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KEYWORDS Abstract

Hearing; Introduction: The literature has reported the association between lead and auditory effects,
Auditory evoked based on clinical and experimental studies. However, there is no consensus regarding the effects
potentials; of lead in the auditory system, or its correlation with the concentration of the metal in the
Lead acetate; blood.

Blood lead levels; Objective: To investigate the maturation state of the auditory system, specifically the auditory
Ferrous sulfate nerve and brainstem, in rats exposed to lead acetate and supplemented with ferrous sulfate.

Methods: 30 weanling male rats (Rattus norvegicus, Wistar) were distributed into six groups of
five animals each and exposed to one of two concentrations of lead acetate (100 or 400 mg/L)
and supplemented with ferrous sulfate (20 mg/kg). The maturation state of the auditory nerve
and brainstem was analyzed using Brainstem Auditory Evoked Potential before and after lead
exposure. The concentration of lead in blood and brainstem was analyzed using Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry.

Results: We verified that the concentration of Pb in blood and in brainstem presented a high
correlation (r=0.951; p<0.0001). Both concentrations of lead acetate affected the maturation
state of the auditory system, being the maturation slower in the regions corresponding to portion
of the auditory nerve (wave |) and cochlear nuclei (wave Il). The ferrous sulfate supplementation
reduced significantly the concentration of lead in blood and brainstem for the group exposed
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Introducao

to the lowest concentration of lead (100mg/L), but not for the group exposed to the higher
concentration (400 mg/L).

Conclusion: This study indicate that the lead acetate can have deleterious effects on the
maturation of the auditory nerve and brainstem (cochlear nucleus region), as detected by the
Brainstem Auditory Evoked Potentials, and the ferrous sulphate can partially amend this effect.
© 2017 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published
by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY license (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Estado de maturacao do nervo auditivo e tronco encefalico em ratos expostos a
acetato de chumbo e suplementados com sulfato ferroso

Resumo

Introducdo: A literatura relatou a associacao entre o chumbo e os efeitos auditivos, com base
em estudos clinicos e experimentais. No entanto, ndo ha consenso em relacao aos efeitos do
chumbo no sistema auditivo, ou sua correlacao com a concentracao do metal no sangue.
Objetivo: Investigar o estado de maturacao do sistema auditivo, especificamente do nervo
auditivo e do tronco encefalico, em ratos expostos ao acetato de chumbo e suplementados com
sulfato ferroso.

Método: 30 ratos machos desmamados (Rattus norvegicus, Wistar) foram distribuidos em seis
grupos de cinco animais e expostos a uma de duas concentracoes de acetato de chumbo (100 ou
400 mg/L) e suplementados com sulfato ferroso (20 mg/kg). O estado de maturacao do nervo
auditivo e do tronco encefalico foi analisado pelo Potencial Evocado Auditivo do Tronco Encefa-
lico antes e apos a exposicao ao chumbo. A concentracao de chumbo no sangue e tronco encefa-
lico foi analisada utilizando-se Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado.
Resultados: Verificamos que as concentracdes de Pb no sangue e no tronco encefalico apresen-
taram alta correlacao (r=0,951, p<0,0001). Ambas as concentracdes de acetato de chumbo
afetaram o estado de maturacao do sistema auditivo, a maturacao foi mais lenta nas regides
correspondentes a porcao do nervo auditivo (onda |) e dos nlcleos cocleares (onda Il). A
suplementacao com sulfato ferroso reduziu significativamente a concentracao de chumbo no
sangue e no tronco encefalico no grupo exposto a menor concentracao de chumbo (100 mg/L),
mas nNao para o grupo exposto a maior concentracdo (400 mg/L).

Conclusdo: Esse estudo indica que o acetato de chumbo pode ter efeitos deletérios na
maturacao do nervo auditivo e do tronco encefalico (regido do nlcleo coclear), como detectado
pelos potenciais evocados auditivos do tronco encefalico, e que o sulfato ferroso pode diminuir
parcialmente esse efeito.

© 2017 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

e estresse oxidativo. Descobriu-se que a administracao de
antioxidantes naturais ou sintéticos demonstrou ser bené-

Associacao significativa entre alta exposicao ao chumbo
(Pb) e resultados negativos de desenvolvimento tem sido
relatada, inclusive distlrbios na inteligéncia, cognitivos,
emocionais e comportamentais. Recentemente, a exposicao
ao baixo nivel de Pb mostrou ter impactos negativos peque-
nos, mas significativos, que persistem durante a infancia e
inicio da adolescéncia e da fase adulta.

