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RESUMO

O chumbo ¢ o metal téxico mais ubiquamente distribuido e
detectavel em praticamente todas as fases inertes do meio ambiente e em todos os
sistemas biologicos. O efeito toxico do chumbo envolve vérios sistemas organicos e
atividades bioquimicas. Nesse trabalho foi estudado o efeito do chumbo na atividade

da fosfatase acida e as alteragles morfoldgicas resultantes.

Nesta pesquisa foram utilizados 45 ratos “Wistar” machos albinos,
com dois meses de idade, sendo 15 do grupo controle e 30 do grupo tratado. Para o
grupo tratado foi dado, diariamente, 0,5 ml de acetato de chumbo (45 mg/Kg),
intragastricamente, enquanto que o grupo controle recebia apenas agua (0,5 ml).
Apds 06 semanas (42 dias), os animais foram decapitados e os drgdos (testiculo,
intestino, rim, bago, figado, estémago, coragdio, pulmdo, cérebro e coclea)
removidos para andlises. A atividade enzimatica no extrato foi determinada em
tampéo acetato 0,1M, pH 5,0 4 37°C, por dois minutos, usando 5mM de pNPP como
substrato. Tartarato (0,1M) e pHMB (10mM) foram utilizados como inibidores da

fostfatase acida de AMr e BMr, respectivamente. No grupo tratado as fosfatases de

AMr ¢ BMr foram similarmente inibidas (70%) em todos os 6rgfos, em relacdo ao

grupo controle.

Varias alteragbes foram encontradas nos diversos tecidos (analisados
por microscopia Optica), como degeneragfio e desorganizagdo celular, granulos de
pigmentos enegrecidos intra-citoplasmaticos, hiperemia, aumento da basofilia no

0ss0 coclear, etc.



ABSTRACT

Lead is the most unibiniquitous toxic metal and is detectable in
practically all phases of the inert environment and in all biological systems. The
toxic effects of lead involve several organs systems and biochemical activities. In
this work we studied the effect of lead on acid phosphatase activity and the
morphologic changes.

Male albino Wistar rats (2-months years old) were used at the
experiments. T o the treated group were given 0.5 ml lead acetate (45 mg/Kg weight
daily), intragastrically, while the control group received water (0.5 ml). After six
weeks (42 days), the animals were decapitated and the organs (testicle, intestine,
kidney, spleen, liver, stomach, heart, lung, brain and cochlea) removed for analyses.
The enzyme activity in the extract was determined in 0.1 M acetate buffer, pH 5.0,
37°C, for 2 minutes, using 5 mM pNPP as substrate. Tartrate (0.1 M) and pHMB
(10 mM) were used as inhibitors of high and low Mr acid phosphatases,

respectively. In the trated group the high and low Mr acid phosphatase were

smniarly inhibited (70%)1n all organs; in i‘elatién t.o.the control group.

Several changes were found in the tissue (analyzed by light
microscopy) as cellular degeneration and disorganization, intracitoplasmic pigment

granules, hyperemia, increase of basophilic in the cochlea bone, etc.




1. INTRODUCAQ

A fosfatase acida ¢ uma enzima que catalisa e hidrolisa uma
variedade de ésteres ortofosfato e estd amplamente distribuida na natureza (reino
animal, vegetal e em microorganismos). Essa enzima existe sob diversas formas em
um mesmo tecido, diferindo quanto ao peso molecular, localizacdo celular,
especificidade ao substrato, sensibilidade a inibidores, ponto isoelétrico (pl),
presenca ¢ niimero de carboidratos ligados a cadeia polipeptidica (FUJIMOTO et al,
1984). A atividade alterada da fosfatase acida (quer aumentada, quer diminuida) esta
associada com varios processos patologicos, especialmente infegdes, inflamacdes e

tumores (TAGA, 1979; GRANJEIRQO, 1994).

Existe na literatura uma grande quantidade de informacgdes sobre as
fosfatases acidas, porém ha muito a se pesquisar sobre sua implicagdo nos mais
diversos processos celulares e sobre sua(s) func8o(des) fisiologica(s). Os estudos e

conhecnnentos de suas caracteristicas em sxtuagoes normais ou durant:e

.determmados processos é de flmdamental maportanma no estudo de seu papei' -

fisiologico .

As fosfatases dcidas, mais especificamente as de BMr, devido a sua
sensibilidade a metais pesados, vem sendo utilizada como um marcador,
correlacionando a diminuicdio da sua atividade com o nivel de contaminacio.

Portanto estudos deste tipo sfc extremamente importantes uma vez que a exposicio



a metais pesados ainda € uma constante no mundo atual e as conseqliéncias dessa

exposicéio ainda ndo sdo completamente conhecidas a nivel de atividade enzimatica.

Dentre os metais pesados a que o ambiente estd exposto, o chumbo é
um metal usado em muitos materiais e produtos, o seu consumo € alto nas industrias
e sua agdo toxica multipla. Quando absorvido dentro do organisme ataca vérios
6rgdos e sistemas. O chumbo quando absorvido em teores elevados, provoca
diversas alteracdes bioquimiéas, todas elas deletérias, ndo existindo evidéncias de
uma funcdo essencial do mesmo no organismo humano. Esse metal, apresenta uma
configuragio eletrénica que lhe confere valéncia dois e uma orbital 6p livre,
permitindo formar ligagGes covalentes principalmente com 4tomos de enxofre de
compostos bioldgicos e, também, com grupos aminicos, carboxilicos e imidaz6licos.
Nestas circunsténcias, o chumbo pode provocar alteracdes nas estruturas tercidrias

das proteinas € ao mesmo tempo, alterar ou destruir a fun¢fo bioquimica normal.

O conhecimento da fisiopatogenia da intoxicagdo, bem como a
identificacdio de um biomarcador sensivel a detecgio precoce da intoxicagdio pelo

chumbo, é de suma importancia para o desenvolvimento de programas de prevengio

e tratamento das futuras lesdes que o chumbo pode causar no organismo. Porém ha
poucos trabalhos sobre a acdo toéxica do chumbo na fosfatase acida total e nenhum
sobre a sua influéncia na fosfatase acida de AMr e/ou de BMr “ in vivo”. O mesmo
foi constatado com relacdo a influéncia do chumbo na histoarquitetura de diferentes
orgdos de animais. Foram encontrados, somente, estudos sobre alteracdes
morfohistopatologica dos testiculos, rim, bago, corac¢do e cérebro e nada sobre o
intestino, figado, estomago, pulmfo e ciclea. O que existem, sfo estudos sobre a

sintomatologia nos casos de intoxicag@es por este metal.



Nesta pesquisa foi possivel observar, que além da escassez de
trabalhos especificos com fosfatase 4cida, chumbo e suas possiveis alteracdes
morfohistopatoldgicas, a maioria (70%) dos trabalhos existentes sobre chumbo sdo

anteriores a década de 90.



2. REVISAQ DA LITERATURA

2.1 Fosfatase Acida

2.1.1 Mecanismos de reacio

As fosfatases 4acidas ou ortofosfato monoéster fostohidrolases
(E.C3.1.3.2.) se caracterizam pela hidrélise de uma grande variedade de ésteres

ortofosfato e reacgdes de transforilagdo (SAEED et al, 1990), como esquematizado a

seguir:
Hidrolise:
_ ROPOH, +H,0 —==  ROH+POH;
Iransforilacio:

ROPOsH + R’ OH P ROH + R’ OPO;H,

* Aceptor do Fosfato

A fosfatase acida fol inicialmente observada em eritrocitos, sendo

capaz de hidrolisar a ligacBo éster do fosfato do monofenilfosfato e



monoalquilfosfato em pH 6timo entre 5,0 e 6,0, ao contririo da fosfatase de glébulos
brancos que catalisa essa reagdo com um pH 6timo de 8,8 a 9,0. Inicialmente a
diferenga entre as fosfatases 4cida e alcalinas era baseada somente no pH 6timo para
a atividade enzimatica. NEUMAN (1968) observou que o mecanismo de reacdo era
diferente para as duas enzimas, onde a fosfatase acida requer para a sua atividade
um oxigénio entre o radical e o fosfato. CHAIMOVICH e NOME (1970) relataram a
atividade das fosfatases 4cidas com auséncia de citions mono e divalentes no meio

de reag8o, enquanto as fosfatases alcalinas requerem metais, principalmente Mg?”,

para sua atividade.

2.1.2 Distribuic¢io da Fosfatase Acida

A fosfatase acida é amplamente distribuida na natureza, tanto no
reino animal (ZHANG e VAN ETTEN, 1991; BUZALAF et al, 1998;
GRANJEIRO et al., 1997; DA Silva, 1999), vegetal (PANARA et al, 1990), em

m1croorgamsmos (OSTANIN et al., 1995; LI e STROHL 1996 HENGGE et al

| 1997) No interior celular as fosfatases ac1das séo encontradas nos hsossomos nos
microssomos (LIN e FISHMAN, 1972), aparelho de Golgi (COLEMAN et al.,
1980) e membrana celular (HIMENO et al., 1989).

No reino vegetal, existem muitos relatos sobre a identificacdo e

purificagio de fosfatase 4cida em tecidos de plantas (MIERNYK, 1992).



Em plantas, sabe-se que o fosfato estd envolvido em uma variedade
de reagdes durante o desenvolvimento celular, com a formagfo de acidos nucléicos,
fosfolipideos, agucares fosfatados, entre outras. BASHA (1984) relata a possivel
participagdo desta enzima no metabolismo do fosforo, elemento essencial para o
crescimento e desenvolvimento normais dos orgdos das plantas. As fosfatases acidas
em plantas t€m sido detectadas em formas moleculares miltiplas e algumas delas

apresentam-se como glicoproteinas.

TAGA (1979) destaca a ocorréncia da fosfatase 4cida em diversos
tecidos animais, tais como: prostata, placenta, corpo liteo, testiculo, ttero, cérebro,
figado, tireéide, coragdo, rim, baco, glandulas salivares, osso, dente, periodonto,
gengiva, pele, nervo e ginglios nervosos. No sangue, em eritrécitos e leucdcitos,
como no plasma onde pode ser utilizado para o diagnéstico de algumas doengas.
Nos musculos esqueléticos e cardiaco, no pancreas e na mucosa do intestino delgado
sdo encontradas em pequenas quantidades. De modo geral, € encontrada nos fluidos
corporais: plasma e liquido intersticial, liquido sinovial, liquido amniético, fluido

uterino, nas secreg¢des, como saliva, sémen e mecdnio, no leite.

© Células de ongem mesenqunnal, qﬁé “estéé. at1vamente envoiviéas ﬁa
digestdio intra e/ou extra celular, bem como células epteliais, contém elevados niveis
de atividade da fosfatase 4cida. A distribui¢do e propriedades da fosfatase acida de
células de origem mesenquimal, indicam uma inter-relacio entre células
mononucleares e multinucleares ativamente envolvidas em algum processo digestivo
(EGGERT e GERMAIN, 1980). No interior celular sdo encontradas invariavelmente
nos lisossomos (DE DUVE et al., 1955), no citoplasma (DE ARAUJO et al., 1976),



nos microssomos (LIN e FISHMAN, 1972), aparelho de Golgi (JONESCU e
JONESCU, 1970) e membrana celular (HIMENO et al., 1989),

A fosfatase 4cida foi utilizada como ferramenta para estudo
histoquimico dos tecidos, como na identificacdo de osteoclastos (HERMANNS,
1987), fibroblastos secretando ou reabsorvendo coligeno (YAJIMA, 1988), em
células espermaticas de Ceratis capitata, onde a enzima estaria, possivelmente,
envolvida no metabolismo do fosfato (BAO e DOLDER, 1990) e como marcador no

processo de mielinizagio em cérebros de ratos em desenvolvimento (NG; CHAN e

TAM, 1993).

