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RESUMO

Os efluentes do curtume constituem residuos altamente poluidores, o que pode causar
impactos negativos para a salude das pessoas e para 0o ambiente. Contudo, estudos que
investigaram os efeitos da exposicéo dérmica a estes poluentes no sistema nervoso central dos
modelos experimentais de mamiferos sdo ainda incipientes. Nesse sentido, e com o objetivo
de expandir o conhecimento além dos efeitos neurotoxicos observados quando a agua
contaminada por esses Xxenobidticos é ingerida, foram analisados o0s efeitos
neurocomportamentais da exposicdo dérmica de machos de camundongos das linhagens
C57BI/6J e Swiss. Os animais foram expostos ao efluente de curtume bruto (tipo wet blue)
durante duas horas, durante cinco dias, totalizando 15 dias de exposi¢do. Depois, 0s animais
foram submetidos ao labirinto em cruz elevado (teste preditivo da ansiedade) e ao teste de
reconhecimento de objeto (utilizado na identificacdo de déficit de memoria). Nossos dados
mostraram que a exposi¢do dérmica ao efluente de curtume induziu um comportamento
ansiogénico nos animais, quando comparados aqueles que ndo tiveram contato direto com
esses poluentes. Observou-se também que os animais expostos ao efluente de curtume
obtiveram menores indices de reconhecimento de novos objetos, evidenciando assim
deficiéncia de memoria e indicando uma possivel influéncia dos constituintes do efluente de
curtume na cognicdo animal. O presente estudo atesta a hipdtese de que a exposic¢ao dérmica a
efluentes de curtumes provoca distirbios comportamentais em camundongos C57BI/6J e
Swiss.

Palavras-chave: xenobioticos; modelos experimentais; mamiferos; efluentes agroindustriais;
camundongos Swiss; C57BI/6J.



ABSTRACT

Effluents are highly polluting waste, which can have negative impacts on people's health and
the environment. However, studies investigating the effects of dermal exposure to these
pollutants on the central nervous system of experimental mammalian models are still
incipient. In this sense, and in order to expand the knowledge beyond the neurotoxic effects
observed when the water contaminated by these xenobiotics is ingested, the neurobehavioral
effects of the dermal exposure of males from the C57BI/6J and Swiss lineages were analyzed.
The animals were exposed the crude effluent (wet blue type) for two hours for five days,
totaling 15 days of exposure. Afterwards, the animals were submitted to the high cross maze
(anxiety predictive test) and to the object recognition test (used to identify memory deficit).
Our data showed that dermal exposure to tannery effluent induced an anxiogenic behavior in
the animals, when compared to those that did not have direct contact with these pollutants. It
was also observed that the animals exposed to the effluent of tannery obtained lower rates of
recognition of new objects, evidencing the memory deficiency and indicating a possible
influence of the constituents of the tannery effluent on animal cognition. The present study
supports the hypothesis that dermal exposure to tannery effluents causes behavioral
disturbances in C57BI/6J and Swiss mice.

Key-words: xenobiotic; experimental models; mammals; tannery effluent; C57BI/6J; Swiss
mice



1. INTRODUCAO

A geracdo de residuos especificos contendo compostos organicos e inorganicos vem
das mais diferentes atividades antropicas, podendo causar impactos tanto no meio ambiente
como na saude das pessoas (Claxton et al., 1998; Segura et al., 2009). De acordo com Misra
& Pandey (2005), a industria tornou-se parte essencial da sociedade moderna, e a producao de
residuos é um resultado inevitavel das atividades de desenvolvimento. Um material se torna
desperdicio quando ele é descartado sem esperar ser compensado por seu valor inerente. Esses
residuos podem representar um perigo potencial para a salde humana ou o meio ambiente
(solo, ar e &gua) quando tratados, armazenados, transportados ou descartados de forma
inadequada.

Um dos setores que causam a poluicdo mais nociva para 0 meio ambiente é aquele
ligado as industrias de curtumes. A indUstria do couro cobre diversos produtos e processos
industriais e o curtimento do couro bovino, em especial, o tratamento de matérias-primas, isto
é, a conversdo do couro cru ou pele em couro e termina-lo de modo que ele pode ser usado na
fabricacdo de uma ampla gama de produtos de consumo. As industrias de calcados,
vestuarios, maéveis, automadveis e produtos de couro sdo os pontos de venda mais importantes
para a producdo de couros (Godecke et al., 2012).