A literatura também relatou a associacédo entre Pb e efei-
tos auditivos, com base em estudos clinicos e experimentais.
No entanto, nao ha consenso em relagao aos efeitos do Pb
no sistema auditivo ou sua correlacdo com a concentracao
do metal no sangue.'*®

Dada a toxicidade geral do Pb em seres humanos, alguns
estudos objetivaram examinar os efeitos protetores de agen-
tes quelantes e antioxidantes, entre outros.”” Um estudo®
apresentou uma revisao sobre os efeitos benéficos de dife-
rentes antioxidantes na prevencao da carga corporal de Pb

fica na prevencao e atenuacdo de alteracdes bioquimicas
induzidas pelo metal, mas estudos a esse respeito em seres
humanos ainda sao limitados. Em pesquisas que investi-
garam os possiveis efeitos protetores do ferro (Fe) sobre
a exposicao ao Pb, verificou-se que o Fe impediu a cito-
toxicidade e a apoptose induzida por Pb,'® possivelmente
protegeu a integridade da barreira hematoencefalica." Em
contraste, estudos anteriores que examinaram o efeito do
Pb no sistema antioxidante cerebral e no sistema auditivo
central ndo confirmaram um efeito protetor do Fe no cortex
auditivo.'>"

O PEATE é uma medida eletrofisiologica que tem sido
usada em pesquisas que envolvem exposicao ao Pb e ao
sistema auditivo. Ele mede a atividade elétrica que ocorre
da porcao distal do nervo auditivo ao coliculo inferior na
regidao do tronco encefalico, mapeia as sinapses das vias
auditivas relacionadas ao nervo coclear, nlcleos cocleares,
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complexo olivar superior (ponte) e coliculo inferior (mesen-
céfalo). O PEATE representa a ativacao sequencial de uma
série de nlcleos, expressa no aparecimento de uma onda; a
mudanca de sua amplitude pode indicar a ativacao particu-
lar dos nucleos do tronco encefalico e o desenvolvimento da
via auditiva central periférica, demonstrando a correlacao
entre o desenvolvimento da funcao sinaptica e o potencial
de maturacao pos-natal desse processo.’ A laténcia indica
o tempo decorrido entre a apresentacao do estimulo acUs-
tico e a ocorréncia dos picos. Com o processo de maturacao
do sistema auditivo, ocorrem mudancas graduais na morfo-
logia do PEATE, bem como nas caracteristicas de laténcia e
amplitude das ondas. Essas alteragdes tém sido atribuidas
a mielinizacado progressiva das fibras, melhor sincronizacao
neural e maior eficiéncia da transmissao sinaptica dentro da
via auditiva.''® Em humanos, as vias retrococleares e do
tronco encefalico amadurecem desde o nascimento até o
segundo ano de vida."’

Estudos eletrofisiologicos em humanos ou animais expos-
tos ao Pb tem sido conduzidos em amostras com 0 processo
de maturacéo do sistema auditivo periférico e central (até
o tronco encefalico) finalizado, ndo permitindo avaliar a
relacdo entre intoxicacao por Pb e estado de maturacao do
sistema auditivo.

O objetivo do presente estudo foi analisar o estado de
maturacao do nervo auditivo e do tronco encefalico em ratos
expostos ao acetato de chumbo e se os seus efeitos adversos
foram impedidos pela administracao de sulfato ferroso.

Método

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de
Bauru/Universidade de Sao Paulo - FOB/USP, Brasil (processo
numero 019/2009). Um estudo piloto foi conduzido para
estabelecer a relacao entre o acetato de chumbo adminis-
trado na agua e a concentracao de Pb obtida do sangue dos
animais. Duas concentracdes de acetato de chumbo na agua
foram estabelecidas, 100 e 400mg/L, representando baixa
e alta exposicao ao Pb, respectivamente. Foram obtidas
concentracoes de Pb no sangue dos animais de aproxima-
damente 10 ng/dL e 30 pg/dL.

Animais e exposicao

0 estudo realizado com 30 ratos machos recém-desmamados
(Rattus norvergicus, Wistar), oriundos do Biotério Central
da instituicao proponente, com 26 dias de vida e pesando
em média 96-105 g cada. Foram divididos em seis grupos de
cinco animais:

- Controle: recebeu somente agua de beber deionizada;

- 100 mg/L Pb: recebeu 100 mg/L de Pb (CH;C0O0), em agua
de beber;

- 100mg/L de Pb+FeSO4: recebeu 100mg/L de Pb
(CH3C00), em agua de beber e uma solucao de FeSO4 a
uma dose de 20 mg/kg de peso corporal;

- 400 mg/L Pb: recebeu 400 mg/L de Pb (CH;CO0), em agua
de beber;

- 400mg/L de Pb+FeSO4: recebeu 400mg/L de Pb
(CH3C00), em agua de beber e uma solucao de FeSO4 a
uma dose de 20mg/kg de peso corporal;

- FeS0Q,: recebeu agua deionizada para beber e uma solugcao
de FeSO4 a uma dose de 20 mg/kg de peso corporal.