2.1.3 Formas Isoenzimaticas

Existem diversas classes de fosfatase acida em um mesmo tecido,

formas estas distintas quanto & massa molecular (Mr), especificidade quanto aos
substratos, senSIblhdade a inibidores, ponto isoelétrico (p_l'), presenca e numero de
' carboidratos 11gados 4 cadeia pohpept}dica As fosfatases ac:1das de AMr maior que. ”
100 kDa, encontram-se geralmente na fracdo lisossomal das células; as fosfatases
acidas de BAM7r, menos que 20 kDa, encontra-se no citossol juntamente com as
fosfatases dcidas de massa molecular intermediaria (IMr), ao redor de 40 kDa. Outro
fator que permite diferenciar as fosfatases 4cidas, estd relacionado aos seus
inibidores, onde as formas de AMr sdo fortemente inibidas por tartarato e fluoreto
(DI PIETRO e ZENGERLE, 1967), enquanto as de BMr sdo altamente sensiveis ao

pHMB, e as de IMr sdo pouco sensiveis ao tartarato e pHMB e fons metalicos



(HAYMAN et al, 1989). Com relagdo a especificidade de substratos, a fosfatase
acida de BMr € mais restrita que a de AMr, hidrolizando preferencialmente pNPP e
FMN e Tyr-P (TAGA e VAN ETTEN, 1982; DA Silva, 1999), enquanto a de AMr
catalisa a hidrélise de muitos fosfo monoesteres (DE ARAUIJO et al., 1976). J4 as
de IMr apresentam alta afinidade por nucleosideos di e trifosfatos e sdo fortemente

inibidas por molibdato (KETCHAM et al., 1985).

Diversos autores associam a atividade enzimatica alterada
(aumentada ou diminuida) & diversos estados patologicos, especialmente aqueles
envolvendo processos infecciosos, inflamatérios ou tumorais. Exemplificando
podemos citar que os niveis ou a atividade da fosfatase acida de AMr e IMr
encontram-s¢ aumentadas no extrato de tecido gengival de pacientes com
periodontopatias (KINA, 1987), no soro de pacientes com céncer de prostata
(KONTTURI, 1991), de pacientes com alteragdes renais (KUMAR e GUPTA,
1971), na leucemia reticulo-endotelial (YAM et al., 1972), no fluido uterino humano,
podendo ser um indice de infertilidade (SINGH, 1991).

oo, De maneira geral, as fosfatases dcidas de animais podem ser
.c.la..s.siﬁcadas em?i 6ia$$e; .de aéordb coﬁi a M, e. sﬁa l.o.calizag.ﬁo sﬁbcélular, é éébef:
fosfatase acida-1, 200 kDa, associada & fracdo microssomal, fosfatase 4cida-H, 100
kDa, de origem lisossomal, fosfatase acida-III, 40 kDa e fosfatase acida-IV, de 8 a
18 kDa, ambas solveis no citoplasma (DE ARUJO et al., 1976).

Porém, quanto as caracteristicas fisico-quimicas e cinéticas, podem
se enquadrar em 3 grupos, como ja foi descrito acima. As fosfatases acidas de AMr

(maior que 100 kDa), que sdo inibidas por tartarato ¢ fluoreto, sdo insensiveis-a



agentes bloqueadores de grupos -SH e ao formaldeido e apresentam ao menos uma
histidina essencial & catalise, localizada proxima ao sitio ativo (TAGA, 1979). As
fosfatases acidas de BMr (menor que 20 kDa), apresentam grupos -SH reduzidos
proximos ou no sitio ativo, implicados no mecanismo de catilise (BALDIJAO,
1972). Sdo apontadas como isoenzimas importantes no metabolismo de células
diferenciadas n&o proliferantes do tecido nervoso (CHAIMOVICH e NOME, 1970),
em eritrécitos (WHITE e BUTTRWORTH, 1971) e em células musculares
(BAXTER e SUELTER, 1984). Apresentam marcante inibicdo por agentes
bloqueadores de grupos -SH, metais pesados e s3o insensiveis ao tartarato e fluoreto
(BALDUAO, et al., 1975). Suas atividades sio independentes de metais e exibem
uma maior especificidade quanto ao substrato (FILBURN e VANABLE Jr., 1973).
Uma terceira classe de fosfatase dcidas compreende as enzimas de IMr (entre 30 e
60 kDa) que apresentam uma baixa especificidade quanto ao substratos embora
possa-se identificar uma atividade significativa sobre nucleosideos fosfatados,
pirodoxal-5-fosfato, B-glicerofosfato, e NADP*. A sensibilidade a tartarato e

fluoreto € variavel, mas ions metdlicos e pHMB interferem fracamente (VICENT e

AVARILL, 1990).

2.1.4 Proteina Tirosina Fosfatase ¢ Proteina Tirosina Quinase

A fosforilagdo e defosforilagdo de residuos de tirosina em proteinas é
a base para o controle de diversos eventos biol6gicos, é a chave na regulacio do
metabolismo, expressdo génica, contracfo, transporte, locomocio celular,

aprendizado e memoria (JOHNSON e BARFORD, 1993; ZHANG, 1998).
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O nivel de fosforilagdo em qualquer momento, reflete a atividade
relativa de proteinas quinases e fosfatases que catalisam o processo de

interconversio (RAMPONI e STEFANI, 1997).

Muito embora a presenca do fosforo nas proteinas seja conhecida hé
cerca de 100 anos, sua importincia tem crescido desde a descoberta da regulagiio de
enzimas pela fosforilagdo reversivel. O interesse atual remonta aos trabalhos de
KREBS, FISHER e LARNER no periodo de 1955 a 1970, quando descobriram que
o controle neural e hormonal do metabolismo do glicogénio nos musculos
esqueléticos era mediado por mudancas no estado de fosforilacdo das enzimas
glicogénio fosforilase, fosforilase quinase e glicogénio sintase. Estas permaneceram
como os unicos exemplos deste fendmeno até os anos 60 quando a situagio mudou

rapidamente ap s a descoberta da proteina quinase dependente do AMP-ciclico.

As estruturas e fungdes de algumas proteinas quinases e seus
mecanismos de regulagdo sfo bem conhecidos. Algumas s3o especificas para

determinado substrato enquanto outras fosforilam uma variedade de proteinas

mtracelulares A atzv:dade de protemas qumases sdo controladas por dlversos meios,

mais ﬁequentemente por segundo mensagea,ros ¢ efetores alostéricos e por

fosforilagdo (COHEN, 1992).

Nas células normais, muitos receptores de fatores de crescimento
possuem dominios intracelulares com atividade proteina tirosina quinase (PTK). Um
grande numero de produtos de oncogenes tem estruturas semelhantes a estes

receptores porém, permitem uma atividade PTK desregrada, caracterizada pela
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fosforilagdo inadequada em tirosina com conseqgiiente proliferagdo descontrolada e

oncogénese (RAMPONI e STEFANI, 1997).

Para que o sistema de fosforilagio da tirosina sirva como um
importante mecanismo fisioldgico de regulagfo, o processo deve ser reversivel, isto
é, o processo de remocfio do fosfato do residuo de tirosina tem que existir. A
atividade enzimatica responsével pela desfosforilagdo de proteinas fosforiladas em
tirosina ¢ desempenhado pelas fosfotirosina proteinas fosfatases (PTPP). E razoavel
esperar que o nivel de proteinas fosforiladas em tirosina na célula, resulte do balanco

da atividade tanto de PTK quanto das PTPP (WALTON e DIXON, 1993).

Bioquimicamente, estas fosfatases podem ser identificadas pela
sensibilidade ao vanadato, insensibilidade ao acido ocaddico, independéncia de fons
metalicos, habilidade em defosforilar p-nitrofenilfosfato (pNPP) e total perda de
atividade apds mutacdo da cisteina do sitio ativo por serina. Todas estas fosfatases
parecem preferir peptideos contendo fosfotirosina, apesar de um subgrupo
apresentar uma atividade dupla, também hidrolisando fosfotreonina ¢ fosfoserina.

Com base na funcéo, estrutura e seqiiéncia, estas fosfatases podem ser agrupadas em

quatrofannhaspnnmpals ”z‘)mas pi"é"te'ihas'tir'o'siﬁas' félsf'at'aSéé'(‘P'TP's') e'spec'iﬁc':és; Iiz) o

as fosfatases com dupla especificidade tipo VHI; i) as cdc25; jv) as proteinas

tirosina fosfatases de baixa massa molecular relativa (BMr <20 kDa) (JIA, 1997).

As proteinas tirosina fosfatase especificas sdo as enzimas melhor
estudadas na superfamilia das PTPs, apresentam alta massa molecular relativa

(AMr>100 kDa) e estdo envolvidas em uma grande gama de vias de sinalizacfo
(JIA, 1997).
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As fosfatases com dupla especificidade tipo VH1 sfo capazes de
hidrolizar fosfatos monoésteres de peptideos contendo tanto fosfotirosina como
fdsfbéefhla/tréorﬁna, estas enzimas regulam a transdug@o de sinais mitogénicos e
desempenham um importante papel no controle do ciclo celular e as fosfatases cdc25

sdo enzimas relacionadas com o controle da divisdo celular (JIA, 1997).

Recentes estudos levaram a identificacio de um grupo de PTPs
citoplasmaticas, as proteinas tirosina fosfatases de BAMr, caracterizadas pela
reduzida massa molecular (~18 kDa). Estas enzimas ndo compartitham qualquer
homologia de seqiiéncia com qualquer das outras PTPs, exceto pelo padrio do sitio
ativo e do mesmo mecanismo de catilise. As PTPs de BMr diferem das fosfatases
acidas classicas pelo mecanismo catalitico, o qual procede via formacdo de um
fosfointermedidrio envolvendo uma cisteina altamente conservada. As PTPs de BMr
foram identificadas em procariotos, leveduras e mamiferos, embora os genes para as
outras PTPs né&o tenham sido encontrados em procariotos (RAMPONI e STEFANI,
1997; DA Silva, 1999). O primeiro relato sobre o papel fisiologico das fosfatases
acidas de BMr ocorreu em 1989, quando RAMPONI et al. observaram que a PTP de
BMr do figado bovino defosforilava eficientemente in vitre o receptor do fator de
 crescimento épid'ert‘n'ai' "(IEG'F'-r)'.' : Postenormente,  utilizando 'p'ep'ﬁdebs sintéticos
contendo fosfotirosina, STEFANI et al., (1993) relataram uma atividade hidrolitica
preferencial sobre o peptideo derivado de um sitio de fosforilagdo do receptor do

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-r).
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2.2 Chumbo

2.2.1 Historico

O chumbo foi 0 metal que os antigos mais utilizaram, pela facilidade
de minerag¢8io, pelo reduzido consumo de energia (calor) exigido para sua fusfo e
pelo pouco trabalho necessario para dar forma ac mesmo. Seu uso é citado desde

longa data (4200 anos a.C.).

No passado foi usado principalmente como recipiente para alimentos
acidos, vinhos, xaropes de uva e frutas em conserva, porque nio alterava a aparéncia
e o gosto dos mesmos. O fato de sua acfio toxica ndo ser aguda, onde os sintomas
surgiam a longo prazo e de maneira incipiente, nfo levantava suspeitas quanto a sua
acdo deletéria no organismo. Segundo relatos da historia, a intoxica¢do saturnina

teria arrumado a aristocracia romana precedendo 0 dechmo da cultura grega que Ja

utlhzava o chumbo como rec1p1ente para a conservagao e fermentagao de ahmentos

(GILFILAN, 1965).

Hipocritas descreveu a cdlica saturnina em 370 a.C., e Ramazzini, o
pai da Medicina Industrial, descreveu em 1913 a doenca dos ceramistas que

trabalhavam com chumbo (GILFILAN, 1965).
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2.2.2 Absorc¢iao

O chumbo ¢ o metal tdxico mais onipresente e detectivel em
praticamente todas as fases do meio inerte e em todo o sistema biologico, portanto, é
considerado urn poluente ambiental € um risco ocupacional (Figura 1). A intoxicacéo
pelo chumbo foi adequadamente denominada de “epidemia silenciosa”, onde o metal
acumula-se no corpo e, assim, pequenos incrementos diarios podem alcancar niveis
toxicos que provocam alteracdes silenciosas. O interesse especifico & sua toxicidade
varia com a idade e circunstincias do hospedeiro, e o maior risco é para o sistema
nervoso, portanto, criancas, neonatos e fetos sfo a populacdo mais suscetivel
(GOYER, 1996).

