
B

A

T
b
s

F
M

a

b

c

d

R
D

a

2
a

raz J Otorhinolaryngol. 2018;84(2):150---158

www.bjorl.org

Brazilian Journal of

OTORHINOLARYNGOLOGY

RTIGO ORIGINAL

he  maturation  state  of the auditory  nerve  and
rainstem in  rats exposed  to lead  acetate  and
upplemented with  ferrous  sulfate�

ernanda Zuckia,∗, Thais C. Moratab, Josilene L. Duartec,
aria  Cecília F. Ferreirac, Manoel H. Salgadod e Kátia F. Alvarengac

Universidade  de  São  Paulo  (USP),  Faculdade  de  Odontologia  de  Bauru,  Bauru,  SP,  Brasil
National  Institute  for  Occupational  Safety  and  Health  (NIOSH),  Atlanta,  EUA
Universidade  de  São  Paulo  (USP),  Faculdade  de  Odontologia  de  Bauru,  Departamento  de  Fonoaudiologia,  Bauru,  SP,  Brasil
Universidade  Estadual  Paulista  ‘‘Júlio  de  Mesquita  Filho’’  (UNESP),  Departamento  de  Engenharia  de  Produção,  Bauru,  SP,  Brasil

ecebido em  27  de  setembro  de  2016;  aceito  em  29  de  dezembro  de  2016
isponível  na  Internet  em  3  de  julho  de  2017

KEYWORDS
Hearing;
Auditory  evoked
potentials;
Lead  acetate;
Blood  lead  levels;
Ferrous  sulfate

Abstract
Introduction:  The  literature  has  reported  the  association  between  lead  and  auditory  effects,
based on  clinical  and  experimental  studies.  However,  there  is  no  consensus  regarding  the  effects
of lead  in  the  auditory  system,  or  its  correlation  with  the  concentration  of  the  metal  in  the
blood.
Objective:  To  investigate  the  maturation  state  of  the  auditory  system,  specifically  the  auditory
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  I)  and  cochlear  nuclei  (wave  II).  The  ferrous  sulfate  supplementation
reduced  significantly  the  concentration  of  lead  in  blood  and  brainstem  for  the  group  exposed
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to  the  lowest  concentration  of  lead  (100  mg/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  Associação  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/).
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Estado  de  maturação  do  nervo  auditivo  e  tronco  encefálico  em  ratos  expostos  a
acetato  de  chumbo  e  suplementados  com  sulfato  ferroso

Resumo
Introdução:  A  literatura  relatou  a  associação  entre  o  chumbo  e  os  efeitos  auditivos,  com  base
em estudos  clínicos  e  experimentais.  No  entanto,  não  há  consenso  em  relação  aos  efeitos  do
chumbo no  sistema  auditivo,  ou  sua  correlação  com  a  concentração  do  metal  no  sangue.
Objetivo:  Investigar  o  estado  de  maturação  do  sistema  auditivo,  especificamente  do  nervo
auditivo  e  do  tronco  encefálico,  em  ratos  expostos  ao  acetato  de  chumbo  e  suplementados  com
sulfato ferroso.
Método:  30  ratos  machos  desmamados  (Rattus  norvegicus,  Wistar)  foram  distribuídos  em  seis
grupos de  cinco  animais  e  expostos  a  uma  de  duas  concentrações  de  acetato  de  chumbo  (100  ou
400 mg/L)  e  suplementados  com  sulfato  ferroso  (20  mg/kg).  O  estado  de  maturação  do  nervo
auditivo e  do  tronco  encefálico  foi  analisado  pelo  Potencial  Evocado  Auditivo  do  Tronco  Encefá-
lico antes  e  após  a  exposição  ao  chumbo.  A  concentração  de  chumbo  no  sangue  e  tronco  encefá-
lico foi  analisada  utilizando-se  Espectrometria  de  Massa  com  Plasma  Indutivamente  Acoplado.
Resultados:  Verificamos  que  as  concentrações  de  Pb  no  sangue  e  no  tronco  encefálico  apresen-
taram alta  correlação  (r  =  0,951,  p  <  0,0001).  Ambas  as  concentrações  de  acetato  de  chumbo
afetaram  o  estado  de  maturação  do  sistema  auditivo,  a  maturação  foi  mais  lenta  nas  regiões
correspondentes  à  porção  do  nervo  auditivo  (onda  I)  e  dos  núcleos  cocleares  (onda  II).  A
suplementação com  sulfato  ferroso  reduziu  significativamente  a  concentração  de  chumbo  no
sangue e  no  tronco  encefálico  no  grupo  exposto  à  menor  concentração  de  chumbo  (100  mg/L),
mas não  para  o  grupo  exposto  à  maior  concentração  (400  mg/L).
Conclusão:  Esse  estudo  indica  que  o  acetato  de  chumbo  pode  ter  efeitos  deletérios  na
maturação do  nervo  auditivo  e  do  tronco  encefálico  (região  do  núcleo  coclear),  como  detectado
pelos potenciais  evocados  auditivos  do  tronco  encefálico,  e  que  o  sulfato  ferroso  pode  diminuir
parcialmente  esse  efeito.
©  2017  Associação  Brasileira  de  Otorrinolaringologia  e  Cirurgia  Cérvico-Facial.  Publicado
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Introdução

Associação  significativa  entre  alta  exposição  ao  chumbo
(Pb)  e resultados  negativos  de  desenvolvimento  tem  sido
relatada,  inclusive  distúrbios  na  inteligência,  cognitivos,
emocionais  e  comportamentais.  Recentemente,  a  exposição
ao  baixo  nível  de  Pb  mostrou  ter  impactos  negativos  peque-
nos,  mas  significativos,  que  persistem  durante  a  infância  e
início  da  adolescência  e  da  fase  adulta.

