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RESUMO

Nao ha estudos detalhados sobre comportamento e atividade nitrérgica em modelos
experimentais de intoxicacdo por metilmerctrio e etanol durante o desenvolvimento
cerebral. O presente estudo examinou mudangas comportamentais e a atividade
histoquimica diaforase-NADPH no hipocampo, estriado e cerebelo em proles de fémeas
de ratos gravidas intoxicadas por metilmercurio (MeHg) e etanol (EtOH). Campo
Aberto (CA), Labirinto em Cruz Elevado (LCE), Nado Forcado (NF) e Teste de
Esquiva Inibitoria (TEI) foram usados para examinar locomocao, ansiedade, depressdo e
memoria. Apds os testes comportamentais, cérebros com 2 meses de idade foram
processados para histoquimica NADPH-d e avaliados segundo densitometria da
neuropila do hipocampo, estriado e cerebelo. As fémeas de ratos receberam 22,5% p/v
(6,5g/Kg por dia, por gavagem) durante o periodo de gestacao até o 21° dia pés-natal.
No 15° dia de gestagdo, receberam 8mg/Kg de MeHg. Grupos experimentais de EtOH e
MeHg reduziram a freqliéncia e o tempo gasto nos bragos abertos em LCE. MeHg
aumentou a atividade locomotora e a imobilidade no teste do NF; ao mesmo passo que
EtOH+MeHg mostrou uma maior redu¢do na freqiiéncia e no tempo gasto nos bragos
abertos no teste de LCE e maior laténcia no TEI. A atividade nitrérgica no giro denteado
foi reduzida na camada polimorfica do MeHg, mas aumentou no EtOH nas camadas
polimorfica 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
regido anterior de EtOH+MeHg, mas demonstrou-se reduzida na maioria das regides
estriatais de MeHg.

Palavras-chave: intoxicagdo, 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* post-natal day. At day 15™ 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 EfOH+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. INTRODUCAO

A Amazoénia Brasileira ¢ recortada pela atividade garimpeira que se desloca a cada
nova descoberta de ouro, arrastando consigo danos ambientais de propor¢des ainda ndo
completamente avaliados. E sabido que nessas regides, o consumo de bebidas alcodlicas é
elevado, assim como ¢ grave também o problema da contaminag¢do ambiental pelo mercurio,
utilizado na amalgamacdo durante o processo de extracdo do ouro (BISINOTI; JARDIM,
2004; BRABO et al., 2000; DOREA, 2003; HARADA et al., 2001). E evidente o risco de
contaminacdo aguda ou cronica, através do consumo de alimentos contaminados pelo
mercurio (TAVARES et al., 2005). Portanto, mulheres gravidas que vivem nessas areas, €
que consomem bebidas alcodlicas, expdem os filhos a mortalidade na vida intrauterina ou a
distirbios do desenvolvimento incluindo alteragdes comportamentais futuras, tais como
hiperatividade, disfungdo motora, déficit de atengdo e aprendizagem (COSTA et al., 2004;
SATOH, 2003; LANDMARK; AURSNES, 2004).

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) ¢ um periodo critico para a
formagdo da circuitaria nervosa basica e ¢ mais vulnerdvel a neurotoxicidade causada por
substancias neurotdxicas do que no SNC de adultos (GOODLETT et al., 2005). Neste estagio
do desenvolvimento, os sistemas organicos incluindo os neurais crescem em tamanho e
volume e se tornam maduros em relagdo as suas fungdes. Durante esta fase, a exposicao a
determinados neurotoxicos, como por exemplo, o etanol (EtOH) e o metilmercurio (MeHg),
pode resultar em retardos do crescimento e anormalidades estruturais cerebrais (PORSOLT,
1998) que podem ser manifestadas, entre outros aspectos, através de alteracdes
comportamentais (BECKER et al, 1996; PELLOW, 1985) e fisiologicas
(RECHTSCHAFFEN, 2002). Os efeitos podem se apresentar através de anormalidades
funcionais e estruturais que caracterizam a Sindrome Alcoolica Fetal (SAF), que incluem
retardo do crescimento, ma formacao cranio-facial e anormalidades do SNC (JONES;
SMITH, 1973; JONES; SMITH, 1975). Essa sindrome pode produzir permanentes déficits
neuropsicologicos em humanos e em modelos experimentais e a severidade destas
manifestacdes ¢ dependente do tempo de exposicdo, da quantidade de alcool ingerido pela

mae, do genotipo e de fatores de desenvolvimento intrinsecos (OLSON et al., 1998;
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PONNAPPA; RUBIN, 2000; STROMLAND; PINAZO-DURAN, 2002; SULIK, 2005). E
bem conhecido que a exposi¢do aguda e cronica ao etanol (EtOH) resulta em diferentes
respostas fisioldgicas e comportamentais, em experimentos em animais € humanos
(STREISSGUTH et al., 1980; STREISSGUTH et al., 1991; MACHO et al., 2003). Em ratos
e humanos, a idade no desenvolvimento de embrides ou fetos pode ser comparada entre si,
com énfase na fase de desenvolvimento rapido, onde neurénios e glia nas duas espécies sao
similares na aparéncia, ainda que as suas exatas idades cronologicas sejam diferentes

(BAYER et al., 1993).

Portanto, o entendimento dos efeitos deletérios centrais de curta ou longa duracdo
resultantes de qualquer interferéncia no desenvolvimento cerebral, requer ndo somente
conhecimento de sua natureza, mas também do 6rgdo ou regido no momento em que este

sofre a agressao (RODIER, 1980).

Além da importancia direta da agao toxica do EtOH e do MeHg para a saude humana,
os compostos mercuriais possuem grande habilidade de atravessar facilmente as membranas
plasmatica, encefdlica e placentdria, e acumular-se em tecidos especificos, gerando
intoxicagdes no SNC, rins, figado, bago, coragdo, cabelos, unhas e ossos dos recém-nascidos

(AZEVEDO, 2003; STERN, 2005).