As principais vias de contaminagio sfio cutinea, respiratoria e
digestiva. Cada uma delas tem maior ou menor importancia, dependendo do estado
fisico-quimico em que o chumbo se apresenta como contaminante. Entretanto, na
pratica médica diaria em servigos de medicina do trabalho, dificilmente é encontrado
uma Unica via de penetragao do chumbo no orgamsmo pozs mdependentemente da

forma fisica ou qumnca em que o metal se apresenta duas ou mais vias de

penetracdo estdo envolvidas.
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Figura 1 - Contaminacio por Chumbo através das vias Cutlnea, Digestiva
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meios de excregio.
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A via cutinea assume importéncia principalmente nas exposicdes
ocupacionais € a absor¢dio depende das propriedades fisico-quimicas do agente
toxico, tais como o tamanho da molécula, hidro e lipossolubilidade, grau de
ionizagdo ¢ hidrolise do composto nas condigdes de pH da epiderme e derme
(LUKEY e VENUGOPAL, 1977). Ela ¢ aceita como uma importante via de
penetracio dos derivados orgénicos do chumbo (por exemplo o chumbo tetraetila e
chumbo tetrametila), que sfo absorvidos através da pele intacta devido a sua alta
lipossolubilidade. J& os compostos inorgénicos do chumbo nfo sio praticamente
absorvidos pela pele intacta, pois a epiderme possui camadas extremamente densas,
constituidas por queratina e que apresentam cargas negativas que repelem os Anions
e impedem a penetragéo profunda dos cétions, constituindo-se, assim, numa barreira
eficiente do tecido cutdneo na absorcio de compostos metédlicos. A nfo-absorcdo de
compostos metdlicos hidrossoliiveis se deve a existéncia de um “filme” lipidico na

pele.

A deposi¢éo, retengdo e absor¢io de particulas no trato respiratorio
sdo muito complexas e dificeis de serem avaliadas devido as diferencas existentes no

tamanho, densidade, solubilidade, natureza higroscépica, ritmo respiratério e

duragio da exposigdo. Calcula-se que 39 a 47% do chumbo inalado seja retido nos

pulmdes (MEHANI, 1966). Segundo ADAMIS et al. (1999), o chumbo nos pulmdes
induz a reagdes de inflamacgdes agudas, em ratos tratados com nitrato de chumbo

através de instilagdo intratraqueal.

Quanto a via digestiva, estudos mostram que o chumbo, quando
incorporado 2 dieta, € absorvido em cerca de 10%. Muito pouco se sabe a respeito

do mecanismo pelo qual o chumbo € transportado através da mucosa intestinal para
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a circulagdo sistémica. Esta absor¢do é dependente, além das propriedades fisico-
quimicas dos compostos de chumbo, dos niveis de célcio, magnésio, ferro, fésforo e

vitamina D presentes na dieta (HAYASHI, et al., 1993).

Adultos absorvem 5 a 15% do chumbo ingerido e geralmente retém
menos que 5%6 do que € absorvido. As criangas apresentam uma maior absorgdo do
chumbo que os adultos, a qual aumenta quando associada a uma dieta pobre em
ferro e calcio. Estudos relatam uma média de absorcZo de 31,8 para 41,5% em

dietas regulares.

Enfim, a contaminacfo se faz por meio da alimentacfo, tintas de
casas antigas, combustiveis (gasolina com chumbo), p6 de chumbo de fontes
ambientais, Aguas contaminadas, emissfio de residuos por industrias, criangas que
vivem em ambientes poluidos e que levam a mfo & boca constantemente, o chumbo
trazido das indxistrias para o lar nas roupas dos trabalhadores, ceramicas, decalques

decorativos em artigos de vidro e o papel de jornal.

22.3 Distriﬁuiqﬁo nﬁ Organishioz |

O mecanismo pelo qual o chumbo passa do meio externo para o meio
interno n3o esta bem esclarecido. Admiti-se que esse metal € transportado pelo
sangue periférico, apdés ser absorvido pela via respiratoria e/ou digestiva,
acumulando-se no figado, baco, rins, coracdo, pulmdes, cérebro, muisculos, sistema

esquelético e outros orgdos (JOHNSTONE e MILLER, 1960). Sendo a absorcéo
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continua ¢ elevada, como acontece em determinadas operagdes industriais, apds o
transporte inicial do chumbo pela corrente sangiiinea e impregnacio nos tecidos
moles, o0 metal volta & circulagdo novamente, aumentando a plumbemia. O chumbo
que penetra via trato gastrintestinal € excretado pelas fezes e somente uma pequena

quantidade ¢ absorvida.

ONG e LEE (1980), usando Pb*®, estudaram a distribuicio do
chumbo no sangue periférico “in vitro”, obtendo os seguintes resultados, com uma

concentragio de 50ug Pb?/100ml sangue:

Distribuigio do Pb** no sangue:

Hemoglobina .....cceeeeiieeiieeceeeeceieesvereeeeens 79,9%
Membrana do EritrOCito ..ocvvvvveervvveecevrneresinnes 14,1%
PIASIIA 1ot r e saeseaeaaenreen 6.0%

De acordo com os dados acima, é possivel observar que uma vez na

corrente sangiiinea, 94% do Pb?® ¢ incorporado pelo eritrocito. Na membrana do

eritrocito (14,1%), o Pb™ combina-se com proteinas de alto peso molecular

(130.000 a 230.000). Dentro do eritrécito (79,9%) o Pb*®, encontra-se combinado
com a hemoglobina na sua quase totalidade (90%). No plasma (6%), o Pb*®
encontra-se combinado em 88,2% & albumina e 11,8% & globulina. Quanto aos
grupos quimicos associados a combinagéo do Pb?*, o grupo carboxila é responsavel
por 68% na membrana, e o grupo thiol (SH) por 18%. Uma vez absorvido e
transportado pelo sistema circulatério, o chumbo inicia sua a¢do téxica no

organismo.
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Segundo LAWERY'S (1975), a concentracdio de chumbo no sangue é
de fundamental importdncia na avaliagio da exposiciio a esse metal, e os valores de
chumbo sangtiineos sdo indicativos para o diagnéstico de quadros de intoxicagdes
agudas, como indice para avaliar as condi¢des de risco em individuos expostos

ocupacionalmente ¢ para o controle da populagio em geral

Valores abaixo de 40pg/100ml de sangue em populagdo ndo
ocupacionalmente exposta sdo referidos por diversos autores como sendo normais.
Ja valores entre 40 e 80ug/100m! de sangue, resultante de exposi¢éo ocupacional ou
anormal ¢é tido como aceitavel; entre 80 e 120pg/100ml, excessivo e acima de
120ug/100ml de sangue como perigoso, existindo sinais e sintomas leves, como

também severos e néo raramente permanéncia de seqiielas (SALGADO, 1977).

Na distribuicio do chumbo no organismo, dois compartimentos sio
de fundamental importincia: o chamado compartimento de permuta, constituido pelo
sangue e tecidos moles, e o chamado compartimento de armazenamento, constituido
principaimente pelos ossos. Uma grande parte do chumbo presente na circulacdo
sangliinea ¢ depositado nos 0ssos e ao serem libertadas, contribuem para os niveis-
sangiiineos (ROBBINS, et al., 1986). O chumbo (grupo IV da tabela periddica) tem
muitas propriedades semelhantes aquelas do calcio (grupo II), € o organismo nio
distingue claramente entre eles, entio o chumbo é depositado na parte mineral do
0sso, especialmente nas criancas em crescimento. O esqueleto serve como o maior
reservatério para o chumbo ingerido, acumulando cerca de 75 - 95% do total de
chumbo do corpo, servindo como um seqiiestrador deste metal, um importante
desintoxicador, removendo-o da circulagfio sangiiinea e diminuindo sua acdo sobre o

sistema nervoso central, fungdo renal e sintese do Heme. O actimulo de chumbo nos
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0ssos pode iniciar durante o periodo de osteogénese fetal e continuar através da
vida. O chumbo ¢ incorporade dentro da matriz éssea durante a calcificagdo, onde
forna-s¢ um componente permanente do osso até subsequente reabsor¢do por

osteoclastos. A meia vida do chumbo esqueletal é estimada em 20 anos ou mais.

Recentes estudos clinicos, epidemiolégicos e experimentais
indicaram que os depésitos de chumbo nos ossos podem ter importantes efeitos no
esqueleto, como atraso no crescimento sseo e dos dentes deciduos em criangas,
além de contribuir para os niveis de chumbo no sangue. Pesquisas com criancas
expostas ao chumbo, demonstraram que estas apresentam reducdo no crescimento e
em coelhos ha uma inibi¢do na formacdio 6ssea, ou seja ha uma inibicdo no processo
de calcificagdo e de reabsorgio de depdsitos de calcio (HASS, et al., 1964; KLEIN ¢
WIREN, 1993;).

Estudos recentes revelam que o esqueleto contribui com 40 a 70 %
do chumbo presente no sangue, isto sugere que os niveis de chumbo no sangue nio

refletem somente exposigdes exdgenas recentes, mas, também a liberagido de mesmo

acumulado no Gsseos (SMITH, et al., 1996; HU, RABINOWITZ ¢ SMITH, 1998).

Estudos com cultura de células demonstraram uma inibicdo na
atividade da fosfatase alcalina, que tem como fun¢fo introduzir a hidroxiapatita ao
coldgeno da matriz éssea, ¢ uma reducdo dos niveis de RNAm, promovendo uma

alteracdo na expressdo génica da regulacéo osteobléstica (KLEIN ¢ WIREN, 1993),

BARRY (1975), em um estudo comparativo dos niveis de chumbo

em tecidos humanos de individuos com exposi¢do nio ocupacional, observou-se
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uma diferenca entre os sexos e entre criancas e adultos. Em homens foram
encontrados uma maior concentragdio de chumbo que nas mulheres, e em ambos os
S€X0S 0S 0sSOS mostraram um maior acimulo com a idade. A nivel de tecidos moles
foi encontrado uma concentragio de chumbo menor e essa concentracio, em ordem
decrescente foi: aorta, figado, ligamentos, rim, pancreas, prostata, ovario, pele, baco,
pulmfo, tireGide, sangue, supra-renal, cérebro, gordura, intestino, estOémago,

testiculos, coracio e muasculos.

2.2.4 Eliminacao

Cerca de 90% do chumbo ingerido nio sofre absor¢do no organismo
humano, sendo excretado nas fezes e urina, sob a forma de sulfetos insoltiveis. E
importante ressaltar que o teor de chumbo na urina nio representa com fidelidade o
grau de absorc#o, e este fato é explicado em fungdo de variagdes individuais que

ocorrem, como por exemplo, alteragSes da funcfio renal, quantidade de liquido

_ ingerido e densidade especifica da urina. Os rins excretam quantidades elevadas de

chumbo somente quando a concentragdo sangiiinea é elevada. A excrecdo renal do
chumbo € por meio de filtragdo glomerular, com alguma reabsorgo renal tubular. Na
presenca de niveis elevados de chumbo no sangue, a excreciio pode ser aumentada
por transporte transtubular. Todavia a determinacdio do teor urindrio do chumbo
pode ser util na indicag8o de exposicfo, quando acompanhada de outros parimetros

mensuraveis (GOYER, 1996).
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GOYER (1996) relata os efeitos toxicos do chumbo e o nivel

minimo deste metal no sangue e seus respectivos efeitos a satde (Tabela 1).

Tabela 1 - Concentracio de Chumbo no Sangue e seus Efeitos Téxicos.

