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RESUMO 
 

Não há estudos detalhados sobre comportamento e atividade nitrérgica em modelos 

experimentais de intoxicação por metilmercúrio e etanol durante o desenvolvimento 

cerebral. O presente estudo examinou mudanças comportamentais e a atividade 

histoquímica diaforase-NADPH no hipocampo, estriado e cerebelo em proles de fêmeas 

de ratos grávidas intoxicadas por metilmercúrio (MeHg) e etanol (EtOH). Campo 

Aberto (CA), Labirinto em Cruz Elevado (LCE), Nado Forçado (NF) e Teste de 

Esquiva Inibitória (TEI) foram usados para examinar locomoção, ansiedade, depressão e 

memória. Após os testes comportamentais, cérebros com 2 meses de idade foram 

processados para histoquímica NADPH-d e avaliados segundo densitometria da 

neurópila do hipocampo, estriado e cerebelo. As fêmeas de ratos receberam 22,5% p/v 

(6,5g/Kg por dia, por gavagem) durante o período de gestação até o 21º dia pós-natal. 

No 15º dia de gestação, receberam 8mg/Kg de MeHg. Grupos experimentais de EtOH e 

MeHg reduziram a freqüência e o tempo gasto nos braços abertos em LCE. MeHg 

aumentou a atividade locomotora e a imobilidade no teste do NF; ao mesmo passo que 

EtOH+MeHg mostrou uma maior redução na freqüência e no tempo gasto nos braços 

abertos no teste de LCE e maior latência no TEI. A atividade nitrérgica no giro denteado 

foi reduzida na camada polimórfica do MeHg, mas aumentou no EtOH nas camadas 

polimórfica e molecular do giro denteado e na camada lacunoso molecular do CA1. A 

atividade nitrérgica aumentou em todos os segmentos estriatais do EtOH e apenas na 

região anterior de EtOH+MeHg, mas demonstrou-se reduzida na maioria das regiões 

estriatais de MeHg. 

Palavras-chave: intoxicação, gravidez, testes comportamentais, atividade nitrérgica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

Behavior and nitrergic activity in experimental models of combined methyl mercury 

and ethanol intoxication during brain development has not been studied in detail.  The 

present study examined behavioral changes and NADPH-diaphorase histochemical 

activity in the hippocampus, cerebellum and striatum, resulting from ethanol (EtOH) 

and methyl mercury (MeHg) intoxication of pregnant female rat offspring. Open field 

(OF), elevated plus maze (EPM), forced swim (FS), and inhibitory avoidance tests (IA), 

were used to examine locomotion, anxiety, depression and memory. After behavioral 

tests brains of 2 months old subjects were processed for NADPH-d histochemistry and 

densitometry of the neuropil of the hippocampus, striatum and cerebellum. Female rats 

were given EtOH 22.5% w/v (6.5 g/kg per day, by gavages) during the gestational 

period until the 21
st
 post-natal day. At day 15

th
 of pregnancy, they received 8 mg/kg of 

MeHg. EtOH and MeHg experimental groups reduced the frequency and time spent in 

the open arms in the EPM test. MeHg increased locomotor activity and immobility at 

FS test, whereas EtOH+MeHg showed a greater reduction in the frequency and time 

spent in the open arm at EPM and smaller latency in the IA trials. Dentate gyrus 

nitrergic activity was reduced in the polymorphic layer of the MeHg, but increased in 

EtOH in both polymorphic and molecular layer of dentate gyrus and in the lacunosum 

molecular of CA1. Nitrergic activity was increased in all striatal segments of EtOH, in 

the anterior region in EtOH+MeHg but reduced in most regions of the striatum in the 

Hg.  

Key-words: intoxication, pregnancy, behavior tests, nitrergic activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A Amazônia Brasileira é recortada pela atividade garimpeira que se desloca a cada 

nova descoberta de ouro, arrastando consigo danos ambientais de proporções ainda não 

completamente avaliados. É sabido que nessas regiões, o consumo de bebidas alcoólicas é 

elevado, assim como é grave também o problema da contaminação ambiental pelo mercúrio, 

utilizado na amalgamação durante o processo de extração do ouro (BISINOTI; JARDIM, 

2004; BRABO et al., 2000; DOREA, 2003; HARADA et al., 2001). É evidente o risco de 

contaminação aguda ou crônica, através do consumo de alimentos contaminados pelo 

mercúrio (TAVARES et al., 2005). Portanto, mulheres grávidas que vivem nessas áreas, e 

que consomem bebidas alcoólicas, expõem os filhos à mortalidade na vida intrauterina ou a 

distúrbios do desenvolvimento incluindo alterações comportamentais futuras, tais como 

hiperatividade, disfunção motora, déficit de atenção e aprendizagem (COSTA et al., 2004; 

SATOH, 2003; LANDMARK; AURSNES, 2004). 

  

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) é um período crítico para a 

formação da circuitaria nervosa básica e é mais vulnerável à neurotoxicidade causada por 

substâncias neurotóxicas do que no SNC de adultos (GOODLETT et al., 2005). Neste estágio 

do desenvolvimento, os sistemas orgânicos incluindo os neurais crescem em tamanho e 

volume e se tornam maduros em relação às suas funções. Durante esta fase, a exposição a 

determinados neurotóxicos, como por exemplo, o etanol (EtOH) e o metilmercúrio (MeHg), 

pode resultar em retardos do crescimento e anormalidades estruturais cerebrais (PORSOLT, 

1998) que podem ser manifestadas, entre outros aspectos, através de alterações 

comportamentais (BECKER et al., 1996; PELLOW, 1985) e fisiológicas 

(RECHTSCHAFFEN, 2002). Os efeitos podem se apresentar através de anormalidades 

funcionais e estruturais que caracterizam a Síndrome Alcoólica Fetal (SAF), que incluem 

retardo do crescimento, má formação cranio-facial e anormalidades do SNC (JONES; 

SMITH, 1973; JONES; SMITH, 1975). Essa síndrome pode produzir permanentes déficits 

neuropsicológicos em humanos e em modelos experimentais e a severidade destas 

manifestações é dependente do tempo de exposição, da quantidade de álcool ingerido pela 

mãe, do genótipo e de fatores de desenvolvimento intrínsecos (OLSON et al., 1998; 
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PONNAPPA; RUBIN, 2000; STROMLAND;  PINAZO-DURAN, 2002; SULIK, 2005). É 

bem conhecido que a exposição aguda e crônica ao etanol (EtOH) resulta em diferentes 

respostas fisiológicas e comportamentais, em experimentos em animais e humanos 

(STREISSGUTH et al., 1980; STREISSGUTH et al., 1991; MACHO et al., 2003). Em ratos 

e humanos, a idade no desenvolvimento de embriões ou fetos pode ser comparada entre si, 

com ênfase na fase de desenvolvimento rápido, onde neurônios e glia  nas duas espécies são 

similares na aparência, ainda que as suas exatas idades cronológicas sejam diferentes 

(BAYER et al., 1993). 

 

Portanto, o entendimento dos efeitos deletérios centrais de curta ou longa duração 

resultantes de qualquer interferência no desenvolvimento cerebral, requer não somente 

conhecimento de sua natureza, mas também do órgão ou região no momento em que este 

sofre a agressão (RODIER, 1980). 

 

Além da importância direta da ação tóxica do EtOH e do MeHg para a saúde humana, 

os compostos mercuriais possuem grande habilidade de atravessar facilmente as membranas 

plasmática, encefálica e placentária, e acumular-se em tecidos específicos, gerando 

intoxicações no SNC, rins, fígado, baço, coração, cabelos, unhas e ossos dos recém-nascidos 

(AZEVEDO, 2003; STERN, 2005). 

 

Muito embora a toxicidade desses dois compostos isolados seja relativamente bem 

estudada, a interação entre EtOH e MeHg ainda não é bem entendida, principalmente quanto 

aos seus efeitos combinados sobre o SNC. Neste estudo analisa-se em particular as ações 

deletérias sobre a atividade das enzimas de síntese do óxido nítrico, um neuromodulador com 

impacto direto sobre o desenvolvimento e a plasticidade neural.  
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1.1 OBJETIVOS 

 

 

1.1.1 Geral 

 

 

Investigar possíveis alterações comportamentais e das enzimas de síntese do óxido 

nítrico em ratos adultos que foram submetidos simultaneamente à intoxicação pelo etanol e 

pelo metilmercúrio durante o período perinatal.  