Muito embora a toxicidade desses dois compostos isolados seja relativamente bem
estudada, a interacdo entre EtOH e MeHg ainda ndo ¢ bem entendida, principalmente quanto
aos seus efeitos combinados sobre o SNC. Neste estudo analisa-se em particular as acgdes
deletérias sobre a atividade das enzimas de sintese do 6xido nitrico, um neuromodulador com

impacto direto sobre o desenvolvimento e a plasticidade neural.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Investigar

11

possiveis alteragdes comportamentais e das enzimas de sintese do 6xido

nitrico em ratos adultos que foram submetidos simultaneamente a intoxicacgdo pelo etanol e

pelo metilmercurio durante o periodo perinatal.

1.1.2 Especificos

Investigar possiveis efeitos comportamentais nos testes de campo aberto
(atividade locomotora), labirinto em cruz elevado, nado for¢ado e esquiva
inibitoria de ratos adultos submetidos a intoxicacao alcodlica e mercurial no
periodo perinatal.

Investigar possiveis efeitos sobre a atividade NADPH-diafordsica no
hipocampo, giro denteado, cerebelo e estriado dos ratos submetidos a

contaminagao aos dois neurotdxicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALCOOL, METILMERCURIO E DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO

Hé algum tempo estd estabelecido que o padrao de formacao siniptica entre axonios
em crescimento e seus alvos sdo dependentes da estabilizagdo das conexdes sindpticas e estas
ultimas estdo relacionadas a ativacao dos circuitos que as contém. A auséncia de tal ativagao

pode ser fatal para essas conexdes impedindo sua estabilizagdo (PURVES et al., 2000).

O impacto do alcool sobre tais conexdes relacionadas a Sindrome Alcoodlica Fetal ¢ de
extrema importancia para compreensao da fisiopatologia da neurointoxicagdo relacionada.
Anomalias do desenvolvimento do sistema nervoso associada a exposi¢do materna ao alcool

tém sido extensivamente estudadas usando modelos animais.

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

sd0 os nucleos da base, o cerebelo e o hipocampo (MATTSON et al, 2001).

No hipocampo, estudos neuroanatomicos tém mostrado reducdo no nimero de
neurdnios, diminui¢do da densidade de espinhas dendriticas, e diminui¢do da resposta plastica
normalmente aumentada apds enriquecimento ambiental (BERMAN; HANNIGAN, 2000;
MIKI et al., 2003). A exposi¢dao cronica pré-natal ao alcool diminui o nimero de células
piramidais do hipocampo (regido CAl) em porcos-da-india jovens (GIBSON et al., 2000) e
adultos (ABDOLLAH et al., 1993).

Com relagdo ao metabolismo dopaminérgico do estriado, a injecao pré-natal de etanol
no oitavo dia, reduz a liberagdo de dopamina e aumenta a sensibilidade dos receptores pos-

sinapticos de dopamina. (FULGINITI et al., 1994).
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No cerebelo, a exposicdo pré-natal ao etanol inibe a neurogénese durante o
desenvolvimento, afetando a expressdo das maquinarias de sintese do ciclo celular no periodo

pos-natal (ELFERING et al., 2002).

No que concerne as sintases do 6xido nitrico (SON), de interesse para o presente
trabalho, a ativa¢do dos receptores do NMDA parece desempenhar um papel importante na
regulacdo da sobrevivéncia neuronal, no crescimento dendritico e axonal, na plasticidade
sinaptica e sinaptogénese no hipocampo. (REYNOLDS; BRIEN, 1995; KIMURA et al.,
2000). A atividade enzimatica da sintase de 6xido nitrico estd presente e aumentada durante a
vida fetal, alcangando atividade maxima durante a vida pos-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 6xido nitrico neuronal) através da inibicdo da atividade do receptor do
NMDA, associado a redugdo do influxo de calcio e posterior reducao da atividade da SON-n
calcio-calmodulina dependente (DAVIS; SYAPIN, 2005). Os efeitos neurotdxicos da
exposi¢ao cronica pré-natal ao etanol associados as mudangas na SON-n podem promover
mudanga transitdria ou permanente da atividade da SON-n, dependente do periodo de vida, da
regido cerebral e das doses deste neurotoxico (KIMURA et al., 2000; PHILLIPS et al., 2000;
NAASSILA etal., 2003; JANG et al., 2005).

E possivel também que um dos mecanismos de toxicidade do EtOH esteja associado a
geracdo de espécies reativas do oxigénio (EROS) e outros radicais livres que sdo gerados
durante o seu metabolismo, causando peroxidacdo de lipidios por estresse oxidativo, no
figado, cérebro, coracdo e musculos 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 concentragdes de metilmercurio durante a
gestacdo apresentam déficits neuropsicologicos pos-natais, incluindo déficits de linguagem,
atencdo, memoria, distirbios motores e visuo-espaciais. (ETO, 2000; COSTA et al., 2004;
DAVIDSON et al., 2004). A analise sistematica desses dados tem mostrado que o SNC em

desenvolvimento no periodo pré-natal ¢ consideravelmente mais sensivel aos efeitos toxicos
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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 embrides tratados com MeHg
subsidia a afirmacdo de que esse neurotdxico exerce sua a¢ao nas populagdes neuronais e
gliais, através de um ou mais mecanismos. A interferéncia observada do MeHg no movimento
neuronal e na diferencia¢do celular, pode ser resultado do impedimento da repolarizagdo e
formacao dos microtibulos (CASTOLDI et al., 2001; CLARKSON, 1993; WHO,1990). Os
efeitos na migragao neuronal em culturas de células revelam cessa¢do do movimento celular a
partir da concentracdo 10 uMol de MeHg (COSTA et al., 2004). Vérios sdo os alvos celulares
e moleculares da exposicdo ao MeHg no sistema nervoso, incluindo barreira
hematoencefélica; citoesqueleto; transporte axonal; producdo, secrecdo, captacdo e
metabolismo dos neurotransmissores; sinalizagcdo celular; sintese de proteinas, DNA e RNA;
sistemas respiratorios e geragdo de energia (COUNTER; BUCHANAN, 2004; SHAFER et
al., 2002).