Concentragio de Chumbo no Sangue (ug/dL)

Efeito Criancas Adultos
NEUROLOGICO
Encefalopatia 80 - 100 100 - 120
Perda de Audicéo 20 ND
Déficit de QI 10-15 ND
Efeitos Intrauterinos 10-15 ND
Neuropatias Periféricas 40 40
HEMATOLOGICO
Anemia 80 -100 80 - 100
ALA  (imbi¢Ho) 10 10
Py-5-N  (inibicZio) 10 ND
RENAL
Nefropatia 40 ND
Metabolismo da Vitamina D <30 ND
PRESSAQ SANGUINEA ND 30
SISTEMA REPRODUTIVO ND 40
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As principais agbes toxicas do chumbo no organismo humano,

quando da sua absor¢do, estfo descritas a seguir:

2.2.5.1 Sistema Hematopoiético

A intoxicagdio pelo chumbo tem como efeito hematolégico a anemia,

onde os globulos vermelhos se apresentam microcisticos e hipocrdmicos.

- Ha uma deficiéncia de ferro e também um aumento no nimero de
reticulécitos com forma basoéfila, resultado da inibicdo da enzima Pirimidina-5-
nucleotidase (Py-5-N) (PAGLIA et al, 1975). A anemia que ocorre no
envenenamento por chumbo resulta de duas deficiéncias basicas: diminui¢do do
tempo de vida dos eritrocitos e da biossintese do Heme . O efeito do chumbo na
sintese do Heme € acompanhado pela inibicio da &-acido aminolevulinico
desidratase (ALLA-D), e pela diminui¢go da atividade da ferroquelatase que catalisa a

incorporacdo do ferro ferroso na protoporfirina IX, formando o Heme (DORWARD
¢ YAGMINAS, 1994; GOYER, 1996).

O chumbo interfere em varias etapas da biossintese do heme e estas
alteragbes enzimaticas provocadas resultam na reduciic da sintese do heme,
provocando anemia (Figura 2). Ainda, além da depressdo na biossintese do heme,
ocorre interferéncia na sintese da globina e hemolise dos eritrécitos. Este metal inibe
a enzima J-acido aminolevulinico desidratase (ALA-D), enzima que catalisa a
reacdo de desidratacdo de duas moléculas de 4cido aminolevulinico (ALA) para

produzir agua e porfobilinogénio (PBG) e a enzima hemesintetase (HAYASHI et al.,
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1993; DORWARD e YAGMINAS, 1994; PORRU e ALESSIO, 1996;
ALEXANDER et al., 1998). J4 a enzima 8-4cido aminolevulinico sintetase (ALA-S),
essencial na formacio dos d-acido aminolevulinico a partir da glicina e succinil CoA,
tem sua atividade aumentada. A combinacio do aumento da atividade da ALA-S e
da mibigio da ALA-D resulta no aumento dos niveis de ALA no sangue ¢ urina. A
enzima coproporfirinogénio descarboxilase, também sofre inibi¢io pelo chumbo,

provocando uma eliminagdo excessiva de coproporfirina na urina (COPRO-U)

(PORRU e ALESSIO, 1996).

2.2.5.2 Sistema Nervoso

No sistema nervoso, a agfo toxica do chumbo ocorre tanto na porcio

central como periférica.

No sistema nervoso periférico, as manifestacdes mais evidentes dos
efeitos toxicos do chumbo incluem uma debilidade muscular, hiperestesia, analgesia
~ © anestesia da drea afetada. A neurite periférica ¢ comum em pintores. de casas e
outros trabalhadores com exposi¢do ocupacional excessiva ao chumbo (CHIA, et al.,
1996). Na neurite periférica hd uma desmielinizagdo segmental com possivel
degeneracio axonial, seguida da degeneragio das células de Schwanm (PORRU e
ALESSIO, 1996). Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA, 1986), a
disfungfio do mervo motor ocorre com niveis de chumbo no sangue abaixo de

40pg/dL.
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No sistema nervoso central o chumbo concentra-se na substancia
cinzenta e nucleos. A concentraciio também € alta no hipocampo, seguido do
cerebelo, cOrtex cerebral e medula ¢ na substidncia branca é encontrada uma

concentragdo bem menor (RONNBACK e HANSSON, 1992; GOYER, 1996).

SANDHIR, JULKA e GILL (1994), em experimento com ratos
tratados intragastricamente com chumbo, durante 08 semanas, apresentaram um
acumulo significante de chumbo em toda regifio do cérebro, principalmente no
hipocampo. O aumento dos niveis de chumbo foi acompanhado por um aumento na
peroxidagdo lipidica, o que pode induzir a uma diminuicdo da integridade da

membrana ¢ finalmente a morte celular.

BOULDIN e KRIGMAN (1975) sugerem que as encefalopatias em
humanos se devem a uma toxicidade neuronal ou a uma disfuncdo primaria da
barreira cerebral sangiiinea e que, possivelmente, ambos os mecanismos sdo
operados e determinados pela suscetibilidade individual dos capilares e dos

neurdnios.

Em criangas, niveis de chumbo no sangue igual ou superior a
80ug/dL, leva ao desenvolvimento de encefalopatias (alteracdes neurolégicas, de
conduta e de desenvolvimento). Os sintomas de encefalopatias pele chumbo iniciam
com letargias, vOmitos, irritabilidade, perda de apetite, vertigens, progredindo para
uma ataxia evidente, redugdo do nivel de consciéncia que pode progredir para o
coma ou até mesmo morte. A recuperagdo pode ser acompanhada de seqiielas,
incluindo epilepsia, retardo mental ¢ em alguns casos neuropatia 6ptica e cegueira

(HASS, et al., 1964; BOULDIN e KRIGMAN, 1975; SALGADO, 1977}
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Estudos morfohistopatologicos revelam varios edemas cerebrais com
derrame de fluidos dos capilares, associado a uma diminui¢io das células neuronais
e um aumento das células da glia. Essa perda neuronal é atribuida a inibicdo da
fosforilagio oxidativa induzida pelo chumbo (BALESTRA, 1991; RONNBACK e
HANSSON, 1992).

Os estudos também revelam uma diminui¢do do nivel intracelular de
AMPc no cérebro de animais tratados com chumbo, sugerindo que © sistema

mensageiro do AMPc pode vir a ser um indicador da neurotoxicidade do chumbo

(SANDHIR e GILL, 1994).

BELLINGER e NEEDLEMAN (1992), referem que niveis de
chumbo maiores que 10pg/dL estfio relacionados com problemas de aprendizado e
alteracfio cognitiva em criangas. Os efeitos deletérios do chumbo no sistema nervoso
central, que ocorrem em baixas concentragdes, podem ser explicadas em parte, pelos
efeitos nos processos que envolvem o calcio, pois o chumbo possui propriedades
semelhantes a deste metal (valéncia dois e uma orbital 6p livre) e o organismo nio

distingue claramente entre eles (BRESSLER, et al., 1994).

Em estudos com a atividade da proteina kinase C em eritrécitos
humanos, baixas concentragdes de chumbo podem substituir o célcio, aumentando a
fosforilagdo de proteinas de membrana e a quantidade de proteina kinase C - q.
Sabe-se que proteinas similares a estas estio presentes no SNC, portanto problemas
de aprendizagem podem estar relacionados com o nivel de fosforilagdo dessas, em

criangas intoxicadas por chumbo (BRESSLER, et al., 1994).
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O efeito do chumbo no metabolismo do AMPc, pode afetar vérios
processos metabolicos ¢ eletrofisiologicos regulados pelo AMPe, como transmissio
singptica, ac&80 de neurotransmissores ¢ horménios, crescimento e diferenciagio

celular, expressdo génica, citoesqueleto celular, fosforilacfio protéica, etc.

Segundo SANDHIR e GILL (1994), alteracdes de memoria e
aprendizado devido ao chumbo, podem ser explicadas pelo decréscimo dos niveis
intracelulares de AMPc e inibigdo da adenil ciclase no cérebro. Em pesquisa, onde
ratos machos e albinos receberam doses diarias de acetato de chumbo (50 mg/Kg),
intragastricamente, durante oito semanas, foi possivel observar alteracdes no

metabolismo do AMPc nos cérebros dos animais tratados.

Segundo RONNBACK e HANSSON (1992), muitas vezes as
encefalopatias no vem acompanhadas de alteragdes morfohistopatologicas
evidentes, pois os sintomas como neurastenia, fadiga, labilidade, déficit cognitivo e
de memoéria, intolerdncia ao stress e insonia, se devem mais a aspectos subjacentes

a0s mecanismos celular e molecular

2.2.5.3 Sistema Auditfivo

Criangas, adolescentes e adultos com niveis de chumbo sangiiineo
maiores que 20 pg/dL apresentam alteragSes dos limiares auditivos, intolerancia a
sons de forte intensidade, diminuicio da velocidade e aumento do tempo de
condugfo central dos potenciais auditivos (SCHWARTZ e OTTO, 1991,
RONNBACK e HANSSON, 1992; COUNTER et al., 1997; OSMAN et al., 1999).
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DISCALZI et al., 1993 ¢ OSMAN et al., 1999 avaliaram os efeitos
da exposicdo ocupacional ao chumbo nos potenciais auditivos centrais de
trabalhadores, através do registro dos potenciais auditivos evocados do tronco
cerebral. Neste estudo o nivel médio de chumbo sangiiineo foi de 47,5 pg/dL. Os
resultados demonstraram um aumento significante no tempo de laténcia das ondas I
e V que se originam, respectivamente, no nervo auditivo e coliculo inferior e um
aumento entre os intervalos destas ondas, o que significa que o tempo de conducgdo
central do impulso nervoso estd aumentado. Com esse estudo foi possivel
demonstrar que os potenciais auditivos do tronco cerebral, também, podem ser
utilizados como instrumento na detecgdio de uma newrotoxicidade central subclinica

causada pelo chumbo.

2.2.5.4 Sistema Renal

A nefropatia por intoxicacio ao chumbo é uma das mais antigas

alteracGes de satide devido ao chumbo. A nefropatia possui dois estagios, um agudo

. [reversivel) e um crénico (irreversivel). A nefrotoxicidade aguda se limita as ..

alteragdes morfologicas e funcionais das células do tubo proximal. A acidose tubular
proximal renal (Sindrome de Fanconi) pode tornar-se evidente devido aos defeitos
de transporte secundarios a fun¢fo alterada das enzimas da membrana.
Morfologicamente sdo observadas reducdes glomerular, danos vasculares, fibrose e
inclusBes intranucleares 4cido resistentes, principalmente nas células epiteliais dos
tabulos proximais. Essas inclusdes sdo, pelo menos, parcialmente compostas de

complexos de chumbo-proteinas (GOYER, 1990 e 1996).
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Segundo SALGADO (1977), a nivel renal, a acfio do chumbo seria
manifesta por um quadro crénico, induzido por exposico prolongada e a uma taxa
elevada de chumbo. Essa nefropatia cronica levaria, em alguns casos & hipertensdo

arterial.

Ja para alguns pesquisadores, o efeito critico mais sensivel para os
adultos € a hipertensdo. A hipertensfio e o aumento na incidéncia de acidente
vascular cerebral estio associados a um aumento da concentracio de chumbo no
sangue, devido a influéncia deste metal sobre os rins , musculatura lisa dos vasos
sangiiineos e mnas funcdes ativadas pelo célcio nas células vasculares, devido &
diminuicio da atividade ATPase - Na'/K” e da estimulacdo da bomba de Na'/Ca®*
nas membranas eritrocitirias (ASSENATO et al, 1986; LANDRIGAN, 1989;
BALESTRA, 1991; PORRU e ALESSIO, 1996; HU et al., 1998).

2.2.5.5 Trato Gastrintestinal

Segundo SALGADO (1977) ~a_sintomatologia dos distirbios

digeSUVOS é rica e inespecifica, nfio havendo ainda explicacdo do mecanismo de
acdo toxica do chumbo a esse nivel, especialmente quanto as célicas saturninas. A
“cdlica” de chumbo, caracterizada por dores abdominais extremamente intensas e
pouco localizadas, esta freqlientemente associada com espasmos e rigidez da parede
abdominal. Contudo, o tmnico achado morfolégico no tubo digestivo ¢ a “linha de
chumbo”, decorrente do sulfeto de chumbo precipitado ao longo das margens

gengivais, sendo rara em criangas ¢ ndio observadas em individuos desdentados.



31

Qutros sintomas gastrintestinais, tais como: perda de apetite, distirbios estomacais,

diarréia e constipacio, também sdo observados.