De acordo com Freitas & Melnikov (2006), muitas unidades de processamento do
couro concentram especialmente na atividade chamada wet blue, em que o cromo é o
principal componente quimico utilizado. Wet blue é um dos processos fundamentais da acéo
de curtimento e ajuda na conservacdo do couro por longos periodos para o tratamento
posterior. O couro pode até ser transportado para outros paises a fim de receber um tratamento
final, por exemplo, a coloracdo. Além da degradacdo ambiental causado pelos processos de
transformacdo da industria de curtimento do couro (Shakir et al., 2012; Lofrano et al., 2013),
diversos problemas de saude tém sido relatados em humanos.

Estudos ja demonstraram alta prevaléncia de asma, aumento do nimero de mortes por
cancer de pulméo, problemas que afetam bexiga, rim, pancreas e leucemia em trabalhadores
de curtume (Costantini et al., 1989; Shahzad et al., 2006; Gowd et al., 2008). Veyalkin &
Alexander (2003) encontraram uma alta taxa de mortalidade devido ao cancer pancreatico em
mulheres que trabalhavam no curtimento do couro, e Rastogi et al. (2008) evidenciaram alta
taxa de morbidade em homens expostos a efluente de curtumes e diagnosticados com
problemas respiratorios. Salazar (2008), analisando o impacto sobre 0 meio ambiente e sobre

a saude dos trabalhadores do curtume mexicano, ao lidar com o cromo, concluiu que “[no]
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existe una capacitacion constante para sus trabajadores, y mucho menos un seguimiento al
manual de higiene y seguridad en el trabajo” (Salazar, 2008 p.68). Cuberos et al. (2009)
destacam que os danos causados pela exposicdo ao cromo provocam alteracOes
dermatoldgicas e oftalmoldgicas.

Portanto, a relagdo causal entre a exposicdo humana aos efluentes de curtumes e as
respectivas consequéncias prejudiciais ja foi demonstrada. Apesar de tal demonstracdo, ndo ha
registros especificos sobre a associacdo entre as mudancas do sistema nervoso central e o
trabalho em indUstrias de curtumes na literatura especializada em satde ocupacional. E
comum nas industrias de curtumes a exposic¢do diaria aos componentes quimicos contidos em
solventes organicos ou inorganicos volateis que sdo conhecidos como sendo neurotdxicos.

Ao considerar algumas dificuldades inerentes aos estudos envolvendo trabalhadores de
industrias de curtumes de pequena ou média escala (a maioria em muitos paises), tais como a
dificuldade de acesso a esses curtumes (uma vez que muitos ndo operaram em conformidade
com a legislacdo ambiental nesses paises), a baixa aprovacdo de pesquisas clinicas e
ignorancia nos procedimentos utilizados em atividades diarias de trabalho nessas fabricas de
curtumes, os estudos experimentais envolvendo modelos animais podem contribuir para uma
melhor compreensdo do nexo causal entre a exposicao aos efluentes de curtume e possiveis
alteragGes no sistema nervoso central e suas consequéncias.

Quanto aos efeitos da exposicdo aos efluentes de curtume sobre os mamiferos e os
possiveis impactos sobre o sistema nervoso central animal, as pesquisas ainda sao incipientes.
Nos estudos de Siqueira et al. (2011), Moysés et al. (2014), Souza et al. (2016); Guimaraes et
al. (2016) e Rabelo et al. (2016) a exposi¢do dos animais a efluente de curtume ocorreu por
ingestdo de agua contendo concentracdes deste poluente que variaram de estudo para estudo.
Tais investigacdes sdo importantes, porque contribuem para ampliar o conhecimento sobre 0s
efeitos da ingestdo de agua contaminada por esses residuos, especialmente quando se
considera que muitas indudstrias de curtumes os descartam diretamente em cursos de dgua que
servem como abastecimento de agua a determinadas populacdes.

