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Biomarcadores e
Desenvolvimento
Neurocomportamental:
Aspectos Experimentais

Vera Lucia de Castro

Introducéao

Os produtos utilizados como insumos no atual modelo de agricultura podem
por vezes desestabilizar os agroecossistemas, provocando danos em sistemas
bioldgicos. Esses produtos podem se distribuir no ambiente e provocar agravos a
saude da populacdao quer em sua forma original quer como metabdlitos, por
inalacdo de gases ou particulas, ingestdo de dgua ou comida, ou absorgao pela pele
através do contato com agua de chuva, de uso doméstico e das colecdes aquiferas.

A medida que o ambiente torna-se essencial no plano da satde da coletividade,
o desenvolvimento sustentdvel tornou-se parte integrante de decisao politica de
saude ambiental. Assim é que a proposta de um desenvolvimento sustentavel,
incluindo a atividade agricola, contempla a conservacao dos recursos naturais, a
utilizacdo de tecnologias apropriadas e a viabilidade econémica e social (CASTRO,
2004).

Além da contaminacdo das pessoas envolvidas direta ou indiretamente nas
atividades relacionadas a agricultura, pode ocorrer a contaminacdo de recém-
nascidos que tem sido associada a exposicdo maternal ambiental e/ou ocupacional
sendo que alguns produtos ainda podem ser excretados no leite (ARBUCKLE;
SEVER, 1998; WHYATT et al., 2002; CERRILLO et al., 2005; RIBAS-FITO et al.,
2005).

A exposicdao materna a agroquimicos durante a fase reprodutiva pode levar a
alteracdes no desenvolvimento animal. Embora o organismo materno possa
transformar um quimico ou pelo menos reduzir sua concentracao, muitas
substancias podem atravessar a placenta. O trabalho agricola feminino nos paises
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em desenvolvimento produz ao redor de 60 e 80% dos alimentos, além de 70%
do trabalho infantil estar relacionado ao setor agricola (DINHAM; MALIK, 2003).
Nesse contexto, ha também a possibilidade de que o desempenho
neurocomportamental de criancas em idade pré-escolar, filhos de trabalhadores
rurais, possa ser afetado pela exposicdo a pequenas doses de inseticidas
organofosforados a semelhanca do que tem sido observado em decorréncia da
exposicdo em adultos (ROHLMAN et al., 2005).

Durante a prenhez podem ocorrer prejuizos no desenvolvimento embriofetal
como prejuizos no ganho de peso corporal e na maturacao de sistemas fisiolégicos
como neurotransmissao, deficiéncias anatémicas, etc. O periodo neonatal tem seu
inicio ao nascimento da prole, sendo finalizado com o término da lactacdo. Nesse
periodo ocorrem a maturacao funcional e ganho de peso corporal, os quais podem
sofrer prejuizos com a exposicao a substancias quimicas (CASTRO, 2004).

Em decorréncia, a avaliacao dos possiveis efeitos decorrentes da exposicao aos
agroquimicos €é importante de ser realizada em diferentes periodos de
desenvolvimento, especialmente naqueles considerados criticos devido a possivel
influéncia na morfologia e na fisiologia do sistema nervoso. Um importante periodo
do desenvolvimento cerebral ocorre nas duas primeiras semanas pds-natais do rato
engquanto que em seres humanos ocorre no terceiro trimestre da gestacado e na
primeira infancia (COSTA et al., 2004).

A maior sensibilidade a possiveis efeitos téxicos dos agroquimicos em criancas
seria resultante da diferenca fisiolégica nas diferentes fases da vida (recém-
nascidos, criancas e adultos) em decorréncia de alguns fatores como area corporal,
relacdo da massa cerebral e corporal, periodo de desenvolvimento, ventilagao,
funcéo renal e atividade enzimética (SELEVAN; KIMMEL; MENDOLA, 2000;
SCHEUPLEIN; CHARNLEY; DOURSON, 2002; GENTRY; COVINGTON; CLEWELL
lll, 2003; COSTA et al., 2004). Nesse sentido, pode-se citar a enzima paroxonase
(PON) que ndo é produzida nos mesmos niveis de um adulto até os 2 anos de
idade, o que torna as criancas dessa faixa etaria vulnerdveis aos inseticidas
organofosforados (CHEN et al., 2003).

Contudo, diferentes suscetibilidades ndo implicam necessariamente em maiores
riscos em criancas. O efeito real vai depender dos mecanismos fisiometabdlicos e
das caracteristicas do produto em estudo (SCHEUPLEIN; CHARNLEY; DOURSON,
2002). O biomonitoramento das possiveis conseqliéncias a exposicdo aos
agroquimicos €, portanto, importante no que se refere a efeitos no
desenvolvimento animal e potencial de neurotoxicidade (CHELONIS et al., 2004).