 

 

1.1.2 Específicos 

 

  

 Investigar possíveis efeitos comportamentais nos testes de campo aberto 

(atividade locomotora), labirinto em cruz elevado, nado forçado e esquiva 

inibitória de ratos adultos submetidos à intoxicação alcoólica e mercurial no 

período perinatal. 

 Investigar possíveis efeitos sobre a atividade NADPH-diaforásica no 

hipocampo, giro denteado, cerebelo e estriado dos ratos submetidos à 

contaminação aos dois neurotóxicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

12 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 ÁLCOOL, METILMERCÚRIO E DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO 

 

 

Há algum tempo está estabelecido que o padrão de formação sináptica entre axônios 

em crescimento e seus alvos são dependentes da estabilização das conexões sinápticas e estas 

últimas estão relacionadas à ativação dos circuitos que as contém. A ausência de tal ativação 

pode ser fatal para essas conexões impedindo sua estabilização (PURVES et al., 2000).  

 

O impacto do álcool sobre tais conexões relacionadas à Síndrome Alcoólica Fetal é de 

extrema importância para compreensão da fisiopatologia da neurointoxicação relacionada.  

Anomalias do desenvolvimento do sistema nervoso associada à exposição materna ao álcool 

têm sido extensivamente estudadas usando modelos animais.  

 

Os sítios-alvos principais da toxicidade do etanol no sistema nervoso central (SNC) 

são os núcleos da base, o cerebelo e o hipocampo (MATTSON et al, 2001).  

 

 No hipocampo, estudos neuroanatômicos têm mostrado redução no número de 

neurônios, diminuição da densidade de espinhas dendríticas, e diminuição da resposta plástica 

normalmente aumentada após enriquecimento ambiental (BERMAN; HANNIGAN, 2000; 

MIKI et al., 2003). A exposição crônica pré-natal ao álcool diminui o número de células 

piramidais do hipocampo (região CA1) em porcos-da-índia jovens (GIBSON et al., 2000) e 

adultos (ABDOLLAH et al., 1993). 

 

 Com relação ao metabolismo dopaminérgico do estriado, a injeção pré-natal de etanol 

no oitavo dia, reduz a liberação de dopamina e aumenta a sensibilidade dos receptores pós-

sinápticos de dopamina. (FULGINITI et al., 1994). 
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 No cerebelo, a exposição pré-natal ao etanol inibe a neurogênese durante o 

desenvolvimento, afetando a expressão das maquinarias de síntese do ciclo celular no período 

pós-natal (ELFERING et al., 2002). 

 

No que concerne às sintases do óxido nítrico (SON), de interesse para o presente 

trabalho, a ativação dos receptores do NMDA parece desempenhar um papel importante na 

regulação da sobrevivência neuronal, no crescimento dendrítico e axonal, na plasticidade 

sináptica e sinaptogênese no hipocampo. (REYNOLDS; BRIEN, 1995; KIMURA et al., 

2000). A atividade enzimática da sintase de óxido nítrico está presente e aumentada durante a 

vida fetal, alcançando atividade máxima durante a vida pós-natal recente, e que persiste 

durante a fase adulta (KIMURA et al., 1999).  

 

O etanol afeta fisiologicamente e patologicamente os eventos cerebrais mediados pela 

SON-n (sintase do óxido nítrico neuronal) através da inibição da atividade do receptor do 

NMDA, associado à redução do influxo de cálcio e posterior redução da atividade da SON-n 

cálcio-calmodulina dependente (DAVIS; SYAPIN, 2005). Os efeitos neurotóxicos da 

exposição crônica pré-natal ao etanol associados às mudanças na SON-n podem promover 

mudança transitória ou permanente da atividade da SON-n, dependente do período de vida, da 

região cerebral e das doses deste neurotóxico (KIMURA et al., 2000; PHILLIPS et al., 2000; 

NAASSILA et al., 2003; JANG et al., 2005). 

 

É possível também que um dos mecanismos de toxicidade do EtOH esteja associado à 

geração de espécies reativas do oxigênio (EROS) e outros radicais livres que são gerados 

durante o seu metabolismo, causando peroxidação de lipídios por estresse oxidativo, no 

fígado, cérebro, coração e músculos esqueléticos (ADACHI et al., 2000; CALABRESE et 

al., 1998; MANSOURI et al., 2001).  

 

Por outro lado o MeHg igualmente afeta de forma violenta o sistema nervoso em 

desenvolvimento. Humanos expostos a altas concentrações de metilmercúrio durante a 

gestação apresentam déficits neuropsicológicos pós-natais, incluindo déficits de linguagem, 

atenção, memória, distúrbios motores e visuo-espaciais. (ETO, 2000; COSTA et al., 2004; 

DAVIDSON et al., 2004). A análise sistemática desses dados tem mostrado que o  SNC em 

desenvolvimento no período pré-natal é consideravelmente mais sensível aos efeitos tóxicos 
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do MeHg que os cérebros maduros (CLARKSON; STRAIN, 2003; DAVIDSON et al., 

2004).  

 

De acordo com Bertossi e cols. (2004), o cerebelo de embriões tratados com MeHg 

subsidia a afirmação de que esse neurotóxico exerce sua ação nas populações neuronais e 

gliais, através de um ou mais mecanismos. A interferência observada do MeHg no movimento 

neuronal e na diferenciação celular, pode ser resultado do impedimento da repolarização e 

formação dos microtúbulos (CASTOLDI et al., 2001; CLARKSON, 1993; WHO,1990). Os 

efeitos na migração neuronal em culturas de células revelam cessação do movimento celular a 

partir da concentração 10 µMol de MeHg (COSTA et al., 2004). Vários são os alvos celulares 

e moleculares da exposição ao MeHg no sistema nervoso, incluindo barreira 

hematoencefálica; citoesqueleto; transporte axonal; produção, secreção, captação e 

metabolismo dos neurotransmissores; sinalização celular; síntese de proteínas, DNA e RNA; 

sistemas respiratórios e geração de energia (COUNTER; BUCHANAN, 2004; SHAFER et 

al., 2002).  

 

Os efeitos moleculares da intoxicação pelo MeHg incluem distúrbios na homeostase 

do cálcio relacionado ao acúmulo intracelular (YUAN; ATCHINSON, 2007), formação de 

radicais livres, danos ao sistema de microtúbulos e inibição competitiva do sistema 

muscarínico colinérgico, danos na produção de receptores dopaminérgicos em cérebros de 

ratos adultos, assim como induzem  a elevação dos níveis de óxido nítrico e glutamato no 

espaço extracelular (CASTOLDI et al., 2001). 

 

Um dos efeitos primários do MeHg sobre a transmissão sináptica é o aumento, seguido 

de diminuição, da liberação de neurotransmissor, assim como da liberação provocada pelo 

impulso nervoso (JUANG; YONEMURA, 1975; YUAN; ATCHISON, 1993). A diminuição 

provocada pela liberação de neurotransmissor tem sido associada à redução da quantidade 

disponível para a liberação (ATCHISON; NARAHASHI, 1982), ao bloqueio dos canais de 

cálcio dependentes de voltagem que controlam a exocitose das vesículas sinápticas e à 

diminuição da excitabilidade da membrana neuronal (HARE; ATCHISON, 1992; SHAFER; 

ATCHISON, 1989).  

 

O aumento da liberação espontânea de neurotransmissor, observado no início da 

exposição ao MeHg, parece depender do aumento da concentração intracelular de cálcio, a 
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partir da liberação deste íon por organelas intracelulares e não apenas pela sua entrada através 

da membrana plasmática, uma vez que o aumento da concentração extracelular de cálcio e o 

bloqueio dos canais de cálcio da membrana plasmática não previnem completamente esse 

efeito (ATCHISON, 1986; ATCHISON; NARAHASHI, 1982; MIYAMOTO, 1983).  

 

O MeHg também inibe a recaptação do neurotransmissor ou de seus precursores pelo 

botão sináptico (LEVESQUE et al., 1992; O’KURSKY, 1989). Este efeito parece ser devido 

ao comprometimento da bomba de Na
+
/K

+ 
ATPase e, portanto, à diminuição do gradiente 

eletroquímico criado por esta enzima, necessário ao funcionamento dos transportadores de 

neurotransmissores da membrana plasmática (RAJANNA; HOBSON, 1985). Em ratos 

adultos o MeHg se acumula nos astrócitos, interferindo na captação de glutamato, resultando 

em altas concentrações do neurotransmissor no meio extracelular perturbando a homeostase 

neuronal (COSTA et al., 2004; JUAREZ et al., 2005). 