Até agora ndo ha estudos que analisaram os efeitos da exposicdo de animais de
laboratdrio para efluentes de curtumes e assim simulados a atividade diaria dos trabalhadores
da industria de curtume em condicGes insalubres (sem o uso de equipamentos de protecdo
individual). Isto é observado em diferentes curtumes rudimentares no Brasil e outros paises,
como a China, Paquistio e India, em que a atividade de curtume é importante para a

economia. Nosso objetivo, portanto, foi analisar os efeitos da exposi¢cdo dérmica aos efluentes
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de curtumes em camundongos das linhagens C57BI/6J e Swiss, com foco na ansiedade e
déficit de memdria, visando ampliar, desta forma, o conhecimento sobre os efeitos
neurotoxicos destes poluentes. Nossos resultados representam um avanco no conhecimento
sobre os efeitos da exposicdo aos efluentes de curtume, e podem auxiliar estudos mais

especificos sobre os mecanismos de a¢do neurotoxica desses poluentes em camundongos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais e grupos experimentais

Para a andlise dos possiveis efeitos neurocomportamentais da exposi¢do dérmica a
efluentes de curtumes, foram utilizados 48 camundongos (adultos do sexo masculino — de 3
a 4 meses de idade) das linhagens C57BI/6J (n = 24) e Swiss (n = 24). A escolha por
camundongos machos, deveu-se em funcdo da maior prevaléncia de homens como
trabalhadores da industria de curtume (Saner et al., 1984; Veyalkin & Gerein, 2006; Khan et
al., 2013; Chandrasekaran et al., 2014), que colocam os individuos do sexo masculino como
um grupo de alto risco quanto aos efeitos da exposicao dérmica aos efluentes de curtumes.
Além disso, a escolha de duas linhagens de camundongos baseou-se na possibilidade de
exposicdo a efluente de curtumes causar diferentes efeitos em camundongos heterogénicos
(Swiss) e isogénicos (C57BI/6J).

Os animais utilizados no presente estudo foram mantidos no biotério do Laboratério
de Pesquisas Bioldgicas do Instituto Federal Goiano — Campus Urutai (Urutai, Estado de
Goiés, Brasil) sob condicBes sanitarias convencionais de biotério, temperaturas controladas
(22 a 24°C) e luminosidade (ciclo de 12 horas claro). Os animais foram mantidos em gaiolas
de polipropileno padrdo coletivas para camundongos (30 x 20 x 18 cm) cobertas com tampas
de malha de arame galvanizado tratadas com antioxidantes, com um limite de até quatro
animais por gaiola. As gaiolas foram limpas trés vezes por semana, com a troca de maravalha
e alimentos. A dieta padrdo para roedores (Nuvilab CR 1) e &gua fresca foram oferecidos a
vontade. Ressaltamos que todos os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados
pela Comissdo de Etica para Uso Animal (CEUA) do Instituto Federal Goiano (IF Goiano)
(Goias, Brasil) (registro n® 17/2014). O manejo dos animais e todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes internacionais para o cuidado e

uso de animais experimentais.

2.2. Desenho experimental, efluentes utilizados e testes comportamentais.
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Inicialmente, os animais de cada linhagem foram contrabalanceados de acordo com
as co-variaveis idade e massa corporal, de modo que a idade média e a massa corporal
média dos grupos experimentais foram estatisticamente iguais, no inicio do experimento.
Em seguida, os animais de cada linhagem foram distribuidos em dois grupos experimentais:
0 grupo efluente curtume, em que os animais foram mantidos em contato direto com o
efluente de curtume bruto (wet blue — vide caracterizacdo fisico-quimica e quimica na
Tabela 1), em uma gaiola transparente de policarbonato (30 x 20 x 18 cm) (maximo de 4
animais / gaiola), contendo 150 mL do residuo por duas horas (com outra gaiola perfurada
posicionada acima - Figura 1), durante cinco dias por semana (de segunda a sexta-feira - por
trés semanas, totalizando 15 dias de exposi¢do); e o grupo controlo, em que 0s animais
foram colocados no interior das gaiolas, sem o efluente de curtume, mas com &gua na
mesma medida do efluente de curtume. As gaiolas estavam dispostas de modo a evitar a
fuga dos camundongos. Além disso, as exposi¢cdes foram realizadas dentro de uma capela
de exaustdo para evitar a dispersdo de gases aos pesquisadores. Ap6s o periodo de
exposicdo, o0s animais expostos ao efluente foram colocados em gaiolas contendo

maravalhas secas iluminado com luz quente, para aguecé-los, antes de retorna-los ao

biotério.

/ N\ / AN
Cabine com chaminé voltada Cabine com chaminé voltada
para uma capela de exaustéo para uma capela de exaustéo

Perfuractes Perfuracdes
0°6°0%6°0°0°0°0°0° %0%° %o o°3%° %° 2
'ﬁ] rlas] 'y\ cm
18 cm 18cm
_—
150 mL 150 mL
(Efluente de  Grupo Efluente (Agua) Grupo Controle
curtume)
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Figura 1. Grupos experimentais e exposi¢do dérmica ao efluente de curtumes em

camundongos machos.