O monitoramento biolégico da exposicdo constitui-se em uma avaliacdo que
qualifica e/ou quantifica a exposicao de um individuo ou de uma amostra da
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populacao com o uso de amostras bioldgicas. Para a realizacao do monitoramento
biolégico é necessario o conhecimento de um biomarcador.
Os agroquimicos em uso atualmente muitas vezes ocasionam sinais e sintomas

que podem estar associados a exposicdo a mais de um principio ativo. Nesse
sentido, é importante estabelecer indicadores biolégicos ou biomarcadores
relacionados a exposicado a esses produtos, indicadores esses mais especificos e
baseados em critérios cientificos bem estabelecidos. A seguir sdo colocadas
algumas consideracées a respeito dos biomarcadores e os critérios para sua

aceitacdo e validacao.
Biomarcadores
Aspectos gerais dos biomarcadores

O biomarcador compreende toda substancia ou seu produto de
biotransformacao (marcador de dose interna, que relaciona a exposicdo ambiental a
dose interna) ou qualquer alteracdo bioquimica precoce (marcador de efeito, que
avalia os efeitos biolégicos que se traduzem em alteragdes funcionais) cuja
determinacao possa ser realizada nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar exalado.
Esta determinacao deve estabelecer a relacao entre a exposicado e o efeito téxico
refletida em alteracGes pré-clinicas e agravos a saldde ou ainda permitir entender os
mecanismos relacionados a acdo tdéxica e o grau de resposta nos individuos
(marcador de suscetibilidade ou genético).

A importancia do uso destes biomarcadores como parametros biolégicos de
exposicdo as substancias quimicas deve-se ao fato de eles estarem diretamente
relacionados aos efeitos na salude. Eles devem, ao exporem os problemas e suas
causas, serem Uteis para alcancar os objetivos das politicas referentes a saude.
Porém, a avaliacdo dos efeitos da exposicdo humana aos agroquimicos, conta
atualmente com um numero limitado de biomarcadores reconhecidos e validados.
Em relacdo aos efeitos das substancias neurotéxicas, o uso de biomarcadores
experimentais permite a associacdo com a exposicao a baixos niveis, fornecendo
conhecimentos e evidéncias necessdrios para a aplicacdo de medidas de prevencao
e controle de sua exposicdo no ambito das politicas publicas de salde.

Atualmente, tém-se procurado a identificacdo de marcadores que possibilitem
antecipar o desenvolvimento de situagdes que possam conduzir a contaminacdes
ambientais danosas a saude; de preferéncia caracterizando a expressao precoce
dos efeitos. O monitoramento de efeitos clinicos, na medida do possivel, deve ser
preterido enquanto indicador da avaliacdo do risco, uma vez que instalados;
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representam a ocorréncia da exposicdo e do dano subsequiente.
Caracteristicas dos biomarcadores

Os biomarcadores, sejam de exposicdo ou efeito, sdo ferramentas utilizadas
nos estudos epidemiolégicos ambientais, buscando-se estabelecer uma relacao
entre a exposicdo aos agentes quimicos e os efeitos na salde dos individuos
expostos. A importancia do uso destes biomarcadores como parémetros
biolégicos de exposicao as substancias quimicas deve-se ao fato destes estarem
mais diretamente relacionados aos efeitos na salde do que os pardmetros
ambientais.

Os biomarcadores, de forma geral, devem ser de facil utilizacdo e de baixo
custo de obtencao para permitir seu amplo uso. Eles devem mostrar facilidade de
levantamento, de compreensao e de comparacao e o nivel de detalhamento exigido
da medida deve ser adequado de forma a ndo dificultar a sua utilizacao.

Eles devem ainda idealmente refletir tendéncias ao longo da escala de tempo do
monitoramento, facilitando relacionar causa a efeito de forma répida e objetiva. O
biomarcador deve, tanto quanto possivel, envolver a medida de respostas
biolégicas em uma escala temporal que evidencie alteracdes sutis, além de trazer
informacdes quanto ao seu mecanismo de acdao (CASTRO, 2004).

A validacdo do biomarcador pode ser afetada por suas caracteristicas
intrinsecas tais como: a) especificidade em relacdo ao contaminante; b)
classificacédo (dose interna, efeito ou suscetibilidade), c) sensibilidade (capacidade
de distinguir diferentes niveis de exposicao, suscetibilidades e efeitos decorrentes
da exposicao); d) geracdo de curvas dose-resposta correlacionando os niveis de
exposicdo e o marcador e e) evidenciar possiveis fatores de confusdo e de
variacoes inter e intra-individuais (DOR et al., 1999).