Os efeitos moleculares da intoxicagdo pelo MeHg incluem distarbios na homeostase
do célcio relacionado ao acumulo intracelular (YUAN; ATCHINSON, 2007), formagao de
radicais livres, danos ao sistema de microtubulos e inibicdo competitiva do sistema
muscarinico colinérgico, danos na producdo de receptores dopaminérgicos em cérebros de
ratos adultos, assim como induzem a elevacdo dos niveis de 6xido nitrico e glutamato no

espaco extracelular (CASTOLDI et al., 2001).

Um dos efeitos primarios do MeHg sobre a transmissao sindptica ¢ o aumento, seguido
de diminuicdo, da liberacdo de neurotransmissor, assim como da liberagdo provocada pelo
impulso nervoso (JUANG; YONEMURA, 1975; YUAN; ATCHISON, 1993). A diminui¢ao
provocada pela liberacdo de neurotransmissor tem sido associada a redugdo da quantidade
disponivel para a liberagdo (ATCHISON; NARAHASHI, 1982), ao bloqueio dos canais de
calcio dependentes de voltagem que controlam a exocitose das vesiculas sindpticas e a
diminuic¢ao da excitabilidade da membrana neuronal (HARE; ATCHISON, 1992; SHAFER;
ATCHISON, 1989).

O aumento da liberacdo espontdnea de neurotransmissor, observado no inicio da

exposicdo ao MeHg, parece depender do aumento da concentrag@o intracelular de célcio, a
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partir da liberacdo deste ion por organelas intracelulares e ndo apenas pela sua entrada através
da membrana plasmatica, uma vez que o aumento da concentragdo extracelular de calcio e o
bloqueio dos canais de cédlcio da membrana plasmatica ndo previnem completamente esse

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

O MeHg também inibe a recaptagdo do neurotransmissor ou de seus precursores pelo
botdo sinaptico (LEVESQUE et al., 1992; O’KURSKY, 1989). Este efeito parece ser devido
ao comprometimento da bomba de Na'/K" ATPase e, portanto, a diminui¢do do gradiente
eletroquimico criado por esta enzima, necessario ao funcionamento dos transportadores de
neurotransmissores da membrana plasmatica (RAJANNA; HOBSON, 1985). Em ratos
adultos o MeHg se acumula nos astrocitos, interferindo na captagdo de glutamato, resultando
em altas concentragdes do neurotransmissor no meio extracelular perturbando a homeostase

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

E bem conhecido que os astrocitos tém um papel ativo no desenvolvimento e fungio
do SNC, que por haver a presenga de jungdes do tipo gap, ha um trabalho funcional que
mantém a composicao fisiologica do fluido extracelular que, entre outras fungdes, preserva os
neurdnios da excitotoxicidade mediada pelo glutamato, que tem sua recaptagdo inibida pelo
MeHg (JUAREZ et al., 2005). A redu¢do de astrécitos diante da contaminagdo pelo MeHg,
pode ser resultante mais do prejuizo de suas células percussoras, do que da degeneracdo da
astroglia. (ASCHNER; KIMELBERG, 1996; BARRES; BARDE, 2000; RANSOM et al.,
2003).

Além disso, sabe-se que o MeHg também afeta a transmissdo sindptica através do
comprometimento funcional das enzimas de sintese de neurotransmissores (OMATA et al.,
1982; TSUZUKI, 1981). Esta resposta deve-se a sua grande afinidade por ligantes contendo
grupos tiois, com subseqiliente inativagdo das enzimas com grupos sulfidril, comprometendo o
metabolismo celular, a sintese de neurotransmissores, a transmissao sinaptica, a homeostase
de ions e a sintese protéica, assim como todos os fendmenos dependentes de enzimas alvos

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

Finalmente, em modelos animais, tem sido demonstrado que elevados niveis de 6xido
nitrico relacionado a ativagdo de receptores NMDA e atividade da SON-n calcio-calmodulina

dependente pode estar relacionado ao importante papel no processo de degeneragdo



16

ocasionada pela intoxicacdo pelo metilmercurio (YAMASHITA et al., 1997). A reacdo do
oxido nitrico com anions superoxido, metais ou grupos sulfidrilicos, produz uma variedade de
produtos secundarios que inclui peroxinitrito, que ¢ um componente ativo do estresse
oxidativo (KIM et al., 2002). Oxido nitrico (ON) em niveis fisiologicos parece desempenhar
um papel-chave na plasticidade sinaptica, no potencial de longa duracao (LTP) e na depressao
de longa duracdo (LTD) e esses eventos eletrofisiologicos estdo relacionadas com a
aprendizagem e memoria. Estes mecanismos parecem ser dependentes de oxido nitrico 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 evidéncias 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 metilmercurio quanto o etanol de forma isolada afetam
as enzimas de sintese do 6xido nitrico, tornando-se interessante investigar de que forma a
acdo combinada desses neurotoxicos durante o neurodesenvolvimento, poderia afetar o

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

2.2 ATIVIDADE NITRERGICA, NEURODEGENERACAO E INTERACAO ALCOOL E
MEHG

Estudos anteriores da atividade nitrérgica demonstraram niveis alterados das enzimas
de sintese do 6xido nitrico (ON) em doengas neurodegenerativas. Uma das hipoteses que se
tem investigado ¢ de que os efeitos neurotdxicos sejam conseqiiéncias da geracdo excessiva
de radicais livres (MONCADA; BOLANOS, 2006). O ON reage com anions superoxidos
para formar peroxinitrito através da cascata peroxinitrito/poli-ADP-ribose (ELIASSON et al.,
1999; SZABO et al., 1996). O peroxinitrito produzido através da sintese descontrolada de ON
também afeta o fluxo sanguineo cerebral produzindo vasoconstri¢do ou bloqueio das reagdes
vasomotoras (SZABO et al., 1996). O ON pode produzir nitrosilagdo de uma variedade de
proteinas, inibindo a fosforilagdo e a via glicolitica comprometendo a produgdo de energia
celular (BARANANO; SNYDER, 2001). O ON age como mensageiro retrégrado induzindo

liberagdo de glutamato em terminais pré-sinapticos induzindo a uma retroalimentacdo positiva
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para excitotoxicidade. A excessiva liberacdo de ON especialmente em resposta a ativagao do

receptor de NMDA pode levar a morte neuronal sob condicdes neurotoxicas.