A  literatura  também  relatou  a  associação  entre  Pb  e  efei-
tos  auditivos,  com  base  em  estudos  clínicos  e  experimentais.
No  entanto,  não  há  consenso  em  relação aos  efeitos  do  Pb
no  sistema  auditivo  ou  sua  correlação  com  a  concentração
do  metal  no  sangue.1-6

Dada  a  toxicidade  geral  do  Pb  em  seres  humanos,  alguns
estudos  objetivaram  examinar  os  efeitos  protetores  de  agen-

tes  quelantes  e  antioxidantes,  entre  outros.7-9 Um  estudo8

apresentou  uma  revisão  sobre  os  efeitos  benéficos  de  dife-
rentes  antioxidantes  na  prevenção  da  carga  corporal  de  Pb

d
r
a

é  um  artigo  Open  Access  sob  uma  licença  CC  BY  (http://
by/4.0/).

 estresse  oxidativo.  Descobriu-se  que  a  administração de
ntioxidantes  naturais  ou  sintéticos  demonstrou  ser  bené-
ca  na  prevenção  e  atenuação  de  alterações  bioquímicas

nduzidas  pelo  metal,  mas  estudos  a esse  respeito  em  seres
umanos  ainda  são  limitados.  Em  pesquisas  que  investi-
aram  os  possíveis  efeitos  protetores  do  ferro  (Fe)  sobre

 exposição  ao  Pb,  verificou-se  que  o  Fe  impediu  a  cito-
oxicidade  e  a  apoptose  induzida  por  Pb,10 possivelmente
rotegeu  a  integridade  da  barreira  hematoencefálica.11 Em
ontraste,  estudos  anteriores  que  examinaram  o  efeito  do
b  no  sistema  antioxidante  cerebral  e  no  sistema  auditivo
entral  não  confirmaram  um  efeito  protetor  do  Fe  no  córtex
uditivo.12,13

O  PEATE  é  uma  medida  eletrofisiológica  que  tem  sido
sada  em  pesquisas  que  envolvem  exposição  ao  Pb  e  ao
istema  auditivo.  Ele  mede  a  atividade  elétrica  que  ocorre

a  porção distal  do  nervo  auditivo  ao  colículo  inferior  na
egião  do  tronco  encefálico,  mapeia  as  sinapses  das  vias
uditivas  relacionadas  ao  nervo  coclear,  núcleos  cocleares,
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omplexo  olivar  superior  (ponte)  e  colículo  inferior  (mesen-
éfalo).  O  PEATE  representa  a  ativação sequencial  de  uma
érie  de  núcleos,  expressa  no  aparecimento  de  uma  onda;  a
udança  de  sua  amplitude  pode  indicar  a  ativação  particu-

ar  dos  núcleos  do  tronco  encefálico  e  o  desenvolvimento  da
ia  auditiva  central  periférica,  demonstrando  a  correlação
ntre  o  desenvolvimento  da  função  sináptica  e  o  potencial
e  maturação  pós-natal  desse  processo.14 A  latência  indica

 tempo  decorrido  entre  a  apresentação  do  estímulo  acús-
ico  e  a  ocorrência  dos  picos.  Com  o  processo  de  maturação
o  sistema  auditivo,  ocorrem  mudanças  graduais  na  morfo-
ogia  do  PEATE,  bem  como  nas  características  de  latência  e
mplitude  das  ondas.  Essas  alterações  têm  sido  atribuídas

 mielinização  progressiva  das  fibras,  melhor  sincronização
eural  e  maior  eficiência  da  transmissão  sináptica  dentro  da
ia  auditiva.14-16 Em  humanos,  as  vias  retrococleares  e  do
ronco  encefálico  amadurecem  desde  o  nascimento  até  o
egundo  ano  de  vida.17

Estudos  eletrofisiológicos  em  humanos  ou  animais  expos-
os  ao  Pb  tem  sido  conduzidos  em  amostras  com  o  processo
e  maturação  do  sistema  auditivo  periférico  e  central  (até

 tronco  encefálico)  finalizado,  não  permitindo  avaliar  a
elação  entre  intoxicação  por  Pb  e  estado  de  maturação  do
istema  auditivo.

O objetivo  do  presente  estudo  foi  analisar  o  estado  de
aturação  do  nervo  auditivo  e  do  tronco  encefálico  em  ratos

xpostos  ao  acetato  de  chumbo  e  se  os  seus  efeitos  adversos
oram  impedidos  pela  administração de  sulfato  ferroso.

étodo

ste  estudo  foi  aprovado  pelo  Comitê  de  Ética  em
xperimentação  Animal  da  Faculdade  de  Odontologia  de
auru/Universidade  de  São  Paulo  -  FOB/USP,  Brasil  (processo
úmero  019/2009).  Um  estudo  piloto  foi  conduzido  para
stabelecer  a  relação entre  o  acetato  de  chumbo  adminis-
rado  na  água  e  a  concentração  de  Pb  obtida  do  sangue  dos
nimais.  Duas  concentrações  de  acetato  de  chumbo  na  água
oram  estabelecidas,  100  e  400  mg/L,  representando  baixa

 alta  exposição  ao  Pb,  respectivamente.  Foram  obtidas
oncentrações  de  Pb  no  sangue  dos  animais  de  aproxima-
amente  10  �g/dL  e  30  �g/dL.

nimais  e exposição

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

 Controle:  recebeu  somente  água  de  beber  deionizada;
 100  mg/L  Pb:  recebeu  100  mg/L  de  Pb  (CH3COO)2 em  água

de  beber;
 100  mg/L  de  Pb  +  FeSO4:  recebeu  100  mg/L  de  Pb
(CH3COO)2 em  água  de  beber  e  uma  solução de  FeSO4 a
uma  dose  de  20  mg/kg  de  peso  corporal;

 400  mg/L  Pb:  recebeu  400  mg/L  de  Pb  (CH3COO)2 em  água
de  beber;

t
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 400  mg/L  de  Pb  +  FeSO4:  recebeu  400  mg/L  de  Pb
(CH3COO)2 em  água  de  beber  e  uma  solução de  FeSO4 a
uma  dose  de  20  mg/kg  de  peso  corporal;

 FeSO4:  recebeu  água  deionizada  para  beber  e  uma  solução
de  FeSO4 a  uma  dose  de  20  mg/kg  de  peso  corporal.

