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RESUMO

NOBREGA, A. C. F. Avaliacdo comportamental de ratos tratados cronicamente
com agua disponibilizada para consumo humano pds-rompimento da barragem
de Fundao via oral. 2017. 67f. Monografia. Faculdade de Ceilandia — Universidade
de Brasilia, Brasilia, 2017.

No dia 05 de novembro de 2015, a barragem de rejeitos da mineradora Samarco em
Minas Gerais (MG) se rompeu, resultando na contaminacao do Rio Doce, afetando a
qualidade da a4gua destinada ao consumo e abastecimento das cidades de Colatina
(ES) e Governador Valadares (MG). Estes rejeitos contém elementos potencialmente
toxicos como os metais, que possuem um elevado potencial neurotoxico, podendo
desencadear alteragbes neurocomportamentais relevantes. Baseado nisso, este
trabalho teve como objetivo identificar possiveis alteragcdes comportamentais, apos
ingestao crénica da agua potavel dos municipios de Colatina e Governador Valadares,
em animais machos submetidos ao modelo do nado forgcado e campo aberto. Nesse
sentido, foi realizada a analise de metais nas amostras de agua, usando ICP-MS,
comparando com a legislacdo especifica ao padrdo de potabilidade, e os ratos Wistar
machos foram subdivididos nos grupos controle (n=5), Colatina (n=5) e Governador
Valadares (n=5), sendo registrados o consumo de 4gua e ganho de massa corporal
ao longo de 95 dias de tratamento com agua potavel, e em seguida submetidos ao
teste do nado forcado e campo aberto. Os elementos quimicos ferro e chumbo
estavam elevados, segundo parametros da Portaria 2914/2011, estando o ferro
elevado em ambos o0s grupos e o chumbo elevado apenas no grupo de Governador
Valadares. Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa em relacéo
ao ganho de massa corporal e consumo de agua entre os grupos, sendo que estes
seguiam o padrao descrito na literatura. Em relacdo aos testes comportamentais do
nado forcado e campo aberto, ndo foi observada diferenca significativa em grande
parte das variaveis analisadas, ndo havendo, portanto, alteragbes comportamentais

relacionadas a depressao ou ansiedade.

Palavras-chave: agua potavel, metais, campo aberto, nado for¢cado, Rio Doce.



ABSTRACT

NOBREGA, A. C. F. Behavioral evaluation of rats treated chronically with water
made available for human consumption post-breakage of the Funddo dam via
oral. 2017. 67f. Monograph. Faculdade de Ceilandia — Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2017.

On November 5™ of 2015 the tailings dam of the samarco mining company in Minas
Gerais (MG) broke, causing contamination of the Rio Doce and affecting the quality of
the water destined for consumption and the supply of cities in Colatina (ES) and
Governador Valadares (MG). These tailings contain potentially toxic elements as
metals that have a high neurotoxic potential, can initiate relevant neurobehavioral
alterations. Based on this, the objective of this work identify possible behavioral
changes, after chronic ingestion of drinking water from the municipalities of Colatina
and Governador Valadares, in animals submitted to forced swim and open field tests.
In this sense, it was made the analysis of metals in water samples, using ICP-MS,
comparing potability standard to especific legislation, and male Wistar rats were
divided into control (n=5), Colatina (n=5) e Governador Valadares (n=5) groups, being
recorded the consumption of water and body mass gain, during 95 days of treatment
with drinking water and then submitted to forced swim and open field tests. The
chemicals elements iron and lead are high according to parameters of Portaria
2914/2011, being iron elevated in both groups and high lead only in the group of
Governador Valadares. The results showed that there was no significant difference (p>
0.05) in relation to the body mass gain and consumption of water between the groups,
and these followed the pattern shown in the literature. In relation to behavioral tests of
forced swim and open field no significant difference was observed (p <0.05) in most of
the analyzed variables not having, therefore, behavioral changes related to depression

or anxiety.

Keywords: drinking water, metals, open field, forced swim, Rio Doce.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mineragéo

O Brasil detém um territério de extensa diversidade geoldgica que favorece a
existéncia de uma ampla gama de minerais sendo, portanto, um dos maiores
produtores e exportadores de minérios do mundo. Sabe-se que a atividade
mineradora exerce um papel fundamental na economia do pais, uma vez que as
extracOes destes minérios sdo utilizados para a fabricacdo e consumo de uma
infinidade de produtos fundamentais para o desenvolvimento da sociedade,
impactando diretamente na qualidade de vida e bem-estar da populagéo, além de
gerar inUmeros empregos e renda (IBRAM, 2015; SILVA, 2007).

Dentre os estados que sofrem maior influéncia da atividade mineradora
destaca-se Minas Gerais, visto que a regido possui solos ricos em bens minerais,
aumentando consideravelmente o interesse de diversas empresas em explorar e
comercializar as reservas de minério de ferro, bauxita e manganés, além de ouro e
pedra sabdo existentes na regido. Tal estado € responsavel por quase metade de todo
o valor gerado pela IEM no Brasil, em torno de 44 %, contribuindo diretamente, cerca
de 1,31%, no total do PIB brasileiro. (IBRAM, 2016; LANA, 2015).

No entanto, apesar de contribuir para a crescimento econémico do pais, a
extracdo destes bens minerais altera de forma intensa o territério onde este se insere,
gerando um grande volume de rejeitos, residuos resultantes do processo de
beneficiamento do minério, visando aumentar a qualidade e o valor econémico do
produto final. Estes rejeitos contém diversos elementos quimicos, como reagentes e
metais de elevado grau de toxicidade e, por isso, tendem a ser depositados em
barragens de contencdo a fim de manter um controle ambiental rigoroso. Contudo,
caso as barragens ndo sejam operadas nas condi¢des de seguranca apropriadas,
estas podem romper-se gerando impactos significativos ao meio ambiente, tais como,
a degradacao da paisagem, supressao da vegetacao, dos corpos hidricos e do solo,
dispersao de metais bem como o comprometimento da fauna e flora (DUARTE, 2008;
SILVA, 2007).
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1.1.1 Incidente em Mariana

No dia 5 de novembro de 2015, a barragem de rejeitos de Fundao, localizada
na unidade industrial de Germano no Municipio de Mariana/MG, se rompeu
culminando em um desastre ambiental de grande repercusséo e gravidade. Apés a
ruptura, a lama de rejeitos foi lancada no meio ambiente atingindo a barragem de
Santarém, logo a jusante, provocando seu galgamento e soterrando os distritos de
Bento Rodrigues e Paracatu de Baixo, situados a poucos quildbmetros das barragens.
O trajeto de lama continuou de forma intensa atingindo o rio do Carmo que, apoés se
encontrar com o rio Piranga, forma o rio Doce uma das bacias hidrograficas mais
importantes do pais. No dia 21 de novembro, a 4gua de rejeitos alcancou o Oceano
Atlantico, espalhando-se no litoral do Espirito Santo, impactando drasticamente cerca
de 663,2 km de corpos hidricos (IBAMA, 2015; ANA, 2015).

A barragem pertencente a mineradora Samarco possuia cerca de 55 milhdes
de metros cubicos de rejeitos de mineracdo de ferro, dos quais, pelo menos, 34
milhdes de m? foram langados ao meio ambiente, alcancando o rio Doce em poucos
dias (IBAMA, 2015). Segundo a Bowker Associates, empresa americana que realiza
consultoria de gestdo de riscos, o acidente é considerado como um dos maiores
desastres envolvendo barragens de rejeitos de mineracdo do mundo, considerando
registros desde 1915.

Dentre as principais consequéncias deste grande incidente, o qual acarretara
danos de curto e longo prazo, podemos citar: mortes de diversos moradores,
desalojamento da populagédo, alteracdo do equilibrio de todo ecossistema e
biodiversidade local, em especial ao sistema hidrico, devastacdo das coberturas
vegetais, morte da biodiversidade aquatica e fauna terrestre, interrupcdo do
abastecimento de agua (em funcdo da degradacédo da qualidade da agua nos rios
afetados), prejuizos a agricultura e a producéo de energia nas hidrelétricas, bem como
0 comprometimento da pesca e do turismo (IBAMA, 2015; ANA 2015).

Logo apos o rompimento a Samarco afirmou que a lama de rejeitos continha
residuos, como ferro e manganés, classificados como néo inertes e ndo trazendo
riscos para a saude. Entretanto, tais elementos, provenientes da atividade de
extracao, possuem um alto risco de contaminagao e toxicidade visto que estes ndo se
degradam, tendendo a precipitar como sedimentos ou permanecer solubilizados na

agua, alterando drasticamente a qualidade da mesma. Vale ressaltar que mesmo
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laudos indicando que a presenca de metais ndo esté relacionada aos rejeitos, a forca
da lama pode ter sido capaz de revolver os sedimentos de fundo dos cursos d"agua,
0s quais ja continham metais (IBAMA, 2015).

De modo a avaliar o impacto da contaminacdo dos recursos hidricos, foram
coletadas amostras da agua afetada pela lama a fim de monitorar parametros acerca
da qualidade da mesma, principalmente no que diz respeito as concentracfes de
metais. Os resultados entdo obtidos foram comparados com a legislagao vigente
Resolucdo Conama 357/2005, a qual estabelece limites nos niveis de metais para as
classes 1 e 2 de qualidade da agua (destinadas ao abastecimento publico) (IBAMA,
2015). Dentre os metais que estavam em inconformidade com a Resolucdo Conama
357/2005 pode-se citar: aluminio, bario, calcio, cobalto, chumbo, crémio, cobre,
estanho, ferro, manganés, magnésio, niquel, potassio, sodio, cobre, estanho, ferro,
manganés, magnésio, niquel, potassio, sodio (IBAMA, 2015). Corroborando com
estes resultados, o Grupo Independente de Avaliacdo do Impacto Ambiental (GIAIA)
verificou em suas andlises preliminares elevadas concentra¢des de alguns metais,
estando acima do permitido pela legislacao, entre eles: aluminio, arsénio, cadmio,
ferro, manganés, niquel e selénio.