Contudo, nem sempre é possivel expressar correlacdes diretas lineares entre os
efeitos observados e a exposicdo (ALONSO et al., 2004; CONOLLY; LUTZ,
2004). Por exemplo, algumas observacdes sugerem que os organofosforados
possam ter outras atividades biolégicas além da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase e que em alguns casos, o0s sinais de toxicidade
neurocomportamental ndo se correlacionam diretamente com o nivel da inibicdo da
enzima (FARAHAT et al., 2003; SMULDERS et al., 2004; PEEPLES et al., 2005).
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Relacdo dos biomarcadores com a avaliacdo de
neurotoxicidade

Ha alguns possiveis indicadores, abordando diferentes enfoques, para a
avaliacao do risco e da exposicdo a uma substancia neurotéxica em individuos
expostos (AMORIM, 2003), quais sejam:

a) Neurofisiolégico: a avaliacdo neurofisiolégica como o eletroencefalograma,
que é um exemplo desse caso, apresenta baixo valor preditivo na identificacdo dos
efeitos neurolégicos iniciais;

b) Avaliacao clinica e neurocomportamental: devem ser realizadas com base em
um protocolo muito bem detalhado para ser conclusiva. A avaliacédo
neurocomportamental é realizada através de métodos para avaliar as funcdes
cognitivas como a aprendizagem e a memoria. Estes testes, apesar de serem muito
utilizados em individuos expostos a solventes e metais pesados, podem ter seus
resultados alterados por outros motivos que nao pela acdo do produto avaliado e

c) Neuroquimico: Ha varias evidéncias experimentais mostrando que, na
progressdao de doencas neurotdxicas, os eventos bioquimicos precedem as
alteracdes estruturais e danos permanentes ao sistema nervoso central. Contudo,
as principais limitacoes destes parametros neuroquimicos sdo a acessibilidade ao
tecido alvo e a correlacdo e estabelecimento do valor preditivo de marcadores
substitutos periféricos (concentracao de célcio intracelular, atividade da enzima
acetilcolinesterase eritrocitaria, etc) com os danos centrais.

A integracdo dos elementos pertinentes a avaliacdo de biomarcadores de
neurotoxicidade — neurofisiologia, neuroquimica e comportamento, provavelmente
serd capaz de fornecer as informacdoes necessérias para a avaliacao de riscos a
saude. A complexidade das funcdes do sistema nervoso aliada a variabilidade dos
sitios neurolégicos contribuem para esse panorama por serem fatores limitantes
para o estudo e estabelecimento de indicadores da acdo neurotéxica dos
agroquimicos em seres humanos (AMORIM, 2003).

Embora existam importantes diferencas entre o cérebro humano e o de
roedores, podem ser identificadas estruturas andlogas. Assim, a ontogenia de
determinados comportamentos pode ser usada para construir inferéncias em
relacdo a maturacao de estruturas cerebrais especificas ou circuitos neuronais em
roedores e primatas, incluindo o ser humano. A obtencdo de informacdes mais
especificas a respeito de periodos criticos do desenvolvimento do sistema nervoso
pode melhorar a analise de risco identificando periodos para avaliagcdo da
exposicdo e efeito dose-resposta aos toxicantes, a avaliacao da plausibilidade
biolégica dos achados para os seres humanos e a comparacao dos dados entre as
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espécies (SELEVAN; KIMMEL; MENDOLA, 2000).

Por outro lado, mesmo quando existe o conhecimento do biomarcador
envolvendo alteracdes fisioldgicas e/ou toxicocinéticas, é necesséria a aplicacao de
técnicas para o monitoramento ambiental e biolégico que normalmente nado fazem
parte da rotina das equipes técnicas envolvidas neste processo. Essa situacao leva
a priorizacao de novas abordagens tanto na avaliagcdao quanto na comunicacao das
situacdes de risco originadas pelo ambiente. A seguir, sdo colocados alguns
aspectos dos testes geralmente realizados para o estudo da neurotoxicidade.

Aspectos do delineamento dos estudos de desenvolvimento
neurocomportamental em roedores

As avaliacdes sobre o desenvolvimento animal freqlientemente incluem, além
das observacdes quanto ao aparecimento de sinais fisicos, os aspectos referentes
ao desenvolvimento neurocomportamental. Assim, é recomendada uma
abordagem em trés vertentes: a) identificacdo e formulacdo do problema a ser
pesquisado, b) analise dos resultados obtidos na avaliacdo através de métodos
experimentais em laboratério, modelos toxicocinéticos e dados epidemiolégicos e,
c) caracterizacao do risco (POHL et al., 2005).

E importante também que os efeitos observados ocorram devido a exposicdo a
substancia teste e ndo devido ao estado de toxidez materna em doses muito
elevadas; uma vez que em mamiferos é indispensavel o desempenho normal das
funcdes maternas para a saude dos filhotes. Os sinais tradicionalmente observados
de toxicidade materna em estudos experimentais sao decréscimo no ganho de peso
(o peso das fémeas geralmente é observado durante todo o periodo do teste),
duracao da prenhez, diminuicdo do consumo de dgua e alimento, sinais clinicos e
mortalidade.