2.2.5.6 Figado

O feito téxico do chumbo sobre o figado de humanos e animais ¢
pouco conhecido. Sabe-se apenas que a exposicio ao chumbo resulta em uma
variedade de alteragdes bioquimicas e que muitos desses efeitos sio resultados da
capacidade do metal ligar-se aos sitios nucleofilicos das células, devido aos grupos

SH livres (NEHRU ¢ KAUSHAL, 1992).

Os transtornos hepéticos sdo mais evidentes somente nas
intoxicagSes severas, porém a auséncia de informacSes sobre uma possivel
influéncia da dieta, habitos pessoais e infecdes, dificulta uma conclusio definitiva

quanto & etiologia desta alterago (SALGADO, 1977).

2.2.5.7 Sistema Reprodutor

Ha evidéncias da associagio da toxicidade do chumbo com a
esterilidade. Os efeitos gametotoxicos sdo demonstrados em animais de ambos os
sexos, expostos a altas doses de chumbo. Em trabalhadores de fabricas de baterias,
com niveis de chumbo no sangue igual a 40pg/dL, apresentaram reducdo na
contagem de espermatozdides, alteracio de sua mobilidade e morfologia anormal

(ASSENATO et al., 1986; ALEXANDER, 1998 ).
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Outro sintoma presente em individuos expostos ao chumbo é a

impoténcia sexual, que pode desaparecer com o tratamento (BALESTRA, 1991).

Na mulher, 0 aumento do nivel de chumbo no sangue materno
também pode contribuir para a reducfio do periodo de gestacfio e para a reducdo do
peso do feto. Com relagéo a fertilidade, pode levar a irregularidade da menstruagéo e

aumento da incidéncia de aborto espontaneo (BORSCHEIN et al., 1989).

2.2.5.8 Carcinogenicidade

A potencialidade do chumbo em provocar neoplasias em animais e
no homem temm merecido aten¢do de diversos autores desde a década de 60
(GOYER, 1996). Os estudos indicam que os tumores produzidos pelo chumbo
inorgénico em animais de laboratério somente ocorrem quando da administracdo de
doses elevadas. Os tumores encontrados, mais comuns, foram do sistema
respiratério ¢ digestivo (GOYER, 1990). Casos de adenocarcinoma renal em
_ trabalhadores  com exposi¢io ocupacional a0 chumbo também ¢ relatado

(LILIS,1981).

Compostos de chumbo estimulam a proliferagio de células epiteliais
do tbulo renal (CHOICE e RICHTER, 1980) ¢ efeitos similares foram relatados em
figados de ratos por COLUMBANO et al. (1983). Em hamster Syrian foi observado

transformacdo celular induzida por composto de chumbo em células embrionarias

(ZELIKOFF et al., 1988).



33

ANETOR ¢ ADENIYT (1998), referem que a exposicdo ao chumbo

provoca uma depressio do sistema imunoldgico, predispondo o sujeito ao cancer.

2.2.5.9 Sistemxaa Cardiaco

Alteracdes cardiacas sfo relatadas em varios casos de intoxica¢do
pelo chumbo, acompanhada de dispnéia, dor na regifio do térax e fadiga
(BALESTRA, 1991). O mesmo autor, também relata alteragdes morfoldgicas no
coragdo de pacientes com niveis de chumbo sangtiineo igual & 40 pg/mi, como
aumento de tamanho das mitocOndrias das células do miocardio, aumento do niimero

dos canais de calcio e degeneragio celular.

2.2.5.10 Sistenxa Imunologico

Estudos com animais indicam um efeito imunossupressor do chumbo
_ numa variedade de sistemas biologicos, e que pode ser utilizado como um indicador
sensive] da exposicdo ao chumbo. Mas ha poucos estudos especificos que tém
determinado os componentes celulares responséveis por esta supressio. E sugerido
que macrofagos ou células fagocitdrias possam ser os marcadores de chumbo
(BLAKLEY, 1981). E relatado também uma diminuicfo significante na populagio
de células “T” e “B” e na habilidade fagocitiria dos macréfagos em cobaias
intoxicadas por metais pesados (Hg®, Cu*, Pb® e Zn’) com ascaridiase

experimental (Ascaris suum), quando comparado com o grupo de cobaias nio
intoxicadas (BOROSKOVA, 1993).
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Ha estudos que relatam a depressio significativa do sistema
imunolégico (IgA e IgT) em trabalhadores expostos ocupacionalmente ao chumbo,
predispondo-os a doengas infecciosas, inflamatérias ¢ ao cancer (ANETOR e

ADENIYT, 1998).

Segundo os estudos de COOK et al. (1974), além do chumbo induzir
a uma alteracfo na funcdo das células hepaticas, ha também uma inabilidade dos

macréfagos em inativar endotoxinas.

2.2.6 Parimetros de Controle de Exposiciio ao Chumbo

As alteragBes na sintese do heme, podem ser utilizadas como
parémetros de controle da exposi¢io ao chumbo. Segundo SALGADO (1977), os
exames mais requisitados para controle da intoxicacdo pelo chumbo séo:

® plumbemia (Pb-8);

® plumbinuria (Pb-U);

» coproporfirina urinaria (COPRO-U);

 acido d-aminolevulinico na urina (ALA-U);

e atividade enzimatica do 4cido§-aminolevulinico desidratase

(ALA-D).

Outro indice que pode ser utilizado € o teor de chumbo na urina, mas

como sua variacdo ¢ grande, seus valores nfio representam o grau de absorcio, pois
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o rim excreta quantidades elevadas de chumbo, somente quando a concentragio
sangiiinea ¢ elevada, exceto para o chumbo orgénico. Portanto, em individuos
expostos por longos periodos a concentragSes relativamente baixas, os valores de
plumbinuria estarfo sempre dentro dos valores considerados normais (MORGAN,

1975).

A determinagdo do teor de chumbo na urina apos a administracio de
quelantes (Dimercaprol, D-Penicilamine, CaNa2EDTA, 2,3-acido
Dimercaptosuccinico), fornece dados significativos. Se o nivel de chumbo na urina
aumentar apos a administracdo de quelantes, trata-se de uma exposi¢do excessiva e
de armazenamento de chumbo pelo organismo (MORGAN, 1975; PORRU e
ALESSIO, 1996).

O valor da medida de chumbo no sangue e urina constitui um valioso
pardmetro para o diagnostico da intoxicagio aguda, porém a determinacio de
chumbo no sangue, como teste tnico, é insuficiente para relevar o indice de

exposicdo e de absorgdio. Desta forma, tornam-se necessarias medidas

complementares como as decorrentes da agfio toxica do chumbo na biossintese do

heme. A determinagfo da atividade enzimatica da ALA-D é uma medida altamente
sensivel e especifica. Sua alta sensibilidade tem sido usada como monitor biolégico
para trabalhadores expostos ao chumbo, apesar da varia¢do individual na sua
atividade basal. Devido a sua alta sensibilidade, a diminui¢8o da atividade da ALA-
D se constitui na primeira alteragio bioquimica provocada pela absor¢do do
chumbo, permitindo assim, através de teste rapido e pouco dispendioso, concluir se

existe exposi¢do ou ndo. Resultados falsos positivos podem ocorrer quando houver a



36

deficiéncia de ferro e moléstia hepética provocada pelo alcool. (DORWARD e
YAGMINAS, 1994).

A determinagio quantitativa da COPRO-U ¢ um outro método
utilizado para o controle do saturnismo, sendo no entanto, uma alteracfo tardia e
variavel, fornecendo valores, mais elevados somente quando os teores de chumbo
ultrapassam 80ug/100ml. As vezes acusa normalidade na existéncia de valores
elevados de chumbo no sangue. Além disso, a COPRO-U nfo ¢ especifica para o
saturnismo, pois ndo o diferencia da anemia férrica, febre reumatica, poliomielite,

cirrose hepatica e de alcoolemia elevada (SALGADO, 1977).

Segundo SALGADO (1977) a concentrago de porfirina eritrocitaria
livve (FEP) pode ser util na confirmacio clinica de casos assintométicos de
exposicdo anormal ao chumbo, desde que o quadro de anemia férrica seja

descartado.
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3. PROPOSICAQO

Neste trabalho objetivamos o estudo da relacdo entre a toxicidade do
chumbo, a atividade da fosfatase 4cida e a analise morfohitopatologica nos diversos
tecidos (testiculo, intestino, rim, bago, figado, estdmago, coracdo, pulmio, cérebro e
coclea) de ratos, “in vivo”, o que contribuira para um maior esclarecimento sobre a

funcéo bioldégica da fosfatase dcida e sobre a toxicidade do chumbo ao Organismo.

Como ja foi destacada na introdugdo e revisio de literatura desta
Dissertagio, a fosfatase 4cida é uma enzima amplamente distribuida na natureza em
diversas classes e em um mesmo tecido. Este fato associado a trabalhos que relatam
a atividade desta enzima, quer aumentada ou diminuida a diversos estados
patologicos, a escassez de trabalhos sobre o efeito do chumbo na atividade da
fosfatase acida e sabendo-se que o chumbo é potencialmente téxico a vérios orgéos

e tecidos, este estudo reveste-se de grande importancia.
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4. MATERIA L E METODOS
4.1 Material

4.1.1 Animais

©Os animais foram provenientes do Biotério da Faculdade de

Odontologia de Bauru - Universidade de Sio Paulo.

A pesquisa foi realizada com 45 ratos “Wistar’’ machos albinos, com
aproximadamerxte 02 meses de idade, sendo 15 do grupo controle e 30 do grupo

tratado.

4.1.2 Reagentes e Solucdes

O substrato (pNPP) e inibidores (pHMB e Tartarato) foram da
Sigma Chemical Co, Acetato de Chumbo Neutro (C4sHgO,Pb3H,0) (Synth May e
Baker). Os Reagentes utilizados para o preparo das solugdes e tampdes possuiam

grau analitico e todos foram preparados com 4gua deionizada.
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4.2 Métodos

4.2.1 Tratamento

Os animais do grupo tratado receberam ,diariamente, durante 42 dias,
0,5 ml de acetato de chumbo 3% em glicerol 2% através de entubagiio gastrica. Os
animais foram anestesiados com éter etilico em camara de vidro fechada, para serem
entubados. O grupo controle foi submetido ao mesmo tratamento, substituindo o

acetato de chumbo por dgua deionizada.

Os ratos foram colocados em gaiolas plasticas, adequadamente
identificadas e divididos aleatoriamente em grupos de 05. Os mesmos foram
marcados na orelha, utilizando bisturi e tinta nanquim preta. A alimentacdo foi a
base de racdo Purina e dgua deionizada “ad libitum” e suas gaiolas eram limpas a

cada dois dias.

Os animais foram pesados semanalmente, durante todo o periodo de

tratamento, apos serem anestesmdos e antes de serem entubados Fcu utﬂ;zada

“ 'balanga eletromca Mettler H—ZO

4.2.2 Obtenc¢ao dos Orgaos

Os animais foram anestesiados com éter etilico em camara de vidro

fechada e sacrificados por decapitacfio, sendo os orglos (bago, cérebro, coragio,
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coclea, estdbmago, figado, intestino delgado, rim, pulméo e testiculos) imediatamente
~ dissecados, removidos e colocados em uma placa de Petri contendo soro fisiolégico
gelado. Em seguida, as massas dos érgio foram medidas em balanca eletrénica
Mettler H-20 com sensibilidade 0,1 g, e imediatamente armazenados a - 20°C, para

posterior analise enzimatica e de proteinas.

4.2.3 Obtencdo do Extrato para Analise Enzimatica

Foi homogeneizado 0,5g de cada érgio em 5,0 ml de tampéo maleato
HCl, 0.1 M, pH 7,0, na propor¢do 1:10 (m/v). Em seguida, 0 homogenado foi
centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos. Desprezado o precipitado, coletou-se o
sobrenadante, o qual foi filtrado através de 3 camadas de gaze. O efluente obtido

constituiu o extrato limpido.