Os  animais  foram  mantidos  durante  seis  semanas  em  gai-
las  metabólicas  em  uma  sala  com  temperatura  e  umidade
ontroladas,  com  ciclos  de  12  horas  de  luz  e  12  horas  de
scuro,  com  alimento  e  água  ad  libitum.  A  dieta  selecionada
oi  a  ração  comercial  Purina

®
(Labina-Purina,  São  Paulo,

P,  Brasil),  com  baixas  concentrações de  Pb  e  Fe.  A  água
ara  beber  foi  preparada  com  a  dissolução  de  acetato  de
humbo  em  água  destilada  e  deionizada  em  concentrações
e  100  mg/L  e  400  mg/L  e a  concentração  de  Pb  em  água  foi
nalisada  por  Espectrometria  de  Absorção Atômica  em  Forno
e  Grafite.  O  consumo  de  água  foi  avaliado  a  cada  dois  dias.

A  solução de  sulfato  ferroso  (FeSO4)  e a  água  deionizada
oram  administradas  uma  vez  a  cada  dois  dias  aos  animais
or  via  oral  por  meio  de  gavagem,  com  um  tubo  de  aço
noxidável  rígido  com  a  ponta  arredondada.  A  gavagem  é
onsiderada  o  método  mais  preciso  de  administração  oral
ara  o  animal,  além  de  permitir  a  administração da  dosagem
xata  predeterminada.  Mesmo  assim,  tentamos  controlar
ossíveis  perdas  de  solução ao  calcular  a  quantidade  res-
ante  de  solução no  tubo  e  assegurar  que  os  conteúdos
nicialmente  estabelecidos  fossem  administrados.  A  gava-
em  foi  feita  por  um  profissional  experiente.

otencial  Evocado  Auditivo  do  Tronco  Encefálico
PEATE)

 PEATE  foi  feito  antes  e  após  a  exposição  ao  Pb,  quando  os
atos  tinham  26  dias,  e  foi  repetido  aos  63  dias,  para  avaliar

 estado  de  maturação  do  sistema  auditivo.

reparação  do  animal

ada  rato  foi  levemente  sedado  com  ketamina  e  xilazina
substâncias  que  não  interferem  nas  respostas  do  teste)  para

 colocação  de  eletrodos  de  superfície  usados  para  registar
s  potenciais  evocados.  Foi  realizada  a tricotomia  do  crânio

 a limpeza  da  pele,  aplicada  a  pasta  eletrolítica  nos  ele-
rodos  de  superfície  Embramac.  Esses  foram  conectados  ao
ré-amplificador  EPA  25  e  posicionados  da  seguinte  forma:

 eletrodo  ativo  em  Fz,  eletrodos  de  referência  posiciona-
os  em  M1  e  M2  (mastoide  esquerda  e  direita)  e  eletrodo
erra  na  pata  traseira  na  parte  de  trás  da  pata.  A  impedân-
ia  individual  dos  eletrodos  foi  mantida  inferior  a  5k�  e  a
mpedância  entre  eles  foi  inferior  a  2  k�.

egistro  do  PEATE

 PEATE  foi  obtido  com  um  equipamento  Smart-EP  da  Intel-
igent  Hearing  Sistems  (IHS)  (Miami,  FL,  EUA),  para  gerar
stímulo  acústico  e  para  aquisição  de  sinais.  A  orelha  de

este  foi  escolhida  aleatoriamente.  Os  estímulos  de  clique
rarefação)  foram  apresentados  unilateralmente  por  meio
e  um  fone  de  ouvido  (duração  do  pulso,  0,1  ms,  taxa  de
presentação,  21,1  cliques/segundo)  a  uma  intensidade  de
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The  maturation  state  of  the  auditory  nerve  and  brainstem  in

80  dB  nHL  e  média  de  1.000  apresentações.  As  respostas
foram  filtradas  com  um  filtro  passa-banda  de  100-3000  Hz.

Foram  obtidos  dois  registros  para  cada  orelha  e  a
presença  de  resposta  foi  considerada  com  a  observação  da
reprodutibilidade  das  ondas.  Foram  analisados  as  latências
absolutas  das  ondas  I,  II,  III  e  IV  e  os  valores  dos  intervalos
interpicos.  Este  estudo  não  considerou  a  onda  V,  pois  a ocor-
rência  dessa  onda  pode  ser  considerada  atípica,  mesmo  em
ratos  normais.18

Coleta  de  amostras

No  fim  do  período  experimental,  os  animais  foram  aneste-
siados  com  cloridrato  de  cetamina  e  xilazina.  A  cavidade
peritoneal  e  o  tórax  foram  expostos  e  o  coração foi  perfu-
rado  para  coleta  de  sangue  em  tubos  Trace  Royal  Blue  BD
Hemogard  (BD  Vacutainer

®
,  EUA),  que  apresentam  baixos

níveis  de  elementos  traço,  que  foi  então  armazenado  a  -
20 ◦C  para  posterior  análise  da  concentração de  Pb.  O  tronco
encefálico  do  animal  foi  dissecado,  pesado  e  imediatamente
congelado  em  nitrogênio  líquido  e  armazenado  a  -80 ◦C  para
análise  posterior  da  concentração  de  Pb  no  tecido.