Conforme os objetivos de cada estudo, podem-se utilizar diferentes
delineamentos experimentais. Por exemplo, em relacdo a exposicdo das fémeas
podem-se realizar estudos aonde a ninhada é mantida com sua mae biolégica ou
através de cross-fostering, quando ocorre a troca de mae da ninhada.

O comportamento maternal também pode ser estudado. Ha alguns métodos
descritos para avaliar o comportamento maternal uma vez que a avaliagcdo da
possivel influéncia materna no desenvolvimento dos filhotes é alvo de
preocupacao na literatura ha algum tempo (CHAMPAGNE et al., 2003).

Em relacdo aos filhotes, considera-se a ninhada como unidade experimental. O
uso de alguns filhotes por ninhada pode afetar o poder do teste estatistico
alterando a taxa de falso positivo ou negativo. Em caso de limitacdo de tempo e/ou
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recursos pode-se realizar testes com um animal por sexo por ninhada escolhido ao
acaso (nos casos de avaliacado de risco a uma substancia) ou considerar a média da
resposta de dois ou trés filhotes como a unidade da resposta experimental
(BUELKE-SAM et al., 1985; HOLSON; PEARCE, 1992; HASEMAN et al., 2001);
em decorréncia da variabilidade da resposta entre os filhotes da mesma ninhada
(ULBRICH, 2001).

A observacdo da presenca ou auséncia dos parametros de desenvolvimento
fisico e neurocomportamental é realizada de acordo com a idade do filhote e por
determinado nuimero de dias consecutivos até o aparecimento do pardmetro
estudado em todos os filhotes avaliados; o que ocorre geralmente entre 0 1°. e 0
26°. dias de vida poés-natal — pnd (ALDER, 1983). Sao anotados, por filhote, os
dias respectivos em que ocorrerem por exemplo, abertura do ouvido externo,
aparecimento de pelo, erupcdao dos dentes incisivos, abertura de vagina,
descolamento de orelha, abertura dos olhos e descida dos testiculos.

Normalmente os filhotes sao avaliados quanto a viabilidade ao nascimento e ao
desmame respectivamente (nimero de filhotes natimortos/nascidos vivos) e
(nimero de filhotes desmamados/nascidos vivos). Este ultimo resulta na curva de
sobrevivéncia. O peso é também acompanhado do nascimento até o desmame,
construindo a curva de crescimento.

Alguns dos testes de desenvolvimento neurocomportamental (CASTRO;
CHIORATO; PINTO, 2000; CASTRO; GOES; CHIORATO, 2004; CHAPILLON et
al., 1998; LI, 2005) que podem ser utilizados a fim de avaliar atividade,
coordenacao, reflexos, etc. sdo exemplificados a seguir:

1 - reflexo de endireitamento: o animal é colocado sobre a mesa (pnd 2 a 4), em
decubito dorsal; mede-se o tempo gasto para que volte a posicao anterior, ou seja,
apoiado sobre as quatro patas.

2 - atividade motora: observa-se a locomocéao do animal (pnd 14, 21 e 28) em
um campo aberto por 6 (seis) minutos ou em uma caixa de atividade com células
fotoelétricas. Ela pode ser estudada em diversas situacdOes de diversos
delineamentos experimentais, porém, atentando-se para as diversas fases do
desenvolvimento animal.

3 - geotaxia negativa: o animal é colocado com a cabeca para baixo (pnd 10 e
15) em uma plataforma a 25° e mede-se o tempo gasto em segundos para que se
reoriente, ou seja; vire o corpo em 180°.

4 - rotarod: é utilizado um bastdo de madeira de 3 cm de diametro por 40 cm de
largura, forrado de plastico, em uma altura de 18 cm e com um motor que
proporciona sua rotacao entre 5 a 15 rpm. O animal é colocado no bastao para
verificar sua coordenacao por 5 min (pnd 10, 14 e 21).

11
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5 - natacao: cada filhote é solto no centro de um aquario e observado por 10
segundos, por 3 vezes consecutivas (pnd 7, 14 e 21), sendo secos logo em
seguida e colocados de volta em suas respectivas gaiolas. O desempenho dos
filhotes é avaliado segundo uma escala de escores.

6 - resposta de agarrar: o animal é colocado somente com as patas dianteiras
em um cilindro de superficie lisa, de 5 (cinco) centimetros de didmetro e de altura
superior a do seu corpo (pnd 3 a 7); verifica-se se 0 mesmo agarra-se ao cilindro ou
se cai na mesa.

7 - resposta de subir: o animal é colocado com as quatro patas sobre uma
rampa de tela de arame de 30°, com a cabeca virada para o lado mais alto desta;
verifica-se se o animal sobe, desce ou permanece onde foi colocado inicialmente
(pnd 6 a 11).