4.2.4 Determinacio da Atividade Enzimitica

A atividade enzimatica foi quantificada pela hidrélise do p-nitrofenil
fosfato (pNPP) em um meio de reagio tamponado com acetato de sédio 0,1M, pH
5,0, para um volume final de 3,0 ml. A reagdo foi iniciada pela adigdo do extrato ao
meio de reag&o e SmM de pNPP. A reagiio foi paralisada pela adi¢dio de 1,0 ml de
NaOH 1,0N, ap6s incubagio por 2 minutos & uma temperatura de 37°C. E nos tubos
controles o extrato foi adicionado apés a colocacdo do NaOH (TAGA e VAN
ETTEN, 1982).
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A formacéo do p-Nitrofenol foi determinada
espectrofotometricamente (Espectrofotémetro ULTROSPEC 2000 - Pharmacic
Biotech), pela leitura da absorgdo a 405 nm (coeficiente de extingio molar da forma

p-nitrofendxido: 18.000 (mol' L em™) (CHAIMOVICH e NOME, 1970).

A Unidade Enzimatica (UE) é definida como a quantidade de enzima

necessaria para produzir 1 umol de p-Nitrofenol (pNP) por minuto.

A Atividade Enzimatica Especifica (AE) € expressa como Unidade

de Atividade Enzimatica por miligrama de proteina (AE=EU/mg).

Essa reagfo ocorre segundo o seguinte esquema:

E
O,N OP+H20 > ()N
p-Nitrofenil Fosfato p-Nitrofemol
; alcaling

p-Nitrofenolato

Abs 405 nm




42

4.2.5 Determimnacio das Isoenzimas da Fosfatase Acida:

As isoenzimas foram detectadas e quantificadas, realizando-se a
determina¢@o da atividade em meios de reacio contendo Tartarato (0,I1M), inibidor
da fosfatase acida de AMr, e pHMB (10mM), inibidor da forma de BMr (TAGA e
VAN ETTEN, 1982).

4.2.6 Determinaciio de Proteinas

A proteina foi quantificada pelo método de Lowry, como descrito por

HARTREE (1972), utilizando Albumina de Soro Bovino (BSA) como padsio.

A reagdo foi iniciada pela adi¢io de 3,0 mi do reagente C 4 0,2 mi
do extrato ¢ apds 10 minutos adicionou-se 0,3 ml de Folin-Ciocalteau (1:1). Nos
controles o extrato foi substituido por 0,2 ml de H,O.

A leitura da absorbancia foi realizada a 660 nm apds 30 mmutos da
adi¢do do reagente de Folin-Ciocateau & temperatura ambiente.
4.2.7 Anilise Morfohistopatolégica

Apbs a retirada dos érgos, os mesmos foram submetidos ao seguinte

processamento estandardizado, para analise morfolégica, segundo (LUNA, 1968).
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o fixacdo em solugdio de formol tamponado a 10% por 7 dias a temperatura
-ambiente;

e lavagem em 4gua corrente por 24 horas;

e 30 minutos em etanol 80%;

¢ 30 minutos em etanol 90%;

¢ dois banhos, de 30 minutos cada, em etanol 95%;

e trés banhos, de 30 minutos cada, em etanol 100%;

e trés banhos em xilol até a completa diafanizacio;

e dois banhos., de 60 minutos cada, em Paraplast fundida a 58°C;

e inclusdo em Paraplast fundida nova.

De cada bloco foram obtidos 2 a 3 cortes histolégicos semi-seriados
e seriados com 6pum de espessura, que foram corados pela técnica da hematoxilina e
Eosina ( Hematoxilina de Harris e a Eosina de Lison), e analisados por microscopia
oOptica comum. Foram estudados os érgdos de 10 ratos do grupo tratado e 5 do grupo
controle para se realizar o diagnostico comparativo. Apés a anslise microscopica, as

laminas foram fotografadas com o Fotomicroscépio Carl Zeiss Germany.

Com relagdo a céclea, antes de ser processada, a mesma passou por
descalcificagdo em solugdo de Morse (citrato de sédio a 20% e acido férmico a 50%
na proporgdo 1 :1), durante um perfodo de 20 dias, sendo que na primeira semana a

solugdo foi trocada diariamente.




4.2.8 Analise Fstatistica

Os dados foram analisados através do Teste-t Independente de
Student, que visa testar a diferenca de duas médias. A teoria da distribuig@io “t” de

Student exige que se suponha que duas varidveis basicas X; e X, possuam

distribui¢des normais independentes com desvios padrio iguais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1 Efeito do Chumbo sobre o Desenvolvimento Ponderal do Ratos

Durante o periodo de tratamento dos ratos (Métodos 4.2.1) foi
observado que os animais que receberam acetato de chumbo 3% apresentaram-se
mais irritados que os do grupo controle. Observou-se também, queda de pélos.
Contudo a varia¢do ponderal foi similar nos dois grupos de animais, havendo um
ganho de peso da ordem de 23 % (Grafico 1). J4 MODAK, et al. (1975) relatam
inibigdo significativa no crescimento de ratos recém nascidos tratados com acetato

de chumbo 1%, diluido na 4gua durante 60 dias.
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GRAFICO 1 - Variacio Ponderal dos Rates Controle e Tratados.

As pesagens foram realizadas a cada 07 dias (1°, 8°,

descrito no Material e Métodos 4.2.1

15°,22°, 29°, 36° ¢ 43° dia), como
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5.2 Efeito do Chumbo na Atividade da Fosfatase Acida Total, de AMr e de
- BMr.

A atividade da fosfatase acida total diminuiu em todos os 6rgos do
grupo tratado. Os Orgéos mais afetados pelo chumbo, em ordem decrescente foram:
estdmago, intestino, coragio, pulméo, cérebro, testiculo, figado, baco e rim (Grafico
2). A diminuigfo da atividade da fosfatase 4cida total (AMr e BMr), apds o
tratamento corn acetato de chumbo foi semelhante e girou em 70%, exceto para o
estdmago, onde a inibigéo foi mais intensa (85%). No rim o efeito do chumbo sobre
a atividade da fosfatase 4cida total nfio foi estatisticamente significante (P=0,01)
(Grafico 2). Este dltimo dado foi contrario ao encontrado por SASTRY ( 1979),
onde relata inibicao significativa da atividade da fosfatase acida total e da alcalina
nos rins de peixes (Channa punctatus) expostos durante 30 dias em agua

contaminada com nitrato de chumbo.

O estudo do efeito do chumbo na atividade especifica (AE) da

fosfatase 4cida na presenga de compostos inibidores (Tartarato, 0,1M e

pHMB,10mM), como descrito nos Métodos 4.2.4 e 4.2.5, permitiu observar o efeito
toxico do chumbo sobre as fosfatases 4cidas de BMr e de AMr respectivamente, ja

que o Tartarato inibe as fosfatases de AMr e o pHMB as de BAf.

Na dosagem da AE da fosfatase 4cida na presenca de Tartarato
(inibidor da Fac. de AMr), foi possivel observar uma diminui¢io da AE da fosfatase
de BMr, estatisticamente significativa (P=0,01), em todos os érgdos do grupo

tratado em relagfio ao grupo controle (Grafico 3). Além da diminuic8o da AE, houve
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uma diminuic&o da atividade relativa (AR) desta mesma fosfatase acida. Porém, a
variagdo da proporgio da atividade relativa da Fac. de BMr, entre o grupo fratado e
controle, ndo foi estatisticamente significativa no testiculo, coragdo e cérebro

(Grafico 5).

Na presenca de pHMB (inibidor da Fac. de BMr), a AE da Fac. de
AMr, no grupo tratado, apresentou diminuigdio significativa (P=0,01) em todos os
orglos analisados, exceto no rim e bago, quando comparado ao grupo controle
(Grafico 4). Ja a AR dessa mesma Fac. apresentou um aumento significativo no
estomago e intestino, e uma diminuigio significativa no figado. Nos demais 6rgdos a

variagdo da proporglo relativa da atividade ndo foi estatisticamente significativa

(Grafico 6).

A atividade relativa da fosfatase 4cida, na presenga dos compostos
inibidores (Tartarato e pHMB), foi calculada como uma porcentagem daquela obtida
na auséncia do composto inibidor, para cada orgdo e grupo. Os valores foram

analisados estatisticamente conforme o descrito em Métodos (4.2.8).
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 GRAFICO 3 - Efeito da Intoxicaciio nor Chumbo na Atividade da.
Fosfatase Acida na Presenca de Tartarato.

As barras representam o desvio padrdo (sd) da média das medidas das AEs da fosfatase
4cida na presenca de Tartarato (inibidor da Fac. de AMr), nos érgdos de ratos do 2rupo
controle e do tratado. Em todos os 6rgios a variacfio foi estatisticamente significativa

(Teste-t Independente, P=0,01). As dosagens da AE foram realizadas como descrito no
Material e Métodos 4.2.4 ¢ 4.2.5.
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~ GRAFICO 4 - Efeito da Intoxicacio por Chumbo na Atividadeda

Fosfatase Acida na Presenca de pHMB.

As barras representam o desvio padrfio (sd) da média das medidas das AEs da fosfatase
acida na presenca de pHMB (inibide da Fac. de BMr), nos 6rgéos de ratos do grupo
controle e do tratado. A variagfio ndo foi estatisticamente significativa (Teste-t
Independente, P=0,01), apenas para o rim ¢ bago.

As dosagens da AE foram realizadas como descrito no Material e Métodos 4.2.4 ¢ 4.2.5.
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do composto (Tartarato). A atividade foi determinada como descrito em Métodos (4.2.4
e 4.2.5). As barras representam o desvio padrio (sd) da média das Atividades Relativas
da fosfatase dcida na presenca do Tartarato (inibidor da Fac. de AMr) nos 6rgdos de ratos
do grupo controle ¢ do tratado. A variagio da proporciio da AR nfio fol estatisticamente

significativa (Teste-t Independente, P=0,01) para o Testiculo, Coracio e Cérebro.
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5.3 Efeito do Chumbo sobre a Histoarquitetura dos Orgios dos Ratos

5.3.1 Testiculo

No testiculo dos ratos do grupo controle foram observados os
seguintes aspectos: os tibulos seminiferos com espermatogénias, espermatdcitos e
espermatozoides enchendo a luz do ducto. As células intersticiais sem
particularidades, bem como a cépsula externa (Albuginea). A espermatogénese
apresenta duas a trés camadas de espermatdcitos por tibulos seminiferos, por vezes
presenca de material seminal eosinofilo escasso na luz dos tabulos seminiferos
(Figura 3). No grupo tratado, foram observadas perdas de estratificacdo das camadas
de espermatogdmias e espermatcitos, com uma a duas camadas por tabulos
seminiferos. As luzes dos titbulos apresentam-se com menos espermatozéides e mais

material seminal eosinéfilo. Vasos ectasicos, congestos e capsula adelgacada

{(Albuginea) (Figura 4). ASSENATO et al. (1986) relatam a diminuicdo do ntimero e

mobilidade dos espermatozoéides em trabalhadores de fabrica de baterias, que estio

expostos ao pé de chumbo, durante 08 horas diarias.



Ly
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FIGURA 3 - Testiculo. Fotomicrografia de corte transversal dos tibulos seminiferos de ratos

do grupo controle sem particularidades: (1) Espermatécitos com 1 3 3 camadas; {2)

Espermatogénias e (3) Espermatozoides na tuz dos tibulos. Coloracio HE. Aumento 160 x.



FIGURA 4 - Testiculo. Fotomicrografia de corte transversal dos tibulos seminiferos de ratos
do grupo tratado com perda de estratificagio das camadas de (1) Espermatogdnias e (2}
Espermatocitos; (3) material seminal denso com menos espermatozéides. Coloraglio HE. Aumento

160 x.
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5.3.2 Intestino

Nos érgfios do grupo controle, a mucosa intersticial exibe glandulas
apresentando células colunares com polaridade mantida, células caliciformes sem
particularidades, bem como a camada muscular e a serosa. Vasos pouco dilatados.
Histoarquitetura mantida (Figura 5). No grupo tratado, a mucosa do intestino dos
ratos , apresentam glindulas de formato mais papilares que os do controle, com
maior espagamento entre elas apresentando aparentemente maior nimero de células
caliciformes. A parte apical das papilas das glandulas da mucosa apresenta

degeneracdo e descamagfio de células. A musculatura e a serosa ndo apresentam

alteragbes dignas de nota (Figura 6).



