niveis da mesma. No entanto, outros pesquisadores como
HABR S.F. et al (2011), OYEKUNLE O., IBIRONKE G., OPABUNMI, O (2012) e
DIAZ-MORAN, S. et al. (2014) afirmaram que o nimero de cruzamentos e a

frequéncia de levantamentos sdo medidas de atividade locomotora, exploracdo e
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ansiedade e que estas quando diminuidas estariam relacionadas a altos niveis de
emocionalidade em ratos e quando aumentadas indicariam locomocao e exploracao.

Em relacdo a defecacdo HALL (1934) mostrou que quando ratos eram
expostos a um ambiente estranho, a defecagdo e o ato de urinar seriam indices de
um estado emocional. O medo causa no roedor submetido a um estimulo estressor,
como o campo aberto, uma tendéncia a “congelar”, defecar e urinar. Alguns estudos
demonstram uma correlacao inversamente negativa entre ambulacdo e defecacao, o
gue foi encontrado neste estudo. Outros discordam, e afirmam haver decréscimo
tanto na ambulacdo quanto na defecacao e ndo uma correlagao inversa (LACERDA
G., 2006).



30

6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A soma dos resultados dos parametros do teste do nado forcado sugere que
houve mudancas leves no comportamento, sem indicio de atividade pro-depressiva
em nenhum dos grupos em relacdo ao controle, mas que nao exclui a toxicidade dos
metais encontrados na agua.

A soma dos resultados dos parametros do teste do campo aberto sugere que
houve mudancas leves no comportamento, sem indicio de atividade ansiogénica em
nenhum dos grupos em relagdo ao controle, mas que nao exclui a toxicidade dos
metais encontrados na agua.

E importante ressaltar que este é um estudo piloto e que os dados
apresentados sdo preliminares, tendo em vista que este € parte de uma tese de
mestrado e sendo assim outras avaliagoes e testes serdo realizados, como estresse
oxidativo e quantificagcdo dos metais em soro e tecidos desses animais, o que pode
proporcionar maiores esclarecimentos com relagéo aos resultados deste trabalho.

Além disso, € importante salientar que o tratamento pode nao ter durado
tempo suficiente para provocar efeitos de toxicidade cronica, ja& que as
concentracdes de metais encontrados no Rio Doce tém potencial para desencadear
intoxicacdes crénicas e em humanos, tais efeitos, podem levar décadas para serem
bem evidenciados.

Ademais, no futuro outros pesquisadores podem dar continuidade a este
trabalho utilizando testes mais especificos para ansiedade e ndo s
comportamentais, mas também a investigacdo de mecanismos especificos de
geracdo dos danos causados pelos metais, que Ssao responsaveis pelos
comportamentos aqui estudados e levando em consideracdo a possibilidade de
aumentar o nimero de animais por grupo e incluir um grupo controle positivo para

observar resposta estatistica mais clara.
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CEUA ENEES
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da neurotoxicidade da dgua do Rio Doce apés
rompimento da barragem Fundio em ratos tratados cronicamente”, registrada com o n°003/16, sob a
responsabilidade de Vivian da Silva Santos - que envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA/UCB) da Universidade Catélica de Brasilia, em reunido de 20 /09 / 2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao 12 de dezembro de 2017.

Espécie / linhagem/ raga Rattus Norvegicus/ Wistar

N°de Animais 25

Peso / Idade 60g / 21 Dias

Sexo Macho

Origem Biotério do Laboratdrio de Processos Bdsicos em
Psicologia (UCB)

Brasilia, 20 de Setembro de 2016.
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