Cabe salientar que o rompimento da barragem de Fundéo inviabilizou a
captacdo de agua do Rio Doce para abastecimento das cidades de Colatina e
Governador Valadares, uma vez que que altas concentragbes de metais tendem a
comprometer o tratamento da agua para abastecimento publico, levando em
consideracdo que o tratamento do tipo convencional pode ndo ser capaz de remover
eficientemente estes contaminantes (ANA, 2015). Desta forma, torna-se necessario a
utilizacdo de técnicas mais avancadas para tratamento da agua, o que conduz na
aplicacdo de cargas extras de produtos quimicos 0s quais podem permanecer como
residuos na agua final implicando prejuizos para o consumidor (FREITAS et al., 2002)

Nesse sentido, essa alta concentracdo de metais presentes na agua caracteriza
um risco a saude publica, uma vez que estes tendem a acumular-se no organismo e,
mesmo nao provocando danos a saude de forma imediata, muitos dos prejuizos

causados sdo progressivos e irreversiveis.
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1.2 Metais como agentes contaminantes de agua

Os metais sdo elementos encontrados naturalmente no ambiente estando
amplamente distribuidos no solo, sistemas aquaticos e alimentos, sendo que
atividades antropogénicas e processos naturais contribuem significativamente para o
aumento de sua biodisponibilidade. Dentre os processos naturais que auxiliam no
aumento da concentracdo de metais biodisponiveis no ambiente tem-se:
decomposicdo de rochas e lixiviagdo no perfil do solo, enquanto que as fontes
antropogénicas estao relacionadas, particularmente, as atividades de mineracdo e
industriais, onde estas potencializam a introducéo destes elementos em quantidades
indesejaveis para o meio ambiente, expondo diversos organismos, 0 que representa
um risco potencial de contaminagédo (PASSAGLI, 2009).

Os individuos podem se expor aos metais através da via respiratoria, cutanea
e oral, sendo que a via de maior relevancia é a oral, tendo em vista que tais elementos
podem ser facilmente veiculados através da ingestdo de &gua ou alimentos
(CORTECCI, 2016).

Muitos metais sdo essenciais para a manutencao das funcdes bioquimicas e
fisiolégicas de diversos organismos, dentre eles podemos citar: ferro (Fe), zinco (Zn),
selénio (Se), cobalto (Co) e manganés (Mn); entretanto, apesar de exercerem efeitos
biolégicos relevantes, estes quando em concentracfes excedentes tornam-se
nocivos. Outros metais ndo desempenham fun¢des nutricionais ou bioquimicas, como
€ o caso do chumbo (Pb), mercario (Hg), cadmio (Cd), arsénio (As) e aluminio (Al), os
quais sdo considerados potencialmente téxicos, uma vez que quando ingeridos em
quantidades inadequadas podem levar individuos a uma variedade de disfuncbes
metabdlicas e sistémicas e, em alguns casos, estados patologicos definitivos
(ROBSON, 2003; PASSAGLI, 2009; FERREIRA; WERMELINGER, 2013).

Os metais, sejam essenciais ou n&o, possuem mecanismos de acao
toxicologicos especificos sendo que sua toxicidade é dependente de diversos fatores
como dose, forma fisica e quimica do elemento, via e tempo de exposi¢édo, podendo
ser expressa de forma aguda ou cronica, bem como por caracteristicas da populagao
exposta, a exemplo, sexo, idade, raca, estado nutricional e fisiologico, onde a
interacdo destas variaveis pode fazer com que o individuo apresente uma maior ou
menor vulnerabilidade ao metal (ROBSON, 2003; TAVARES; CARVALHO, 1992).
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Um dos fatores que contribuem consideravelmente para toxicidade dos metais
€ o fato de estes elementos ndo serem biodegradaveis, 0 que 0s tornam agentes
potencialmente contaminantes, uma vez que ao persistirem no ambiente por longos
periodos comprometem a qualidade do solo, ar, e, em especial, a agua (DO AMARAL;
KREBS, 2010). Sabe-se que a agua € o principal constituinte do corpo humano
desempenhando inUmeros papeis no organismo, de modo que o acesso da populacdo
a uma agua de boa qualidade é fundamental para manutencdo da saude (JEQUIER,;
CONSTANT, 2010). No entanto, ao ser contaminada por metais, a agua acaba
tornando-se um veiculo para dispersdo de uma elevada quantidade destas
substancias aumentando assim a possibilidade de exposicdo humana.

Tendo em vista que a presenca de metais em agua de consumo pode gerar
efeitos deletérios significativos, diversos estudos tém sido realizados a fim de elucidar
a relacdo do mecanismo de toxicidade destes elementos com o desenvolvimento de

algumas doencas de origem neuroldgica.

1.2.1 Aluminio

O aluminio (Al) € um metal comum no ambiente estando presente no solo,
rochas, na argila e numa variedade de minerais. Devido a sua alta reatividade este
ndo se apresenta na sua forma mais pura, estando frequentemente associado a
hidréxidos, sulfatos e silicatos. A bauxita € o0 minério mais importante para obtencéo
deste elemento, contendo cerca de 55 % de Oxido de Al (PASSAGLI, 2009;
FERREIRA et al., 2008).

O aluminio possui uma elevada toxicidade para o sistema nervoso central, uma
vez que atravessa facilmente a barreira hematoencefélica e tende a se acumular no
cérebro principalmente junto a glia e axénios (BONDY, 2010; PASSAGLI, 2009).
Dentre os danos causados por este elemento podemos citar, inibicdo dos canais de
Ca?* voltagem dependente prejudicando a transmissdo sinaptica; prejuizo na
potencializacdo a longo prazo (LTP), que é uma forma de armazenamento de
informacao sinptica estando intimamente relacionada ao mecanismo de memodria;
morte celular de neurbnios e degeneragdo apoptotica de astrocitos (KAWAHARA,
KATO-NEGISHI, 2011; SUAREZ-FERNANDEZ, 1999). Sendo assim, esse metal pode
gerar diversas manifestacdes neurologicas, tais como encefalopatia, confusdo mental,

déficit de memoria espacial, influencia a reatividade emocional e prejudica funcdes
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cerebrais relacionadas ao aprendizado e memoria (KAWAHARA; KATO-NEGISHI,
2011).

Devido a capacidade neurotdxica do Al varios estudos tém sugerido uma
relacdo entre a exposicao a este metal e as doengas neurodegenerativas, dentre elas
a doenca de Alzheimer. Sabe-se que a doenca de Alzheimer € caracterizada
clinicamente por distirbios de memoéria e aprendizado decorrentes de deposicdes
anormais da proteina B-amiloide no cérebro (DE FALCO et al., 2016). Deste modo, a
exposicdo cronica a complexos de aluminio podem potencializar a taxa de agregacao
e toxicidade desta proteina, intensificando a progressédo da doenca (BONDY, 2010;
FERREIRA et al., 2008).

A exposicdo humana ao aluminio pode ocorrer através dos aditivos
alimentares, de medicamentos como antiacidos e da agua de consumo (PASSAGLI,
2009). O sulfato de aluminio é usualmente utilizado no tratamento de agua como
agente coagulante com o intuito de reduzir a turbidez, matéria organica e nivel de
microrganismos. No entanto essa utilizacdo, apesar de necessaria, pode contribuir
para o aumento da concentracao deste metal na agua de consumo, comprometendo
sua qualidade (ROSALINO, 2011). O incidente na regido de Camelford, em 1988 no
Reino Unido caracteriza esse tipo de contaminacdo onde, acidentalmente, foi
esvaziado um elevado nivel de aluminio em agua potavel, expondo cerca de 20.000
habitantes. A populagdo exposta apresentava sintomas relacionados a deficiéncias
cerebrais, como perda de concentracao e memoéria de curto prazo durante um periodo
de 10 anos (ALTMANN et al., 1999). Corroborando com estes resultados, um estudo
prospectivo de coorte realizado por Rondeau e colaboradores (2009) no Sul da Franca
teve como objetivo avaliar uma possivel associacdo entre exposicdo ao aluminio
presente na agua potavel e o risco de declinio cognitivo, deméncia e doenca de
Alzheimer. Neste estudo individuos idosos, com 65 anos ou mais, foram
acompanhados durante 15 anos onde, para cada individuo, foi calculada uma ingestéo
meédia diaria de Al, provindo da agua potavel, e as funcbes cognitivas foram
mensuradas através do escore MMSE, um importante preditor para a deméncia. Os
autores descobriram que o declinio cognitivo com o tempo foi superior em individuos
com maior consumo diario de aluminio proveniente de agua potavel (> ou = 0,1 mg/dia,
p = 0,005).

Desta forma tais estudos consolidaram uma possivel associacdo da

contaminacdo por Al e o0s sintomas caracteristicos da doenca de Alzheimer,
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considerando que a concentracdo deste metal na agua de consumo foi diretamente

proporcional a incidéncia da doenca.