FIGURA 5 - Imtestino. Fotomicrografia de corte longitudinal da mucosa do intestino delgado

de ratos do grupo controle. (1) células caliciformes; (2) camada muscular e serosa sem

particularidades; (3) vasos pouco dilatados. Coloracio HE. Aumento 64 x.



FIGURA 6 - Intestino. Fotomicrografia de corte longitudinal da mucosa do intestino delgado
de ratos do grupo tratado. (1) glindulas mais papilares, mais espacadas e com maior nimero de
células caliciformes; (2) degeneragio e descamacio celular nas papilas; Coloracio HE. Aumento

160 %
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5.3.3 Rim

No grupo controle os néfrons e as células do epitélio dos tibulos
apresentam-se preservados. Os glomérulos bem constituidos. O espago de Bowman
presente, ducto proximal (tObulo), ducto de néfron, ducto distal e coletor
preservados, com sua histoarquitetura sem particularidades. Glomérulos com
celularidade mantida, capilares glomerulares preservados bem como as arteriolas
(Figura 7). Nos rins dos animais tratados foi observado degeneracdo turva das
células que formam os tibulos proximais , distais e coletores. Os glomérulos
apresentam aumento da celularidade (proliferagdo) com estreitamento do espago de
Bawman. Os rins apresentam, ainda, capilares medulares congestos e presenca de
cilindros hematicos (Figura 8). SALGADO (1977) e GOYER (1996) relataram em
suas pesquisas a presenca de nefropatias em individuos expostos ocupacionalmente
ao chumbo, com presenca de vasos congestos e aumento de celularidade nos tiibulos
renais. HASS et al. (1964) em uma pesquisa com coelhos intoxicados com acetato
de chumbo, através da sua dieta, apresentaram citomegalia e degeneracdo celular em
_tabulos renais. FOWLER et al. (1980) pesquisou a influéncia do chumbo em ratos
expos{os a acetato de chumbo (0,5 a 250 ppm) diluido na 4gua, durante 6 meses e
encontrou evidéncia de citomegalia e cariomegalia em células do tGbulo renal

proximal.
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FIGURA 7 - Rim. Fotomicrografia de corte da camada cortical do rim de rato do grupo

controle. (1) espaco de Bowman preservados; (2) ducto proximal, distal e coletor preservados; (3)

glomérulos com celularidade mantida. Coloragio HE. Aumento 160 x.
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FIGURA B8 - Rim. Fotomicrografia de corte da camada cortical do rim de rato do Zrupo
tratado com acetato de chumbo. (1) células dos tibulos proximais, distais e coletores com sinais
de degeneracdo turva; (2) glomérulos com aumente de celularidade e estreitamento do espago de

Bowman; (3) vasos congestos; {4) cilindros hemdticos. Coloragiio HE. Aumento 160 x.
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5.3.4 Bago

O bago dos animais controle apresentam-se com polpa branca
representada pelos corplisculos de Malpighi com sua arteriola e linfécitos da zona
cortical sem particularidades dignas de nota. Seios venosos e vasos congestos, ao
lado corddes de Biboth preservados (Figura 9). No grupo tratado, os sinusdides
estdo alrgados e congestos. A zona cortical dos corpsculos de Malpighi mais
pauricelular que os dos controles. Vasos ectdsicos e congestos. As &reas centro
foliculares mostram-se aumentadas as custas das células reticulares e os centros
germinativos fusionados (Figura 10). FOWLER et al. (1980) em sua pesquisa com
ratos expostos a acetato de chumbo (0,5 a 250 ppm), ndo encontraram lesdes

histopatolégicas no bago desses animais, apenas alteracdes renais.
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FIGURA 9 - Bag¢o. Fotomicrografia de corte de Bago de rato do grupo controle. (1)

corptsculos de Malpighi (polpa branca) e (2) arteriola central preservados; (3) polpa vermelha

COm SEUus Selos venosos ¢ vasos congestos. Coloracie HE. Aumento 160 x.



FIGURA 10 - Bago. Fotomicrografia de corte de Bago de rato do grupo tratadoe com acetato

de chumbo. (1) centros germinativos fusionados; (2) corpusculos de Malpighi mais pauricelulares

em relaglo aos controles. Coloragfio HE. Aumento 160 x.
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5.3.5 Figado

No grupo controle, o 16bulo hepatico apresenta a veia central do lobo
sem particularidades; as traves de Remack, os capilares sinusodides preservados bem
come 0s espag¢os porta com canaliculos biliares, arteriola e veia hepética com
histoarquitetura mantida (Figura 11). No grupo tratado, a veia central do 16bulo do
figado, mostra-se congesta, bem como as do espago porta que se apresentam
ectasicas e congestas (Figura 12). Alguns hepatdcitos apresentam nitida degeneracio

turva, propria das de intoxicagfio (Figura 13).

FIGURA 11 - Figado. Fotomicrografia de corte de figado de rato do grupo controle,

mostrando Espago Porta com (1) canaliculos biliares, (2) arteriola e (3) veia hepatica com

histoarquitetura preservada. Coloracdio HE. Aumento 160 x.
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FIGURA 12 - Figado. Fotomicrografia de corte de figado de rato tratado com acetato de

.chumbo. Espago Porta com: (1) veia central e (2) arteriola ectasicas ¢ congestas. Coloragiio HE.

Aumento 64 x.
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FIGURA 13 - Figado. Fotomicrografia de Hepatécito do 16bulo hepdtico do figade de ratos

mntoxicados por chumbo. (1) sinais de degeneracfio turva. Coloraciio HE. Aumento 400 x.
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5.3.6 Estomago

No grupo controle, os estdmagos dos ratos apresentam glindulas
do tipo tubular, bem constituidas, com células do epitélio glandular tubular
apresentando polaridade preservada e raras figuras de mitoses tipicas. As gliandulas,
cortadas de maneira obliqua ou transversal, apresentam-se de maneira regulares e
com luzes preservadas. A musculatura prépria da parede do estdmago apresenta-se
sem particularidades dignas de nota. O epitélio superficial da mucosa do estbmago
mostra-se preservado (Figura 14). Nos animais tratados, o epitélio superficial da
mucosa do estdmago, encontra-se desfeito. O epitélio tubular apresenta dreas mais
superficiais com degeneracdo e descamacio. As células do epitélio glandular tubular
com sinajs evidentes de degeneragdo vacuolar (Figura 15). Ectasia e congestdo

vascular em vasos da submucosa (Figura 16 ).
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FIGURA 15 - Estdmago - Fotomicrografia de corte longitudinal da mucosa do estdmago de

ratos tratados, mtragastricamente, com chumbo. (1) células do epitélio glandular com sinais de

degeneraciio turva.. Coloragdio HE. Aumento 400 x.
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FIGURA 16 - Estdmago - Fotomicrografia de corte longitudinal da mucosa de estOmago de

ratos tratados, intragastricamente, com chumbo. (1) cilindros hematicos e (2) vasos congestos e

ectasicos. Colorac&o HE. Aumento 160 x
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5.3.7 Coracao

O coragio, no grupo controle, apresenta miocardio com musculatura
esquelética estriada cardiaca sem particularidades, bem como o pericardio e
endocardio. O coragdo mostra capilares preservados e pouco congestos (Figura 17).
O coragdio tratado apresenta um aumento da celularidade no pericardio e edema,
separando as fibras do miocardio. As fibras do miocardio mostram-se vacuoladas.
Capilares ectasicos e congestos (Figura 18). A presenca de edema, vasos e capilares
congestos sd© relatados em estudos com animais expostos ao chumbo
intragastricamente e por inalacio (ASSENATO et al.,1986; LANDRIGAN, 1989;
GOYER, 1996). BALESTRA (1991) relatou que pacientes com nivel de chumbo
igual & 40 pg/100ml de sangue apresentaram cardiopatia com aumento do tamanho

das mitocondrias nas células do miocardio e degeneracido celular.



FIGURA 17 - Coragfio - Fotomicrografia de corte longitudinal do miocardio de ratos do

grupo controle. (1) Fibras musculares preservadas e agrupadas em feixes e com niicleo oval: (23

artérias e capilares preservados e pouco congestos. Coloragio HE. Aumento 160 x.



FIGURA 18 - Coracio - Fotomicrografia de corte longitudinal do miocardic de ratos

intoxicados por chumbo. (1) Edema separando os feixes de fibras musculares; (2) capilares e vasos

ectasicos e congestos. Coloraciio HE. Aumento 160 x.

¥ 43
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5.3.8 Pulmao

Nos pulmdes do grupo controle, os brénquios e alvéolos apresentam
histoarquitetura preservada, espagos peribronquiolares escassos (F igura 19). Nao ha
edema e nem congestdo capilar e nfio ha extravasamento de hemacias dos capilares.
A luz dos brénquios e bronquiolos ndo apresentam inflamacdes e/ou ectasias. Em
algumas 4reas, nota-se celularidade de septo alveolar préprio dos ratos, com células
cuboidais, nacleos ovalares e cromatina uniforme formando uma ou duas camadas
de células. Espagos capilares conservados e com hemiacias. Os bronquios e
bronquiolos com células colunares, nficleos polares de cromatina uniforme, sem
particularidades. A sua luz é pervea, mostrando por vezes células descamadas
(Figura 20). Nos pulmdes tratados h4 deposigio de pigmento enegrecido na serosa
que envolve o pulmio (pleura) em uma 4area formando reacdo crbnica
granulomatosa. Presenca de intensa hiperemia ativa em capilares de septos, por
vezes com extravasamento de hemdceas. Os septos apresentam-se muitas vezes

rotos formando “espordes” proprios dos de enfisema (Figura 21). Os bronquios e

bronquiolos apresentam luzes ectisicas, contendo grande quantidade de hemdceas

em seu interior. Os vasos estfio ectdsicos e congestos. Na luz dos alvéolos vé-se em
algumas areas liquido réseo proprio dos de edema pulmonar (Figura 22). Apresenta,
ainda na maioria dos pulmdes dos animais tratados, no polo mais distal area de

hiperinsuflacdo alveolar, de origem téxica.



FIGURA 19 - Pulmio - Fotomicrografia do pulmio de ratos do grupo controle. (1}

Brénquios e (2) alvéolos preservados, com espagos peribronquiolares escassos. Coloracdo HE.

Aumento 40 x.
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FIGURA 20 - Pulmiio - Fotomicrografia do pulmdo de ratos do grupo controle. (1) Alvéolos

¢ (2) bronquios com histoarquitetura preservadas; (3) espagos capilares conservados e com

hemaceas; (4) luz dos alvéolos pérvea e auséneia de edema. Coloracio HE. Aumento 100 x.
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FIGURA 21 - Pulmio ~ Fotomicrografia do pulmiio de ratos intoxicados por chumbo. (1)

Deposicdio de pigmentos enegrecidos na pleura; (2) capilares congestos e extravasamento de

hemaceas; (3} septos alveolares rotos. Coloracdo HE. Aumento 160 x.
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FIGURA 22 - Pulmio - Fotomicrografia do pulmio de ratos mtoxicados por chumbo. (1)

edema pulmonar (presenga de liquido réseo); (2) vasos ectdsicos e congestos. Coloragdo HE.

Aumento 64 x.
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5.3.9 Cérebro

No grupo controle, os neurdnios apresentam corpos celulares
estrelados e seus feixes de dentritos sem particularidades (Figura 23), bem como as
celulas da glia, cuja quantidade e disposigiio apresentam histoarquitetura preservada.
Vasos pouco congestos. Substincia Branca ndo apresentaram nada digno de nota.
Capa molecular sem particularidades, bem como a pia mater e o plexo cordide. No
grupo tratado, 0s neurdnios apresentam em areas mais distantes de vasos, cariolise e
cariorrex (alteragbes degenerativas). Presenca de vasos ectasicos e congestos na pia
mater, bem como no plexo cordide. A camada molecular aparentemente preservada,
porém a capa granulosa apresenta-se mais pauricelular, quando comparada ao

controle. Nota-se, ainda, edema cerebral, representado pelo aumento do espago peri-
celular (Figura 24).