 

É bem conhecido que os astrócitos têm um papel ativo no desenvolvimento e função 

do SNC, que por haver a presença de junções do tipo gap, há um trabalho funcional que 

mantém a composição fisiológica do fluido extracelular que, entre outras funções, preserva os 

neurônios da excitotoxicidade mediada pelo glutamato, que tem sua recaptação inibida pelo 

MeHg (JUAREZ et al., 2005). A redução de astrócitos diante da contaminação pelo MeHg, 

pode ser resultante mais do prejuízo de suas células percussoras, do que da degeneração da 

astróglia. (ASCHNER; KIMELBERG, 1996; BARRES; BARDE, 2000; RANSOM et al., 

2003). 

 

Além disso, sabe-se que o MeHg também afeta a transmissão sináptica através do 

comprometimento funcional das enzimas de síntese de neurotransmissores (OMATA et al., 

1982; TSUZUKI, 1981). Esta resposta deve-se à sua grande afinidade por ligantes contendo 

grupos tióis, com subseqüente inativação das enzimas com grupos sulfidril, comprometendo o 

metabolismo celular, a síntese de neurotransmissores, a transmissão sináptica, a homeostase 

de íons e a síntese protéica, assim como todos os fenômenos dependentes de enzimas alvos 

deste neurotóxico (ATCHINSON; HARE, 1994; FELDMAN, 1999).  

 

Finalmente, em modelos animais, tem sido demonstrado que elevados níveis de óxido 

nítrico relacionado à ativação de receptores NMDA e atividade da SON-n cálcio-calmodulina 

dependente pode estar relacionado ao importante papel no processo de degeneração 
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ocasionada pela intoxicação pelo metilmercúrio (YAMASHITA et al., 1997). A reação do 

óxido nítrico com ânions superóxido, metais ou grupos sulfidrílicos, produz uma variedade de 

produtos secundários que inclui peroxinitrito, que é um componente ativo do estresse 

oxidativo (KIM et al., 2002). Óxido nítrico (ON) em níveis fisiológicos parece desempenhar 

um papel-chave na plasticidade sináptica, no potencial de longa duração (LTP) e na depressão 

de longa duração (LTD) e esses eventos eletrofisiológicos estão relacionadas com a 

aprendizagem e memória. Estes mecanismos parecem ser dependentes de óxido nítrico no 

estriado, cerebelo e hipocampo (DANIEL et al., 1993; DANIEL et al., 1998; HAWKINS et 

al., 1998; CALABRESI et al., 2000; BON; GARTHWAITE, 2003; SUSSWEIN et al., 

2004).  

 

Apesar das fortes evidências da neurotoxicidade, os mecanismos pelos quais os danos 

ao SNC ocorrem permanecem por ser elucidados em detalhes. Tomados em conjunto, os 

dados sugerem, entretanto, que tanto o metilmercúrio quanto o etanol de forma isolada afetam 

as enzimas de síntese do óxido nítrico, tornando-se interessante investigar de que forma a 

ação combinada desses neurotóxicos durante o neurodesenvolvimento, poderia afetar o 

comportamento e a morfologia de algumas estruturas do SNC na fase adulta. 

 

 

2.2 ATIVIDADE NITRÉRGICA, NEURODEGENERAÇÃO E INTERAÇÃO ÁLCOOL E 

MEHG 

 

 

Estudos anteriores da atividade nitrérgica demonstraram níveis alterados das enzimas 

de síntese do óxido nítrico (ON) em doenças neurodegenerativas. Uma das hipóteses que se 

tem investigado é de que os efeitos neurotóxicos sejam conseqüências da geração excessiva 

de radicais livres (MONCADA; BOLANOS, 2006). O ON reage com ânions superóxidos 

para formar peroxinitrito através da cascata peroxinitrito/poli-ADP-ribose (ELIASSON et al., 

1999; SZABO et al., 1996). O peroxinitrito produzido através da síntese descontrolada de ON 

também afeta o fluxo sanguíneo cerebral produzindo vasoconstrição ou bloqueio das reações 

vasomotoras (SZABO et al., 1996). O ON pode produzir nitrosilação de uma variedade de 

proteínas, inibindo a fosforilação e a via glicolítica comprometendo a produção de energia 

celular (BARANANO; SNYDER, 2001). O ON age como mensageiro retrógrado induzindo 

liberação de glutamato em terminais pré-sinápticos induzindo a uma retroalimentação positiva 
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para excitotoxicidade. A excessiva liberação de ON especialmente em resposta à ativação do 

receptor de NMDA pode levar a morte neuronal sob condicões neurotóxicas.  

 

A família de enzimas denominadas Sintases do Óxido Nítrico (SON), é responsável 

pela síntese estequiométrica de citrulina e ON a partir da L-arginina em uma reação que é 

dependente de NADPH (ALDERTON et al., 2001; BREDT et al., 1991; LOWENSTEIN e 

SNYDER, 1992). Foram descritas três diferentes isoformas nessa família a forma constitutiva 

neuronal (SONn) a forma induzida imunológica (SONi) e a forma constitutiva endotelial 

(SONe). Enquanto a SON imunológica é independente de cálcio, as outras duas enzimas são 

dependentes deste íon. A forma imunológica das sintases ocorre em níveis fisiológicos muito 

baixos, mas é induzida fortemente diante de um quadro infeccioso. A SON neuronal é 

encontrada sobretudo nos dendritos e no soma dos interneurônios, mas também nos terminais 

axonais de projeções corticais ou sub-corticais. A SON imunológica é encontrada, sobretudo 

em macrófagos, mas também em outras células. A SON endotelial principalmente nas células 

endoteliais (ALDERTON et al., 2001).  

 

A NADPH diaforase tem sido caracterizada bioquimicamente e 

imunohistoquimicamente como uma sintase do óxido nítrico (BREDT; SNYDER, 1989; 

DAWSON et al., 1991; HOPE et al., 1991). Faber-Zuschratter (FABER-ZUSCHRATTER et 

al., 1996) demonstrou em estudos que a NADPH diaforase está localizada nas membranas 

pré- e pós-sinápticas após a potenciação de longo prazo (LTP). O óxido nítrico é um gás 

livremente difusível e extremamente permeável à membrana que atua em neurotransmissores 

retrógrado e anterógrado (WANG et al., 2005). Em conseqüência dessa natureza gasosa, 

tentativas para localização de seu sítio de produção são mais bem sucedidas quando se tenta 

localizar suas enzimas sintéticas. 

 

A degeneração neuronal causada pela exposição ao MeHg tem sido documentada 

como conseqüência de mecanismos de necrose (MIURA; IMURA, 1987;  NAKADA; 

IMURA, 1983) e de apoptose (CASTOLDI et al., 2000; KUNIMOTO, 1994; MIURA et al., 

1999). Foi observado que altas doses de MeHg (de 3 a 10µM) causam um rápido prejuízo da 

atividade mitocondrial e lise da membrana plasmática, resultando em extensiva morte 

necrótica. Já a exposição a baixas concentrações de MeHg (menor ou igual a 1µM) pode 

induzir morte de células granulares cerebelares por apoptose (CASTOLDI et al., 2000).  Com 
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a perda neuronal, são observadas alterações como irritabilidade, depressão, ansiedade e 

dificuldade no aprendizado e na concentração (FARIA, 2003). 

 

Dentro deste contexto, o consumo de peixes em áreas próximas à atividade garimpeira, 

tem sido considerado uma via importante de exposição humana ao MeHg. Concentrações 

elevadas, acima dos valores aceitáveis definidos pela Organização Mundial da saúde (OMS), 

foram documentadas em peixes da região do rio Tapajós, no estado do Pará (PINHEIRO et 

al., 2000). A cada 450 gramas de ouro extraídas dos rios da Amazônia, aproximadamente o 

dobro de mercúrio é despejado nos rios. Assim sendo, estima-se que cerca de 70 a 170 

toneladas desse metal são lançados anualmente no meio ambiente, na região dos garimpos 

(AZEVEDO, 2003; LACERDA et al., 2004). 