1.2.2 Arsénio

O arsénio (As) € um metaloide de ocorréncia natural sendo o vigésimo
elemento mais abundante na crosta terrestre. Esta presente em mais de 200 minerais,
incluindo arsénio elementar, sulfetos, 6xidos, arsenatos e arsenitos (PETRUSEVSKI,
2007). A presenca de arsénio na agua ocorre pela dissolucdo de rochas e minérios,
sendo que atividades humanas como mineracdo de metais néo ferrosos, combustao
de carvao e aplicacdo de praguicidas contribuem para a introdugéo deste metal no
meio ambiente aquético (OGA et al., 2014).

A toxicidade do arsénio é dependente da forma quimica em que este se
encontra, sendo as formas inorganicas as mais toxicas. Estas sdo bem absorvidas
através do trato gastrointestinal (cerca de 95%) e se apresentam sob a forma de
arsénio trivalente (arsenito) e arsénio pentavalente (arsenato) (OGA et al., 2014). O
arsénio inorganico no estado trivalente possui uma grande afinidade por grupamentos
sulfidrila de proteinas e enzimas, podendo inibir diversos procesos enzimaticos
importantes (glicélise, ciclo de Krebs), enquanto que a forma pentavalente pode
substituir o fosfato em varias reac0es, interferindo diretamente no processo de
fosforilacdo oxidativa e producdo de adenosina trifosfato (PASSAGLI, 2009;
KLAASSEN; WATKINS, 2012; AUSIELLO; GOLDMAN, 2009). Os compostos de
arsénio sdo altamente solaveis e mdéveis na dgua (PETRUSEVSKI, 2007) o que torna
a ingestdo de agua contaminada por este metal a via mais comum de intoxicagao
(OGA et al., 2014).

A exposicéo aguda ao arsénio pode causar diversos efeitos téxicos, incluindo
febre, anorexia, hepatomegalia, arritmias cardiacas, vomitos e diarreias além de perda
sensitiva do sistema nervoso periférico devido a degeneracéo walleriana dos axonios.
Enquanto isso, a intoxicagao crénica pode levar a cancer de pele, ictericia, podendo
progredir para cirrose ou carcinoma hepatocelular, e neuropatia periférica, condi¢éo
caracterizada por dorméncia das maos e dos pés (AUSIELLO; GOLDMAN, 2009).

Um dos mecanismos de toxicidade induzidos por este metal esta relacionado a
geragao de especies reativas de oxigénio, mediada por estresse oxidativo. Sabe-se

gue o encéfalo é particularmente vulneravel ao estresse oxidativo, visto que este
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possui uma alta demanda de energia, alto consumo de oxigénio e membranas
celulares ricas em &cidos graxos facilmente peroxidaveis (PRAKASHI, 2016; PORTO,
2001).

Ha um interesse crescente dos efeitos de exposi¢do ao arsénio no SNC, uma
vez que diversos estudos tém demonstrado que a ingestdo de agua contaminada com
arsénio tem sido associada a diminuicdo do desempenho intelectual em criancas,
déficits cognitivos de memoaria e aprendizagem, falta de concentragéo e transtorno de
ansiedade (WANG et al., 2007; GONG et al., 2011; HAMADANI et al., 2011).

Estudos em ratos tém comprovado que a administracdo de arsénio em agua
potavel (100 mg/L de As) durante 3 semanas foi capaz de reduzir o contetudo de
dopamina e a expressédo de TH (tirosina hidrolase), enzima envolvida na biossintese
de dopamina, tanto no corpo estriado quando no cortex cerebral (Kim et al., 2014).
Além disso, estudo realizado por Yadav e colaboradores (2010) demonstrou que ratos
expostos ao arsenito de sodio dissolvido em &gua destilada (20mg/kg) durante um
periodo de 28 dias apresentaram concentracdes reduzidas de adrenalina,
noradrenalina, dopamina e serotonina no corpo estriado, cortex frontal e areas do
hipocampo.

Devido a capacidade do arsénio em alterar o metabolismo destes
neurotransmissores, este metaldide pode causar distarbios neurocomportamentais
relevantes, uma vez que essas substancias estdo envolvidas em uma série de
comportamentos, incluindo coordenacdo motora, emocéo, motivacdo, humor,

ansiedade, aprendizagem, atencdo e memoéria (YADAYV, 2010).

1.2.3 Céadmio

O cadmio € um metal toxico de consideravel preocupacdo ambiental. Esta
amplamente distribuido na crosta terrestre acumulando-se em rochas sedimentares e
fosfatos marinhos (TCHOUNWOU et al., 2012). A contaminacao da agua potavel pode
ocorrer como resultado da presenca de cadmio em tubos galvanizados ou soldas
contendo este metal em acessorios, aquecedores de agua e torneiras (WHO, 2011).
As principais fontes de exposi¢cdo ao cadmio estdo relacionadas a dieta, agua potavel
e uso de tabaco. Devido a sua baixa proporcdo de excrecdo o cadmio possui uma
meia-vida biologica longa (17-30 anos) se acumulando de forma continua no
organismo, principalmente no figado e nos rins (SHARMA; SINGH; SIDDIQI, 2014).



23

Este metal possui a capacidade de induzir mutagénese, sendo que um dos
mecanismos pelo qual o cadmio induz este efeito estd associado a geracao de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Devido ao aumento dos niveis de EROs, tém-
se um aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica, gerando alteracéo
na transmissdo sinaptica. Além disso, esse estresse oxidativo esta associado a
doencas neurodegenerativas como a esclerose lateral amiotrofica e a doenca de
Alzheimer (SHARMA; SINGH; SIDDIQI, 2014).

As pessoas expostas cronicamente ao cddmio podem apresentar aumento da
salivacdo, sufocacédo, secura na garganta, tosse, dor no peito, agitacao, irritabilidade,
nauseas, vomitos, disfuncéo renal (glicosuria e proteinuria) e falhas hepaticas. Outros
sintomas incluem dor de cabeca, distirbios de sono, déficits de memoria e
aprendizagem. Tais efeitos, associados ao SNC, estéo relacionados a alteragdes nos
sistemas GABAérgicos e serotoninérgicos (SHARMA; SINGH; SIDDIQI, 2014). Estudo
envolvendo ratos expostos ao cadmio na agua potavel (5 ppm por 42 dias) durante o
periodo de lactacdo e pos-desmane obtiveram niveis corticais de serotonina reduzidos
(ANDERSSON et al., 1997). Corroborando com tal estudo, ratos expostos ao CdCl2
na agua potavel (25 ppm por um més) demonstraram niveis reduzidos de serotonina,
dopamina e norepinefrina em todas as regiées do cérebro 24 horas apds exposi¢ao
(LAFUENTE et al., 2003).

Em relacdo as desordens comportamentais, ratos ao serem expostos por via
intraperitoneal ao CdClz em diferentes doses (1 mg/kg, 2 mg/kg e 3 mg/kg),
demonstraram sintomas semelhantes a depressao, ao se observar um aumento do
tempo de imobilidade no teste do nado forcado e hipo-locomoc¢ao no teste do campo
aberto (HAIDER et al., 2015).

Sendo assim, a exposi¢cdo ao cadmio pode contribuir para o desenvolvimento

de disfun¢des comportamentais, mediante alteracfes das aminas biogénicas.

1.2.4 Chumbo

O chumbo é um elemento de ocorréncia natural encontrado amplamente no
meio ambiente, em decorréncia das inUmeras atividades industriais que favorecem a
distribuicdo deste metal (PASSAGLI et al., 2009). Os compostos de chumbo sdo
usados na manufatura de diversos produtos, o que contribui para sua presenca na

agua potavel como resultado de sua dissolugdo, uma vez que que os sistemas de
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encanamento domeéstico possuem tubos de policloreto de vinila (PVC), soldas ou
acessorios contendo este metal (WHO, 2011).

No entanto, o chumbo ndo possui nenhuma funcéo fisiolégica para o
organismo, apresentando efeitos toxicos bastante severos, em especial para o
encéfalo. A exposicdo cronica a este metal pode afetar o sistema nervoso central,
resultando em uma condicdo denominada saturnismo caracterizada por fadiga, dor de
cabeca, irritabilidade, perda de memoria, alteracdes de humor, parestesia e linhas de
deposicédo de sulfeto de chumbo nas gengivas (linhas de Burton). Enquanto isso, a
exposicdo aguda pode causar sede intensa, sabor metélico, inflamacao
gastrointestinal, vomitos e diarreias (PASSAGLI et al., 2009; SILVA et al., 2013).

Foi observado correlacdes significativas entre plumbemia (média de 11,5
pg/dL) e alteragcbes da funcéo intelectual e habilidade cognitiva em um grupo de 501
criancas, com idade entre seis e nove anos, residentes de Edimburgo (Escécia) apds
ingestdo de agua potavel contaminada pelo chumbo (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2014). A exposi¢cédo ao chumbo durante a infancia foi capaz de diminuir
o volume cerebral na vida adulta, em especial da matéria cinzenta. As regides
afetadas incluem porcdes do cortex pré-frontal e o cortex cingulado anterior, estruturas
responsaveis por funcdes cognitivas, executivas, regulacdo de humor e tomada de
deciséo (CECIL et al., 2008).

O aumento da exposicdo ao chumbo contribui para etiologia da depresséao e
transtorno de panico em adultos jovens dos Estados Unidos. Um dos mecanismos que
poderiam explicar tal associacdo envolve perturbacdo na neurotransmissao
monoaminérgica, uma vez que depressao e ansiedade estdo fortemente associados
com perturbacdo desse sistema (BOUCHARD et al., 2009). Ratos expostos ao
chumbo na &gua potavel (500 ppm de acetado de chumbo) durante 5 semanas
demonstraram comportamentos depressivos, devido ao aumento do tempo de
imobilidade no nado forcado e uma diminuicdo nos niveis de serotonina no encéfalo
(HAIDER et al., 2013).