A familia de enzimas denominadas Sintases do Oxido Nitrico (SON), é responsavel
pela sintese estequiométrica de citrulina e ON a partir da L-arginina em uma reagdo que ¢
dependente de NADPH (ALDERTON et al., 2001; BREDT et al., 1991; LOWENSTEIN ¢
SNYDER, 1992). Foram descritas trés diferentes isoformas nessa familia a forma constitutiva
neuronal (SONn) a forma induzida imunologica (SONi) e a forma constitutiva endotelial
(SONe). Enquanto a SON imunologica ¢ independente de célcio, as outras duas enzimas sao
dependentes deste ion. A forma imunolédgica das sintases ocorre em niveis fisioldgicos muito
baixos, mas ¢ induzida fortemente diante de um quadro infeccioso. A SON neuronal ¢
encontrada sobretudo nos dendritos ¢ no soma dos interneurdnios, mas também nos terminais
axonais de projecodes corticais ou sub-corticais. A SON imunologica ¢ encontrada, sobretudo
em macrofagos, 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 6xido nitrico (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 estd localizada nas membranas
pré- e pds-sindpticas apos a potenciagdo de longo prazo (LTP). O 6xido nitrico € um gas
livremente difusivel e extremamente permeavel & membrana que atua em neurotransmissores
retrogrado e anterogrado (WANG et al., 2005). Em conseqiiéncia dessa natureza gasosa,
tentativas para localizagcdo de seu sitio de produ¢do sdo mais bem sucedidas quando se tenta

localizar suas enzimas sintéticas.

A degenera¢dao neuronal causada pela exposi¢do ao MeHg tem sido documentada
como conseqiiéncia 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 10uM) causam um rapido prejuizo da
atividade mitocondrial e lise da membrana plasmatica, resultando em extensiva morte
necrotica. J4 a exposi¢do a baixas concentracdes de MeHg (menor ou igual a 1uM) pode

induzir morte de células granulares cerebelares por apoptose (CASTOLDI et al., 2000). Com



18

a perda neuronal, sdo observadas alteracdes como irritabilidade, depressdo, ansiedade e

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

Dentro deste contexto, o consumo de peixes em areas proximas a atividade garimpeira,
tem sido considerado uma via importante de exposicdo humana ao MeHg. Concentragdes
elevadas, acima dos valores aceitaveis definidos pela Organizagdo Mundial da satide (OMYS),
foram documentadas em peixes da regido do rio Tapajés, no estado do Para (PINHEIRO et
al., 2000). A cada 450 gramas de ouro extraidas dos rios da Amazonia, aproximadamente o
dobro de mercurio ¢ despejado nos rios. Assim sendo, estima-se que cerca de 70 a 170
toneladas desse metal sdo langados anualmente no meio ambiente, na regido dos garimpos

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

Estudos acerca da interacao entre metilmerctruio e etanol sdo escassos. Em estudos
realizados por Tamashiro e colaboradores (1986), foram observados os efeitos do EtOH
quanto a morbimortalidade e distribuicao do merctrio nos tecidos de ratos tratados oralmente
com dose didria de 5 mg/kg de MeHg, por 10 dias consecutivos. O EtOH potenciou a
toxicidade do MeHg quanto as manifestagdes neuroldgicas e mortalidade. Além disso, essa
associacao 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 didria 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 apos o pré-tratamento de MeHg, mostrou que o
MeHg teve pouca influéncia no metabolismo do EtOH devido as suas ligagdes ndo-

especificas com grupo sulfidril no organismo (OHMIY A ; NAKAI 1977).

As associagdes dessas substincias também foram investigadas quanto a funcdo e
histologia renal, onde a nefrotoxicidade ficou mais evidente nos animais que receberam a
associagdo das substancias do que naqueles que receberam as drogas isoladas (RUMBEIHA
et al.,, 1991, 1992). Esses resultados, entretanto, ndo foram observados por outros
pesquisadores (TURNER et al., 1990), enquanto outros tentam entender outros aspectos

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

Uma vez que o etanol e o metilmercurio sdo atores neurotdxicos cuja interagdo ¢

relativamente comum em garimpos ha regido amazonica, tornou-se interessante realizar
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estudos com o intuito de tentar identificar alteracdes neurais (hipocampais, cerebelares e
estriatais) tardias (ratos de 60 dias), induzidas pela ingestdo alcoodlica e pela contaminagao
mercurial de nutrizes, para estabelecer um modelo experimental de interesse epidemiologico.
Dessa maneira, a pesquisa proposta pretende colaborar no sentido de preencher parte da
caréncia de dados em estudos dedicados a interacdo etanol/metilmercurio durante o
desenvolvimento. A idéia central € investigar se ha possiveis interagdes toxicocinéticas entre
os dois elementos que alterem a fungdo neural no hipocampo, estriado e cerebelo, gerando
conseqiiéncias cognitivas e comportamentais tardias a partir de lesdes impostas durante o

desenvolvimento.
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3. MATERIAL E METODO

Todos o0s procedimentos envolvendo animais foram realizados conforme as
recomendacdes do Instituto Nacional de Satude (INS - USA) tendo sido o projeto previamente
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com animais de experimentacio. Um total de 40
ratos Wistar (20 fémeas e 20 machos) com 3 meses de idade foram doados pelo Instituto

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

Apbs a copula, as fémeas foram examinadas na manha seguinte quanto a presenca de
um tampao vaginal. Caso o mesmo estivesse presente, esse dia era considerado o primeiro dia

da gestacao.

Os animais obtiveram livre acesso a racdo comercial (NUVILAB, 23% de proteinas) e
a agua de torneira. Os animais foram mantidos em um ciclo diario de 12 h em luz artificial e

12 h no escuro durante todo o experimento.