Tabela 1. Caracterizacdo fisico-quimica e quimica do efluente de curtume (100%) e agua

utilizada no presente estudo.

Diretrizes da OMS para a qualidade da agua

Parametrosl potavel?
Efluente S
o Diretriz
Curtume Agua Normalmente encontrado em agua
) L baseada na
(100%0) doce / 4gua de superficie / agua ]
saude pela
subterrénea
OMS
pH at 25°C ] 3
4.05 7.19 Nenhuma orientacao 6.5-8.5
(UpH)
Total
) Nenhuma
dissolved 37,380.00 80.00 Nenhuma orientagéo _ )
_ orientacdo
solids (mg.L?)
Zn (mg.L™h) 0.30 0.03 Nenhuma orientacéao 3.00mg.L?
Na (mg.L™?) 9,690.00 5.01 <20 mg.L? 200 mg.L*
) Nenhuma
Ca(mg.L?h) 601.20 4.00 Nenhuma orientagdo _ )
orientacdo
) Nenhuma
Mg (mg.L™?) 364.80 2.43 Nenhuma orientacao _ )
orientacao
Pb (mg.L™?) 0.32 <0.01 Nenhuma orientagdo 0.01 mg.L?
As (mg.L?) <0.01 <0.01 Nenhuma orientagéo 0.01 mg.L*?
Cr (mg.L?) 859.00 <0.05 <0.002 mg.L* 0.05mg.L?
Cd (mg.L?) 0.95 <0.001 <0.002 mg.L* 0.003 mg.L*
Ni (mg.L™) 5.50 <0.01 <0.02 mg.L? 0.02 mg.L*!

1 A anélise do efluente de curtume e da dgua seguiu a metodologia recomendada pela Associacdo Americana de Salde Publica

(APHA, 2005).

2 As diretrizes da OMS para a qualidade da agua potavel, criada em Genebra, em 1993, sdo o ponto de referéncia internacional
para a configuracdo padrdo e para a seguranca da agua potavel (http://www.lenntech.nl/toepassingen/drinkwater/normen/who-s-

drinking-water-standards.htm)
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Ap06s o periodo de exposicdo ao efluente, os camundongos passaram por um teste
comportamental preditivo de ansiedade e um teste preditivo de déficit de memoria de

reconhecimento de objetos, conforme descritos a seguir.

2.2.1. Teste labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste de labirinto em cruz elevado (LCE) tem sido amplamente utilizado para medir
a ansiedade em roedores (Rodgers & Dalvi, 1997; Walf & Frye, 2007, Komada et al., 2008).
O aparelho utilizado para o teste LCE estad na configuracdo de um sinal "+" e é composto por
dois bracos abertos (25 x 5 x 0,5 cm) um do outro e perpendiculares a dois bragos fechados
(25 x 5 x 16 cm) com uma plataforma central (5 x 5 cm) (Figura 2). A sala de teste de
comportamento era insonorizada e o nivel de iluminacdo foi mantido em 100 Ix. Os
camundongos foram colocados individualmente na zona central do labirinto, de frente para
um braco aberto e deixado por 5 minutos para exploracéo livre. Todos os camundongos foram
testados apenas uma vez. Antes de cada teste, a arena foi limpa com etanol a 70%. O indice de
ansiedade foi calculado de acordo com Estrela et al. (2015) da seguinte forma: indice de
ansiedade = 1 - [([Tempo braco abertos / Duracéo do teste] + [entradas bracos abertos/nimero
total de entradas])/2]. Além disso, avaliou-se a percentagem de tempo gasto nos bracos
abertos e fechados, ja que este é considerado um pardmetro primario do LCE de acordo com
Walf & Frye (2007).

y

,:;\ r = 1 T =0 | ,\‘,'T'

‘I E \ [ | A= 1—} | | ) e
§ r‘ i E F e
I ’\UM I I | _': |01 |

AN\
=,
-,
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Figura 2. (A) Desenho esquematico que ilustra o labirinto em cruz elevado utilizado
presente estudo e (B) imagem real do aparato utilizado para avaliagdo preditiva de ansiedade

dos camundongos expostos ou nao a efluente de curtume.