Análise  de  chumbo  no  sangue  total  e  tronco
encefálico

A  análise  de  Pb  no  sangue  e  no  tronco  encefálico  foi  feita
em  um  espectrômetro  de  massa  com  plasma  indutivamente
acoplado;  foi  equipado  com  uma  célula  de  reação  (DRC-
-ICP-MS  ELAN  DRCII,  Perkin  Elmer,  Sciex,  Norwalk,  CT,  EUA),
como  descrito  por  Batista  et  al.19 Para  amostras  de  tecidos
e  Materiais  de  Referência  Certificados  (MRC),  foram  pesados
aproximadamente  75  mg  em  tubos  Falcon

®
de  polipropi-

leno  de  15  mL  (Becton  Dickinson).  Em  seguida,  adicionou-se
1  mL  de  solução de  hidróxido  de  tetrametilamônio  (TMAH)  a
50%  (v/v)  às  amostras,  que  foram  incubadas  à  temperatura
ambiente  durante  12  h  em  um  homogeneizador  rotativo.
Após  solubilização,  o  volume  foi  ajustado  para  10  mL  com
uma  solução  diluída  com  ácido  nítrico  (HNO3)  a  0,5%  (v/v),
10  �g/L  de  Rh  e  Triton  X-100  0,01%  (v/v).  Os  padrões  de
calibração  analítica  foram  preparados  em  um  intervalo  de
concentração  entre  zero  e  20  �g/L,  em  diluente  com  TMAH
5%  (v/v),  HNO3 0,5%  (v/v),  10  �g/L  Rh  e  Triton  X-100  0,01%
(v/v).  O  limite  de  detecção para  Pb  foi  0,0066  �g/L.

Para  a  análise  do  sangue  foram  colocados  200  �L  de  cada
amostra  em  um  tubo  de  polipropileno  Falcon

®
de  15  mL

(Becton  Dickinson),  atingiu-se  um  volume  final  de  10  mL
(diluição  de  50  vezes)  com  uma  solução com  HNO3 a  0,5%
(v/v),  10  �g/L  de  Rh  e  Triton  X-100  0,01%  (v/v).  Os  padrões
de  calibração  analítica  foram  preparados  no  intervalo  de
concentração  entre  zero  e  20  �g/L  no  mesmo  diluente.  A
curva  foi  feita  com  ajuste  da  matriz,  que  continha  os  padrões
de  calibração,  sangue  ovino  diluído  50  vezes  (sangue  com
base)  e  diluente.

As  amostras  foram  preparadas  e  injetadas  diretamente
no  equipamento.  O  controle  de  qualidade  para  a  análise  do
Pb  seguiu  as  diretrizes  fornecidas  em  materiais  de  referência

pelo  National  Institute  of  Standards  and  American  Techno-
logy  (NIST  955c)  pelo  Department  of  Health  of  New  York
State  (NYSDOH  -  programa  de  testes  de  proficiência  para  ele-
mentos  traço  em  sangue  total)  e  pelo  National  Public  Health
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nstitute  de  Quebec,  Canadá  (INSP  -  esquema  de  análise  de
ualidade  externa  [EQAS]  para  elementos  traço  em  sangue).

nalise  estatística

ara  a  análise  de  dados  usamos  o  software  GraphPad  Ins-
at  (versão  3.0  para  Windows,  GraphPad  Inc.  La  Jolla,  CA,
UA).  Inicialmente  verificamos  a  normalidade  (Kolmogorov-
Smirnov)  e  a  homogeneidade  dos  dados  (teste  de  Bartlett),
ara  a  seleção do  teste  estatístico  apropriado.

A  concentração  de  Pb  no  sangue  foi  analisada  com
nova,  seguida  pelo  teste  de  Tuckey  após  transformação

ogarítmica.  Em  seguida,  a  concentração  de  Pb  no  tronco
ncefálico  foi  analisada  com  o  teste  de  Kruskal-Wallis,
eguido  pelo  teste  de  Dunn  para  comparações  individuais.

Para  a  análise  estatística  do  PEATE,  foi  usado  o  software
PSS  versão  13.0.  O  teste  t  de  Student  pareado  foi  usado  para
omparação  de  resultados  entre  a  orelha  direita  e  esquerda.

 teste  Anova  de  medidas  repetidas  com  dois  fatores  foi
dotado  para  avaliar  três  variáveis:

 Efeito  Grupo:  os  resultados  pré-  e  pós-exposição ao  Pb
foram  comparados  entre  os  grupos;

 Efeito  Tempo:  comparação  dos  resultados  pré-  e  pós-
-exposição  ao  Pb  independentemente  do  grupo;

 Efeito  Grupo  ×  Tempo:  comparação  dos  resultados  pré-  e
pós-exposição ao  Pb  por  grupo  e  tempo.

esultados

ível  de  chumbo  no  sangue  e  no  tronco  encefálico

 administração de  FeSO4 reduziu  a concentração de  Pb
o  sangue  e  no  tronco  encefálico  (tabela  1).  No  sangue,  as
enores  concentrações  de  Pb  foram  observadas  nos  grupos

ontrole  e  FeSO4,  enquanto  que  o valor  mais  alto  foi  encon-
rado  para  o  grupo  com  400  mg/L  de  Pb.  A  administração
oncomitante  de  FeSO4 nos  grupos  100  mg/L  de  Pb  +  FeSO4

 400  mg/L  de  Pb  +  FeSO4 reduziu  a  concentração  de  Pb  no
angue  em  65%  e  50%,  respectivamente;  no  entanto,  foi
bservada  diferença  estatisticamente  significativa  apenas
ara  100  mg/L  de  Pb  e  100  mg/L  de  Pb  +  FeSO4 (tabela  1).