 

 Estudos acerca da interação entre metilmercúruio e etanol são escassos. Em estudos 

realizados por Tamashiro e colaboradores (1986), foram observados os efeitos do EtOH 

quanto à morbimortalidade e distribuição do mercúrio nos tecidos de ratos tratados oralmente 

com dose diária de 5 mg/kg de MeHg, por 10 dias consecutivos. O EtOH potenciou a 

toxicidade do MeHg quanto às manifestações neurológicas e mortalidade. Além disso, essa 

associação levou inicialmente a um ganho, seguida de uma perda, dos pesos corporais de ratos 

que apresentaram intensa ataxia (TURNER et al., 1981). Os efeitos do cloreto de MeHg no 

metabolismo do EtOH também aparece como alvo de pesquisas. Dose diária de 10 mg/kg do 

cloreto de MeHg, administrado intraperitonealmente por dois dias consecutivos e 0,4 g/kg de 

EtOH administrado intravenosamente, 24 hs após o pré-tratamento de MeHg, mostrou que o 

MeHg teve pouca influência no metabolismo do EtOH devido as suas ligações não-

específicas com grupo sulfidril no organismo (OHMIYA; NAKAI, 1977).  

 

 As associações dessas substâncias também foram investigadas quanto à função e 

histologia renal, onde a nefrotoxicidade ficou mais evidente nos animais que receberam a 

associação das substâncias do que naqueles que receberam as drogas isoladas (RUMBEIHA 

et al., 1991, 1992). Esses resultados, entretanto, não foram observados por outros 

pesquisadores (TURNER et al., 1990), enquanto outros tentam entender outros aspectos 

dessas interações (MCNEIL et al., 1988; SANO et al., 1990).  

 

Uma vez que o etanol e o metilmercúrio são atores neurotóxicos cuja interação é 

relativamente comum em garimpos na região amazônica, tornou-se interessante realizar 
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estudos com o intuito de tentar identificar alterações neurais (hipocampais, cerebelares e 

estriatais) tardias (ratos de 60 dias), induzidas pela ingestão alcoólica e pela contaminação 

mercurial de nutrizes, para estabelecer um modelo experimental de interesse epidemiológico. 

Dessa maneira, a pesquisa proposta pretende colaborar no sentido de preencher parte da 

carência de dados em estudos dedicados à interação etanol/metilmercúrio durante o 

desenvolvimento.  A idéia central é investigar se há possíveis interações toxicocinéticas entre 

os dois elementos que alterem a função neural no hipocampo, estriado e cerebelo, gerando 

conseqüências cognitivas e comportamentais tardias a partir de lesões impostas durante o 

desenvolvimento.   
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3. MATERIAL E MÉTODO 

 

 

Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados conforme as 

recomendações do Instituto Nacional de Saúde (INS - USA) tendo sido o projeto previamente 

aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa com animais de experimentação. Um total de 40 

ratos Wistar (20 fêmeas e 20 machos) com 3 meses de idade foram doados pelo Instituto 

Evandro Chagas (Belém-PA, Brasil) para a realização de todo o experimento.  

 

Após a cópula, as fêmeas foram examinadas na manhã seguinte quanto à presença de 

um tampão vaginal. Caso o mesmo estivesse presente, esse dia era considerado o primeiro dia 

da gestação.  

 

Os animais obtiveram livre acesso à ração comercial (NUVILAB, 23% de proteínas) e 

à água de torneira. Os animais foram mantidos em um ciclo diário de 12 h em luz artificial e 

12 h no escuro durante todo o experimento.  

 

As fêmeas com tampões vaginais foram abrigadas individualmente e divididas em 4 

grupos de tratamento: metilmercúrio (MeHg, n=5), etanol (EtOH, n=5), etanol + 

metilmercúrio (EtOH+MeHg, n=5) e controle (C, n=5). 

 

Tratamento para o grupo MeHg: administrou-se 8mg/Kg aos ratos, em dose única oral, 

por gavagem no 15º dia da gestação para ambos os grupos MeHg e EtOH+MeHg. 

 

Tratamento para o grupo EtOH: administrou-se 6,5g/Kg (22,5% p/v)  às ratas, por 

gavagem, diariamente durante a gestação e lactação (21 dias da gestação e 21 dias da 

lactação) para ambos os grupos EtOH e EtOH+MeHg. 
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O grupo controle recebeu por gavagem apenas água de torneira durante o mesmo 

período descrito para o grupo EtOH. 

 

As mães foram sacrificadas após o fim do período de lactação e as proles aos dois 

meses de idade. 

 

3.1 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS 

 

 

 Após o nascimento, os filhotes foram mantidos com suas mães e foram pesados a cada 

cinco dias até o 21º dia pós-natal, quando foram agrupados por sexo e regime de tratamento e 

foram, neste momento, removidos da companhia da mãe.  

 

No 60º dia pós-natal, os animais foram pesados e todas as cobaias dos diferentes 

grupos experimentais foram submetidas aos seguintes testes: campo aberto, labirinto em cruz 

elevado, nado forçado e teste da esquiva inibitória. Foram realizadas análises às cegas por 

dois observadores diferentes, com respeito ao grupo experimental de origem, para avaliar o 

desempenho dos ratos nos diferentes testes. 

 

 

3.1.1 Campo Aberto 

 

 

 A arena do campo aberto consistia em uma base quadrada de madeira (60x60x35 cm) 

dividida em nove quadrantes. Imediatamente após o rato ser colocado no centro do campo 

aberto dava-se início a marcação da locomoção. Era considerado um cruzamento completo a 

outro quadrante quando o rato ultrapassava a linha com as quatro patas. O número total de 

quadrantes cruzados foi registrado manualmente. O teste foi executado em sessões de 5 

minutos. 

 

 

3.1.2 Labirinto em cruz elevado  
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 O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) foi conduzido em um local específico para 

testes comportamentais, livre de ruídos. O aparato consistia em dois braços abertos (50 cm 

comprimento x 10 cm de largura) e dois braços fechados (50 cm comprimento x 10 cm de 

largura) com uma intersecção central (5x5 cm) elevado a 50 cm do chão. Durante o teste, os 

animais foram posicionados individualmente no centro do LCE, de frente para um dos braços 

fechados. A duração do teste foi de 5 minutos, durante os quais os ratos eram livres para  

explorar o labirinto. Utilizou-se etanol a 10% v/v para limpar o aparato entre as sessões do 

teste individual. Os dados foram coletados manualmente. As medidas incluem o número de 

entradas e o tempo que os animais permaneceram nos braços aberto e fechado. O aumento do 

tempo no braço aberto foi interpretado como comportamento do tipo ansiolítico (PELLOW et 

al., 1985; LISTER, 1990). 

 

 

3.1.3 Nado Forçado 

 

 

 O teste do nado forçado (TNF) é um teste amplamente utilizado no rastreamento do 

comportamento do tipo depressivo em roedores. Quando os roedores são posicionados em um 

cilindro de água sem oportunidade de fuga, eles tipicamente expõem uma postura imóvel que 

parece refletir um estado de “desespero comportamental”. 

 

 Como paradigma do nado forçado, os ratos foram individualmente forçados a nadar 

dentro de cilindros verticais e transparentes tipo Plexiglass, contendo 35 cm de água mantida 

a 22± 1ºC. Após 5 minutos na água, eles eram removidos e secos antes de retornar às suas 

caixas. O tempo de duração total da postura imóvel foi contabilizado nos últimos 3 minutos. 

Os primeiros 2 minutos foram considerados como um período de habituação. O rato era 

considerado imóvel sempre que permanecia flutuando passivamente na água com as costas 

levemente arqueadas, mas em uma posição ereta apenas com a cabeça acima da superfície. 

 

 

 3.1.4 Esquiva Inibitória 
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 A esquiva inibitória é um modelo de teste comportamental animal motivado por 

escape e memória (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). O aparato consiste em uma caixa 

confeccionada em alumínio (50x50x35 cm), com assoalho de barras de cobre, distribuídas a 

uma distância de 0,9 cm entre si, conectadas a um estimulador elétrico. Sobre as grades do 

assoalho foi colocado uma plataforma cilíndrica, de madeira impermeável (15x5 cm). 

 

 Com 60 dias de idade os animais foram submetidos ao teste da esquiva inibitória. 