BOULDIN e KRIGMAN (1975) induziram um quadro de
encefalopatia aguda por chumbo em cobaias adultas, onde receberam doses didrias
de carbonato de chumbo (155mg), em capsulas de gelatina, e apos sacrificadas por
decapitagdo apos 24 horas, 2, 3, 3, ¢ 6 dias de tratamento. Os capilares cerebrais
foram analisados por microscopia eletronica. N3o foram encontradas alteracdes
capilares em nenhuma cobaia intoxicada. Porém GOLDSTEIN et al. (1974) relata
em seus estudos com animais intoxicados por chumbo a presenca de alteracdes

capilares, hemorragias e edema cerebral.

SANDHIR et al. (1994) analisaram o Sistema Nervoso Central de

ratos machos tratados, intragastricamente, com acetato de chumbo {50 mg/Kg). Os
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mesmos foram tratados durante oito semanas e ap6s foram sacrificados por

inibicdo significativa da atividade da Adenil-ciclase e um decréscimo dos niveis de
AMPc e por conseqliéncia uma alteragdo dos sistemas regulados pelo AMPc, como
por exemplo transmissfio sindptica, agdo de horménios e neurotransmissores,

diferenciacdo e crescimento celular, expressdo génica, fosforilagio de proteinas, etc.

FIGURA 23 - Cérebro - Fotomicrografia do cérebro de ratos do grupo controle. Neurdnios

com : (1) corpo celular estrelado e (2) feixes de dendritos sem particularidades. Coloracoc HE.

Aumento 400 x.




FIGURA 24 - Cérebro - Fotomicrografia do cérebro de ratos intoxicados por chumbo.
Neurbnios com alteragbes degenerativas: (1) auséncia e/ou fragmentagdo do niicleo (caritlise e/ou

cariorrex); (2) edema cersbral, presenca de espaco pericelular. Coloragio HE. Aumento 400 x.



84

5.3.10 Coclea

Os cortes histologicos do grupo controle apresentam as ldminas
osseas do contorno formando a céclea Gssea, sem particularidades. No seio da
columela correm as fibras do nervo coclear e de trecho em trecho vé-se diminutos
aglomerados de células nervosas (pertencendo ao ganglio espiral). Ao nivel dos
cortes do ginglio espiral, partindo do modiolo, projetando-se a lamina espiral Ossea
que se dirige para o labirinto membranoso. Este ducto coclear contém a endolinfa. A
delgada membrana vestibular (Reissner) representa a parede superior do ducto
coclear, cuja parede inferior consiste principalmente da lamina espiral membranosa.
A parede externa, conhecida como estria vascular, é tida como a produtora de
endolinfa. Vé-se em sobre a superficie superior da membrana basilar o orgdo de
Corti, que ¢ o receptor auditivo sensorial. Este orgéo constituido de diversos tipos
celulares de sustentacdo e de células sensoriais ciliadas. A limina espiral, pela
incidéncia de alguns cortes, exibe sua cobertura por um epitélio colunar que forma a

parede interna do sulco espiral. A superficie do limbo espiral e uma formacdo

cuticular se contmuam com a membrana tectoria se estendendo sobre o érgdo de

Cortz Nota—se que no grupo controle , tanto a celularidade como a constituicdo das
laminas dsseas, apresentam-se com aspecto eosinofilico, integras e sem
particularidades dignas de nota (Figura 25). No grupo tratado, vasos ectdsicos e
congestos (Figura 26), drea de escurecimento e de basofilia nas laminas ésseas das
cocleas dos ratos (caracteristico de intoxicacdes). Proliferagdo conjuntiva na 4rea da
estria vascular e discreta proliferacio de tecido fibro-conjuntivo na 4area do

ligamento espiral (Figura 27).
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FIGURA 25 - Cobelea - Fotomicrografia do corte transversal da céclea de rato do grupo
controle. Histoarquitetura mantida: (1) fibras do nervo coclear; (2) ducto coclear preservado; (3)
membrana de Reissner; (4) membrana Basilar; (5) membrana Tectorial sobre o orgdo de Corti; (6)

lamina 6ssea com aspecto eosindfilo, sem particularidades. Coloraco HE. Aumento 64 x.
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FIGURA 26 - Coclea - Fotomicrografia do corte transversal da céelea de rato intoxicado por

chumbo. Presenca de (1) vasos congestos e ectasicos na regifio do ganglio espiral. Coloragdo HE.

Aumento 64 %,
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FIGURA 27 - Cédclea - Fotomicrografia do corte transversal da céclea de rato intoxicado por
chumbo. (1) Area de escurecimento e de basofilia nas IAminas 0sseas (caracteristico de
mtoxicagdo); (2) proliferacio fibroconjuntiva na drea do ligamento espiral. Coloracdic HE.

Aumento 160 x.
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6. CONSTATACOES

Neste estudo, a influéncia do chumbo na AE da Fac. total, s6 ndo foi
significativa nos rins dos ratos tratados, contririo aos dados encontrados por
SASTRY (1979) em peixes expostos a nitrato de chumbo, onde a inibicdo foi
significativa. Porém, a sensibilidade de cada espécie animal, tipo de composto de
chumbo e métodos utilizados na pesquisa, para tratamento dos animais, devem ser

considerados.

Segundo BALDIJAO et al. (1975) a fosfatase acida de BMr sio
inibidas por metais pesados (bloqueadores do grupo -SH), o que justifica a inibicfo
significativa da atividade da fosfatase 4cida de BMr, constatado neste estudo, em

todos os 6rgdos do grupo tratado (Grafico3).

A fosforilagdo e desfosforilagdo de residuos de Tirosina em proteinas

é a base para o controle de diversos eventos biolégicos, como 2 regulacdo do
| metabohsmo expressdo génica, contragdo muscular, transporte e locomog¢do celular,
aprendizado € memoria (JOHNSON e BARFORD, 1993; ZHANG, 1998). O nivel
de fosforilacdo em qualquer momento, reflete a atividade relativa de proteinas
quinases e fosfatases que catalisam o processo de interconversio (RAMPONI e
STEFANI, 1997). Frente a estas citagdes, nfo se pode ignorar o fato da existéncia
da proteina tirosina fosfatase de baixa massa molecular relativa (BMr <20 kDa) e
nem o fato do chumbo ser um metal pesado (bloqueador de grupos -SH), interferindo

na sua atividade e nos processos biolégicos que ela participa. Segundo ZHANG
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(1998), os processos de aprendizado e meméria sdo um dos eventos biol6gicos que
esta fosfotirosina fosfatase esta envolvida, portanto ndo podemos ignorar os achados
de BELLINGER e NEEDLEMAN (1992) e os de SANDHIR e GILL (1994), que
relatam altera¢des cognitivas, de aprendizado ¢ meméria em criangas com niveis de
chumbo maiores que 10pg/dL de sangue ¢ nem os achados deste estudo, onde a AE
da Fac de BAL7 esta, estatisticamente, diminuida nos cérebro dos ratos intoxicados

por chumbo.

Segundo TAGA (1979) as fosfatases acidas de AMr sio insensiveis a
agentes bloqueadores de grupos -SH, porém neste estudo foi observado uma inibicdo
significativa da AFE dessa fosfatase no Testiculo, Intestino, Figado, Estémago,
Coragfo, Pulmao e Cérebro dos animais tratados com chumbo (Gréafico 4). Esta
inibi¢8o pode ser devido a interacdo do chumbo com enzimas que afetam a atividade
da fosfatase 4cida de AMr ou pela agdio direta do metal na expressdo génica dessa

fosfatase.

A AE da Fac. de AMr, do estdmago e intestino do grupo tratado,

apresentou uma diminuigéo significativa em relagdo ao grupo controle (Gréfico 4).
Porém a AR desta fosfatase foi significativamente maior nestes dois o6rgdos do grupo
tratado (Grafico 6). Esse aumento da AR da Fac. de AMr, que corresponde a
fosfatase lisossomal, ocorreu, Justamente, nos dois 6rgdos que primeiro “receberam”
o acetato de chumbo (estdmago e intestino), pois a administra¢do do mesmo foi por
entubacio gastrica. Além deste fato, estes mesmos Orgdos apresentaram sinais de
degeneracdo ¢ descamagdo celular, além de vasos congestos e ectasicos na analise

morfohistopatologica.
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O chumbo, além de interferir na atividade enzimatica da fosfatase

~ écida (total, BBMr e/ou AMr) de todos os érgos analisados neste estudo, também

nfluenciou na histoarquitetura dos mesmos. Estas constatacdes vém a confirmar a

potencialidad e toxica deste metal ao organismo.

Mesmo frente a constatagio de que o chumbo interferriu na
histoarquitetuara dos érgéos dos ratos tratados, ndo se pode deixar de enfatizar o fato
de que muitas alteragGes, como as encefalopatias, se devem a aspectos subjacentes
aos mecanisrnos celular e molecular e portanto nfio serem acompanhadas de
alteragGes morfohistopatologicas evidentes, como relata RONNBACK ¢ HANSSON

(1992) em rewvisdo de literatura.

Neste estudo, de todos os 6rgdos analisados a céclea foi o Unico
orgéo submetido apenas ao estudo morfohistopatolégico e nfio ao enziméatico, devido
a sua anatormia. Trata-se de um 6rgdo membranoso e microscépico inserido
firmemente a uma cépsula 6ssea denominada céclea, composto por duas partes
(vestibular e auditiva), dificultando assim o seu processamento para anilise

enzimatica.

As técnicas existentes para dosagem de chumbo no sangue sdo da
década de 70 e apresenta muitas dificuldades. Neste estudo, nfo foi possivel
determinar a concentragdo de chumbo no sangue dos animais, devido a necessidade
de equipamentos e técnicas especificas e que nfio estavam disponiveis para analise
de amostras biologicas ndo humanas. Apesar dessa medida indicar a concentracéo
do metal nos tecidos moles e a propor¢éio de chumbo absorvido pelo organismo, ela

ndo leva em consideragdo o armazenamento € os sinais clinicos da intoxicaggo.
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7. PERSPECTIVAS

O chumbo ¢ um metal pesado potencialmente t6xico ao organismo
vivo, portanto a existéncia de um método mais acessivel e rapido para controle e
prevengdo de sua toxidade ¢ de extrema importincia. Como a fosfatase dcida estd
presente no sangue, em eritrocitos, leucécitos e plasma (TAGA, 1979) e como foi
constatado nesta pesquisa que a fosfatase 4acida é sensivel ao chumbo, seria
interessante verificar o efeito deste metal na atividade desta enzima no sangue, tanto

em animais como em individuos expostos ocupacionalmente ao chumbo.

Segundo KLEIN e WIREN (1993), criancas expostas ao chumbo
apresentam uma inibicdo no desenvolvimento 6sseo devido a uma inibicdo no
processo de calcificacdio e de reabsorciio de depésitos de calcio. Estes mesmos
autores, em pesquisas com cultura de células, relatam inibicBo na atividade da

fosfatase alcalina, que tem como fungo introduzir a hidroxiapatita ao colidgeno da

matriz Gssea € redugdo dos niveis de RNAm, promovendo uma alteracio pa

expressdo génica da regulacdo osteobldstica. Frente a esses dados seria interessante
verificar a influéneia do chumbo nos enxertos 6sseos, para prevenir complicagdes
em individuos que estdo expostos ao chumbo e que podem vir a precisar deste tipo

de intervencdo.

Outro aspecto importante a ser estudado ¢ o efeito “in virro” do
chumbo sobre a fosfatase 4cida de AMr, em orgdos de animais, a fim de verificar a

influéncia ou ndo do chumbo na expressio génica da fosfatase acida de AMr
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Pesquisas sobre o efeito do chumbo na atividade de outras enzimas,

além da fosfatase acida, “in vivo” e “in vitro”, devem ser realizadas, a fim de obter

uma melhor compreensio sobre a sua toxidade.
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