Estes achados sugerem que a neurotoxicidade do chumbo pode ser um fator

gue contribui para o desenvolvimento de doengas neurocomportamentais.
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1.2.5 Ferro

O ferro € um mineral essencial para inimeras fun¢des do organismo e esta
envolvido no transporte de oxigénio, sintese de DNA, respiracdo mitocondrial, além
de ser utilizado na sintese da hemoglobina nos eritroblastos, da mioglobina nos
musculos e dos citocromos no figado (GROTTO et al., 2008). Este metal desempenha
um papel fundamental no desenvolvimento cerebral, uma vez que as concentracdes
de ferro se encontram elevadas na substancia negra e ganglios da base, areas
altamente influenciadas pela dopamina (KIM; WESSLING-RESNICK, 2014). Além
disso, o ferro é cofator da tirosina hidroxilase e da triptofano hidroxilase, enzimas
responsaveis pela sintese de dopamina e serotonina, respectivamente (BEARD;
CONNOR, 2003).

A deficiéncia de ferro pode alterar a funcdo cognitiva e levar a déficits
comportamentais. Estudo em criangas que apresentaram deficiéncia de ferro exibiam
comprometimento da fungcdo motora e de processos cognitivos associados a indicios
de depresséo e ansiedade (LOZOFF et al., 2000). A caréncia de ferro pode levar ao
aumento da absorcdo de manganés, cadmio e chumbo, visto que a absorcéo
gastrointestinal destes metais divalentes pode ser feita através do transportador de
metal divalente 1 (DMT1). Dentre esses metais, tanto o manganés como o chumbo
podem afetar negativamente o desenvolvimento neurolégico de criangas (KIM; PARK,
2014).

Em contrapartida, a sobrecarga de ferro pode gerar estresse oxidativo através
da formacao de espécies reativas de oxigénio, acarretando na peroxidacao lipidica do
encéfalo e oxidacao de proteinas. O aumento dos niveis de ferro, particularmente na
regido do cortex parietal, nos estagios iniciais da doenca de Alzheimer possuem uma
correlacéo positiva com a gravidade do comprometimento cognitivo (ZHU et al., 2009)
além de contribuir, através do estresse oxidativo, na deposi¢cdo anormal da proteina
B-amiloide nas placas senis na doenca de Alzheimer (SALVADOR; URANGA,;
GIUSTO, 2010). A sobrecarga de ferro também altera a homeostase dos
neurotransmissores, uma vez que infusbes de ferro na substancia negra
comprometem os sistemas dopaminérgicos e consequentemente conduzem a déficits
motores semelhantes a doenca de Parkinson. Desta forma, o ferro em excesso tem
uma implicacdo direta no desenvolvimento e progressdo destas doencas
neurodegenerativas (SALVADOR; URANGA,; GIUSTO, 2010).
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Em relacdo a alteracdes comportamentais, Maaroufi e colaboradores (2009)
demonstraram que a administracdo de sulfato ferroso em ratos adultos (3 mg/kg
durante 5 dias) por via intraperitoneal induziu um comportamento ansiogénico, sendo
observado no labirinto de cruz elevado e campo aberto. Além disso, foi encontrado
aumento nos niveis de ferro em regides do cérebro envolvidos em processos
emocionais, incluindo cortex frontal, ganglios da base, hipocampo (centro da memaoria
espacial) e cerebelo. Com isso, 0 aumento do estresse oxidativo devido a sobrecarga
de ferro poderia afetar o sistema dopaminérgico, podendo causar alteracdes

comportamentais pertinentes.

1.2.6 Manganés

O manganés (Mn) € o quinto elemento mais abundante na terra estando
frequentemente associado a 6xidos e carbonatos, sendo o dioxido de manganés a
sua forma mais comum. Esté presente no ar, solo, &gua e alimentos (arroz, nozes e
graos integrais) sendo a ingestdo a principal via de exposicdo (ATSDR, 2000;
ERIKSON et al., 2007). E considerado um nutriente essencial, uma vez que mantém
o bom funcionamento de diversos processos fisiolégicos, tais como, producédo de
glicose, coagulacdo do sangue, cicatrizacdo de feridas e formacéo de cartilagem e
0ssos. Além disso, € cofator de muitas enzimas importantes, incluindo a enzima
antioxidante superéxido dismutase (SOD), enzimas envolvidas no metabolismo das
proteinas (arginase) e carboidratos (piruvato carboxilase) e ativacdo da
glicosiltransferase, relacionada a formacdo de mucopolissacarideos utilizados pela
cartilagem e ossos (ASCHNER, 2000; ERIKSON et al., 2007).

Embora seja um metal essencial em concentracdes minimas, a exposi¢ao
excessiva ao manganés pode causar uma disfuncdo grave no SNC conhecido como
manganismo. Este distirbio neurolégico é caracterizado por sintomas que incluem
tremores, déficits de humor e memoria (O'NEAL et al., 2014), dificuldade para
caminhar e espasmos musculares faciais; seguido por um periodo de agressividade,
irritabilidade e alucinagcdes (ASCHNER, 2000; BOUABID, et al., 2014). O excesso de
manganés atinge o sistema nervoso central através do transportador de metal
divalente 1 (DMT1). Este transportador é expresso em niveis elevados nos géanglios
da base (estrutura relacionada a atividade motora), tornando essa regido mais

susceptivel ao acumulo de manganés. Individuos que possuem deficiéncia de ferro
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tém um risco aumentado de intoxicacdo por manganés, uma vez que este compete
pelos mesmos transportadores do ferro, incluindo o DMT1 (PERES et al., 2016;
CHEN; CULBRETH; ASCHNER, 2016).

A exposicéo a niveis elevados de Mn na agua potavel tem sido associada a um
menor desempenho de memoria, atencao e funcdes motoras (OULHOTE, et al., 2014)
além de deficiéncias intelectuais (BOUCHARD et al., 2011) em criancas em idade
escolar. Estudo realizado por Lao e colaboradores (2017) demonstrou que criangas
expostas cronicamente ao manganés através da agua potavel apresentaram um
acumulo deste metal nos nucleos da base, sendo detectado por meio de ressonancia
magnética, podendo implicar em déficits no desempenho motor.

O acumulo de manganés nos nucleos da base exerce um efeito citotoxico sobre
os neurénios dopaminérgicos induzindo neurodegeneragéo e diminuigdo da dopamina
extracelular. A dopamina esta envolvida em uma série de processos, incluindo
atividade motora, motivacdo, humor, atencdo e aprendizagem. Como consequéncia,
qualquer alteracdo na neurotransmissao dopaminérgica poderia provocar distlrbios

comportamentais, tais como depressao e ansiedade (JONES, 2008; ADLI et al., 2014).

1.3 Testes comportamentais

A depresséo é caracterizada por duas ou mais semanas de humor deprimido
associado a uma série de sintomas, tais como diminuicéo do apetite e libido, anedonia,
alteracdes psicomotoras e do sono, concentracdo reduzida e culpa excessiva
(ALBERT; BENKELFAT; DESCARRIES, 2012). Estes sintomas podem ser explicados
por meio da hipétese monoaminérgica a qual propde que os niveis reduzidos de
serotonina, dopamina e noradrenalina no cérebro estdo relacionados as
manifestacdes clinicas da depresséo (YIN; GUVEN; DIETIS, 2016).

Muitos metais sdo capazes de alterar as concentragdes de monoaminas no
cérebro de modo que a exposi¢cao excessiva a esses elementos pode contribuir para
o desenvolvimento de doencas neurocomportamentais. Nesse sentido, a fim de
avaliar a neurotoxicidade dessas substancias bem como compreender a fisiopatologia
das doencas de origem neuroldgica, tem-se a necessidade de utilizar os modelos
animais como ferramentas capazes de reproduzir no animal alteracdes semelhantes

aguelas que podem ser observadas em seres humanos (FUNCHAL; DANI, 2014).



28

Dentre o teste preditivo de depressdo e 0s neurotransmissores implicados
nesse processo, temos o0 modelo do nado forcado proposto por Porsolt e
colaboradores, em 1977. Nesse modelo os ratos sdo colocados em um tanque
cilindrico com &gua sendo forcados a nadar para sobreviver dessa situacao aversiva.
O teste se baseia na observacdo do comportamento de imobilidade, adotado pelo
animal apés inUmeras tentativas de escapar, de modo que tal postura € interpretada
como um estado de desamparo assemelhando-se a alguns sinais de depressdo em
humanos (FUNCHAL; DANI, 2014; YIN; GUVE; DIETIS, 2016).