Os animais foram mantidos durante seis semanas em gai-
olas metabdlicas em uma sala com temperatura e umidade
controladas, com ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro, com alimento e agua ad libitum. A dieta selecionada
foi a racao comercial Purina® (Labina-Purina, Sao Paulo,
SP, Brasil), com baixas concentracbes de Pb e Fe. A agua
para beber foi preparada com a dissolucao de acetato de
chumbo em agua destilada e deionizada em concentracdes
de 100 mg/L e 400 mg/L e a concentracao de Pb em agua foi
analisada por Espectrometria de Absorcao Atomica em Forno
de Grafite. O consumo de agua foi avaliado a cada dois dias.

A solucéo de sulfato ferroso (FeSO,) e a agua deionizada
foram administradas uma vez a cada dois dias aos animais
por via oral por meio de gavagem, com um tubo de aco
inoxidavel rigido com a ponta arredondada. A gavagem é
considerada o método mais preciso de administracao oral
para o animal, além de permitir a administracao da dosagem
exata predeterminada. Mesmo assim, tentamos controlar
possiveis perdas de solucdo ao calcular a quantidade res-
tante de solucdo no tubo e assegurar que os conteldos
inicialmente estabelecidos fossem administrados. A gava-
gem foi feita por um profissional experiente.

Potencial Evocado Auditivo do Tronco Encefalico
(PEATE)

O PEATE foi feito antes e apos a exposicao ao Pb, quando os
ratos tinham 26 dias, e foi repetido aos 63 dias, para avaliar
o0 estado de maturacao do sistema auditivo.

Preparacao do animal

Cada rato foi levemente sedado com ketamina e xilazina
(substancias que nado interferem nas respostas do teste) para
a colocacao de eletrodos de superficie usados para registar
os potenciais evocados. Foi realizada a tricotomia do cranio
e a limpeza da pele, aplicada a pasta eletrolitica nos ele-
trodos de superficie Embramac. Esses foram conectados ao
pré-amplificador EPA 25 e posicionados da seguinte forma:
o eletrodo ativo em Fz, eletrodos de referéncia posiciona-
dos em M1 e M2 (mastoide esquerda e direita) e eletrodo
terra na pata traseira na parte de tras da pata. A impedan-
cia individual dos eletrodos foi mantida inferior a 5kQ2 e a
impedancia entre eles foi inferior a 2 kQ.

Registro do PEATE

O PEATE foi obtido com um equipamento Smart-EP da Intel-
ligent Hearing Sistems (IHS) (Miami, FL, EUA), para gerar
estimulo acUstico e para aquisicao de sinais. A orelha de
teste foi escolhida aleatoriamente. Os estimulos de clique
(rarefacao) foram apresentados unilateralmente por meio
de um fone de ouvido (duracao do pulso, 0,1 ms, taxa de
apresentacao, 21,1 cliques/segundo) a uma intensidade de
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80dB nHL e média de 1.000 apresentagdes. As respostas
foram filtradas com um filtro passa-banda de 100-3000 Hz.

Foram obtidos dois registros para cada orelha e a
presenca de resposta foi considerada com a observacao da
reprodutibilidade das ondas. Foram analisados as laténcias
absolutas das ondas I, Il, 1ll e IV e os valores dos intervalos
interpicos. Este estudo nao considerou a onda V, pois a ocor-
réncia dessa onda pode ser considerada atipica, mesmo em
ratos normais. '®

Coleta de amostras

No fim do periodo experimental, os animais foram aneste-
siados com cloridrato de cetamina e xilazina. A cavidade
peritoneal e o térax foram expostos e o coracao foi perfu-
rado para coleta de sangue em tubos Trace Royal Blue BD
Hemogard (BD Vacutainer®, EUA), que apresentam baixos
niveis de elementos traco, que foi entdao armazenado a -
20°C para posterior analise da concentracao de Pb. O tronco
encefalico do animal foi dissecado, pesado e imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para
analise posterior da concentracao de Pb no tecido.

Andlise de chumbo no sangue total e tronco
encefalico

A analise de Pb no sangue e no tronco encefalico foi feita
em um espectrometro de massa com plasma indutivamente
acoplado; foi equipado com uma célula de reacdo (DRC-
-ICP-MS ELAN DRCII, Perkin Elmer, Sciex, Norwalk, CT, EUA),
como descrito por Batista et al.' Para amostras de tecidos
e Materiais de Referéncia Certificados (MRC), foram pesados
aproximadamente 75mg em tubos Falcon® de polipropi-
leno de 15 mL (Becton Dickinson). Em seguida, adicionou-se
1 mL de solucdo de hidroxido de tetrametilamoénio (TMAH) a
50% (v/v) as amostras, que foram incubadas a temperatura
ambiente durante 12h em um homogeneizador rotativo.
Apds solubilizacdo, o volume foi ajustado para 10 mL com
uma solucao diluida com acido nitrico (HNOs) a 0,5% (v/v),
10 ng/L de Rh e Triton X-100 0,01% (v/v). Os padroes de
calibracao analitica foram preparados em um intervalo de
concentracao entre zero e 20 pg/L, em diluente com TMAH
5% (v/v), HNO; 0,5% (v/v), 10 ng/L Rh e Triton X-100 0,01%
(v/v). O limite de deteccdo para Pb foi 0,0066 pg/L.