Neste primeiro dia de teste, os ratos foram simplesmente posicionados por 5 minutos dentro 

do aparato para habituação. No dia do treinamento, os animais foram posicionados na 

plataforma de madeira e foi registrado o tempo de permanência na plataforma (este tempo foi 

designado linha de base 1 - LB1). Após a descida da plataforma, os animais foram retirados 

do aparato por 5 minutos e após este período, houve a recolocação do rato na plataforma de 

madeira, porém imediatamente após a descida da plataforma foi aplicado um choque de 1 

miliampére (1 mA), durante 1 segundo, procedimento este denominado de linha de base 2 ( 

LB2). No dia seguinte, os ratos foram posicionados na plataforma de madeira onde foi 

registrado novamente o tempo gasto para alcançarem o assoalho do aparato, com as quatro 

patas (sessão de teste). 

 

 

3.2 PERFUSÃO E PROCEDIMENTOS HISTOLÓGICOS 

 

  

 Ao final do teste da esquiva inibitória, com 61 dias de vida, todos os ratos foram 

pesados e anestesiados com mistura de cloridrato de cetamina (100mg/Kg) e cloridrato de 

tiazina (10mg/Kg), (Laboratórios Konig), e perfundidos transcardiacamente com solução 

salina heparinizada durante 10 minutos, seguida de solução fixadora de paraformaldeído a 4% 

(ph 7,2-7,4, em solução tampão fosfato 0,1M) por 30 minutos.  

 

A reação histoquímica de NADPH-diaforase requer fixação aldeídica para promover a 

inibição de outros tipos de óxido-redutases dependentes de NADPH-diaforase, que também 

convertem os sais de tetrazolium a produtos coloridos e insolúveis por mecanismos redutores. 

A utilização de paraformaldeído a 4% inibe a atividade das outras diaforases ao mesmo tempo 

em que aumenta a deposição de formazan em populações NOS-positiva (BUWALDA et al., 

1995).  
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 Após a perfusão e craniotomia, os cérebros foram removidos, pesados imediatamente, 

e submersos durante a noite à 4ºC em tampão fosfato 0,1M, com pH 7,2-7,4. Secções 

parassagitais dos hemisférios direitos de 150 μm de espessura foram obtidas no vibrátomo e 

processadas para a reação histoquímica de NADPH-diaforase, seguindo modelo presente na 

literatura (SCHERER-SINGLER et al., 1983). 

 

Em resumo, as secções foram recolhidas em solução de tampão fosfato 0,1M pH 7,4 e 

então incubadas à 37º C na mistura da reação histoquímica. A solução histoquímica 

constituía-se de: 0.6% de ácido málico em tampão TRIS 0,1 M, com o pH final 8,0, ao qual 

foi adicionado βNADP (0.1% p/v), cloreto de manganês (0.04% p/v) e nitroblue tetrazolium 

(0.03% p/v), previamente diluídos em DMSO (0.3% p/v). Ao final da preparação, triton X-

100 a 0,1% v/v foi adicionado à mistura e as secções foram, então, incubadas nessa solução à 

37º C, em contínua agitação.  

 

A fim de minimizar as prováveis variações da reação em diferentes grupos, foram 

mantidas todas as secções dos diferentes grupos experimentais na mesma solução durante o 

mesmo período de tempo, a cada dia. As reações foram interrompidas quando, com a inspeção 

através do microscópio, no produto da reação foi visualizado os dendritos distais 

(prolongamentos de segunda e terceira ordem).  

 

A reação terminou após a neutralização das secções, lavando-as três vezes por 10 min 

cada, em solução tampão fosfato 0,1M, pH 7,4.  

 

As secções foram montadas em lâminas, embebidas em glicerol, e seladas com 

esmalte de unha. 

 

É válido lembrar que todos os produtos químicos empregados no presente trabalho 

foram supridos pela companhia farmacêutica SIGMA (Poole, UK). 

 

 

3.3 ATIVIDADE HISTOQUÍMICA EM HIPOCAMPO, ESTRIADO E CEREBELO 
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Em cada grupo experimental foram selecionadas de 8 a 12 secções do hipocampo, 

estriado e cerebelo de cada animal para densitometria. Para determinar a densidade do 

produto da reação, mediu-se a transmitância de luz através das secções de regiões anatômicas 

similares usando-se um fotômetro (Tektronix mod J17) com probe de luminância (J1803) 

acoplado a um microscópio óptico (Zeiss), com valores expressos em candelas/μm
2
. A 

objetiva foi escolhida de acordo com a permanência da janela circular do diafragma do 

microscópio em cada uma das camadas em estudo (hipocampo, estriado e cerebelo), sem 

avançar às camadas vizinhas. 

 

Após estimar a faixa linear do fotômetro através de séries de secções reagidas 

histoquimicamente, o controle de intensidade de luz do microscópio foi mantido 

constantemente em 10 v. Este valor foi escolhido para assegurar que existiria uma relação 

linear entre os depósitos de formazan e os valores de transmitância. Deste modo, quando a 

atividade nitrérgica, associada a maiores depósitos de formazan, aumenta em uma 

determinada área, o valor de transmitância correspondente diminui.  

 

Para obter uma média para cada animal, foram realizadas análises de 8 a 12 secções do 

hipocampo, estriado e cerebelo e, posteriormente, foi calculada a média para o número de 

animais de cada grupo experimental com o objetivo de obter uma média final por grupo. 

 

A reação NADPH-d está sujeita à variabilidade e demonstra um decréscimo na 

atividade com o decorrer do tempo. Desta maneira, com a finalidade de realizar uma análise 

comparativa de tecidos que não foram sujeitos à reação histoquímica ao mesmo tempo e, 

portanto, submeteram-se a condições experimentais discretamente diferentes, foi adotada uma 

escala relativa e normalizada, com base na escolha de uma medida de controle interna em 

cada secção, a qual não estaria significantemente afetada pela reação. Isto permitiu a 

comparação entre secções reagidas em diferentes momentos. Para a análise da neurópila, foi 

escolhida como medida de controle interno a transmitância luminosa através da camada 

granular do giro denteado, designada Tmax, para minimizar o efeito da reação entre as 

secções de um mesmo animal, dentro de mesmos grupos experimentais e entre os mesmos. A 

transmitância de uma camada particular do hipocampo, estriado e cerebelo, era designada 

como Tmin. Um índice de contraste (C) foi calculado de acordo com uma equação 

previamente publicada na literatura (BORBA et al., 2000): 
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C = (Tmax - Tmin)/ (Tmax + Tmin). 

 

Com relação à análise do cerebelo e do estriado, limitamos a análise da transmitância à 

região situada entre a linha mediana e um ponto localizado 3,0 mm lateral a ela, onde essas 

estruturas permanecem integradas na mesma fatia junto com o hipocampo. Assim, foi 

estimado os valores de contraste para as camadas molecular e granular do cerebelo e para o 

estriado em relação ao valor de transmitância da camada granular do giro denteado da mesma 

secção. As medidas de transmitância na camada molecular e granular foram realizadas fora 

dos patches (zonas de atividade nitrérgica mais intensa) cerebelares descritas na literatura 

(HAWKES e TURNER, 1994). 

 

O estriado foi dividido em quatro segmentos para a obtenção da análise regional dos 

efeitos neurotóxicos sobre a atividade nitrérgica, conforme a seguir: anterior-dorsal (AD), 

posterior-dorsal (PD), anterior-ventral (AV) e posterior-ventral (PV). 

 

 

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Foi realizada a análise estatística paramétrica para avaliar o grau de significância dos 

resultados aplicando-se a análise de variância (ANOVA) seguida do teste a priori de 

Bonferroni, aceitando-se como significantes as diferenças entre grupos com intervalo de 

confiança mínimo de 95% (p<0,05). 

 

 

3.5 DOSAGEM DE ETANOL E METILMERCÚRIO 

 

 

 A concentração sérica de etanol foi dosada após todos os procedimentos 

experimentais, porém antes da fixação. Para isso foi utilizado o procedimento de Widmarck 

ligeiramente modificado (BROUWER, 2004). A concentração de metilmercúrio foi estimada 

em pêlos de animais adultos por absorção atômica em espectofotômetro pelo método da 

amalgamação em ouro, utilizando um Analisador de Mercúrio (modelo SP3D/Nippon 

Instruments Corporation). 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 CONCENTRAÇÃO DE ETANOL E METILMERCÚRIO 

 

 

 A tabela 1 demonstra os valores médios da concentração sérica de etanol e a média 

dos desvios padrão encontrada nas progenitoras (no 21º dia pós-parto) e na prole (no 60º dia 

pós-parto). Não houve significância estatística na concentração alcoólica entre os diferentes 

grupos experimentais. 