Além disso, a fim de medir a capacidade ansiogénica, bem como atividade
locomotora e comportamento exploratério do animal, temos o teste do campo aberto
criado por Hall e Ballachey, em 1932. Neste teste, 0s ratos s&o posicionados no centro
de uma arena aberta com o piso dividido em varios quadrantes, a fim de quantificar a
atividade locomotora. Os animais que demonstram comportamentos ansiogénicos
apresentam baixa atividade motora e uma tendéncia a permanecer nas regides
laterais do equipamento, postura denominada de tigmotaxia. (FUNCHAL; DANI, 2014;
PRUT; BELZUNG, 2003). O comportamento de ansiedade no campo aberto é
desencadeado por dois fatores: o teste individual (uma vez que o animal € separado
do seu grupo social) e agorafobia (tendo em vista que a arena é muito grande em

relacdo a reproducéo do animal ou seu ambiente natural) (PRUT; BELZUNG, 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

Diante do incidente com a barragem da mineradora Samarco, o qual atingiu a
bacia hidrogrédfica do Rio Doce, afetando drasticamente a qualidade da &gua
destinada ao consumo dos municipios de Governador Valadares e Colatina, e tendo
em vista que a neurotoxicidade induzida por metais pode desencadear alteracdes
neurocomportamentais relevantes, torna-se necessario a utilizacdo dos modelos
animais como ferramentas capazes de reproduzir no animal alteracdes semelhantes

aguelas que poderédo ser observadas em seres humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

Identificar possiveis alteracBes comportamentais diante da exposicéo de ratos
machos da linhagem wistar (Rattus norvegicus, var. albinus) a testes comportamentais
do nado forcado e campo aberto, apos ingestdo crénica de agua de abastecimento

dos municipios de Colatina e Governador Valadares.

3.2 Especificos

e Determinar a concentracdo de metais presentes em amostras de agua
disponiveis para consumo humano dos municipios de Governador
Valadares, Colatina, bem como da UCB utilizadas para o tratamento dos

animais.

e Avaliar o consumo de agua e a massa corporal dos animais ao longo do

tratamento.

e Avaliar o tempo de imobilidade, laténcia para imobilidade, bem como a
frequéncia de bolos fecais e tempo de escalada em animais submetidos ao

modelo do nado forcado.

e Avaliar a frequéncia de ambulacdo junto ao centro, frequéncia de
ambulacgédo junto a parede, de cruzamentos entre quadrantes, frequéncia de
levantamento, de autolimpeza e de bolos fecais, em animais submetidos ao

modelo do campo aberto.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta das amostras de agua e quantificacdo de metais

As amostras de agua foram coletadas diretamente da torneira, durante a
Expedicdo do GIAIA realizada por pesquisadores da UFSCar e UnB/FCE em
dezembro de 2015 (GV) e margo de 2016 (Colatina). Em seguida, as amostras foram
armazenadas, em galdes de plastico, identificadas e mantidas resfriadas em geladeira
até o momento dos testes e tratamento dos animais. Durante o tratamento tais
amostras foram transferidas para a mamadeira dos animais, de acordo com o grupo
correspondente, sendo utilizada in natura sem nenhum processo de filtragem.

A quantificacdo dos metais nas amostras de agua foi realizada no Servi¢co de
Pericias e Andlises Laboratoriais (SPAL), no Complexo da Policia Civil do Distrito
Federal.

Para a determinacdo das concentragdes dos metais prata (1°’Ag), arsénio
("®As), bario (**®Ba), berilio (°Be), cadmio (**'Cd), cromo (°2Cr), cobre (53Cu), ferro
(°6Fe), manganés (°*Mn), niquel (®°Ni), chumbo (?°8Pb), antimdnio (*?'1Sb), selénio
(82Se), vanadio (°1V) e zinco (°%Zn) nas amostras de agua, utilizou-se espectrometria
de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) NexION 300D Perkin
Elmer®, Norwalk, CT (EUA). Houve a necessidade de diluicdo da agua em HNO3 2%
1:10 (v/v).

Foi realizado um screening para verificar quais os possiveis metais estariam
em concentracdes alteradas de acordo com a legislagéo vigente Portaria 2914/2011

para agua de abastecimento.

4.2 Afericdo da massa corporal e quantidade de agua consumida pelos

animais durante o tratamento

Ao longo do tratamento a massa corporal e a quantidade de agua consumida
pelos animais foram registradas com o intuito de se verificar a aceitabilidade da agua
de tratamento bem como possiveis alteragdes na massa corporal, que poderiam
modificar a homeostase dos animais e vir a comprometer as analises dos testes

comportamentais. A pesagem dos animais foi realizada duas vezes por semana
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utilizando uma balanca comercial da marca Filizola BP 15 com capacidade maxima
de 15 kg. A quantidade de agua consumida foi medida, utilizando-se garrafas
preenchidas com 350 mL de &gua, nas quais a variacao de volume foi verificada duas

vezes por semana por meio de provetas graduadas de 500 mL.

4.3 Animais

Foram utilizados um total de 15 ratos machos da espécie Rattus norvegicus,
pertencentes a linhagem wistar, provenientes do biotério do Laboratério de Processos
Bésicos e Psicologia da Universidade Catolica de Brasilia (Brasilia, DF, Brasil). Tais
animais foram alojados individualmente em caixas de polietileno preenchidas com
maravalha, sendo mantidas em salas com estantes climatizadas, sob um ciclo claro-
escuro de 12 horas (realizacdo do experimento na fase clara entre 6h as 18h) com luz
de intensidade entre 250 e 500 LUX a 76cm do piso do ambiente, mediante
temperatura controlada (22°C + 2°C) e umidade do ar de 55%, tendo livre acesso a
alimentacdo e agua de tratamento. Os animais foram divididos em 3 grupos de 5

animais, conforme descrito na tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Esquema de realizacdo dos procedimentos com a quantidade de

animais utilizados e tipo de tratamento por grupo:

Quantidade
Grupo o Tratamento
de Animais
Agua de abastecimento do biotério da
Grupo 1 (Controle) 5
ucCB
Agua de abastecimento de
Grupo 2 (GV) 5
Governador Valadares
Grupo 3 (CA) 5 Agua de abastecimento de Colatina

Os experimentos foram conduzidos em conformidade com as normas da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), baseadas no

National Institutes od Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals, sendo o
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projeto submetido ao Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Catdlica
de Brasilia (UCB) e aprovado (Protocolo n° 003/16)

4.4 Procedimentos experimentais

Os animais foram tratados com agua de abastecimento de Governador
Valadares, Colatina e UCB (controle) por um periodo de 95 dias, correspondente a
toxicidade crénica (KLAASSEN; WATKINS, 2012). No 96° dia procedeu-se ao teste

do nado forcado e campo aberto, conforme descrito abaixo.

4.4.1 Teste comportamental do nado forcado

Para realizacdo do nado for¢cado, cada animal foi submetido ao modelo por dois
dias consecutivos, respeitando o mesmo horario de exposicdo. Inicialmente os
animais passaram por um periodo de treino, 24 horas antes da realizacdo do teste a
fim de ambienta-los. O treino consistiu em colocar os animais, individualmente, em um
recipiente cilindrico de 50 cm de altura, sem apoio lateral ou basal, com cerca de 40
cm de agua e 45 cm de didmetro (fig. 1) a uma temperatura de 24 + 1 °C, controlada
com o auxilio de um aquecedor e termdmetro. Os animais permaneceram no treino
durante 15 minutos, sendo entdo retirados da agua, secados com uma toalha e
colocados em uma gaiola individual a temperatura ambiente, para em seguida
retornarem a gaiola de origem. ApGOs 24 horas da realiza¢éo do treino, foi feito o teste
que consistiu em colocar o animal novamente no recipiente com agua, na mesma
temperatura de 24 1 °C, ao longo de 5 minutos. Durante este tempo foram avaliados
0s comportamentos relacionados ao tempo de imobilidade do animal, laténcia para a
imobilidade, além do tempo de escalada e frequéncia de bolos fecais, sendo filmados
para posterior analise. Entre a exposicdo de um e outro animal o recipiente era
esvaziado, limpo com uma solucéo de alcool 70 % e a agua trocada, tanto no treino
como no teste, de modo a evitar que odores estressores do animal anterior
interferissem sobre o comportamento do animal subsequente (FUNCHAL; DANI
2014). Vale ressaltar que o ambiente era o mais silencioso possivel de forma a evitar

interferéncias sobre os comportamentos naturais dos animais (FUNCHAL; DANI,
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2014). Apos finalizado o teste os animais foram retirados da agua, secados e

posteriormente submetidos ao teste do campo aberto.

Figura 1. Fotografia representativa do modelo do nado forcado

4.4.2 Teste comportamental do campo aberto

O teste do campo aberto foi efetuado imediatamente apds o teste do nado
forgcado. Para tal os animais foram colocados, individualmente, no centro de uma
arena circular, circundada por paredes, com 60 cm de diametro e 50 cm de altura (fig.
2). O assoalho, subdividido em 12 sec¢des concéntricas, permitiu a quantificagéo da
frequéncia de ambulacdo do animal, a qual era considerada quando o mesmo invade,
com as 4 patas, 0 quadrado adjacente (FUNCHAL; DANI, 2014). Os animais
permaneceram no campo aberto ao longo de 5 minutos, enquanto seus
comportamentos eram filmados para posterior analise. Os parametros registrados
foram os seguintes: frequéncia de ambulacdo junto ao centro; frequéncia de
ambulacédo junto a parede; frequéncia de cruzamentos entre quadrantes; frequéncia
de levantamento; frequéncia de autolimpeza; frequéncia de bolos fecais. O campo
aberto foi cuidadosamente limpo apds cada teste com uma solugéo de alcool 70% e
seco. O ambiente onde foi realizado o teste era 0 mais silencioso possivel de modo a
evitar interferéncias sobre os comportamentos naturais dos animais (FUNCHAL;
DANI, 2014)



35

Figura 2. Fotografia representativa do modelo do campo aberto

4.5 Analise dos dados

Testes estatisticos foram realizados de acordo com a distribuicdo dos dados, a
partir da avaliagdo da simetria. Se a distribuicdo dos dados seguiu a normalidade, o
teste aplicado foi ANOVA e post hoc Tukey; se os dados mostraram ter distribuicéo
anormal, o teste aplicado foi Kruskal-Wallis e post hoc Dunn’s. Valores de p<0,05
foram considerados significativos. Os gréaficos foram feitos com auxilio do programa

GraphPad Prism® 6 e os resultados avaliados pelo STATISTICA.
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5.1 Quantificagdo de metais nas amostras de agua
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Os metais Fe e Pb se apresentaram alterados quando comparados com a

legislacao vigente (Portaria 2.914/2011), conforme observado na tabela 2. Vale

ressaltar que alguns elementos ficaram abaixo do limite de detecgéo.