Para a analise do sangue foram colocados 200 L de cada
amostra em um tubo de polipropileno Falcon® de 15mL
(Becton Dickinson), atingiu-se um volume final de 10mL
(diluicao de 50 vezes) com uma solucao com HNO; a 0,5%
(v/v), 10 ng/L de Rh e Triton X-100 0,01% (v/v). Os padroes
de calibracdo analitica foram preparados no intervalo de
concentracao entre zero e 20 ug/L no mesmo diluente. A
curva foi feita com ajuste da matriz, que continha os padroes
de calibracao, sangue ovino diluido 50 vezes (sangue com
base) e diluente.

As amostras foram preparadas e injetadas diretamente
no equipamento. O controle de qualidade para a analise do
Pb seguiu as diretrizes fornecidas em materiais de referéncia
pelo National Institute of Standards and American Techno-
logy (NIST 955c) pelo Department of Health of New York
State (NYSDOH - programa de testes de proficiéncia para ele-
mentos traco em sangue total) e pelo National Public Health

Institute de Quebec, Canada (INSP - esquema de analise de
qualidade externa [EQAS] para elementos traco em sangue).

Analise estatistica

Para a analise de dados usamos o software GraphPad Ins-
tat (versao 3.0 para Windows, GraphPad Inc. La Jolla, CA,
EUA). Inicialmente verificamos a normalidade (Kolmogorov-
-Smirnov) e a homogeneidade dos dados (teste de Bartlett),
para a selecao do teste estatistico apropriado.

A concentracdo de Pb no sangue foi analisada com
Anova, seguida pelo teste de Tuckey apos transformacao
logaritmica. Em seguida, a concentracdo de Pb no tronco
encefalico foi analisada com o teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn para comparacoes individuais.

Para a analise estatistica do PEATE, foi usado o software
SPSS versao 13.0. O teste t de Student pareado foi usado para
comparacao de resultados entre a orelha direita e esquerda.
O teste Anova de medidas repetidas com dois fatores foi
adotado para avaliar trés variaveis:

- Efeito Grupo: os resultados pré- e pos-exposicao ao Pb
foram comparados entre os grupos;

- Efeito Tempo: comparacao dos resultados pré- e pos-
-exposicao ao Pb independentemente do grupo;

- Efeito Grupo x Tempo: comparacao dos resultados pré- e
pos-exposicao ao Pb por grupo e tempo.

Resultados
Nivel de chumbo no sangue e no tronco encefalico

A administracdo de FeSO, reduziu a concentracao de Pb
no sangue e no tronco encefalico (tabela 1). No sangue, as
menores concentracoes de Pb foram observadas nos grupos
controle e FeSO4, enquanto que o valor mais alto foi encon-
trado para o grupo com 400mg/L de Pb. A administracao
concomitante de FeSO4 nos grupos 100 mg/L de Pb + FeSO,4
e 400mg/L de Pb+FeSO,4 reduziu a concentracao de Pb no
sangue em 65% e 50%, respectivamente; no entanto, foi
observada diferenca estatisticamente significativa apenas
para 100mg/L de Pb e 100 mg/L de Pb + FeSO* (tabela 1).

No tronco encefalico, foi observada uma diferenca esta-
tisticamente significativa entre o grupo controle e 400 mg/L
de Pb e entre o grupo FeSO,4 com os grupos 400 mg/L de Pb e
400 mg/L de Pb +FeSO4. Embora tenha sido observada uma
reducao na concentracao de Pb no tronco encefalico dos ani-
mais que receberam administracao concomitante de sulfato
ferroso, nao houve diferenca estatisticamente significativa
quando comparados com os seus pares sem suplementacao,
conforme apresentado na tabela 1.

PEATE

O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov mostrou
distribuicao normal dos resultados do PEATE obtidos neste
estudo (p < 0,05). Na analise das ondas I, Il, Ill e IV do
PEATE pré- e pos-exposicao ao Pb, o fator orelha nao foi con-
siderado individualmente, uma vez que as orelhas direita e



154

Zucki F et al.