 

TABELA 1 – Concentração sérica de etanol nas mães e proles de ratos Wistar. 

Tratamento Mãe Proles 

EtOH 0.56± 0.47± 

EtOH+MeHg 0.57± 0.77± 

 Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

 A tabela 2 revela os valores médios e a média dos desvios padrão da concentração de 

metilmercúrio em pêlos das mães (no 21º dia pós-natal) e da prole (no 60º dia pós-natal). Note 

que a concentração pilosa de metilmercúrio no grupo EtOH+MeHg para ambos mães e prole, 

neste momento, é menor que no grupo MeHg (ANOVA uma via, Bonferroni a priori test 

p<0,05). 

 

TABELA 2 - Concentração pilosa de metilmercúrio em mães e proles de ratos 

Wistar(*p<0,05).  

Tratamento Mães Proles 

MeHg 5.86±2.06 3.82±0.43 
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EtOH+MeHg 1.91±1.29* 1.63±0.21* 

   Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

 

 

 

4.2 PESO CORPORAL E PESO DOS ENCÉFALOS 

 

 

 No 21º dia pós-natal, todos os grupos experimentais comparados ao controle 

apresentaram baixo peso (C=34,05±2,84; MeHg=24,37± 0,95; EtOH=22,29± 2,34; 

EtOH+MeHg=25,13± 3,10; média±d.p.) [F(3,12)=4,48, p<0,05] (Gráfico 1). Esta perda de 

peso foi completamente recuperada no dia em que os animais foram sacrificados (61º dia pós-

natal)(C=148,41±2,52; MeHg=147,65±4,22; EtOH=138,5±5,89; EtOH+MeHg=134,91±5,76; 

média±d.p.) (Gráfico 2). 

 

Fonte: Protocolo de Pesquisa 
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Gráfico 1 - Peso corporal das proles no 21º dia pós-natal. (C = grupo controle, 

EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercúrio, EtOH+MeHg = grupo 

metilmercúrio+etanol);(*p<0,05). 

 

 

 

 

Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Gráfico 2 - Peso corporal das proles no 61º dia pós-natal. (C = grupo controle, 

EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercúrio, EtOH+MeHg = grupo 

metilmercúrio+etanol). 

 

 

 O peso dos encéfalos úmidos também apresentaram redução nos grupos EtOH e 

EtOH+MeHg comparado aos animais do grupo controle (C=1,62±0,05; MeHg=1,61±0,02; 

EtOH=1,40±0,03; EtOH+MeHg=1,50±0,03; média±d.p.) [F(3,35)=6,67, p<0.05](Gráfico 3). 
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Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Gráfico 3 - Peso dos encéfalos úmidos das proles. (Controle = grupo controle, 

EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercúrio, EtOH+MeHg = grupo 

metilmercúrio+etanol);(*p<0,05). 

 

 

4.3 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS 

 

 

 O teste do campo aberto revelou que a prole de adultos jovens a qual foi exposta ao 

MeHg aumentou a atividade espontânea motora, atravessando mais quadrantes em 5 minutos 

do que os demais grupos (C=46,85±3,77, MeHg=61,6±2,04, EtOH=38,8±2,41, 

EtOH+MeHg=44,6±5,21; média±d.p) [F(3,76)= 7,31, p<0,01] (Gráfico 4). 
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Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Gráfico 4 - Teste do campo aberto. (C = grupo controle, EtOH = grupo etanol, 

MeHg = grupo metilmercúrio, EtOH+MeHg = grupo metilmercúrio+etanol); 

(†p<0,01). 

 

 

 No LCE, todos os grupos reduziram o tempo (TA) [F(3,76)=27,83, p<0,01] e a 

freqüência (FA) [F(3,76)=35,94, p<0,01] no braço aberto, ao passo que aumentaram o tempo 

de permanência no braço fechado (TF) [F(3,76)=27,83, p<0,01] quando comparados ao grupo 

controle. Somente o grupo EtOH+MeHg reduziu a freqüência de entrada no braço fechado 

(FF) [F3,76)=15,46, p<0,05] (Gráfico 5 A e B). 
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              Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Gráfico 5 - Teste do labirinto em cruz elevado. A – Tempo de permanência dos                                        

ratos nos braços aberto e fechado. B – Freqüência de entrada nos braços aberto e 

fechado. (TA – tempo de permanência no braço aberto, TF – tempo de 

permanência no braço fechado, FA – freqüência de entrada no braço aberto, FF 

– freqüência de entrada no braço fechado); (C = grupo controle, EtOH = grupo 

etanol, MeHg = grupo metilmercúrio, EtOH+MeHg = grupo 

metilmercúrio+etanol);(*p<0,05 e †p<0,01). 
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 Como mostrado no gráfico 6, os grupos MeHg e EtOH aumentaram o tempo imóvel 

no nado forçado, realizando apenas pequenos movimentos para manter a cabeça acima da 

superfície da água [F(3,76)= 6,56, p<0,01]. O grupo EtOH+MeHg revelou somente uma 

tendência a um aumento do tempo imóvel quando comparado ao grupo controle (p>0,05).  

 

Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Gráfico 6 - Teste do nado forçado. (C = grupo controle, EtOH = grupo etanol, 

MeHg = grupo metilmercúrio, EtOH+MeHg = grupo metilmercúrio+etanol); 

(†p<0,01). 

  

 

Os dados relacionados ao teste da esquiva inibitória podem ser vistos no gráfico 7. O 

teste da esquiva inibitória revelou diminuição do aprendizado, da consolidação da memória ou 

de ambos nos grupos tratados com EtOH, MeHg e EtOH+MeHg[F(3,76)=6,33, p<0,05]. Este 

último grupo demonstrou uma diferença estatística significante comparado aos grupos EtOH 

[F(3,76)=6.33, p<0.01] e MeHg [F(3,76)=6.33, p<0.01]. 
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  Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Gráfico 7 - Teste da Esquiva Inibitória. (LB1- linha de base 1, LB2 – linha de 

base 2, Teste – sessão de teste); (C = grupo controle, EtOH = grupo etanol, MeHg 

= grupo metilmercúrio, EtOH+MeHg = grupo metilmercúrio+etanol);(*p<0,05 e 

†p<0,01). 

 

 

4.4 ATIVIDADE HISTOQUÍMICA NADPH-DIAPHORASE 

 

 

 Nas condições experimentais empregadas, a atividade nitrérgica no estriado e no 

hipocampo foram mais vulneráveis em relação à do cerebelo. A administração de etanol 

aumentou a atividade nitrérgica em todas as quatro regiões do estriado de ratos (PD 

[F(3,15)=22,24; p<0,01]; AD [F(3,15)=7,36; p<0,01]; AV [F(3,15)=46,58; p<0,01]; PV 

[F(3,15)=11,58; p<0,01]), ao passo que o grupo MeHg apresentou uma diminuição na 

atividade nitrérgica em PD [F(3,15)=46,59; p<0,05], AV [F(3,15)=22,25; p<0,05] and AD 

[F(3,15)=11,58; p<0,05]. Apenas a região anterior do estriado foi afetada no grupo 

EtOH+MeHg, demonstrando um aumento nos valores de contraste nas regiões AD 
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[F(3,15)=7,36; p<0,05] e AV [F(3,15)=46,58; p<0,01], quando comparado ao grupo controle 

(Gráfico 8 A e B e Foto 1). 
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 Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Gráfico 8 - Atividade histoquímica no estriado. A - Valores de contraste da 

NADPH-diaforase entre os grupos experimentais nas diferentes regiões do 

estriado. B – Valores médios de transmitância entre os grupos experimentais nas 

diferentes regiões do estriado. (AV – região anterior-ventral, AD – região 

anterior-dorsal, PV – região posterior-ventral, PD – região posterior-dorsal); 

(Controle = grupo controle, EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercúrio, 

EtOH+MeHg = grupo metilmercúrio+etanol);(*p<0,05 quando comparado ao 

grupo controle e 
#
p<0,05 quando comparado ao grupo etanol). 