Tabela 2. Concentracdo de metais na agua dos grupos expostos a agua de

abastecimento e controle.

e o o o
Ezﬁgfﬂ;o Média+DP  Média+DP  Média+ DP VMPE
Ag 1,15:0,66°  0,59+0,66°°  0,49+0,04° -
As <7.10° <7.10°® <7.10°% 10,00
Ba 3,1610,14°  40,16:0,14°  143,80+0,42° 700,00
Be 0,05:0,012  0,11:0,01°  0,09+0,02° i
cd 0,04:0,012  0,13:0,01® 0,070,012 5,00
Cr 0,32+0,10°  0,73%0,10°  0,90+0,025 50,00
Cu 208,20+3,738  1,6743,73°  0,89+0,05 2.000,00
Fe 287,10+21,24% 546,40+21,24> 301,60+14,00° 300,00
Mn 0,52+0,058  41,310,05 <2.10° 100,00
Ni <1,7.10° 0,58:0,068  0,32+0,05 70,00
Pb 1,63£0,268  14,45:0,26 <4.10° 10,00
Sb 0,08:0,022  0,42:0,02°  0,25+0,03° 5,00
Se <1,45.10* <1,45.10 1,12+0,06 10,00
Y, 0,600,012  0,95:0,01°  1,35+0,03° :
Zn 07,82+6,69°  314,93+6,69°  33,16+0,27° 5.000,00

VMP=valor maximo permitido; C=controle; GV=Governador Valadares; CA=Colatina.

&0s VMP foram convertidos para pg.L* para melhor visualizagdo dos dados.
Usou-se ANOVA, com post hoc Tukey.
Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente. Letras diferentes s&o
estatisticamente diferentes dos outros grupos (p<0,05).

O padréao de potabilidade da agua é expresso pela Portaria do Ministério da

Saude n°® 2.914/2011, a qual estabelece normas e procedimentos de controle e de
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vigilancia da qualidade da agua para consumo humano, dispondo, dentre outros
parametros, sobre os valores maximo permitidos (VMP) de elementos quimicos
presentes na agua potavel (BRASIL, 2011). Desta forma, as concentracdes de metais
nas amostras de agua foram comparadas com o VMP estabelecido pela legislacéo,
podendo observar que o metal ferro (Fe) se apresentou elevado em ambos 0s grupos,
engquanto que o metal chumbo (Pb) estava elevado apenas no grupo de Governador
Valadares.

Os compostos de chumbo sédo usados na manufatura de diversos produtos, o
gue contribui para a sua presenca na agua potavel como resultado de sua dissolucao,
uma vez que os sistemas de encanamento domeéstico possuem tubos de policloreto
de vinila (PVC), soldas ou acessoérios contendo este metal (WHO, 2011), o que poderia
explicar a presencga de chumbo residual na agua de Governador Valadares.

Em relacdo ao ferro, 0 mesmo pode ser usado como agente coagulante em
instalacdes de tratamento de agua ou entdo fundidos ao aco e tubos galvanizados,
utilizados para distribuicdo da mesma (WHO, 2003), contribuindo para presenca de
residuos de ferro na agua potavel. Vale ressaltar que a barragem de Fundao liberou
cerca de 34 milhdes de m3de rejeitos de mineracdo de ferro (IBAMA, 2015), o que
pode ter contribuido para o aumento dos niveis de ferro encontrados em ambos 0s
grupos, uma vez que que o tratamento do tipo convencional pode néo ser capaz de

remover de forma eficiente estes contaminantes (ANA, 2015).

5.2 Massa corporal dos animais e quantidade de agua consumida

5.2.1 Massa corporal

Todos os animais apresentaram ganho de massa corporal constante ao longo

das 15 semanas de tratamento n&do havendo diferenca significativa dos grupos em

relacdo ao controle, conforme pode ser observado na figura 3.
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Figura 3 - Massa corporal dos animais ao longo do tratamento (15 semanas).
O erro padréo da média esta representado pelas barras verticais. Controle (n = 5),

Governador Valadares (n = 5) e Colatina (n = 5).

Nas semanas iniciais (semana 1 a 8) os animais obtiveram cerca de 30 g a 20
g, a cada semana, engquanto que nas semanas finais (semana 9 a 15) obtiveram um
ganho de massa corporal em torno de 10 g, por semana. De modo geral, esta € uma
tendéncia na evolugcdo ponderal de ratos wistar, uma vez que houve um ganho de
peso constante que, inicialmente, se mantém acelerado e, ao decorrer, tende a
desacelerar gradativamente mantendo uma relativa estabilidade assintética
(TOMANARI; PINE; SILVA, 2003).

5.2.2 Quantidade de agua consumida pelos animais
Todos 0s animais consumiram a agua tanto quanto o controle, ndo havendo

rejeicdo da mesma e, portanto, auséncia de diferenca significativa entre os grupos,

conforme demonstrado na figura 4.
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Figura 4 - Quantidade de agua consumida pelos animais ao longo do
tratamento (15 semanas) expressa em mL por grama de peso. O erro padrdo da média
estd representado pelas barras verticais. Controle-Biotério (n = 5), Governador

Valadares (n = 5) e Colatina (n = 5).

Foi possivel observar um decréscimo do consumo da agua ao longo das
semanas de tratamento. Os ratos wistar consomem 4gua numa taxa inicial elevada,
seguida de uma fase de manutencao lenta (AZAROV; WOODWARD, 2014), como
observado no gréafico acima. Além disso, um rato adulto, pesando cerca de 300 g,
consome em torno de 10 mL de agua para cada 100 g de peso corpéreo (DOMINGOS
CARVALHO et al., 2009) ou 10 a 20 mL por dia (NEVES et al., 2013) o que foi
observado nas ultimas semanas de tratamento, onde 0s animais possuiam cerca de
340 g de massa corporal consumindo, em torno de 13,60 mL de 4gua para cada 100

g de peso corpéreo.
5.3 Modelo do nado forgado
No modelo do nado forgcado foram avaliados os seguintes parametros: tempo

de imobilidade, laténcia para imobilidade, tempo de escalada e frequéncia de bolos

fecais.
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5.3.1 Tempo de imobilidade

No teste do nado for¢ado, a imobilidade é considerada quando o animal, apés
um periodo de atividade exaustiva e vigorosa, adota um comportamento passivo
caracterizado por auséncia de movimentos ou apenas aqueles necessarios para
manter a cabecga acima da agua, postura considerada como estado de “desespero
comportamental” (CASTAGNE et al., 2011). Desta forma o tempo de imobilidade
reflete alguns aspectos de humor deprimido, uma vez que substancias que induzem
um potencial depressivo tendem a aumentar a duracdo deste parametro (KOKRAS,
2012; LIU et al., 2007).

O presente estudo n&o obteve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos avaliados para o tempo de imobilidade (Controle: média = 224,5; EPM= 13,26;
GV: média = 228,2; EPM = 20,34; Colatina: média= 202; EPM = 20, 61), indicando

auséncia de efeito depressivo, conforme os dados demonstrados na figura 5.
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Figura 5 - Efeito da ingestéo cronica de agua de abastecimento e agua do controle
sobre o tempo de imobilidade (s) em animais submetidos ao nado forcado. As colunas
representam as meédias e as barras verticais o0 erro padrdo da média. Controle (n = 5),

GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).

Esta auséncia de diferenca significativa para o tempo de imobilidade pode ser

devido a concentracdo relativamente baixa de metais presentes na agua de
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abastecimento, ja que estudos mostraram que ratos expostos a agua potavel, de
forma isolada, com concentragcfes de Mn, (0,4 g/L) durante 6 semanas (KRISHNA et
al., 2014) e cloreto de Al (50 mg/kg/dia) por 3 meses (REBAI; DJEBLI, 2008), exibiam
um tempo de imobilidade significativamente aumentado, demonstrando efeito
depressivo. Apesar da exposi¢do subcrbnica dos estudos supracitados, 0S mesmos
utilizaram concentracbes mais elevadas de metais quando comparadas as
concentracdes obtidas na agua de abastecimento deste trabalho, justificando assim a
auséncia de efeito depressivo encontrado.

5.3.2 Laténcia para imobilidade

A laténcia para imobilidade (tempo gasto pelo animal para cessar o movimento)
€ um parametro adicional utilizado para quantificar o estado de “desespero
comportamental” do animal, sendo medida a partir do momento em que este € imerso
no cilindro com agua (CHEN et al., 2015). O presente estudo ndo obteve diferenca
significativa entre os grupos avaliados no parametro laténcia para imobilidade
(Controle: média = 23,6; EPM = 5,046; GV: média = 51,8; EPM = 15,69; Colatina:
média = 39,8; EPM = 20,28), conforme apresentado na figura 6.
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Figura 6 - Efeito da ingestdo cronica de agua de abastecimento e agua do controle

sobre a laténcia para imobilidade (s) em animais submetidos ao nado forcado. As
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colunas representam as meédias e as barras verticais o erro padrdao da média. Controle
(n =5), GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).