Tabela 1
mental (n=5/grupo)

Média (& DP) da concentracdo de chumbo no sangue e tronco encefalico dos animais dos grupos controle e experi-

Grupos [Chumbo] no sangue (png/dL) [Chumbo] no tronco encefalico (ng/g)
Controle 0,19+0,10 11,18 +£ 4,42

100 mg/L Pb 10,56 + 5,292 ° 27,21+7,03

100 mg/L Pb + FeS0,4 3,89 +2,04° 19,53 +9,41

400 mg/L Pb 48,39+ 8,667 259,88 +76,53°

400 mg/L Pb + FeSO4 25,85+ 3,612 208,87 +91,10

FeSO4 0,13+0,02 8,54 +1,34°

@ Média com diferenca significativa quando comparados o grupo controle com grupos experimentais.
b Média com diferenca significativa entre os grupos com 100 mg/L de Pb e 100 mg/L de Pb + FeS0y.
¢ Média com diferenca significativa entre os grupos FeSO4, 400 mg/L de Pb e 400 mg/L de Pb + FeSOy.

5,00 7
4,50
4,00 4
3,50 1
3,00 1
2,50 1
2,00 1

Laténcia (ms)

1,50 L
1,00
0,50 -

0,00 - T T
Onda | Onda ll

Figura 1 Média e valor de p de laténcias absolutas (em ms)
das ondas I, II, 1ll e IV do PEATE para o Efeito Tempo. Pré, Pré-
-exposicdo ao Pb; Pos-Pos-exposicao ao Pb; Ms, milissegundos;
p obtido a partir da comparacdo em cada momento (pré e pos-
-exposicdo a Pb); * p<0,01; Pré-exposicao ao Pb, ratos com
26 dias; Pos-exposicao a Pb, ratos com 63 dias. A maturacao
do sistema auditivo (nervo auditivo e tronco encefalico), que
ocorre nos seres humanos desde o nascimento até o segundo
ano de vida, promove uma diminuicdo gradual das laténcias
absolutas das ondas do PEATE.

Onda I

Onda IV

esquerda foram comparadas (teste t pareado) e nao houve
diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).

As figuras 1 e 2 apresentam a média e o valor de p das
laténcias absolutas das ondas I, Il, lll e IV e os intervalos
interpicos I-Il, lI-Ill, 1I-IV e I-IV, respectivamente, para o
Efeito Tempo. A analise do Efeito Tempo demonstrou uma
diferenca estatisticamente significante para todas as ondas
de laténcias absolutas (fig. 1) e intervalos interpicos (fig. 2),
entre os periodos pré- e pds-exposicao ao Pb.

As tabelas 2 e 3 mostram a média e o valor de p das latén-
cias absolutas das ondas I, II, lll e IV e os intervalos interpicos
I-11, 1111, NI-1V e I-1V, respectivamente, para o Efeito Grupo.

Discussao

Diferentes pesquisadores apresentaram hipoteses sobre os
mecanismos pelos quais o Pb pode alterar os processos
bioquimicos, farmacoldgicos e moleculares no Sistema Ner-
voso Central (SNC),% inclusive (1) interacées do Pb com

4,00 -

Laténcia (ms)

Interpico I-1l Interpico II-11l

Figura2 Média e valor de p dos intervalos interpicos I-11, ll-1l,
I1I-1V e I-1V para o PEATE para o Efeito Tempo. Pré, Pré-exposicao
ao Pb; Pds-Pds-exposicao ao Pb; Ms, milissegundos; p obtido a
partir da comparacdo em cada momento (pré e pds-exposicdo
a Pb); * p <0,01); ** p <0,05); Pré-exposicao ao Pb, ratos com
26 dias; Pos-exposicao ao Pb, ratos com 63 dias. A maturacao
do sistema auditivo (nervo auditivo e tronco encefalico), que
ocorre nos seres humanos desde o nascimento até o segundo
ano de vida, promove uma diminuicdo gradual das laténcias
absolutas dos intervalos interpicos do PEATE.

Interpico IlI-IV

Interpico I-IV

proteinas celulares;?' (2) inibicao dos canais de calcio sensi-
veis a voltagem;?? (3) perturbacdo da transmissao sinaptica
de diversos neurotransmissores;?2%* (4) alteracao do desen-
volvimento e crescimento de neurbnios e astroglia em
sistemas de cultura;?* e (5) interacao direta com ions meta-
licos essenciais no cérebro.?