2.2.2. Teste de reconhecimento de objetos
O teste de reconhecimento de objeto foi realizado em uma caixa nas dimensdes 30 cm
x 20 cm x 13 cm, conforme modificado apds Bevins & Besheer (2006). O teste foi dividido
em duas sessdes: uma sessdo de treinamento, seguida de uma sessdo de teste (1h apds
treinamento). Durante a sessdo de treinamento, os animais foram expostos a dois objetos
idénticos (em tamanho, forma e cor), definidos como objetos familiares (F1 e F2), durante 5
min (brinquedos Lego) (Figura 3A). Durante a sessdo de teste, um objeto familiar foi
substituido por um novo objeto (N) (1h apds o treinamento, usamos um brinquedo Lego
diferente daqueles utilizados na sessdo anterior), para que os animais pudessem explorar um
objeto familiar e um novo por 3 min (Figura 3B). No inicio de cada teste, 0s animais foram
colocados na frente dos objetos, de frente para a parede, de acordo com Akkerman et al.
(2012). O tempo gasto para explorar cada objeto foi registrado. Um desenho cruzado foi
utilizado em todas as sessdes de teste, de modo que 0s objetos novos e familiares foram
colocados alternadamente, para excluir a preferéncia potencial por uma determinada
localizagdo espacial dos objetos na caixa. Considerou-se como exploracdo o cheiro dos
17



objetos ou o0 toque com as patas dianteiras quando o animal estava a uma distancia igual ou
inferior a 2 cm dos objetos (Ennaceur & Delacour, 1988; Rajagopal et al., 2014). O indice de
reconhecimento para cada objeto foi calculado para cada animal, conforme descrito por Pieta-
Dias et al. (2007), e expresso pela razdo: TOX / (TF + TN) [TOX = tempo gasto explorando o
objeto familiar (F) ou novo (N); TF = tempo gasto explorando o objeto familiar; TN = tempo
gasto explorando 0 novo objeto]. Entre as sessdes, as caixas utilizadas nos testes foram limpas

com alcool a 70%.

Sessdo treino Sessao teste

) :
% ¥ ¥

A \/

A m

Figura 3. Desenho esquematico da sala de testes ilustrando os aparatos utilizados no teste de
reconhecimento de objetos.
2.3. Analises estatisticas

Inicialmente, a normalidade residual dos dados foi verificada por meio do teste de
Shapiro-Wilk e o teste de Bartlett foi utilizado para verificar a homoscedasticidade residual.
Os dados resultantes relativos aos parametros comportamentais (de LCE e testes de
reconhecimento de objetos - especificamente os novos indices de reconhecimento de objetos)
foram submetidos a two-way ANOVA com os fatores “linhagem” (camundongos C57BI/6J e
Swiss) (fator 1) e "tratamento” (efluente e sem efluente) (fator 2). Em caso de F significativo
(p <0,05). o pos-teste de Fisher LSD foi aplicado, a 5% de probabilidade. A fim de validar o
teste de reconhecimento de objetos, foram analisados os dados relativos ao grupo de controle
(camundongos C57BL/6J e Swiss) e o indice de reconhecimento para cada objeto (N e F) dos

grupos de controle (das duas linhagens de camundongos). Para isso, aplicamos o teste t de
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Student com o ajuste de Bonferroni para mdultiplas comparagdes por pares. As analises
estatisticas foram realizadas com o software ASSISTAT, versdo 7.7 (distribuicdo gratuita).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagcdo ao teste do LCE, as andlises estatisticas mostraram efeito do fator
"linhagem” (fator 1) e do fator "tratamento” (fator 2) para todos os parametros analisados
(porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos, porcentagem de tempo gasto nos bracos
fechados e Indice de ansiedade), no entanto, sem uma interacdo entre os fatores (Figura 4).
Nossos dados mostram que a exposicdo dérmica ao efluente de curtume causou um
comportamento ansiogénico no grupo efluente, quando comparado ao grupo controle (sem
contato direto com o xenobidtico).

A literatura é escassa em estudos envolvendo exposicdo dérmica de modelos
experimentais (mamiferos) a efluente de curtumes, dificultando a comparacéo de resultados.
No entanto, os metais pesados podem exercer seus efeitos agudos e crénicos na pele através
de sinais de estresse, sugerindo que alguns metais podem ser absorvidos pela pele e
apresentam efeitos prejudiciais. (Singh et al., 2011). Os resultados encontrados nas pesquisas
sugerem, por exemplo, que os metais pesados reduziram o nivel de fosforizacdo da proteina
de choque térmico 27 (HSP27), uma vez que a proporcdo de p-HSP27 e HSP27 é considerada
um marcador sensivel para avaliacdo do risco de irritacdo potencial da pele causada por
produtos quimicos e seus produtos (Zhang et al., 2010).