As fémeas com tampodes vaginais foram abrigadas individualmente e divididas em 4
grupos de tratamento: metilmercurio (MeHg, n=5), etanol (EtOH, n=5), etanol +
metilmerctrio (EtOH+MeHg, n=5) e controle (C, n=5).

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

por gavagem no 15° dia da gestacdo para ambos os grupos MeHg ¢ EtOH+MeHg.

Tratamento para o grupo EfOH: administrou-se 6,5g/Kg (22,5% p/v) as ratas, por
gavagem, diariamente durante a gestacdo e lactacdo (21 dias da gestacdo e 21 dias da

lacta¢do) para ambos os grupos EtOH ¢ EtOH+MeHg.
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O grupo controle recebeu por gavagem apenas agua de torneira durante o mesmo

periodo descrito para o grupo EtOH.

As maes foram sacrificadas ap6s o fim do periodo de lactagdo e as proles aos dois

meses de idade.

3.1 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Ap0s o nascimento, os filhotes foram mantidos com suas maes e foram pesados a cada
cinco dias até o 21° dia pos-natal, quando foram agrupados por sexo e regime de tratamento e

foram, neste momento, removidos da companhia da mae.

No 60° dia pés-natal, os animais foram pesados ¢ todas as cobaias dos diferentes
grupos experimentais foram submetidas aos seguintes testes: campo aberto, labirinto em cruz
elevado, nado forcado e teste da esquiva inibitéria. Foram realizadas analises as 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 apos o rato ser colocado no centro do campo
aberto dava-se inicio a marcagdo da locomogao. Era considerado um cruzamento completo a
outro quadrante quando o rato ultrapassava a linha com as quatro patas. O nimero total de
quadrantes cruzados foi registrado manualmente. O teste foi executado em sessdes 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 especifico para
testes comportamentais, livre de ruidos. O aparato consistia em dois bragos abertos (50 cm
comprimento x 10 cm de largura) e dois bragos fechados (50 cm comprimento x 10 cm de
largura) com uma intersec¢do central (5x5 cm) elevado a 50 cm do chdo. Durante o teste, os
animais foram posicionados individualmente no centro do LCE, de frente para um dos bracos
fechados. A duragdo 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 sessdes do
teste individual. Os dados foram coletados manualmente. As medidas incluem o nimero de
entradas e o tempo que os animais permaneceram nos bragos aberto e fechado. O aumento do
tempo no bracgo aberto foi interpretado como comportamento do tipo ansiolitico (PELLOW et

al., 1985; LISTER, 1990).

3.1.3 Nado Forc¢ado

O teste do nado for¢ado (TNF) ¢ um teste amplamente utilizado no rastreamento do
comportamento do tipo depressivo em roedores. Quando os roedores sdo posicionados em um
cilindro de dgua sem oportunidade de fuga, eles tipicamente expdem uma postura imovel que

parece refletir um estado de “desespero comportamental”.

Como paradigma do nado for¢ado, os ratos foram individualmente for¢ados a nadar
dentro de cilindros verticais e transparentes tipo Plexiglass, contendo 35 cm de 4gua mantida
a 22+ 1°C. Apds 5 minutos na dgua, eles eram removidos e secos antes de retornar as suas
caixas. O tempo de duracao total da postura imovel foi contabilizado nos tltimos 3 minutos.
Os primeiros 2 minutos foram considerados como um periodo de habituagao. O rato era
considerado imdvel sempre que permanecia flutuando passivamente na dgua com as costas

levemente arqueadas, mas em uma posi¢ao ereta apenas com a cabega acima da superficie.

3.1.4 Esquiva Inibitoria
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A esquiva inibitdéria ¢ um modelo de teste comportamental animal motivado por
escape ¢ memoria (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). O aparato consiste em uma caixa
confeccionada em aluminio (50x50x35 ¢cm), com assoalho de barras de cobre, distribuidas a
uma distancia de 0,9 cm entre si, conectadas a um estimulador elétrico. Sobre as grades do

assoalho foi colocado uma plataforma cilindrica, de madeira impermeavel (15x5 cm).

Com 60 dias de idade os animais foram submetidos ao teste da esquiva inibitéria.
Neste primeiro dia de teste, os ratos foram simplesmente posicionados por 5 minutos dentro
do aparato para habituagdo. No dia do treinamento, os animais foram posicionados na
plataforma de madeira e foi registrado o tempo de permanéncia na plataforma (este tempo foi
designado linha de base 1 - LB1). Apds a descida da plataforma, os animais foram retirados
do aparato por 5 minutos e ap6s este periodo, houve a recolocagdo do rato na plataforma de
madeira, porém imediatamente apos 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 alcangarem o assoalho do aparato, com as quatro

patas (sessdo de teste).

3.2 PERFUSAO E PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

Ao final do teste da esquiva inibitdria, 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), (Laboratorios Konig), e perfundidos transcardiacamente com solugdo
salina heparinizada durante 10 minutos, seguida de solu¢do fixadora de paraformaldeido a 4%

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

A reagdo histoquimica de NADPH-diaforase requer fixacao aldeidica para promover a
inibicdo de outros tipos de 6xido-redutases dependentes de NADPH-diaforase, que também
convertem os sais de tetrazolium a produtos coloridos e insoliveis por mecanismos redutores.
A utilizacdo de paraformaldeido a 4% inibe a atividade das outras diaforases ao mesmo tempo
em que aumenta a deposi¢do de formazan em populagdes NOS-positiva (BUWALDA et al.,
1995).
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Apbs a perfusdo e craniotomia, os cérebros foram removidos, pesados imediatamente,
e submersos durante a noite a 4°C em tampao fosfato 0,1M, com pH 7,2-7,4. Secg¢des
parassagitais dos hemisférios direitos de 150 um de espessura foram obtidas no vibratomo e
processadas para a reagdo histoquimica de NADPH-diaforase, seguindo modelo presente na

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

Em resumo, as sec¢des foram recolhidas em solucdo de tampao fosfato 0,1M pH 7,4 e
entdo incubadas a 37° C na mistura da reacdo histoquimica. A solucdo histoquimica
constituia-se de: 0.6% de 4cido malico em tampao TRIS 0,1 M, com o pH final 8,0, ao qual
foi adicionado BNADP (0.1% p/v), cloreto de manganés (0.04% p/v) e nitroblue tetrazolium
(0.03% p/v), previamente diluidos em DMSO (0.3% p/v). Ao final da preparagdo, triton X-
100 a 0,1% v/v foi adicionado a mistura e as sec¢des foram, entdo, incubadas nessa solucao a

37° C, em continua agitacao.