 

 

 

 

A 
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Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Foto 1 - Fotomicrografia da atividade histoquímica NADPH-diaforase na região 

AV do estriado de secções que ilustram a média dos valores de transmitância 

entre os grupos experimentais. Escala = 500 μm. 

 

 

 O hipocampo foi mais sensível ao etanol quando comparado aos grupos MeHg e 

EtOH+MeHg (Gráfico 9 A e B e Foto 2). Nesta região, a camada lacunoso molecular de CA1 

[F(3,18)=8,52; p<0,01], a camada molecular [F(3,18)=13,87; p<0,01] e a camada polimórfica 

[F(3,18)=8,21; p<0,05] do giro denteado, obtiveram um aumento na atividade nitrérgica após 

o tratamento com  EtOH, enquanto que MeHg reduziu a atividade nitrérgica somente na 

camada polimórfica [F(3,18)=8,21; p<0,05]. EtOH+MeHg teve apenas um baixo valor de 

transmitância na camada polimórfica[F(3,18)=4,62, p<0,05], na camada molecular 

[F(3,18)=4,06, p<0,05] e na camada lacunosa [F(3,18)=4,90, p<0,05] quando comparado ao 

grupo controle. (Gráfico 9 e Foto 2). 
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 Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Gráfico 9 - Atividade histoquímica no hipocampo. A – Valores de contraste da 

NADPH-diaforase entre os grupes experimentais nas diferentes regiões. B – 

Valores médios de transmitância entre os grupos experimentais nas diferentes 

regiões. (GnGD – camada granular do giro denteado, PO – camada polimórfica, 

SM – camada molecular, SL – camada lacunosa); (Controle = grupo controle, 

EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercúrio, EtOH+MeHg = grupo 

metilmercúrio+etanol);(*p<0,05 quando comparado ao grupo controle e 
#
p<0,05 

quando comparado ao grupo etanol). 
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Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Foto 2 - Fotomicrografia da atividade da NADPH-diaforase no hipocampo de 

secções que ilustram a média dos valores de transmitância entre os grupos 

experimentais. Escala = 250 μm. 

 

 

 Somente a combinação de EtOH+MeHg teve impacto na atividade nitrérgica no 

cerebelo, na camada molecular, quando comparado ao grupo controle [F(3,15)=4.11; p<0.05] 

(Gráfico 10 A e B e Foto 3). 
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Gráfico 10 – Atividade histoquímica no cerebelo. A – Valores de contraste da 

NADPH-diaforase entre os grupos experimentais nas diferentes regiões. B – 

Valores médios de transmitância entre os grupos experimentais nas diferentes 

regiões. (Gr – camada granular, Mol – camada molecular); (C = grupo controle, 

EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercúrio, EtOH+MeHg = grupo 

metilmercúrio+etanol);(
#
p<0,05). 

 

 

 

Fonte: Protocolo de Pesquisa 

 

Foto 3 – Fotomicrografia da atividade da NADPH-diaforase no cerebelo de 

secções que ilustram os valores médios de transmitância entre os diferentes 

grupos experimentais. Escala = 100 μm. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

 No presente trabalho, observamos mudanças comportamentais e alterações na 

atividade histoquímica NADPH-diaforase no hipocampo, estriado e cerebelo após a 

intoxicação com etanol, metilmercúrio e etanol + metilmercúrio por via placentária durante o 

período de gestação. 

 

 Os grupos experimentais EtOH e MeHg desenvolveram um comportamento do tipo 

ansiogênico, como notado no LCE, depressivo ( no teste do nado forçado) e com prejuízo na 

memória de longa duração (no teste da esquiva inibitória), enquanto que o grupo 

EtOH+MeHg demonstrou um resultado comparado ao efeito sedativo produzido pelas drogas 

benzodiazepínicas no LCE. A atividade nitrérgica no giro denteado estava reduzida na 

camada polimórfica do MeHg, porém aumentada no grupo EtOH em ambas camadas 

polimórfica e molecular do giro denteado e também na camada molecular de CA1. A 

atividade nitrérgica estava aumentada também em todos os segmentos estriatais do grupo 

EtOH e na região anterior em EtOH+MeHg, porém estava reduzida na maioria das regiões no 

estriado de MeHg. 

 

 

5.1 CONSIDERAÇÕES TÉCNICAS 

 

 

 As enzimas sintase do óxido nítrico são reconhecidas como enzimas diaforase, e tem-

se demonstrado que a fixação aldeídica nos tecidos inibe outras atividades NADPH-d, 

enquanto intensifica a reação na população SON positiva (BUWALDA et al., 1995). Assim, é 

aceitável sugerir que as mudanças histoquímicas NADPH-d observadas neste estudo reflete as 

mudanças na atividade SON. Entretanto, este fato não nos dá qualquer informação sobre qual 

isoforma SON foi alterada. A dupla reação para NADPH-d e SON mostra que a atividade 

NADPH-d se superpõe com a imunomarcação para SON na maioria das camadas do 

hipocampo. Faz-se exceção a essa regra a camada lacunoso molecular, onde não há dupla 

marcação (BURETTE et al., 2002; PICANCO-DINIZ et al., 2004). A reação neuronal e a 

neurópila positiva para NADPH-d na histoquímica do cerebelo superpõe-se com as camadas e 

células que são imunoreativas para SON neuronal.  
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No estriado, as injeções intracelulares de biocitina seguidas tanto pela histoquímica 

para NADPH-diaforase quanto pela imunocitoquímica para SON reveleram que a maioria dos 

neurônios tipo I, revelados pela histoquímica para NADPH-d, são neurônios positivos para 

SON-n (KAWAGUCHI, 1993; KUO et al., 1994). Além do mais, a NADPH-d é uma reação 

dependente da atividade sináptica; as conexões sinápticas têm um maior efeito na atividade 

SON-n do que a expressão de sua proteína (WERUAGA et al., 2000). O produto das sintases 

do óxido nítrico é de extrema importância para o modelo de plasticidade sináptica atividade-

dependente, estando relacionado à intensificação da neurotransmissão excitatória (VON 

BOHLEN e HALBACH et al., 2002). 

 

 

 5.2 PESO CORPORAL E PESO ENCEFÁLICO 

 

 

 No presente trabalho, os grupos experimentais MeHg, EtOH e EtOH+MeHg 

associaram-se a baixo peso corporal no 21º dia pós-natal, confirmando e estendendo 

descrições prévias para o etanol (MARGRER et al., 2005) e metilmercúrio (KIM et al., 2000).  

 Encontramos também uma redução no peso encefálico dos animais com 2 meses de 

idade dos grupos experimentais EtOH e EtOH+MeHg, corroborando achados prévios que 

demonstraram uma redução no peso encefálico no início do período pós-natal (BUTTERS et 

al., 2003). 

 

 

 5.3 COMPORTAMENTO DO TIPO ANSIOGÊNICO E ÓXIDO NÍTRICO SINTASE 

 

 

 Labirinto em Cruz Elevado 

 

 

 Os testes do campo aberto e labirinto em cruz elevado são habitualmente usados para 

estudar comportamentos relacionados à ansiedade. Esses testes avaliam a motivação em 

explorar novas áreas e a preferência em evitar locais abertos e com intensa luminosidade 

(NELSON et al., 2006). Ratos que exibem altos níveis de comportamento relacionado à 
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ansiedade passam menos tempo nos braços abertos do labirinto em cruz elevado, e na área 

central do campo aberto.  

 

No presente estudo, a contagem de quadrantes ultrapassados no campo aberto pelo 

grupo MeHg, com 2 meses de idade, foi maior com relação aos demais grupos experimentais, 

achado que acrescenta a resultados prévios que demonstraram um comportamento ansioso 

após intoxicação de MeHg no período pré-natal (KIM et al., 2000). Em nosso estudo, o 

número de entradas no braço fechado não foi afetado pelo tratamento com etanol ou 

metilmercúrio, sugerindo que as respostas neurotóxicas destes agentes não foram 

conseqüência do efeito não específico na atividade locomotora.  