Nossos dados sdo semelhantes aos relatados por Siqueira et al. (2011), que estudaram
machos de camundongos Swiss adultos. Os autores observaram que a exposic¢ao ao efluente
de curtume ndo tratado a 1% (diluido em agua) reduziu a porcentagem do tempo total gasto
nos bracos abertos, indicando um aumento no comportamento semelhante a ansiedade.
Portanto, deve ser levado em consideracdo o modo de exposicdo usado por Siqueira et al.

(2011), o qual foi diferente do utilizado no presente estudo.
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Figura 4. Porcentagem do tempo gasto nos bracos abertos, nos bracos fechados e
indice de ansiedade para camundongos Swiss e C56BI/6J, expostos ou ndo ao efluente
de curtume. Letras distintas indicam diferencas significativas. Os dados relativos aos
pardmetros comportamentais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com
fatores "linhagens" (camundongos C57BI/6J e Swiss) (fator 1) e "tratamento”
(efluente e sem efluente) (fator 2). Em caso de F significativo (p<0,05), o p6s-teste de
Fisher LSD foi aplicado a 5% de probabilidade.

Apesar das diferencas entre os estudos, ambos apontam para o potencial dano que 0s
efluentes do curtume pode causar em circuitos neurologicos ligados a ansiedade. Os dados do
presente estudo sugerem, em particular, que o comportamento ansiogénico observado nos
animais expostos ao efluente de curtume estd relacionado aos efeitos dos solventes
neurotdxicos provenientes do poluente em questdo. Sabe-se que varios sistemas de
neurotransmissao estdo envolvidos nos mecanismos neurobioldgicos que regulam a
ansiedade, promovendo ansiogénese ou ansiolise (Marsden et al., 1993; Nutt, 2000; Mathew

et al., 2014). Entre 0s mecanismos existentes, a colecistoquinina, 0s aminoacidos excitatorios,
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a serotonina e a noradrenalina sdo citados como sistemas ansiogénicos, como discutido por
Kalueff (2007).

De acordo com Paladini et al. (1999), a maioria desses sistemas de neurotransmissao é
controlada reciprocamente pelo principal sistema inibidor que opera no cérebro - o sistema
GABAérgico, que ¢ ativado pelo neurotransmissor do acido y-aminobutirico (GABA). O
GABA é um neurotransmissor inibitério que regula a excitabilidade de praticamente todos o0s
neurdnios do sistema nervoso central, com implicacOes fisioldgicas e fisiopatoldgicas em
eventos normais e disfuncionais deste sistema (Kaluef, 2007). A ansiedade é uma das
manifestacbes em que o sistema de neurotransmissdo GABAérgico estd envolvido, em
particular o complexo receptor GABA-benzodiazepina (Wong & Snead, 2001). O presente
estudo e o trabalho de Siqueira et al. (2011) ndo investigaram os mecanismos fisioldgicos que
podem explicar os efeitos ansiogénicos observados, mas eles apontam para o fato de que tanto
a ingestdo de agua contaminada como o efluente de curtume, quanto a exposicdo dérmica a
esses residuos estdo relacionadas a alteracdes do sistema nervoso central ligado a ansiedade.

Por outro lado, o maior indice de ansiedade observado nos camundongos da linhagem
Swiss (Figura 4), quando comparado aos camundongos C57BI/6J, pode estar relacionado ao
desempenho dessas linhagens no teste LCE. Como mostrado por Griebel et al. (2000),
existem diferencas relevantes em relacdo ao comportamento ansiogénico entre as linhagens de
camundongos estudadas nos testes de ansiedade. Griebel et al. (2000) compararam os perfis
comportamentais de nove linhagens de camundongos (BALB/c, C57BI/6J, C3H, CBA,
DBA/2, NMRI, NZB, SJL e Swiss) em dois modelos animais de ansiedade ap6s a
administracdo do benzodiazepina . Os testes utilizados foram o teste claro/escuro e o teste do
LCE, ambos preditivos de ansiedade e sensiveis aos efeitos de ansioliticos. No LCE, as
linhagens SJL, NMRI, CBA e, em menor medida, as linhagem de camundongos C3H,
mostraram niveis baixos de comportamentos ansiogénicos. Os niveis intermediarios foram
observados nas linhagens Swiss e BALB/c, e altos niveis de reatividade emocional foram
observados em camundongos das linhagens C57BI/6J, DBA/2 e NZB. Portanto, esses
resultados corroboram os resultados do presente estudo e podem explicar a influéncia do fator
1 (linhagem) sobre nossos resultados e maior ansiedade nos camundongos C57BI/6J.