A fim de minimizar as provaveis variagdes da reacdo em diferentes grupos, foram
mantidas todas as sec¢oes dos diferentes grupos experimentais na mesma solu¢ao durante o
mesmo periodo de tempo, a cada dia. As reagdes foram interrompidas quando, com a inspegao
através do microscopio, no produto da reacdo foi visualizado os dendritos distais

(prolongamentos de segunda e terceira ordem).

A reacdo terminou ap0s a neutralizagdo das secc¢des, lavando-as trés vezes por 10 min

cada, em solucdo tampao fosfato 0,1M, pH 7,4.

As secgdes foram montadas em laminas, embebidas em glicerol, e seladas com

esmalte de unha.

E valido lembrar que todos os produtos quimicos empregados no presente trabalho

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

3.3 ATIVIDADE HISTOQUIMICA EM HIPOCAMPO, ESTRIADO E CEREBELO
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Em cada grupo experimental foram selecionadas de 8 a 12 sec¢des do hipocampo,
estriado e cerebelo de cada animal para densitometria. Para determinar a densidade do
produto da reagdao, mediu-se a transmitancia de luz através das secgoes de regides anatdmicas
similares usando-se um fotometro (Tektronix mod J17) com probe de lumindncia (J1803)
acoplado a um microscopio Optico (Zeiss), com valores expressos em candelas/um2. A
objetiva foi escolhida de acordo com a permanéncia da janela circular do diafragma do
microscopio em cada uma das camadas em estudo (hipocampo, estriado e cerebelo), sem

avangar as camadas vizinhas.

ApoOs estimar a faixa linear do fotometro através de séries de sec¢des reagidas
histoquimicamente, o controle de intensidade de Iuz do microscopio foi mantido
constantemente em 10 v. Este valor foi escolhido para assegurar que existiria uma relacdo
linear entre os depdsitos de formazan e os valores de transmitancia. Deste modo, quando a
atividade nitrérgica, associada a maiores depositos de formazan, aumenta em uma

determinada area, o valor de transmitancia correspondente diminui.

Para obter uma média para cada animal, foram realizadas analises de 8 a 12 secc¢des do
hipocampo, estriado e cerebelo e, posteriormente, foi calculada a média para o numero de

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

A reagdo NADPH-d estd sujeita a variabilidade e demonstra um decréscimo na
atividade com o decorrer do tempo. Desta maneira, com a finalidade de realizar uma andlise
comparativa de tecidos que ndo foram sujeitos a reagdo histoquimica ao mesmo tempo e,
portanto, submeteram-se a condi¢des experimentais discretamente diferentes, foi adotada uma
escala relativa e normalizada, com base na escolha de uma medida de controle interna em
cada seccdo, a qual ndo estaria significantemente afetada pela reacdo. Isto permitiu a
comparacao entre sec¢oes reagidas em diferentes momentos. Para a andlise da neuropila, foi
escolhida como medida de controle interno a transmitdncia luminosa através da camada
granular do giro denteado, designada Tmax, para minimizar o efeito da reagdo entre as
seccoes de um mesmo animal, dentro de mesmos grupos experimentais e entre os mesmos. A
transmitincia de uma camada particular do hipocampo, estriado e cerebelo, era designada
como Tmin. Um indice de contraste (C) foi calculado de acordo com uma equacdo

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

Com relagao a analise do cerebelo e do estriado, limitamos a analise da transmitancia a
regido 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 relagdo ao valor de transmitancia da camada granular do giro denteado da mesma
seccdo. As medidas de transmitincia 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 obtengao da analise regional dos
efeitos neurotdxicos sobre a atividade nitrérgica, conforme a seguir: anterior-dorsal (AD),

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

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a andlise estatistica paramétrica para avaliar o grau de significancia dos
resultados aplicando-se a andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste a priori de
Bonferroni, aceitando-se como significantes as diferencas entre grupos com intervalo de

confianca minimo de 95% (p<0,05).

3.5 DOSAGEM DE ETANOL E METILMERCURIO

A concentracdo sérica de etanol foi dosada apds todos os procedimentos
experimentais, porém antes da fixacdo. Para isso foi utilizado o procedimento de Widmarck
ligeiramente modificado (BROUWER, 2004). A concentragdo de metilmercurio foi estimada
em pélos de animais adultos por absor¢do atomica em espectofotdmetro pelo método da
amalgamacdo em ouro, utilizando um Analisador de Mercurio (modelo SP3D/Nippon

Instruments Corporation).
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4. RESULTADOS

4.1 CONCENTRACAO DE ETANOL E METILMERCURIO

A tabela 1 demonstra os valores médios da concentracao sérica de etanol e a média
dos desvios padrao encontrada nas progenitoras (no 21° dia pds-parto) e na prole (no 60° dia
poOs-parto). Nao houve significancia estatistica na concentragdo alcoodlica entre os diferentes

grupos experimentais.

TABELA 1 — Concentracio sérica de etanol nas mées e proles de ratos Wistar.

Tratamento Madae  Proles
EtOH 0.56 047+
EtOH+MeHg 0.57+ 0.77%

Fonte: Protocolo de Pesquisa

A tabela 2 revela os valores médios e a média dos desvios padrao da concentracao de
metilmerctrio em pélos das maes (no 21° dia p6s-natal) e da prole (no 60° dia pds-natal). Note
que a concentragao pilosa de metilmercurio no grupo EtOH+MeHg para ambos maes € prole,

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

p<0,05).

TABELA 2 - Concentracio pilosa de metilmercurio em maies e proles de ratos
Wistar(*p<0,05).