0 nivel de Fe em tecidos especificos no SNC é regulado
para atender as necessidades especializadas do metabolismo
e prevenir a citotoxicidade.?®?” A absor¢do do Fe é con-
trolada por um mecanismo conhecido como homeostase do
Fe? e apesar da importancia dessa homeostase, os meca-
nismos que envolvem a absorcao de Fe no cérebro nao séo
bem compreendidos.?® A perda da homeostase pode ocorrer
a partir de estados agudos, tais como disfuncao neuronal
causada por acidente vascular cerebral (quando a barreira
hematoencefalica esta comprometida) ou distUrbios neuro-
logicos progressivos, tais como doenca de Alzheimer, doenca
de Parkinson, doenca de Huntington, distirbios hereditarios
como a hemocromatose e o acimulo de metais tais como
Pb e cadmio no plexo coroide.?%?-32 As toxinas seletivas do
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Tabela 2 Média e valor de p de laténcias absolutas (emms) das ondas I, Il, Ill e IV do PEATE para o Efeito Grupo
Efeito Grupo (n = 30) Ondas (ms)
| [ v
Exposicao Exposicao Exposicao Exposicao
Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Pos
Controle 1,388 1,236 2,566 2,109 3,418 2,882 4,895 4,128
100 mg/L Pb 1,292 1,167 2,278 2,079 3,101 2,888 4,594 4,091
100 mg/L Pb + FeSO4 1,231 1,230 2,328 2,038 3,067 2,753 4,490 3,850
400mg/L Pb 1,324 1,197 2,345 2,106 3,181 2,827 4,582 3,987
400 mg/L Pb +FeSO4 1,378 1,110 2,539 2,007 3,340 2,692 4,753 3,854
FeSO4 1,270 1,195 2,451 2,118 3,152 2,844 4,822 4,017
p 0,237 0,397 0,066 0,468 0,030% 0,189 0,175 0,125
ms, milissegundos; Pré, Pré-exposicao ao Pb; Pds, Pos-exposicao ao Pb.
@ p obtido a partir da comparagao dos grupos em cada momento (pré e pos-exposicao a Pb).
Tabela 3 Média e valor de p dos intervalos interpicos (emms) I-1l, 1I-1ll, 1lI-IV e I-IV do PEATE para o Efeito Grupo
Efeito Grupo (n = 30) Intervalos interpicos (ms)
11l =111 -1V -1V
Exposicao Exposicao Exposicao Exposicao
Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Pos
Controle 1,178 0,873 0,852 0,773 1,477 1,246 3,507 2,892
100 mg/L Pb 0,986 0,912 0,823 0,809 1,493 1,203 3,302 2,924
100 mg/L Pb +FeSO4 1,097 0,808 0,739 0,715 1,423 1,097 3,259 2,620
400mg/L Pb 1,021 0,909 0,836 0,721 1,401 1,160 3,258 2,790
400 mg/L Pb +FeSO4 1,161 0,897 0,801 0,685 1,413 1,162 3,375 2,744
FeSO4 1,181 0,923 0,701 0,726 1,670 1,173 3,552 2,822
p 0,0112 0,131 0,384 0,200 0,192 0,270 0,143 0,033¢

ms, milissegundos; Pré, Pré-exposicao ao Pb; Pds, Pos-exposicdo ao Pb.
a p obtido a partir da comparagao dos grupos em cada momento (pré e pos-exposicao ao Pb).

plexo coroide geralmente nao alteram diretamente a perme-
abilidade nem produzem altera¢des macicas fisiopatologicas
observadas na pratica clinica. No entanto, metais como o Pb,
em direcao ao cérebro, podem atuar seletivamente sobre
certas funcoes reguladoras criticas do plexo coroide, resul-
tar em consequéncias neurotoxicas importantes.”’ O Fe é
considerado uma das toxinas sequestradas do plexo coroide,
as quais sao também denominadas toxinas armazenadas pela
barreira e que podem ser depositadas no plexo coroide
ou sequestradas por ele. No entanto, o sequestro desses
metais no tecido nao foi associado a qualquer consequén-
cia patoldgica ou patofisiologica conhecida para a barreira
sangue-liquido cefalorraquidiano.?’ Assim, podemos supor
que o desequilibrio na homeostase do Fe no cérebro, cau-
sado pela administracdao de Pb, pode ser revertido pela
suplementacao de Fe e reduzir a absorcao de Pb pelo tronco
encefalico.

Em estudos que investigaram os possiveis efeitos pro-
tetores do Fe sobre a exposicao ao Pb, verificou-se que
o Fe evitou a citotoxicidade e a apoptose induzida pelo
Pb,'° possivelmente protegendo a integridade da barreira
hematoencefalica."" Em contraste, outros estudos que exa-
minaram o efeito do Pb no sistema antioxidante cerebral
e no sistema auditivo central ndao confirmaram um efeito