Em relacdo ao teste de reconhecimento de objetos, os indices de reconhecimento
relativos aos objetos familiares (F1 e F2), na sessdo de treinamento dos animais do grupo
controle (C57BI/6J e camundongos Swiss), diferiram de zero e ndo mostraram diferenca

significativa entre si (p>0,05), de acordo com o teste t de Student (Figura 5). Este resultado

21



constitui um dos indicadores de validacdo do teste, uma vez que demonstram que a
exploracdo aleatdria dos objetos na sessdo de treinamento resultou em uma exploracgdo igual
de ambos 0s objetos, além de excluir influéncia de preferéncia potencial por uma
determinada localizacdo espacial dos objetos colocados no caixa de teste. Por outro lado, 0s
animais dos grupos controle (tanto da linhagem C57BI/6J, quanto Swiss) apresentaram
indices de reconhecimento mais altos para 0 novo objeto na sessdo de teste realizada 1 hora
apos o treinamento, quando comparado aos indices do objeto familiar, o que indica sucesso na
retencdo de memoria. Assim, esses dados também representam um indicador de validacéo do

teste realizado (Figura 5).
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Figura 5. indices de reconhecimento de objetos de camundongos C57BI/6J e Swiss
expostos ou ndo ao efluente de curtume apds a sessdo de treinamento, seguida de
uma sessao teste (1h apds treinamento). As barras indicam média + desvio padrao.
F1: objeto familiar 1 da sesséo de treinamento; F2: objeto familiar 2 da sessdo de
treinamento; F: objeto familiar da sessdo de teste; N: novo objeto da sessdo de teste.
O teste t de Student com ajuste de Bonferroni para multiplas comparagdes em pares
foi aplicado, considerando a = 0,05.
Por outro lado, a analise estatistica revelou efeito de apenas o "tratamento” (fator 2)

sobre os resultados (Figura 6), indicando que os animais expostos ao efluente de curtumes
obtiveram menores indices de reconhecimento de novos objetos, 0 que sugere déficit de

memoria e possivel influéncia dos componentes do efluente de curtume na cognigéo animal.
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Figura 6. Novos indices de reconhecimento de objetos para (C57BI/6J e camundongos
Swiss) expostos ou ndo a efluentes de curtumes, calculados 1 hora apés a sessdao de
treinamento do teste de reconhecimento de objeto. As barras indicam média + desvio
padrdo. Os dados foram submetidos a two-way ANOVA com fatores "linhagens"
(camundongos C57BI/6J e Swiss) (fator 1) e "tratamento” (efluente e sem efluente)
(fator 2).

Mais uma vez, é importante considerar que nosso estudo constituiu o primeiro a
submeter animais de laboratorio a exposicdo dérmica a efluentes de curtume. Recentemente,
demonstramos que a exposic¢do ao efluente de curtume causou deficiéncia de memoria em
camundongos Swiss jovens, de forma similar em machos e fémeas (Rabelo et al., 2016).
Neste estudo, os indices de reconhecimento dos objetos novos foram menores em relacéo
aqueles apresentados pelos animais ndo expostos ao poluente. Embora o mesmo efluente
tenha sido utilizado no presente estudo e em Rabelo et al. (2016), as formas de exposi¢do
foram diferentes (oral (1% de efluente diluido em agua) em Rabelo et al. (2016) e dérmica em
nosso estudo).
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Os efluentes de curtumes, em particular, possuem uma constituicdo quimica muito
complexa e diversificada que pode variar entre distintas industrias de curtimento (Shakir et
al., 2012). Moysés (2014), por exemplo, ao analisar os efeitos da exposicdo in vitro ao
efluente de curtume sobre a atividade de diferentes camundongos e enzimas de ratos e
Drosophila melanogaster, identificou mais de 20 compostos quimicos orgénicos no efluente.
A variacdo quimica destes residuos e a complexidade dos compostos estdo relacionadas com
diferentes métodos de tratamento utilizados nas industrias de curtumes (Lofrano et al., 2013),
como estes efluentes sdo armazenados, bem como a fase de bovino ocultar processamento a
partir do qual os efluentes sdo produzidos (Shakir et al., 2012).