Baterias de testes de neurotoxicidade

Tem-se procurado melhorar os protocolos experimentais disponiveis e
adicionar alvos de estudo que possam fornecer uma melhor caracterizacdo dos
efeitos da exposicdo a agentes quimicos (LIMA, 2003). A evolucdo dos métodos
de avaliacao referentes aos testes de efeitos reprodutivos e no desenvolvimento
animal tem estimulado a melhora dos protocolos de avaliacdo de neurotoxicidade;
0 que serd capaz de otimizar a deteccdo de possiveis efeitos relacionados a
exposicdo aos agroquimicos (LUFT; BODE, 2002; MEYER, 2003; REUTER et al.,
2003).

Nao obstante existam inUmeros estudos sobre os efeitos
neurocomportamentais obtidos através de testes experimentais, sdo relativamente
poucas as analises que enfatizam a perspectiva da incorporacao e do impacto desta
informacao nos processos pertinentes as decisOes politicas sobre programas e
acoes de saude. Contudo, tais baterias variam de acordo com as recomendacoes e/
ou legislacdao de cada pais ou de acordo com critérios estabelecidos pelos
pesquisadores envolvidos no trabalho.

Essas baterias de testes podem ser realizadas através de dois tipos de
avaliacOes:

(a) Avaliacao comportamental e clinica — Em seres humanos, as avaliacOes
podem ser feitas mediante aplicacdo de questionérios, exames clinicos, (ex, dano
de condutividade nervosa periférica), avaliagcdbes comportamentais e de alteracdes
de fungdes cognitivas, como, por exemplo, aprendizagem e meméria, as quais tém
sido utilizadas em individuos expostos a solventes e metais pesados no caso de
seres humanos. As dimensdes comportamentais mais documentadas sao
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sociabilidade, cooperacao, estado emocional, nivel de atividade, atencao,
impulsividade, ansiedade e irritabilidade. Outras funcdes motoras também podem
ser avaliadas como postura e reflexos entre outros. Contudo, na interpretacao dos
resultados obtidos com criancas, ha varidveis que devem ser examinadas como
outros fatores de desenvolvimento como a linguagem, situacdo socioeconémica
familiar, atividade fisica regular, etc., que podem influenciar o desempenho motor
das criancas avaliadas (DESPRES et al., 2005), ou

(b) Avaliacdo experimental em animais - A realizacdo de protocolos
experimentais em animais de laboratério, como por exemplo a FOB (Functional
Observational Battery) (MOSER et al., 2004) tém se mostrado Uteis na avaliacao
da neurotoxicidade (LUFT; BODE, 2002). Os estudos com animais podem, assim,
auxiliar no entendimento dos efeitos neurocomportamentais decorrentes da
exposicdo aos agroquimicos. Os estudos neurotoxicolégicos destas baterias
experimentais em animais incluem avaliacdes preliminares (screening), que se
constituem por bateria de observacao funcional, quando sao avaliados reflexos e
algumas reacdes como salivacao, piloerecao, etc além da medida automatizada da
atividade motora. A atividade motora é medida como o nimero de interrupgcdes das
fotocélulas distribuidas em um aparelho denominado caixa de atividade. Além dos
testes descritos podem ser conduzidas avaliacdes do desenvolvimento cognitivo
(aprendizado e memodria) (SARTER, 2004).

Avaliacdo critica das respostas aos
biomarcadores obtidas
experimentalmente

A contribuicao de um biomarcador a avaliacao da saiide ambiental é ditada em
ultima anélise por sua validade como marcador. A validade é uma caracteristica
complexa e descreve a extensdo com a qual o biomarcador reflete um determinado
evento de um sistema bioldgico (SCHULTE; TALASKA, 1995). Geralmente, esses
eventos sao caracteristicas e efeitos da exposicao e suscetibilidade do organismo
exposto.

Alguns dos critérios para a validacao dos biomarcadores incluem entdo a
compreensdo de sua relevancia temporal e bioldgica, cinética, variabilidade e efeito
dose-resposta no organismo exposto ndo-alvo, além de fatores interferentes que
possam afetar os resultados obtidos e conseqlientemente gerar resultados falso
positivo ou negativo. Outros fatores a serem considerados na validacdo de um
biomarcador sdo os de carater ético, social e legal.

Com base nos conceitos apresentados, pode-se concluir que a utilizacao dos
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indicadores pressupoe determinar o que medir e seu referencial numérico, para sua
comparacdo, enquanto medidas qualitativas e quantitativas. As medidas
quantitativas sdo mais precisas e mais versateis para transformacdes que as
qualitativas. Em conseqliéncia, o tipo de varidvel utilizado condiciona as
oportunidades de andlise (PEREIRA, 1999). Outro aspecto importante é definir
fatores de comparabilidade, ou seja, verificar se os perfis utilizados no estudo sao
0s mesmos; antes de iniciar a avaliacdo. Desta forma, podem ser comparados os
resultados obtidos com o mesmo delineamento experimental.