A laténcia para imobilidade é uma variavel que melhora a sensibilidade no teste
do nado forcado aos antidepressivos triciclicos e aos inibidores da recaptacdo da
serotonina e noradrenalina (IRSN) (CASTAGNE; PORSOLT; MOSER, 2009),
usualmente utilizados como controles positivos, de modo que estes aumentam a
laténcia para imobilidade, fazendo com que o0s animais permanegcam mais tempo
exercendo comportamentos ativos de mobilidade. Com isso, substancias que induzem
um potencial depressivo tendem a diminuir a laténcia para imobilidade, favorecendo o
comportamento passivo de imobilidade, indicando que o animal esta mais propenso a
um comportamento depressivo (ALLEN et al., 2010).

Sabe-se que a laténcia para imobilidade é um parametro preditivo do efeito
antidepressivo, uma vez que possui alta sensibilidade na deteccéo de tais efeitos
(PLIAKAS et al., 2001). Sendo assim, a auséncia de diferenca significativa entre os
grupos analisados, para este parametro, pode ser explicada devido ao fato de néo ter
sido utilizado um antidepressivo como controle positivo, ndo havendo, portanto, uma

acao antidepressiva.

5.3.3 Tempo de escalada

O tempo de escalada faz parte do comportamento ativo do animal no qual o
mesmo executa movimentos verticais vigorosos com as patas dianteiras acima da
superficie da agua ou sendo dirigidas contra as paredes do cilindro (FERNANDES et
al., 2012; QUEVEDO, 2009). Deste modo, substancias que induzem um potencial
depressivo tendem a diminuir o tempo deste comportamento ativo (KOKRAS et al.,
2012). No entanto, nao foi observado diferenca significativa entre os grupos avaliados
para este parametro (Controle: média = 50,6; EPM = 6,234; GV: média = 60,8; EPM =
16,84; Colatina: média = 78,2; EPM = 13,26) demonstrando auséncia de efeito

depressivo, conforme pode ser observado na figura 7.
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Figura 7 - Efeito da ingestdo crénica de agua de abastecimento e agua do controle
sobre o tempo de escalada (s) em animais submetidos ao nado forgcado. As colunas
representam as meédias e as barras verticais o0 erro padrdo da média. Controle (n = 5),

GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).

5.3.4 Frequéncia de bolos fecais

O numero de bolos fecais excretados durante o teste do nado forcado tem uma
relacdo com a medida de emocionalidade, sendo que o aumento deste parametro é
um indicativo do comportamento do tipo depressivo (ZANOS, 2014; CRAFT, 2010).

O presente estudo néo obteve diferenca significativa entre os grupos avaliados
guanto a frequéncia de bolos fecais (Controle: média = 5; EPM = 1,049; GV: média =
5,6; EPM = 0,8124; Colatina média = 4,4, EPM = 0,8124), conforme os dados

demonstrados na figura 8.
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Figura 8 - Efeito da ingestdo crénica de agua de abastecimento e agua do controle
sobre a frequéncia de bolos fecais em animais submetidos ao nado forcado. As
colunas representam as meédias e as barras verticais o erro padrdo da média. Controle
(n =5), GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).

Pode-se perceber na tabela 2 que os metais Cu (208,20ug/L), Mn (41,31 pg/L),
Pb (14,45 pg/L) e Ba (143,80 pg/L) apresentaram concentracdes relativamente
elevadas nos grupos Controle (quanto ao Cu), Governador Valadares (quanto ao Mn
e Pb) e Colatina (quanto ao Ba), estando o ferro elevado em todos os grupos e, de
modo geral, os grupos possuem médias semelhantes em relacdo a frequéncia de
bolos fecais. Isto pode ser justificado pelo fato de boa parte destes metais serem,
preferencialmente, excretados pela via hepatobiliar através das fezes (PEDROSA,;
COZZOLINO, 1999; BIMBATO; CARVALHO; REIS, 2015; MOREIRA; MOREIRA,
2004; RAMANATHAN, 2007), sendo que o ferro ndo absorvido também é excretado
através desta via (ROSA et al., 2009). Além disso, o estresse induzido pelo nado
forcado acelera o transito colénico dos animais (CEREMUGA, 2015) o que contribui
para obtencdo das médias semelhantes em relacdo a frequéncia de bolos fecais e,

por consequéncia, a auséncia de diferenca significativa entre os grupos.
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5.4 Modelo do campo aberto

No modelo do campo aberto foram avaliados 0s seguintes parametros:
ambulacdo junto a parede, ambulacdo junto ao centro, frequéncia de cruzamentos,

frequéncia de levantamento, frequéncia de autolimpeza e frequéncia de bolos fecais.

5.4.1 Ambulagéo junto a parede

A atividade do animal na area periférica do campo aberto, postura denominada
de tigmotaxia, esta associada a um aumento do nivel de ansiedade, de modo que o
mesmo tende a ambular em contato com a parede do aparelho onde se encontram
mais protegidos (CUTLER et al., 2010; HOLSBOER; STROHLE, 2005; SHAW, 2007).
A tigmotaxia € um comportamento adotado pelo animal para evitar a area aberta
desconhecida e, portanto, potencialmente perigosa (CHOLERIS et al., 2001). Os
animais tendem a progredir paralelamente as paredes adjacentes presentes na area
periférica, de modo a tentar fugir do ambiente novo (SHAW, 2007), orientando sua
progressao e aumentando sua velocidade de locomoc¢édo (LAMPREA et al., 2008).

O presente estudo ndo obteve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos avaliados para a ambulacao junto a parede (Controle: média = 12,6; EPM =
4,057; GV: média = 30,2; EPM = 7,017; Colatina: média = 12,2; EPM = 5,851)
indicando auséncia de efeito ansiogénico, conforme os dados demonstrados na figura
9.
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junto a parede

Frequéncia de ambulacéao

Grupos

Figura 9 - Efeito da ingestdo crénica de agua de abastecimento e agua do controle
sobre a ambulacdo junto a parede em animais submetidos ao campo aberto. As
colunas representam as meédias e as barras verticais o erro padrdo da média. Controle
(n =5), GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).

Pode-se perceber que, apesar da auséncia de diferenca significativa, o grupo
de Governador Valadares apresentou uma maior média para este parametro, quando
comparado aos outros grupos. Estudo com ratos tratados com cloreto de aluminio
(250 mg/kg de AICIs) na &gua potavel durante 6 semanas, demonstrou que 0S mesmos
permaneceram mais tempo na area periférica no teste do campo aberto (FARHAT;
MAHBOOB, 2017). Estudo realizado por Chang e colaboradores (2015) demonstrou
gue apo6s 4 semanas de exposicao subcrbnica ao arsénio (10 mg/L) na agua potavel,
ratos apresentaram um maior tempo gasto na regido periférica do campo aberto,
indicando comportamentos semelhantes a ansiedade

Cabe salientar que, apesar da maior concentracdo de metais nos estudos
supracitados, 0s mesmos possuiam um tempo de exposicdo menor que o utilizado
neste estudo, demonstrando que a dose e periodo de exposi¢ao podem contribuir para
alteracdes comportamentais no campo aberto, mais especificamente para ambulacao

junto a parede.
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5.4.2 Ambulacéo junto ao centro

Os animais possuem uma tendéncia a evitar areas abertas, de modo que o
aumento da atividade de ratos na area central do campo aberto esta intimamente
relacionada a uma reducédo da ansiedade (PRUT; BELZUNG, 2003). Enquanto isso,
uma menor distancia percorrida somada a uma reducdo do tempo gasto na area
central € um indicativo de comportamento ansioso (LIEBSCH et al., 1998).

O presente estudo n&o obteve diferenca significativa entre os grupos avaliados
para a ambulacéo junto ao centro (Controle: média = 4,2; EPM = 1,068; GV: média =
4,8; EPM = 1,744; Colatina: média= 3,2; EPM = 0,583), indicando auséncia de efeito
ansiolitico, conforme os dados demonstrados na figura 10.

Frequénciade ambulacéao
junto ao centro

Grupos

Figura 10 - Efeito da ingestéo crénica de agua de abastecimento e 4gua do controle
sobre a ambulagédo junto ao centro em animais submetidos ao campo aberto. As
colunas representam as médias e as barras verticais o erro padrdo da média. Controle
(n =5), GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).

A auséncia de diferenca significativa para a ambulac&o junto ao centro, poderia
ser explicada devido ao fato dos animais possuirem uma tendéncia a evitar a area
central do campo aberto uma vez que, ao ser composta por quadrantes sem paredes
adjacentes, esta induziria maior ansiedade nos animais (LAMPREA et al., 2008).

Sendo assim, uma maior permanéncia nessa area central estaria relacionada a uma
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atividade ansiolitica, algo que néo foi evidenciado neste estudo indicando uma

auséncia de tal efeito apds exposicdo da agua de abastecimento.

5.4.3 Frequéncia de cruzamentos

A frequéncia de cruzamentos corresponde a atividade locomotora do animal,
onde esta € considerada um indicador de resposta emocional a um ambiente
desconhecido, de modo que uma reduc¢ao da atividade correlaciona- se a um aumento
da ansiedade (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDES, 2012; KRISHNA et al., 2014).

O presente estudo néo obteve diferenca significativa entre os grupos avaliados
para a frequéncia de cruzamentos (Controle: média = 16,8; EPM = 3,720; GV: média
= 35; EPM = 8,031, Colatina: média = 15,4; EPM = 5,845), conforme demonstrado na
figura 11.