De qualquer forma, mesmo que andlises detalhadas da composi¢do organica do
efluente ndo tenham sido realizadas no presente estudo e na maioria dos outros estudos
(Siqueira et al., 2011, Moysés et al., 2014, Rabelo et al., 2016), o que torna dificil a
compreensdo dos mecanismos relacionados a deficiéncia de memoéria nos animais,
acreditamos que 0s compostos organicos ou inorganicos volateis do efluente podem ter
causado danos na producdo/acdo de neurotransmissores ou nos 6rgdos do sistema nervoso
central relacionados a aprendizagem e processos de formacéo de memoria de curto prazo.

Uma regido do cérebro importante para reconhecimento de objetos € o hipocampo. De
acordo com Broadbent et al. (2010), os danos nesta estrutura causam déficit significativo na
retencdo de memoria. O hipocampo é fundamental como um detector de novidades, gracas ao
seu papel na comparacao de informacdes previamente armazenadas com novos estimulos de
informacdo a serem aprendidos e armazenados de uma situacdo particularmente nova (Clarke
et al., 2010). Assim, essas evidéncias reforcam a hipétese de que o comprometimento da
memoria de camundongos expostos ao efluente de curtume (Figura 6) pode ser associado ao
dano ao hipocampo causado por um ou mais constituintes do efluentes. Estudos que mostram
a influéncia de gases volateis organicos e/ou inorganicos nos 6rgdos do sistema nervoso
central também apontam para essa hipdtese (Bolla, 1991; Otto et al., 1992; Miekisch et al.,
2004).

Por outro lado, vale ressaltar que esses animais, ao se limpar durante o periodo de
exposicdo, também podem ter ingerido quantidades relevantes do poluente. Entre o0s
elementos quimicos presentes no efluente de curtume, os efeitos neurotoxicos do caddmio em
diferentes 6rgéos e tecidos sdo conhecidos em roedores e humanos (Méndez-Armenta & Rios,
2006), levando a dano cerebral em camundongos (Yang et al., 2015), o que também poderia

explicar o comportamento ansiogénico e o déficit de memoria observado nos animais
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expostos ao efluente da curtume. Haider et al. (2015), estudando os efeitos neurotdxicos do
cloreto de cAdmio em trés doses diferentes e utilizando diferentes modelos comportamentais,
observaram que a administracdo aguda de cadmio proporcionou aumento (dose-dependente)
da ansiedade em camundongos, em comparacdo aos do grupo controle. Além disso, 0
aprendizado e a memoria avaliados pelo teste do Labirinto Aquético de Morris mostraram
comprometimento dose-dependente da fungdo cognitiva em camundongos tratados com
cadmio em comparacdo com camundongos controle. Outro elemento importante presente no
efluente é o niquel, cuja exposicao tem sido associada a uma variedade de efeitos adversos no
sistema nervoso (Gordon & Stead, 1986; Marchetti & Gavazzo, 2003; Liapi et al., 2011). He
et al. (2013), investigando os estados de metabolismo aerdbio no cortex cerebral de
camundongos quando as mudancas neurocomportamentais induzidas pelo niquel, descobriram
que a exposicdo ao niquel causou déficits em memoria espacial e que o niquel foi depositado
no cortex cerebral. Assim, € possivel que a ingestdo de niquel durante a limpeza da pele dos
animais também possa ser responsavel pelos resultados obtidos neste estudo.

4. CONCLUSAO

Nossos dados confirmam a hip6tese de que a exposicdo dérmica ao efluente de
curtumes promove alteraces comportamentais preditivas de ansiedade e de déficit de
memoria de reconhecimento de objetos (de curto prazo) em camundongos. E fortemente
sugerido que 0s mecanismos através dos quais esses poluentes causaram mudancas

neurocomportamentais sejam investigados, considerando o pioneirismo do nosso.

5. INFORMACAO COMPLEMENTAR
Este trabalho foi publicado na revista Chemosphere (estrato Al no Qualis-CAPES e de
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integra do referido artigo € apresentada no Anexo I.
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