No caso de indicadores de mesma natureza, mas ndo diretamente comparaveis
por terem sido avaliados através de escalas diferentes; pode-se empreender uma
normalizacdo dos dados obtidos, criando novas formas de avaliacdo dos dados.
Assim, por exemplo, pode ser diminuido o intervalo entre as observacoes,
aumentado o tempo de observacao entre outros. Essa normalizacdo deve contudo
ser realizada de forma cuidadosa e criteriosa para nao incorrer em erros de
interpretacao.

Devido ao fato dos testes para avaliacdo de neurotoxicidade por vezes nao
serem especificos e relacionados a um determinado toxicante, alguns dos critérios
geralmente selecionados para sua avaliacdo e controle de qualidade dos dados
obtidos experimentalmente em um laboratério sdo obtencdo de efeito dose-
resposta e variabilidade da resposta. O planejamento dos testes e a interpretacao
dos dados obtidos nas avaliacbes comportamentais realizadas devem ser feitos
cuidadosamente, considerando aspectos relacionados ao desenho experimental e
ao método utilizado, a validacao dos testes, ao controle de fatores intercorrentes, a
variabilidade e a anélise dos dados, entre outros (SLIKKER JUNIOR et al., 2005).
A seguir, sao colocadas algumas consideracdes a respeito do tema.

Variabilidade da resposta obtida nos ensaios experimentais

Quanto a sensibilidade do teste

A sensibilidade de um teste refere-se a habilidade desse teste em detectar
alteracOes na resposta que esta sendo avaliada, de preferéncia em doses abaixo
daquela que produza sinais evidentes de toxicidade do agente em estudo.

As respostas biolégicas comportamentais podem apresentar grande
variabilidade de resposta. De fato, algumas medi¢cdes apresentam grande variacdo
entre os individuos.

A avaliacao de um teste comportamental, quanto a sua capacidade em detectar
um dano téxico que exceda os limites da flutuacao dos valores normalmente
encontrada no desempenho dos organismos testes, pode ser realizada através do
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coeficiente de variacao (CV) definido como, CV = (Desvio Padrao/média)x100.
Um CV de valor moderado (18-40%) pode ser um indicador que a resposta a
medida do teste comportamental é relativamente sensivel ao efeito téxico. O CV
permite comparacdes quanto a sensibilidade de testes que avaliem respostas ou
funcdes similares entre si (BUELKE-SAM et al., 1985).

No caso de dados experimentais com variabilidade alta, pode nao ser detectada
a diferenca entre os tratamentos, quando, na verdade, estas diferencas existem em
virtude da heterogeneidade do material experimental ou do método empregado. A
fim de lidar com uma variabilidade considerada alta deve-se considerar uma forma
de delineamento em que a variacdo entre individuos é minimizada de modo a
evidenciar o significado estatistico dos efeitos de interesse para o estudo
(ALTMAN, 1991; HASEMAN et al., 2001).

Quanto ao controle de qualidade dos dados obtidos

Um processo pode ser considerado confidvel se os dados registrados
encontram-se dentro dos limites de controle e a variabilidade dos resultados
individuais se encontra estavel. A fim de realizar a avaliacdo da conformidade dos
ensaios deve conhecer o processo de andlise; obter a fidelidade dos dados
coletados representados pelos controles; e, estabelecer critérios para verificar se as
alteracoes observadas sao causadas por variacoes inerentes ao sistema e se serao
estaveis através do tempo ou se ocorrem ocasionalmente.

Alguns problemas podem afetar o resultado de uma andlise. O erro sistematico
refere-se a exatidao (acuracia) que uma determinacao € feita. Ela serad tanto maior
quanto mais préxima se encontrar do valor de referéncia. A falta de exatidao
promove os chamados viéses (bias) ou tendéncias. Pode-se citar como exemplo
problemas com a calibracdo, mudancas de lotes de reagentes ou equipamentos,
etc. Por sua vez, o erro ao acaso refere-se a precisdao de um método, avaliada pelo
desempenho da analise repetida de uma amostra contendo quantidades estaveis de
um constituinte. Ele provoca mudancas inconsistentes no sistema, ocasionando
dispersao em torno do respectivo valor médio. Sdo exemplos, erro de amostragem,
erro de pipetagem, anotacdes mal feitas, etc.

Objetivando estabelecer os controles de medicao de caracteristicas importantes
do ensaio deve ser desenvolvido um plano de controle de inspecédo destas que
assegure que a variabilidade se mantenha dentro de limites permitidos para cada
metodologia.