Tratamento Maes Proles
MeHg 5.86+2.06 3.82+0.43
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EtOH+MeHg 191+1.29* 1.63+0.21*

Fonte: Protocolo de Pesquisa

4.2 PESO CORPORAL E PESO DOS ENCEFALOS

No 21° dia pods-natal, todos os grupos experimentais comparados ao controle
apresentaram baixo peso (C=34,05+2,84; MeHg=2437+ 0,95, EtOH=2229+ 234;
EtOH+MeHg=25,13+ 3,10; média+d.p.) [F(3,12)=4,48, p<0,05] (Grafico 1). Esta perda de
peso foi completamente recuperada no dia em que os animais foram sacrificados (61° dia pds-
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.) (Grafico 2).
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Grafico 1 - Peso corporal das proles no 21° dia pés-natal. (C = grupo controle,
EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercurio, EtOH+MeHg = grupo

metilmercurio+etanol);(*p<0,05).
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Fonte: Protocolo de Pesquisa

Grafico 2 - Peso corporal das proles no 61° dia pés-natal. (C = grupo controle,
EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercurio, EtOH+MeHg = grupo

metilmercurio+etanol).

O peso dos encéfalos umidos também apresentaram redugdo nos grupos EftOH 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](Grafico 3).
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Grafico 3 - Peso dos encéfalos umidos das proles. (Controle = grupo controle,
EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercurio, EtOH+MeHg = grupo

metilmercurio+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 espontanea 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+241,
EtOH+MeHg=44,6+5,21; média+d.p) [F(3,76)= 7,31, p<0,01] (Grafico 4).
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N° de quadrantes cruzados

C EtOH MeHg MeHg
+EtOH

Fonte: Protocolo de Pesquisa

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

MeHg = grupo metilmerciurio, EtOH+MeHg = grupo metilmercurio+etanol);

(p<0,01).

No LCE, todos os grupos reduziram o tempo (TA) [F(3,76)=27,83, p<0,01] ¢ a
freqiiéncia (FA) [F(3,76)=35,94, p<0,01] no brago aberto, ao passo que aumentaram o tempo
de permanéncia no braco fechado (TF) [F(3,76)=27,83, p<0,01] quando comparados ao grupo
controle. Somente o grupo EtOH+MeHg reduziu a freqiiéncia de entrada no braco fechado

(FF) [F3,76)=15,46, p<0,05] (Gréfico 5 A ¢ B).
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Grafico 5 - Teste do labirinto em cruz elevado. A — Tempo de permanéncia dos
ratos nos bracos aberto e fechado. B — Freqiiéncia de entrada nos bracos aberto e
fechado. (TA — tempo de permanéncia no braco aberto, TF — tempo de
permanéncia no braco fechado, FA — freqiiéncia de entrada no braco aberto, FF
— freqiiéncia de entrada no braco fechado); (C = grupo controle, EtOH = grupo
etanol, MeHg = grupo metilmercurio, EtOH+MeHg = grupo

metilmercurio+etanol);(*p<0,05 e 1p<0,01).
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Como mostrado no grafico 6, os grupos MeHg ¢ EtOH aumentaram o tempo imovel
no nado for¢ado, realizando apenas pequenos movimentos para manter a cabega acima da
superficie da agua [F(3,76)= 6,56, p<0,01]. O grupo EtOH+MeHg revelou somente uma

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

30 «
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15
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~MeHg
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Fonte: Protocolo de Pesquisa

Grifico 6 - Teste do nado forcado. (C = grupo controle, EtOH = grupo etanol,
MeHg = grupo metilmerciario, EtOH+MeHg = grupo metilmercurio+etanol);
(p<0,01).

Os dados relacionados ao teste da esquiva inibitoria podem ser vistos no grafico 7. O
teste da esquiva inibitdria revelou diminui¢do do aprendizado, da consolidagdo da memoria ou
de ambos nos grupos tratados com EtOH, MeHg ¢ EtOH+MeHg[F(3,76)=6,33, p<0,05]. Este
ultimo grupo demonstrou uma diferenca estatistica significante comparado aos grupos EtOH

[F(3,76)=6.33, p<0.01] ¢ MeHg [F(3,76)=6.33, p<0.01].
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Grafico 7 - Teste da Esquiva Inibitoria. (LB1- linha de base 1, LB2 — linha de
base 2, Teste — sessao de teste); (C = grupo controle, EtOH = grupo etanol, MeHg
= grupo metilmercurio, EtOH+MeHg = grupo metilmercurio+etanol);(*p<0,05 e

+p<0,01).

4.4 ATIVIDADE HISTOQUIMICA NADPH-DIAPHORASE

Nas condi¢des experimentais empregadas, a atividade nitrérgica no estriado e no
hipocampo foram mais vulnerdveis em relacdo a do cerebelo. A administracdo de etanol
aumentou a atividade nitrérgica em todas as quatro regides 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 diminui¢do 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 regido anterior do estriado foi afetada no grupo

EtOH+MeHg, demonstrando um aumento nos valores de contraste nas regides 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
(Grafico 8 Ae B e Foto 1).

Valores de contraste

125

= Controle
w73 EtOH
=m MeHg
- E+M

Transmitéancia absoluta

0.7

% — Controle
EtOH
===t MeHg
# wmm EtOH+MeHg

AD

Fonte: Protocolo de Pesquisa

Grifico 8 - Atividade histoquimica no estriado. A - Valores de contraste da
NADPH-diaforase entre os grupos experimentais nas diferentes regioes do
estriado. B — Valores médios de transmitincia entre os grupos experimentais nas
diferentes regioes do estriado. (AV — regido anterior-ventral, AD — regido
anterior-dorsal, PV — regido posterior-ventral, PD — regido posterior-dorsal);
(Controle = grupo controle, EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercurio,
EtOH+MeHg = grupo metilmercurio+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 1 - Fotomicrografia da atividade histoquimica NADPH-diaforase na regiao
AV do estriado de seccdoes que ilustram a média dos valores de transmitancia

entre os grupos experimentais. Escala =500 pm.