No  tronco  encefálico,  foi  observada  uma  diferença  esta-
isticamente  significativa  entre  o  grupo  controle  e  400  mg/L
e  Pb  e  entre  o  grupo  FeSO4 com  os  grupos  400  mg/L  de  Pb  e
00  mg/L  de  Pb  +  FeSO4.  Embora  tenha  sido  observada  uma
edução  na  concentração  de  Pb  no  tronco  encefálico  dos  ani-
ais  que  receberam  administração  concomitante  de  sulfato

erroso,  não  houve  diferença estatisticamente  significativa
uando  comparados  com  os  seus  pares  sem  suplementação,
onforme  apresentado  na  tabela  1.

EATE

 teste  de  normalidade  de  Kolmogorov-Smirnov  mostrou

istribuição  normal  dos  resultados  do  PEATE  obtidos  neste
studo  (p  ≤  0,05).  Na  análise  das  ondas  I,  II,  III  e  IV  do
EATE  pré-  e  pós-exposição ao  Pb,  o  fator  orelha  não  foi  con-
iderado  individualmente,  uma  vez  que  as  orelhas  direita  e
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Tabela  1  Média  (±  DP)  da  concentração  de  chumbo  no  sangue  e  tronco  encefálico  dos  animais  dos  grupos  controle  e  experi-
mental (n  =  5/grupo)

Grupos  [Chumbo]  no  sangue  (�g/dL)  [Chumbo]  no  tronco  encefálico  (ng/g)

Controle  0,19  ±  0,10  11,18  ±  4,42
100 mg/L  Pb  10,56  ±  5,29a,b 27,21  ±  7,03
100 mg/L  Pb  +  FeSO4 3,89  ±  2,04a 19,53  ±  9,41
400 mg/L  Pb 48,39  ±  8,66a 259,88  ±  76,53a

400  mg/L  Pb  +  FeSO4 25,85  ±  3,61a 208,87  ±  91,10
FeSO4 0,13  ±  0,02 8,54  ±  1,34c

a Média com diferença significativa quando comparados o grupo controle com grupos experimentais.
b Média com diferença significativa entre os grupos com 100 mg/L de Pb e 100 mg/L de Pb + FeSO4.
c Média com diferença significativa entre os grupos FeSO4, 400 mg/L de Pb e 400 mg/L de Pb + FeSO4.

Figura  1  Média  e  valor  de  p  de  latências  absolutas  (em  ms)
das ondas  I,  II,  III  e  IV  do  PEATE  para  o  Efeito  Tempo.  Pré,  Pré-
-exposição ao  Pb;  Pós-Pós-exposição  ao  Pb;  Ms,  milissegundos;
p obtido  a  partir  da  comparação  em  cada  momento  (pré  e  pós-
-exposição  a  Pb);  *  p  <  0,01;  Pré-exposição  ao  Pb,  ratos  com
26 dias;  Pós-exposição  a  Pb,  ratos  com  63  dias.  A  maturação
do sistema  auditivo  (nervo  auditivo  e  tronco  encefálico),  que
o
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Figura  2  Média  e  valor  de  p  dos  intervalos  interpicos  I-II,  II-III,
III-IV e  I-IV  para  o  PEATE  para  o  Efeito  Tempo.  Pré,  Pré-exposição
ao Pb;  Pós-Pós-exposição  ao  Pb;  Ms,  milissegundos;  p  obtido  a
partir da  comparação  em  cada  momento  (pré  e  pós-exposição
a Pb);  *  p  <0,01);  **  p  <0,05);  Pré-exposição  ao  Pb,  ratos  com
26 dias;  Pós-exposição  ao  Pb,  ratos  com  63  dias.  A  maturação
do sistema  auditivo  (nervo  auditivo  e  tronco  encefálico),  que
ocorre nos  seres  humanos  desde  o  nascimento  até  o  segundo
a
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corre  nos  seres  humanos  desde  o  nascimento  até  o  segundo
no de  vida,  promove  uma  diminuição  gradual  das  latências
bsolutas  das  ondas  do  PEATE.

squerda  foram  comparadas  (teste  t  pareado)  e  não  houve
iferença  estatisticamente  significante  (p  ≤  0,05).

As  figuras  1 e 2  apresentam  a  média  e  o  valor  de  p  das
atências  absolutas  das  ondas  I,  II,  III  e  IV  e  os  intervalos
nterpicos  I-II,  II-III,  III-IV  e  I-IV,  respectivamente,  para  o
feito  Tempo.  A  análise  do  Efeito  Tempo  demonstrou  uma
iferença  estatisticamente  significante  para  todas  as  ondas
e  latências  absolutas  (fig.  1)  e  intervalos  interpicos  (fig.  2),
ntre  os  períodos  pré-  e  pós-exposição ao  Pb.