protetor do Fe no cértex auditivo.'>"* Nossas observacées
demonstraram que o sulfato ferroso teve um efeito protetor
contra a neurotoxicidade do Pb. Verificamos niveis reduzidos
de Pb no sangue quando o sulfato ferroso foi administrado
a animais expostos ao Pb. A diferenca foi estatisticamente
significativa para o grupo que recebeu a menor dose de ace-
tato de chumbo. Estudos anteriores usaram concentracoes
de sulfato ferroso que variavam de 7 a 40mg/kg.'®"" Um
estudo relatou que uma dose de 7mg/kg de Fe diminuiu
a concentracao de Pb no cérebro e foi protetora, enquanto
que 14 mg/kg aumentaram a concentracao de Pb no cérebro,
embora aparentemente protegesse a barreira hematoence-
falica. Em uma publicacao posterior de acompanhamento,
foram usados 20 mg/kg como dose baixa e 40mg/kg de Fe
como dose alta e sendo relatada exatamente a mesma quan-
tidade de Pb no sangue que no estudo anterior. Esses estudos
apresentaram inconsisténcias metodologicas que tornaram
incerta a relacao entre a suplementacao de Fe e os efei-
tos associados ao Pb. Por esse motivo, no presente estudo,
usamos 20mg/kg de sulfato ferroso, o que corresponde a
um valor médio apresentado na literatura (varia de 7 a
40mg/kg),"®" e os nossos resultados demonstraram que
20mg/Kg foram capazes de reduzir significativamente a
concentracao de Pb no sangue.
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A analise da concentracao de Pb no tronco encefalico e
no sangue confirmou alta correlacao entre a concentracao
de Pb em ambos (r=0,951, p<0,0001). No entanto, apesar
de ter sido verificada uma reducao nas concentracoes de
Pb no tecido do tronco encefalico para os grupos com
100mg/L de Pb+FeSO, e 400mg/L de Pb+FeSO,, esse
resultado nao foi significativo quando comparado com os
grupos que nao receberam sulfato ferroso. Em um estudo'"
que usou apenas uma concentracao de acetato de chumbo
(342mg/mL) associada a suplementacdo com duas doses
de sulfato ferroso (7 e 14mg/kg), a analise do nivel de Pb
em trés tecidos cerebrais diferentes demonstrou que os
grupos suplementados com baixas concentracoes de sulfato
ferroso tiveram uma reducdo significativa na concentracao
de Pb nessas regidbes em comparacdo com O grupo que
recebeu apenas acetato de chumbo, enquanto a alta
concentracao de sulfato ferroso na suplementacao nao teve
efeito significativo sobre os niveis de Pb no cérebro.

Em relacdo aos resultados obtidos no PEATE, a analise
do Efeito Tempo (pré- e pds-exposicao ao Pb) demonstrou
reducao significativa das laténcias absolutas das ondas |,
Il, Il e IV (fig. 1) e dos valores dos intervalos interpicos
I-Il, H-M1, M-V e I-IV (fig. 2) em todos os grupos. Esse
resultado era esperado, pois a pesquisa foi desenvolvida
para incluir o estado de maturacao do nervo auditivo e
tronco encefalico, com o estudo do PEATE pré-exposicao
realizado nos ratos com 26 dias e o estudo pos-exposicdo
nos ratos com 63 dias. Assim, os resultados demonstraram
que a exposicao ao acetato de chumbo nao impediu o
estado de maturacdo das estruturas do sistema auditivo,
pois houve uma reducdo na laténcia absoluta das ondas e
valores dos intervalos interpicos com o aumento da idade.
Isso reflete a mielinizacao gradual das fibras, sincronizacao
neural e aumento da eficiéncia de transmissao na sinapse
dentro dos nlcleos na via auditiva do tronco encefalico.'#'®

No entanto, na analise do Efeito Grupo, observamos que
os grupos controle e com 100 mg/L de Pb +FeSO, apresen-
tam diferencas estatisticamente significativas na laténcia
absoluta da onda lll quando comparados com os demais
grupos (p=0,030) no teste pré-exposicao (tabela 2). De
forma semelhante, os grupos com FeSO, e 100mg/L de
Pb apresentaram valores significativamente diferentes do
intervalo interpico I-ll quando comparados com os outros
grupos (p=0,011) (tabela 3). Os resultados dos testes pos-
-exposicao revelaram que a diferenga estatistica nao foi
mantida; ou seja, a laténcia absoluta da onda Ill e os valo-
res do intervalo interpico I-1l ndo foram significativamente
diferentes entre os grupos (p=0,189 e p=0,131, respectiva-
mente). Os dados sugerem que o estado de maturacao foi
mais lento no nervo auditivo e no nicleo coclear (porcéo
inferior do tronco encefalico) em grupos expostos a baixas
concentracoes de Pb.