50 A
40
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Frequéncia de cruzamentos

Grupos

Figura 11 - Efeito da ingestdo crénica de agua de abastecimento e a4gua do controle
sobre frequéncia de cruzamentos em animais submetidos ao campo aberto. As
colunas representam as medias e as barras verticais o erro padrdo da media. Controle
(n =5), GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).

Estudos envolvendo a exposi¢ao prolongada a baixos niveis de Mn (120 mg /L
durante 90 dias), Pb (30 ppm e 230 ppm por 28 dias) nitrato de chumbo (20 mg/L
durante 90 dias) e nitrato de aluminio (80 mg/L durante 90 dias) diluidos em agua
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potavel ndo apresentaram alteracdes significativas em relacdo a frequéncia de
cruzamentos, o que foi encontrado no presente estudo (TERNES et al.,, 2014;
FLORES-MONTOYA; SOBIN, 2015; AZZAOUI; AHAMI, 2009; KHADMAOUI, 2008).
No entanto, estudo com ratos expostos durante 3 meses ao acetato de chumbo
0,5% diluido em agua potavel demonstraram baixa atividade locomotora no teste do
campo aberto, enquanto que a exposi¢cdo a uma concentracdo menor (0,2%) nao
alterou a atividade locomotora (SANSAR; GAMRANI el al., 2011). Desta forma,
sugere-se que a exposicado a doses relativamente baixas de metais, em especial o
chumbo, podem né&o ser capazes de alterar o desempenho locomotor de ratos.

5.4.4 Frequéncia de levantamento

O levantamento, que corresponde quando o animal eleva as patas dianteiras
apoiando-se sob suas patas posteriores, € uma medida que faz parte do
comportamento exploratério do animal, de modo que apds se familiarizarem com o
ambiente tem-se uma reducao deste comportamento (FARHAT; MAHBOOB; AHMED,
2017).

O presente estudo obteve diferenca estatisticamente significativa do grupo
Governador Valadares quando comparado ao grupo Colatina (p = 0,011), bem como
uma forte tendéncia em relacdo ao grupo controle (p = 0,06), conforme demonstrado
na figura 12 (Controle: média = 9; EPM = 2,236; GV: média = 20; EPM = 4, 701;
Colatina: média= 4,6; EPM = 1,166).



50
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Figura 12 - Efeito da ingestédo crénica de agua de abastecimento e agua do
controle sobre a frequéncia levantamentos em animais submetidos ao campo aberto.
As colunas representam as médias e as barras verticais 0 erro padrdo da média.

Controle (n = 5), GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).

Vale ressaltar que o grupo de Governador Valadares (GV) permaneceu mais
tempo na area periférica do aparelho quando comparado aos outros grupos (mesmo
com auséncia de diferenca significativa). Como a area periférica possui paredes
adjacentes, esta poderia oferecer mais estimulos para o comportamento exploratério
do animal através do levantamento (LAMPREA et al., 2008). Ademais, a agua de
tratamento exposta ao grupo de Governador Valadares possuia uma maior
concentracdo de chumbo. Estudo realizado por Aechtvss e colaboradores (1991)
demonstraram alteracdo na frequéncia de levantamento no campo aberto, apos
exposicdo ao acetato de chumbo 2 % diluido na agua potavel durante 30 dias. Uma
vez colocado no campo aberto o animal tende a “congelar” (comportamento dedicado
a avaliacdo de risco do local) e ap6s algum tempo pode ser substituido por
comportamentos exploratérios, como o levantamento e locomogéo (DIAZ-MORAN et
al., 2014), algo que foi evidenciado no estudo supracitado. Desta forma, 0 aumento

da frequéncia de levantamento observada no grupo de Governador Valadares poderia
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estar relacionada a tendéncia do animal em explorar 0 ambiente novo, uma vez que
estes permaneceram mais tempo na area periférica do campo aberto, sendo
considerado um comportamento comum do mesmo, sem relagdo com atividade

ansiolitica ou ansiogénica.

5.4.5 Frequéncia de autolimpeza

A autolimpeza é um comportamento normal e importante que faz parte de todos
0s animais, sendo um indice de adaptacdo comportamental auxiliando na reducéo do
estresse (FARHAT; MAHBOOB; AHMED, 2017; SHAW et al., 2007).

O presente estudo n&o obteve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos avaliados para a frequéncia de autolimpeza (Controle: média = 3; EPM = 1,149;
GV: média = 1,4; EPM = 0,748; Colatina: média = 3; EPM = 1,049), conforme

demonstrado na figura 13.

Frequéncia de autolimpeza

Grupos

Figura 13 - Efeito da ingestdo crénica de agua de abastecimento e agua do
controle sobre a frequéncia de autolimpeza em animais submetidos ao campo aberto.
As colunas representam as médias e as barras verticais 0 erro padrdo da média.

Controle (n =5), GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).
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Quando o animal é exposto a uma situacdo que induz medo ou ansiedade o
comportamento de autolimpeza geralmente aumenta (SHAW et al., 2007), com o
intuito de reduzir a excitagdo apds a situagdo estressante, contribuindo para
manutencdo da homeostase (PEREIRA el al., 2009). Além disso, quando este néo é
executado seguindo o padrdo cefalocaudal tem-se um aumento da ansiedade
(FARHAT; MAHBOOB; AHMED, 2017). Cabe salientar que todos 0S grupos
apresentaram um padréo cefalocaudal de autolimpeza, porém o tratamento com agua
de abastecimento néo alterou, de forma significativa, este comportamento em relacao
ao controle. Desta forma, pode-se inferir que o tratamento com agua de abastecimento

nao induziu uma atividade ansiogénica nos animais tratados.

5.4.6 Frequéncia de bolos fecais

No teste do campo aberto a defecacdo € um dos indicadores mais bem
estabelecidos de comportamento emocional (SHAW et al., 2007). A resposta ao medo
do animal exposto ao ambiente novo é acompanhada por alto nivel de defecacéo,
bem como por baixa ambulacdo, especialmente na zona central, sendo, portanto,
indicativo de ansiedade (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDES, 2012; SESTAKOVA et al.,
2013).

O presente estudo n&o obteve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos avaliados para a frequéncia de bolos fecais (Controle: média = 0,4; EPM =
0,244; GV: média = 0,6; EPM = 0,400; Colatina: média = 1,4; EPM = 0,244), conforme

os dados demonstrados na figura 14.
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2.0

Frequéncia de bolos fecais

Grupos

Figura 14 - Efeito da ingestdo crbénica de agua de abastecimento e agua do
controle sobre a frequéncia de bolos fecais em animais submetidos ao campo aberto.
As colunas representam as médias e as barras verticais 0 erro padrdo da média.

Controle - Biotério (n = 5), GV= Governador Valadares (n = 5), Colatina (n = 5).

Apesar do grupo de Colatina apresentar uma maior média de frequéncia de
bolos fecais em relacdo aos outros grupos, esta nao estava alterada de forma
significativa quando comparada ao controle, indicando que a agua de tratamento nao

induziu um efeito ansiogénico nos animais expostos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados dos parametros do teste do nado forgcado e campo aberto sugere
que ndo houve altera¢cdes comportamentais relacionadas a depresséo e ansiedade,
respectivamente, em relacdo ao controle, apds ingestdo cronica com agua de
abastecimento. Além disso, ao longo do tratamento ndo houve alteragdo no consumo
de &gua pelos animais, sendo que 0os mesmos mantiveram um ganho de massa
corporal constante.

Vale ressaltar que as alteracbes comportamentais poderiam ser investigadas
mais profundamente utilizando outros modelos comportamentais, tais como o labirinto
em cruz elevado (para medir a capacidade ansiogénica) bem como o teste de
suspensao da cauda (para medir a capacidade depressiva), incluindo antidepressivos
como controle positivo, a fim de validar os métodos, e aumentar 0 nimero de animais
por grupo de modo a observar uma reposta estatistica mais clara.

A auséncia de alteracbes comportamentais poderia estar relacionada a
concentracdes limitrofes de alguns metais na agua de abastecimento utilizada neste
estudo, levando em consideracdo que apenas os elementos ferro e chumbo estédo
elevados, no grupo de Colatina (em relacdo ao ferro) e Governador Valadares (em
relacdo ao ferro e chumbo), segundo os parametros estabelecidos na Portaria
2.914/2011.

Cabe salientar que, apesar de néo ter induzido alteracbes no comportamento
dos animais, isto ndo descarta a presenca de toxicidade, tendo em vista que estes
metais podem causar efeitos toxicos relevantes, mesmo quando ingeridos em baixas
concentracdes, devido a sua capacidade de biomagnificacdo ao longo das cadeias
troficas. Desta forma, deve-se considerar a avaliacdo do efeito da exposicdo aos
alimentos irrigados com esta 4gua ou até mesmo 0s peixes que entram em contato
com a mesma, uma vez que estes podem ser utilizados como um organismo indicador
da qualidade ambiental quanto a biodisponibilidade de metais e seu potencial de

toxicidade.
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CEUA P
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da neurotoxicidade da agua do Rio Doce apés
rompimento da barragem Fundédo em ratos tratados cronicamente”, registrada com o n°003/16, sob a
responsabilidade de Vivian da Silva Santos - que envolve a producdo, 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 Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA/UCB) da Universidade Catdlica de Brasilia, em reunido de 20 /09 / 2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autoriza¢do 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 Laboratério de Processos Basicos em
Psicologia (UCB)

Brasilia, 20 de Setembro de 2016.
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