As  tabelas  2  e  3  mostram  a  média  e  o  valor  de  p  das  latên-
ias  absolutas  das  ondas  I,  II,  III  e  IV  e  os  intervalos  interpicos
-II,  II-III,  III-IV  e I-IV,  respectivamente,  para  o  Efeito  Grupo.

iscussão
iferentes  pesquisadores  apresentaram  hipóteses  sobre  os
ecanismos  pelos  quais  o  Pb  pode  alterar  os  processos
ioquímicos,  farmacológicos  e  moleculares  no  Sistema  Ner-
oso  Central  (SNC),20 inclusive  (1)  interações  do  Pb  com

l
d
c
P

no de  vida,  promove  uma  diminuição  gradual  das  latências
bsolutas  dos  intervalos  interpicos  do  PEATE.

roteínas  celulares;21 (2)  inibição dos  canais  de  cálcio  sensí-
eis  à  voltagem;22 (3)  perturbação  da  transmissão  sináptica
e  diversos  neurotransmissores;22,23 (4)  alteração  do  desen-
olvimento  e crescimento  de  neurônios  e  astroglia  em
istemas  de  cultura;24 e  (5)  interação  direta  com  íons  metá-
icos  essenciais  no  cérebro.25

O  nível  de  Fe  em  tecidos  específicos  no  SNC  é  regulado
ara  atender  às  necessidades  especializadas  do  metabolismo

 prevenir  a  citotoxicidade.26,27 A  absorção  do  Fe  é  con-
rolada  por  um  mecanismo  conhecido  como  homeostase  do
e27 e  apesar  da  importância  dessa  homeostase,  os  meca-
ismos  que  envolvem  a  absorção de  Fe  no  cérebro  não  são
em  compreendidos.28 A  perda  da  homeostase  pode  ocorrer

 partir  de  estados  agudos,  tais  como  disfunção  neuronal
ausada  por  acidente  vascular  cerebral  (quando  a  barreira
ematoencefálica  está  comprometida)  ou  distúrbios  neuro-

ógicos  progressivos,  tais  como  doença de  Alzheimer,  doença
e  Parkinson,  doença de  Huntington,  distúrbios  hereditários
omo  a  hemocromatose  e  o acúmulo  de  metais  tais  como
b  e  cádmio  no  plexo  coroide.20,29-32 As  toxinas  seletivas  do
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Tabela  2  Média  e  valor  de  p  de  latências  absolutas  (em  ms)  das  ondas  I,  II,  III  e  IV  do  PEATE  para  o  Efeito  Grupo

Efeito  Grupo  (n  =  30) Ondas  (ms)

I  II  III  IV
Exposição Exposição  Exposição  Exposição

Pré Pós  Pré Pós  Pré  Pós  Pré  Pós

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
400 mg/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  0,030a 0,189  0,175  0,125

ms, milissegundos; Pré, Pré-exposição ao Pb; Pós, Pós-exposição ao Pb.
a p obtido a partir da comparação dos grupos em cada momento (pré e pós-exposição a Pb).

Tabela  3  Média  e  valor  de  p  dos  intervalos  interpicos  (em  ms)  I-II,  II-III,  III-IV  e  I-IV  do  PEATE  para  o  Efeito  Grupo

Efeito  Grupo  (n  =  30)  Intervalos  interpicos  (ms)

I---II  II---III  III---IV  I---IV
Exposição Exposição  Exposição  Exposição

Pré  Pós  Pré  Pós  Pré  Pós  Pré  Pós

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
400 mg/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 0,011a 0,131  0,384  0,200  0,192  0,270  0,143  0,033a
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ms, milissegundos; Pré, Pré-exposição ao Pb; Pós, Pós-exposição a
a p obtido a partir da comparação dos grupos em cada momento

plexo  coroide  geralmente  não  alteram  diretamente  a  perme-
abilidade  nem  produzem  alterações  maciças fisiopatológicas
observadas  na  prática  clínica.  No  entanto,  metais  como  o  Pb,
em  direção ao  cérebro,  podem  atuar  seletivamente  sobre
certas  funções  reguladoras  críticas  do  plexo  coroide,  resul-
tar  em  consequências  neurotóxicas  importantes.20 O  Fe  é
considerado  uma  das  toxinas  sequestradas  do  plexo  coroide,
as  quais  são  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  não  foi  associado  a  qualquer  consequên-
cia  patológica  ou  patofisiológica  conhecida  para  a  barreira
sangue-líquido  cefalorraquidiano.20 Assim,  podemos  supor
que  o  desequilíbrio  na  homeostase  do  Fe  no  cérebro,  cau-
sado  pela  administração de  Pb,  pode  ser  revertido  pela
suplementação  de  Fe  e  reduzir  a  absorção de  Pb  pelo  tronco
encefálico.

Em  estudos  que  investigaram  os  possíveis  efeitos  pro-
tetores  do  Fe  sobre  a  exposição  ao  Pb,  verificou-se  que
o  Fe  evitou  a  citotoxicidade  e  a  apoptose  induzida  pelo

Pb,10 possivelmente  protegendo  a  integridade  da  barreira
hematoencefálica.11 Em  contraste,  outros  estudos  que  exa-
minaram  o  efeito  do  Pb  no  sistema  antioxidante  cerebral
e  no  sistema  auditivo  central  não  confirmaram  um  efeito

u
4
2
c

.
 e pós-exposição ao Pb).

rotetor  do  Fe  no  córtex  auditivo.12,13 Nossas  observações
emonstraram  que  o  sulfato  ferroso  teve  um  efeito  protetor
ontra  a  neurotoxicidade  do  Pb.  Verificamos  níveis  reduzidos
e  Pb  no  sangue  quando  o  sulfato  ferroso  foi  administrado

 animais  expostos  ao  Pb.  A  diferença foi  estatisticamente
ignificativa  para  o  grupo  que  recebeu  a  menor  dose  de  ace-
ato  de  chumbo.  Estudos  anteriores  usaram  concentrações
e  sulfato  ferroso  que  variavam  de  7  a  40  mg/kg.10,11 Um
studo  relatou  que  uma  dose  de  7  mg/kg  de  Fe  diminuiu