 

Como discutido por File (1992), a freqüência de entradas e o tempo gasto no braço 

fechado é mais importante do que a medida da atividade geral neste teste, apropriado para 

avaliar se o efeito da droga é ansiogênico ou ansiolítico. Neste trabalho, as proles que foram 

expostas ao EtOH ou MeHg, no período intra-uterino, reduziram o número de entradas e o 

tempo gasto no braço aberto, aumentando o tempo no braço fechado, no teste do LCE, o que 

sugere um aumento no comportamento do tipo ansioso, possivelmente associado a ambas 

substâncias, etanol e metilmercúrio. Assim, os resultados aqui encontrados confirmam outros 

estudos que demonstram um efeito ansiogênico produzido pela exposição a longo prazo ao 

etanol (DA SILVA et al., 2004). Contudo, a associação de etanol e metilmercúrio, 

administrada às fêmeas grávidas, evidenciou nas proles adultas um efeito mais significante. 

Nesse grupo, a freqüência de entradas no braço aberto era menor se comparado aos grupos 

EtOH e MeHg, e o tempo de permanência no braço fechado estava aumentado, demonstrando 

um estado comparado ao efeito sedativo produzido por drogas benzodiazepínicas.  

 

 Mudanças na sinalização do óxido nítrico foram observadas tanto quanto ao aumento, 

quanto à diminuição das respostas comportamentais ansiogênicas no labirinto em cruz 

elevado. Estudos com injeções sistêmicas de N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), cuja 

substância reduz a produção de ON, aumentou o comportamento ansiogênico no labirinto em 

cruz elevado (CZECH et al., 2003).   
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Tratamentos sistêmicos agudos (GUIMARAES et al., 1994; FARIA et al., 1997; 

VOLKE et al., 1998) e subcrônicos (DUNN et al., 1998) com inibidores da SON aumentaram 

o tempo gasto nos braços abertos do labirinto em cruz elevado.  

 

Existem alguns resultados variáveis relacionados aos testes do LCE com camundongos 

com deleção gênica para enzima de síntese da SON-n. Dois estudos revelaram não haver 

diferenças entre estes camundongos e os ratos Wistar no labirinto em cruz (NELSON et al. 

1995; BILBO et al., 2003), enquanto que um terceiro estudo encontrou um menor tempo 

gasto nos braços abertos pelos camundongos com deleção gênica em relação aos ratos Wistar 

(BILBO et al. 2003; WEITSDOERFER et al., 2004).  

 

A exata contribuição da sinalização do óxido nítrico em relação ao comportamento 

ansiosogênico ainda necessita de maiores esclarecimentos através de uma maior produção de 

estudos precisos.  

 

Quando o NG-nitro-L-arginina (NOARG), outro inibidor da produção de ON, foi 

infundido no hipocampo de ratos, observou-se um decréscimo no tempo gasto nos braços 

abertos do labirinto em cruz elevado (MONZON et al., 2001). Os resultados de nosso trabalho 

revelaram que as proles expostas ao EtOH ou MeHg, no início do período natal, mostraram, 

respectivamente, um aumento e uma diminuição da atividade nitrérgica no estriado e 

hipocampo, porém ambos os neurotóxicos associaram a um aumento do comportamento 

ansiogênico nos animais testados. 

 

 

Nado Forçado 

 

  

O teste do nado forçado (TNF) é um modelo comportamental largamente empregado 

para avaliar a atividade farmacológica antidepressiva. O TNF é um marcador do 

comportamento do tipo depressivo proveniente da pesquisa genética. Roedores com sangue 

puro de sucessivas gerações demonstraram, ao princípio da imobilidade no TNF, uma 

progressiva divergência comportamental (WEISS et al., 1998). Animais depressivos 

aumentaram o tempo de imobilidade, quando comparados aos animais do grupo controle 

(CRYAN et al., 2005). Em nosso trabalho, somente a contaminação por MeHg per se 
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aumentou o tempo de imobilidade no teste do nado forçado, onde observou-se uma 

diminuição na atividade nitrérgica no estriado e na camada polimórfica do giro denteado.

  

 Há na literatura, contudo, trabalhos demonstrando que a inibição da sintase do óxido 

nítrico produz efeito comportamental ora ansiolítico e ora ansiogênico(ou ambos) em uma 

variedade de paradigmas animais, incluindo o TNF para ratos e camundongos (JEFFERYS e 

FUNDER, 1996; HARKIN et al., 1999; Da SILVA et al., 2000; YILDIZ et al., 2000; 

HARKIN et al., 2003). 

 

 

 Esquiva Inibitória 

 

 

 A esquiva inibitória é uma maneira rápida de aprendizagem adquirida, motivada por 

estímulo aversivo, que envolve inúmeros substratos neurais. O envolvimento hipocampal na 

esquiva inibitória tem sido demonstrado com lesões pré e pós-treinamento dos campos dorsal 

de CA1 ou ventral de CA3, pela qual foi observado a redução da consolidação do aprendizado 

por esquiva inibitória (MARTINEZ et al., 2002). O estriado dorsal também  possui papel 

importante na esquiva inibitória, particularmente na consolidação do aprendizado de escape 

(DIAZ DEL GUANTE et al., 1993).  

  

 No presente trabalho, o teste da esquiva inibitória revelou diminuição do aprendizado, 

da consolidação da memória ou de ambos nos grupos tratados com EtOH, MeHg e 

EtOH+MeHg. Estes dados, portanto, corrobaram resultados já documentados na literatura, 

sugerindo uma possível lesão hipocampal após o tratamento com os neurotóxicos. 

 

 

5.4 INTERAÇÕES ENTRE ETANOL E METILMERCÚRIO 

 

 

 Grandjean, em 1993, realizou um estudo nas ilhas Faroe, envolvendo 1000 crianças. 

Nestas, o consumo de álcool materno causou um decréscimo na concentração de mercúrio no 

cordão umbilical, o qual atribui à interação toxicocinética entre o etanol e o metilmercúrio. 

Em nosso estudo, tanto os testes comportamentais quanto a atividade nitrérgica foram 
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afetadas pela combinação dos toxicantes. Foram encontrados valores intermediários na 

atividade nitrérgica, após a administração da combinação de drogas, quando comparados aos 

grupos EtOH e MeHg isoladamente. Este fato pode estar associado a uma redução dos níveis 

de metilmercúrio nas proles devido à interação com o etanol, o que reduz a concentração de 

MeHg no cordão umbilical (GRANDJEAN, 1993). Entretanto, as mudanças 

neurocomportamentais exibiram um padrão completamente inesperado. Se esperávamos a 

potencialização do dano produzido pela intoxicação de EtOH e MeHg, deveríamos encontrar 

um aumento nos padrões de comportamento ansiogênico. Porém, a interação de ambos 

neurotóxicos produziu um efeito mais grave: uma reação comparável ao efeito sedativo 

produzido pelas drogas benzodiazepínicas.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 Os testes comportamentais e a atividade nitrérgica foram afetados pela combinação 

dos efeitos tóxicos do EtOH e MeHg. 

 

 As alterações na atividade histoquímica da NADPH-diaforase afetaram o hipocampo, 

estriado e cerebelo após a intoxicação com etanol, metilmercúrio e etanol + 

metilmercúrio. 

 

 A atividade nitrérgica no giro denteado afetou as camadas de forma específica: com 

redução na camada polimórfica do MeHg, e aumento no grupo EtOH em ambas as 

camadas polimórfica e molecular do giro denteado assim como na camada molecular 

de CA1.  

 

 A atividade nitrérgica foi afetada de forma distinta nos diferentes grupos 

experimentais no estriado: aumentou em todos os segmentos estriatais do grupo EtOH 

e na região anterior no grupo  EtOH+MeHg, porém estava reduzida na maioria das 

regiões do estriado no grupo MeHg. 

 

 Somente a combinação de EtOH+MeHg teve impacto na atividade nitrérgica no 

cerebelo, na camada molecular, quando comparado ao grupo controle. 

 

 A atividade nitrérgica revelou valores intermediários à intoxicação combinada quando 

comparada aos valores associados à neurointoxicação isolada do álcool e do 

metilmercurio. 

 

 As mudanças comportamentais nos testes isolados confirmam dados já existentes, mas 

revelam após a combinação EtOH+MeHg,  resultado inesperado que lembra o efeito 

sedativo das drogas benzodiazepínicas  no teste de avaliação ansiogênica.  
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 Tomados em conjunto os dados demonstram que a sensibilidade às ações combinadas 

ou isoladas do álcool e do metilmercúrio no SNC dependem possivelmente de fatores 

locais das regiões alvo e das lâminas no interior de cada qual. 
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8. APÊNDICE A 

 

Artigo cientifico produzido apartir dos dados encontrados nas pesquisas realizadas para o 

TCC. 
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