Para o célculo da variabilidade aleatéria dos resultados é necesséria a utilizacao
de uma aproximacao estatistica que forneca o desvio maximo que um resultado
apresenta relativamente ao seu valor médio. Ao contrario das médias, onde os
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valores tentam representar um valor central, as medidas de variabilidade devem ser
interpretadas como distancias numa escala de valores. As anélises das medidas de
variabilidade sdo entdo fundamentais para a correta interpretacdo dos dados e nao
devem ser negligenciadas. E importante, em conseguinte, assegurar que a
variabilidade se mantenha dentro de limites permitidos para cada metodologia. Para
a medida da variabilidade, podem ser utilizadas varias formas de anélise dos dados
como o desvio padrao, diferenca entre percentis (valor maximo menos o valor
minimo) e intervalo de confianga. Entre os véarios parametros usados para medir a
variabilidade, o desvio padrao é o dado mais aplicado que pode fornecer, quando
os resultados exibem uma distribuicdo normal uma probabilidade bem definida para
a dispersao dos resultados (ALTMAN, 1991).

A manutencao dos controles da rastreabilidade do organismo teste e das
condicdes experimentais através de formulérios padronizados facilita a comparacao
retrospectiva de um mesmo ensaio através de dados de diferentes épocas para
analisar a variabilidade da resposta observada nos grupos controle em
experimentos semelhantes, padronizados e realizados no mesmo laboratério
(FESTING; ALTMAN, 2002). A distribuicao dos resultados gerados ao longo do
tempo pode ser entdo usada para aprimorar o estudo dos indicadores biolégicos. O
valor do controle dos dados obtidos com os dados histéricos depende da
qualidade destes ultimos.

Devido a vaérias possibilidades de interpretacdes, é importante fornecer
instrucdes especificas para a andlise dos controles, de como interpretar os
resultados e o que fazer baseado nestes resultados. Para tanto, é necessario definir
regras de aceitacao e rejeicao dos dados com o estabelecimento de uma regra
estabelecendo claramente estes limites. Em um laboratério podem-se assim
construir graficos de controle para medir e analisar a variacdo nos procedimentos e
métodos utilizados. Esses graficos apresentam uma linha central esbocada como a
média geral, e os limites de confianca superior e inferior, em geral estabelecidos
como 3 desvios-padrdo em torno da média, com 99,73 % de chances de todas as
medidas estarem dentro desta faixa de acordo com a distribuicao normal.
Resultados com valores fora dos limites estabelecidos poderao ser considerados
como fora do padrédo apds avaliacdo cuidadosa da natureza dos dados.

Obtencao de efeito dose-resposta

Os indicadores devem preferencialmente refletir um aumento da resposta
conforme o aumento da dose de exposicado, considerando a distribuicao normal de
freqliéncia da sensibilidade em uma populacao, baseados na curva de distribuicao
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de freqUéncia normal bésica (Gaussiana). No caso da distribuicdo normal a
sensibilidade dos animais que respondem é distribuida normalmente, ou seja, em
peguenas doses a sensibilidade é pequena, chegando a um maximo e declinando
novamente. Uma inclinacado superficial pouco pronunciada representa um grupo de
animais menos homogéneo (auséncia de resposta e sensibilidade com mudanca na
dose) que uma inclinacao mais pronunciada. A comparacao das curvas obtidas
com diferentes substancias ou as diferentes respostas a uma substancia é feita
através do célculo de algumas varidveis apds a transformacao logaritmica das
curvas dose-resposta.

Geralmente, as curvas de interacdo primaria de um quimico com a molécula alvo
sdo monotdnicas, ou seja, ha um aumento ou uma diminuicdo de acordo com a
variacdo da dose. Contudo, nem sempre é possivel estabelecer uma correlacado
dose-resposta evidente. Em particular, para as substancias mutagénicas, um
fendbmeno da relacdo dose-resposta caracterizado pela estimulacdao em baixas
doses e inibicdo nas mais altas é denominado “hormesis” e pode ser observado
independentemente do agente em estudo, do modelo biolégico ou da resposta
mensurada (GOLDSTEIN, 2005).

Em sistemas biol6gicos complexos, podem ocorrer relagdées ndao monotdnicas
(com o mesmo comportamento) ou bifasicas em resposta a um toxicante como as
curvas obtidas de um fendmeno estudado que mostram um decréscimo da
resposta em baixas doses seguido por um aumento em altas doses ou vice versa
(CONOLLY; LUTZ, 2004). Assim, podem ocorrer alguns fatores intercorrentes
como a superposicdo de curvas dose-resposta monotbnicas de reacdes de
componentes biolégicos tais como dos diversos sistemas de neurotransmissao
envolvidos em periodos criticos do desenvolvimento (CONOLLY; LUTZ, 2004;
COSTA et al., 2004).