 concentração  de  Pb  no  cérebro  e  foi  protetora,  enquanto
ue  14  mg/kg  aumentaram  a  concentração  de  Pb  no  cérebro,
mbora  aparentemente  protegesse  a  barreira  hematoence-
álica.  Em  uma  publicação  posterior  de  acompanhamento,
oram  usados  20  mg/kg  como  dose  baixa  e  40  mg/kg  de  Fe
omo  dose  alta  e  sendo  relatada  exatamente  a  mesma  quan-
idade  de  Pb  no  sangue  que  no  estudo  anterior.  Esses  estudos
presentaram  inconsistências  metodológicas  que  tornaram
ncerta  a  relação entre  a suplementação de  Fe  e  os  efei-
os  associados  ao  Pb.  Por  esse  motivo,  no  presente  estudo,
samos  20  mg/kg  de  sulfato  ferroso,  o que  corresponde  a

m  valor  médio  apresentado  na  literatura  (varia  de  7  a
0  mg/kg),10,11 e os  nossos  resultados  demonstraram  que
0  mg/Kg  foram  capazes  de  reduzir  significativamente  a
oncentração  de  Pb  no  sangue.
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do  PEATE  na  presença do  Fe  represente  uma  combinação
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A  análise  da  concentração  de  Pb  no  tronco  encefálico  e
o  sangue  confirmou  alta  correlação  entre  a  concentração
e  Pb  em  ambos  (r  =  0,951,  p  <  0,0001).  No  entanto,  apesar
e  ter  sido  verificada  uma  redução nas  concentrações de
b  no  tecido  do  tronco  encefálico  para  os  grupos  com
00  mg/L  de  Pb  +  FeSO4 e  400  mg/L  de  Pb  +  FeSO4,  esse
esultado  não  foi  significativo  quando  comparado  com  os
rupos  que  não  receberam  sulfato  ferroso.  Em  um  estudo11

ue  usou  apenas  uma  concentração  de  acetato  de  chumbo
342  mg/mL)  associada  à  suplementação com  duas  doses
e  sulfato  ferroso  (7  e  14  mg/kg),  a  análise  do  nível  de  Pb
m  três  tecidos  cerebrais  diferentes  demonstrou  que  os
rupos  suplementados  com  baixas  concentrações  de  sulfato
erroso  tiveram  uma  redução significativa  na  concentração
e  Pb  nessas  regiões  em  comparação  com  o  grupo  que
ecebeu  apenas  acetato  de  chumbo,  enquanto  a  alta
oncentração  de  sulfato  ferroso  na  suplementação não  teve
feito  significativo  sobre  os  níveis  de  Pb  no  cérebro.

Em  relação aos  resultados  obtidos  no  PEATE,  a  análise
o  Efeito  Tempo  (pré-  e  pós-exposição ao  Pb)  demonstrou
edução  significativa  das  latências  absolutas  das  ondas  I,
I,  III  e  IV  (fig.  1)  e  dos  valores  dos  intervalos  interpicos
-II,  II-III,  III-IV  e  I-IV  (fig.  2)  em  todos  os  grupos.  Esse
esultado  era  esperado,  pois  a  pesquisa  foi  desenvolvida
ara  incluir  o  estado  de  maturação  do  nervo  auditivo  e
ronco  encefálico,  com  o  estudo  do  PEATE  pré-exposição
ealizado  nos  ratos  com  26  dias  e  o  estudo  pós-exposição
os  ratos  com  63  dias.  Assim,  os  resultados  demonstraram
ue  a  exposição  ao  acetato  de  chumbo  não  impediu  o
stado  de  maturação  das  estruturas  do  sistema  auditivo,
ois  houve  uma  redução na  latência  absoluta  das  ondas  e
alores  dos  intervalos  interpicos  com  o  aumento  da  idade.
sso  reflete  a  mielinização  gradual  das  fibras,  sincronização
eural  e  aumento  da  eficiência  de  transmissão  na  sinapse
entro  dos  núcleos  na  via  auditiva  do  tronco  encefálico.14-16

No  entanto,  na  análise  do  Efeito  Grupo,  observamos  que
s  grupos  controle  e  com  100  mg/L  de  Pb  +  FeSO4 apresen-
am  diferenças  estatisticamente  significativas  na  latência
bsoluta  da  onda  III  quando  comparados  com  os  demais
rupos  (p  =  0,030)  no  teste  pré-exposição (tabela  2).  De
orma  semelhante,  os  grupos  com  FeSO4 e  100  mg/L  de
b  apresentaram  valores  significativamente  diferentes  do
ntervalo  interpico  I-II  quando  comparados  com  os  outros
rupos  (p  =  0,011)  (tabela  3).  Os  resultados  dos  testes  pós-
exposição  revelaram  que  a  diferença  estatística  não  foi
antida;  ou  seja,  a  latência  absoluta  da  onda  III  e  os  valo-

es  do  intervalo  interpico  I-II  não  foram  significativamente
iferentes  entre  os  grupos  (p  =  0,189  e  p  =  0,131,  respectiva-
ente).  Os  dados  sugerem  que  o  estado  de  maturação  foi
ais  lento  no  nervo  auditivo  e  no  núcleo  coclear  (porção

nferior  do  tronco  encefálico)  em  grupos  expostos  a  baixas
oncentrações  de  Pb.