Além disso, a analise do Efeito Grupo x Tempo mostrou
que a reducao esperada no valor do intervalo interpico I-Il
foi menor com 100 mg/L de Pb e 400 mg/L de Pb (p=0,049)
quando comparado com os outros grupos. Isso reforca a hipé-
tese do efeito do Pb na maturacao das estruturas do sistema
auditivo periférico, pois a onda | corresponde a atividade do
nervo auditivo e a onda Il corresponde a regidao do nicleo
coclear. Os resultados obtidos a partir da analise do Efeito
Grupo e Efeito Grupo x Tempo indicaram que para ambas
as concentracdes de acetato de chumbo usadas, o estado

de maturacao foi mais lento nas regioes correspondentes ao
nervo auditivo e nlcleos cocleares, de acordo com resulta-
dos relatados por outros estudos.3*3*

Os demais estudos apresentados na literatura que rea-
lizaram o PEATE em humanos e animais com histérico de
intoxicacao por Pb nao incluiram a analise do estado de
maturacao do sistema auditivo periférico e central (até o
tronco encefalico). Entretanto, vale ressaltar que o efeito
toxico do Pb nessas estruturas do sistema foi confirmado na
maioria dos estudos.’*>*> Porém, ha descricées de resulta-
dos normais do PEATE,>“*4° assim como falta de correlacéo
entre os resultados do PEATE e a concentracao de Pb no
sangue.®*

No caso da suplementacao com FeSO4, os resultados
indicaram o fortalecimento da hipdtese inicial de que ela
modifica os efeitos da exposicao ao acetato de chumbo. A
maturacao mais lenta nos grupos intoxicados por acetato
de chumbo, independentemente da concentracao, como
discutido acima, nao foi observada quando o FeSO, foi
coadministrado, uma vez que nao foi encontrada diferenca
significativa nas laténcias absolutas e intervalos interpicos
para os grupos tratados com 100 mg/L Pb + FeSO4 e 400 mg/L
de Pb+FeSO, em comparacao com o grupo controle. Isso
é reforcado pelos resultados da analise do Efeito Grupo
sobre o valor do intervalo interpico I-1V, que mostrou uma
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos com
100 mg/L Pb e 100 mg/L Pb + FeSO, no periodo po6s-exposicao
(p=0,033) (tabela 3). Ao considerar que os valores do
intervalo interpico no periodo pré-exposicdo nesses gru-
pos nao mostraram diferenca estatisticamente significativa
(p=0,143) (tabela 3), é possivel observar uma reducao mais
lenta do intervalo interpico e, consequentemente, no estado
de maturacao, no grupo sem suplementacao. Portanto, os
resultados sugerem um efeito protetor do sulfato ferroso
sobre a toxicidade do acetato de chumbo em uma regiao
especifica do sistema auditivo.

Um estudo® analisou o impacto do Pb no sistema audi-
tivo de ratos e cobaias e seus mecanismos moleculares, além
da acao protetora do Fe. Seus resultados mostraram que o
Pb aumentou os limiares do PEATE em animais e o FeSQy,
quando administrado por via oral (gavagem), reduziu signi-
ficativamente o aumento do limiar do PEATE induzido por
Pb, protegendo assim o sistema auditivo contra a toxicidade
induzida pelo Pb. Em estudos que investigaram os possiveis
efeitos protetores do Fe sobre a exposicao ao Pb, verificou-
-se que o Fe evitava a citotoxicidade e a apoptose induzida
pelo Pb,'® possivelmente protegendo a integridade da bar-
reira hematoencefalica."' Em contraste, estudos anteriores
que examinaram o efeito do Pb no sistema antioxidante
cerebral e no sistema auditivo central ndo confirmaram um
efeito protetor do Fe no cértex auditivo.'>"

Consideramos que nossos resultados devem ser anali-
sados com cautela antes de concluir que o Fe seja capaz
de ‘‘proteger’’ o PEATE dos efeitos do Pb. As laténcias do
PEATE sao influenciadas, entre muitos fatores, pelo calibre
do axdnio, que é responsivo aos niveis de Fe. Como os niveis
basais de Fe e os niveis de Fe pds-exposicao ndao puderam
ser obtidos, é possivel que a ‘‘normalizacao’’ da laténcia
do PEATE na presenca do Fe represente uma combinacao
de maturacao mais lenta causada pelo Pb e maturacao
prematura causada por alteracdes no tamanho do calibre
axonal devido ao Fe. Juntos, ambos os mecanismos podem
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levar a uma laténcia do PEATE aparentemente ‘‘normal’’.
Se esse for o caso, talvez nao seria correto chamar a
resposta vista na presenca de Fe como ‘‘protetora’’, uma
vez que nao sabemos qual o papel que cada mecanismo
teve nas laténcias do PEATE medidas no primeiro momento,
nem sabemos se todas as caracteristicas foram restauradas
a funcdo normal.

Conclusao

Este estudo indica que o acetato de chumbo pode ter um
efeito deletério sobre o estado de maturacdo do nervo
auditivo e do tronco encefalico (regido do nlcleo coclear),
detectado pelos potenciais evocados auditivos do tronco
encefalico, e que o sulfato ferroso pode alterar parcial-
mente esse efeito.
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