Analise dos fatores intercorrentes

Conforme descrito acima e na literatura (ALDRIDGE et al., 2003), varios fatores
podem afetar o resultado experimental. Durante a realizacdao dos testes, €é
importante que seja feito o preenchimento de formulérios padronizados de controle
quanto aos procedimentos de manipulacao e lote dos animais (nimero e data) que
permitem assim a identificacao e rastreabilidade dos animais. Devem ser também
realizados os controles ambiental (monitoramento da temperatura das salas do
biotério) e dos insumos utilizados nos testes (qualidade de ragcao, maravalha e
material descartéavel).

Cada bateria de experimentos devera ser controlada através de um relatério de
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teste e, caso, for evidenciado qualquer problema durante a sua execucao e andlise;
poderé ser realizada uma investigacao para a identificacao das provaveis causas
através do rastreamento dos documentos relacionados ao teste buscando erros
quanto a amostragem, erros de metodologia, falhas de execucao, etc.

De forma geral, a fim de realizar um bom planejamento experimental para a
obtencdao dos dados experimentais, antes do inicio do estudo devem ser
observados alguns pontos, tais como:

a) o problema deve ser definido cuidadosamente baseado em evidéncias
anteriores (associacdo e consisténcia causa-efeito);

b) o objetivo do estudo deve ser claro;

c) a coleta de dados deve ser rigorosamente planejada com énfase na escolha
criteriosa dos métodos experimentais e estatisticos visando a reprodutibilidade dos
dados obtidos;

d) a possibilidade de infra-estrutura adequada humana e fisica e

e) a adequacao da andlise e da interpretacdo dos dados ao delineamento
experimental.

Algumas outras varidveis como peso, idade, consumo de agua e alimento,
bioquimica clinica, etc., podem influenciar a resposta da varidvel inicialmente
estabelecida para observacao durante a experimentacdo com animais e na medida
do possivel, devem ser incorporadas ao planejamento experimental de forma a
aumentar a precisao dos dados obtidos (DAS, 2002). Em relacédo aos testes com
animais deve-se, desta forma, atentar especialmente para os seguintes parametros:

1) o nimero de animais a ser utilizado devido a variabilidade da populacéo
quanto a resposta observada e o significado biolégico das alteracdes observadas,

2) as doses a serem testadas que geralmente sdo estabelecidas entre aquelas
que nao ocasionam efeitos e aquelas que produzem o efeito téxico estudado (dose-
resposta); levando em consideracdo a real probabilidade de exposicdo no
ambiente,

3) a idade que afeta o planejamento quanto ao estagio do desenvolvimento
animal.

Perspectivas dos estudos do
desenvolvimento neurocomportamental

Frente ao exposto, pode-se concluir que a utilizacdo de um protocolo
experimental contendo indices relacionados a reproducao e desenvolvimento
animal possa identificar prejuizos iniciais em decorréncia da exposicao a poluentes
ambientais. A protecao quanto aos possiveis danos devido aos agroquimicos no
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desenvolvimento dos organismos jovens, como os recém-nascidos e criangas,
requer uma estratégia integrada capaz de monitorar os padroes de uso desses
produtos e a integracao de melhorias nas avaliacbes de seus efeitos potenciais
(GOLDMAN; KODURU, 2000; SUK; MURRAY; AVAKIAN, 2003).

Nesse sentido, o aprimoramento do estudo de efeitos sutis através de novas
baterias de testes experimentais promovendo o estudo de biomarcadores mais
especificos deve ser complementar a abordagem tradicional da avaliacdo da
exposicdo a agroquimicos em animais jovens. O compartilhamento dessas
informacdes é importante para o aprimoramento da avaliacao perinatal, para a
viabilizacdo da implementacdo de politicas que minimizem os possiveis riscos a
gue os organismos jovens estdo expostos e a conseqiente implementacdo de
politicas que visem a sustentabilidade ambiental.

A fim de reduzir a incerteza das estimativas realizadas quanto a exposicao a
esses produtos e com isso proteger adequadamente as criancas, podem-se sugerir
as seguintes frentes de pesquisa: a) conhecer as diferencas cinéticas de um
agroguimico em jovens e adultos a fim de subsidiar informagGes quanto a
exposicdo desses produtos em criancgas; b) realizar investigacao apropriada para
sustentar o uso seguro dos compostos em relacdo aos habitos da populacao
infantil, por exemplo, em relacao a dieta (PENNYCOOK et al., 2004); c) aprimorar
a avaliacdo de parametros de desenvolvimento pré e pds-natal; d) promover o
estudo de biomarcadores mais especificos; e) promover avancos na ecogenética
através do estudo da interacdo gene-ambiente-saide (HUBAL et al., 2000) e f)
promover a utilizacdo de biomarcadores em estudos de exposicdo simultanea a
dois ou mais agroquimicos e em estudos da influéncia de fatores bidticos e
abidticos. A continua criacao e descoberta de novos procedimentos laboratoriais e
delineamentos experimentais é conseqlientemente essencial para embasar os
avancos cientificos na éarea.
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