Além  disso,  a  análise  do  Efeito  Grupo  ×  Tempo  mostrou
ue  a  redução esperada  no  valor  do  intervalo  interpico  I-II
oi  menor  com  100  mg/L  de  Pb  e  400  mg/L  de  Pb  (p  =  0,049)
uando  comparado  com  os  outros  grupos.  Isso  reforça a  hipó-
ese  do  efeito  do  Pb  na  maturação  das  estruturas  do  sistema
uditivo  periférico,  pois  a  onda  I  corresponde  à  atividade  do
ervo  auditivo  e  a  onda  II  corresponde  à  região  do  núcleo

oclear.  Os  resultados  obtidos  a  partir  da  análise  do  Efeito
rupo  e  Efeito  Grupo  ×  Tempo  indicaram  que  para  ambas
s  concentrações de  acetato  de  chumbo  usadas,  o  estado
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e  maturação  foi  mais  lento  nas  regiões  correspondentes  ao
ervo  auditivo  e  núcleos  cocleares,  de  acordo  com  resulta-
os  relatados  por  outros  estudos.33,34

Os  demais  estudos  apresentados  na  literatura  que  rea-
izaram  o  PEATE  em  humanos  e  animais  com  histórico  de
ntoxicação  por  Pb  não  incluíram  a análise  do  estado  de
aturação  do  sistema  auditivo  periférico  e  central  (até  o

ronco  encefálico).  Entretanto,  vale  ressaltar  que  o  efeito
óxico  do  Pb  nessas  estruturas  do  sistema  foi  confirmado  na
aioria  dos  estudos.1,35-45 Porém,  há  descrições  de  resulta-
os  normais  do  PEATE,2,46-49 assim  como  falta  de  correlação
ntre  os  resultados  do  PEATE  e  a  concentração  de  Pb  no
angue.6,49

No  caso  da  suplementação com  FeSO4,  os  resultados
ndicaram  o  fortalecimento  da  hipótese  inicial  de  que  ela
odifica  os  efeitos  da  exposição  ao  acetato  de  chumbo.  A
aturação  mais  lenta  nos  grupos  intoxicados  por  acetato
e  chumbo,  independentemente  da  concentração, como
iscutido  acima,  não  foi  observada  quando  o  FeSO4 foi
oadministrado,  uma  vez  que  não  foi  encontrada  diferença
ignificativa  nas  latências  absolutas  e  intervalos  interpicos
ara  os  grupos  tratados  com  100  mg/L  Pb  +  FeSO4 e  400  mg/L
e  Pb  +  FeSO4 em  comparação  com  o  grupo  controle.  Isso

 reforçado  pelos  resultados  da  análise  do  Efeito  Grupo
obre  o  valor  do  intervalo  interpico  I-IV,  que  mostrou  uma
iferença  estatisticamente  significativa  entre  os  grupos  com
00  mg/L  Pb  e  100  mg/L  Pb  +  FeSO4 no  período  pós-exposição
p =  0,033)  (tabela  3).  Ao  considerar  que  os  valores  do
ntervalo  interpico  no  período  pré-exposição nesses  gru-
os  não  mostraram  diferença estatisticamente  significativa
p  =  0,143)  (tabela  3),  é  possível  observar  uma  redução  mais
enta  do  intervalo  interpico  e,  consequentemente,  no  estado
e  maturação,  no  grupo  sem  suplementação.  Portanto,  os
esultados  sugerem  um  efeito  protetor  do  sulfato  ferroso
obre  a  toxicidade  do  acetato  de  chumbo  em  uma  região
specífica  do  sistema  auditivo.

Um  estudo45 analisou  o  impacto  do  Pb  no  sistema  audi-
ivo  de  ratos  e  cobaias  e  seus  mecanismos  moleculares,  além
a  ação  protetora  do  Fe.  Seus  resultados  mostraram  que  o
b  aumentou  os  limiares  do  PEATE  em  animais  e  o  FeSO4,
uando  administrado  por  via  oral  (gavagem),  reduziu  signi-
cativamente  o  aumento  do  limiar  do  PEATE  induzido  por
b,  protegendo  assim  o  sistema  auditivo  contra  a  toxicidade
nduzida  pelo  Pb.  Em  estudos  que  investigaram  os  possíveis
feitos  protetores  do  Fe  sobre  a  exposição  ao  Pb,  verificou-
se  que  o  Fe  evitava  a  citotoxicidade  e  a  apoptose  induzida
elo  Pb,10 possivelmente  protegendo  a  integridade  da  bar-
eira  hematoencefálica.11 Em  contraste,  estudos  anteriores
ue  examinaram  o  efeito  do  Pb  no  sistema  antioxidante
erebral  e  no  sistema  auditivo  central  não  confirmaram  um
feito  protetor  do  Fe  no  córtex  auditivo.12,13

Consideramos  que  nossos  resultados  devem  ser  anali-
ados  com  cautela  antes  de  concluir  que  o  Fe  seja  capaz
e  ‘‘proteger’’  o  PEATE  dos  efeitos  do  Pb.  As  latências  do
EATE  são  influenciadas,  entre  muitos  fatores,  pelo  calibre
o  axônio,  que  é  responsivo  aos  níveis  de  Fe.  Como  os  níveis
asais  de  Fe  e  os  níveis  de  Fe  pós-exposição não  puderam
er  obtidos,  é  possível  que  a  ‘‘normalização’’  da  latência
e  maturação  mais  lenta  causada  pelo  Pb  e  maturação
rematura  causada  por  alterações  no  tamanho  do  calibre
xonal  devido  ao  Fe.  Juntos,  ambos  os  mecanismos  podem
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The  maturation  state  of  the  auditory  nerve  and  brainstem  in

levar  a  uma  latência  do  PEATE  aparentemente  ‘‘normal’’.
Se  esse  for  o  caso,  talvez  não  seria  correto  chamar  a
resposta  vista  na  presença de  Fe  como  ‘‘protetora’’,  uma
vez  que  não  sabemos  qual  o  papel  que  cada  mecanismo
teve  nas  latências  do  PEATE  medidas  no  primeiro  momento,
nem  sabemos  se  todas  as  características  foram  restauradas
à  função  normal.

Conclusão

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