O hipocampo foi mais sensivel ao etanol quando comparado aos grupos MeHg e
EtOH+MeHg (Grafico 9 A e B e Foto 2). Nesta regido, a camada lacunoso molecular de CAl
[F(3,18)=8,52; p<0,01], a camada molecular [F(3,18)=13,87; p<0,01] e a camada polimoérfica
[F(3,18)=8,21; p<0,05] do giro denteado, obtiveram um aumento na atividade nitrérgica apos
o tratamento com EtOH, enquanto que MeHg reduziu a atividade nitrérgica somente na
camada polimorfica [F(3,18)=8,21; p<0,05]. EtOH+MeHg teve apenas um baixo valor de
transmitdncia na camada polimoérfica[F(3,18)=4,62, p<0,05], na camada molecular
[F(3,18)=4,06, p<0,05] ¢ na camada lacunosa [F(3,18)=4,90, p<0,05] quando comparado ao
grupo controle. (Grafico 9 e Foto 2).
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Grafico 9 - Atividade histoquimica no hipocampo. A — Valores de contraste da
NADPH-diaforase entre os grupes experimentais nas diferentes regioes. B —
Valores médios de transmitincia entre os grupos experimentais nas diferentes
regioes. (GnGD — camada granular do giro denteado, PO — camada polimoérfica,
SM - camada molecular, SL. — camada lacunosa); (Controle = grupo controle,
EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercurio, EtOH+MeHg = grupo
metilmercurio+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
seccoes que ilustram a média dos valores de transmitincia entre os grupos

experimentais. Escala = 250 pm.

Somente a combinacdo 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]

(Grafico 10 A e B e Foto 3).
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Grafico 10 — Atividade histoquimica no cerebelo. A — Valores de contraste da
NADPH-diaforase entre os grupos experimentais nas diferentes regioes. B —
Valores médios de transmitancia entre os grupos experimentais nas diferentes
regioes. (Gr — camada granular, Mol — camada molecular); (C = grupo controle,
EtOH = grupo etanol, MeHg = grupo metilmercurio, EtOH+MeHg = grupo

metilmercl’lri0+etanol);(#p<0,05).

EtOH+MeHg

Fonte: Protocolo de Pesquisa

Foto 3 — Fotomicrografia da atividade da NADPH-diaforase no cerebelo de
seccoes que ilustram os valores médios de transmitincia entre os diferentes

grupos experimentais. Escala =100 pm.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, observamos mudangas comportamentais ¢ alteragdes na
atividade histoquimica NADPH-diaforase no hipocampo, estriado e cerebelo apds a
intoxicagdo com etanol, metilmercurio e etanol + metilmercurio por via placentaria durante o

periodo de gestagao.

Os grupos experimentais EtOH ¢ MeHg desenvolveram um comportamento do tipo
ansiogénico, como notado no LCE, depressivo ( no teste do nado for¢ado) e com prejuizo na
memoéria de longa duragdo (no teste da esquiva inibitoria), enquanto que o grupo
EtOH+MeHg demonstrou um resultado comparado ao efeito sedativo produzido pelas drogas
benzodiazepinicas no LCE. A atividade nitrérgica no giro denteado estava reduzida na
camada polimérfica do MeHg, porém aumentada no grupo EtOH em ambas camadas
polimorfica e molecular do giro denteado e também na camada molecular de CAl. A
atividade nitrérgica estava aumentada também em todos os segmentos estriatais do grupo
EtOH e na regido anterior em EtOH+MeHg, porém estava reduzida na maioria das regides no

estriado de MeHg.

5.1 CONSIDERACOES TECNICAS

As enzimas sintase do 6xido nitrico sdo reconhecidas como enzimas diaforase, € tem-
se demonstrado que a fixacdo aldeidica nos tecidos inibe outras atividades NADPH-d,
enquanto intensifica a reacao na populagdo SON positiva (BUWALDA et al., 1995). Assim, ¢
aceitavel sugerir que as mudancas histoquimicas NADPH-d observadas neste estudo reflete as
mudancas na atividade SON. Entretanto, este fato ndo nos da qualquer informagao sobre qual
isoforma SON foi alterada. A dupla reacdo para NADPH-d e SON mostra que a atividade
NADPH-d se superpde com a imunomarcagdo para SON na maioria das camadas do
hipocampo. Faz-se excecdo a essa regra a camada lacunoso molecular, onde ndo ha dupla
marcacdo (BURETTE et al., 2002; PICANCO-DINIZ et al., 2004). A reacdo neuronal ¢ a
neuropila positiva para NADPH-d na histoquimica do cerebelo superpde-se com as camadas e

células que sdo imunoreativas para SON neuronal.
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No estriado, as inje¢des intracelulares de biocitina seguidas tanto pela histoquimica
para NADPH-diaforase quanto pela imunocitoquimica para SON reveleram que a maioria dos
neuronios tipo I, revelados pela histoquimica para NADPH-d, sdo neurdnios positivos para
SON-n (KAWAGUCHI, 1993; KUO et al., 1994). Além do mais, a NADPH-d ¢ uma reacao
dependente da atividade sindptica; as conexdes sindpticas tém um maior efeito na atividade
SON-n do que a expressao de sua proteina (WERUAGA et al., 2000). O produto das sintases
do 6xido nitrico ¢ de extrema importancia para o modelo de plasticidade sinaptica atividade-
dependente, estando relacionado a intensificacdo da neurotransmissdo excitatoria (VON

BOHLEN e HALBACH et al., 2002).

5.2 PESO CORPORAL E PESO ENCEFALICO

No presente trabalho, os grupos experimentais MeHg, EtOH ¢ EtOH+MeHg
associaram-se a baixo peso corporal no 21° dia pos-natal, confirmando e estendendo
descri¢des prévias para o etanol (MARGRER et al., 2005) e metilmercurio (KIM et al., 2000).

Encontramos também uma redugdo no peso encefalico dos animais com 2 meses de
idade dos grupos experimentais EtOH ¢ EtOH+MeHg, corroborando achados prévios que
demonstraram uma redugdo no peso encefalico no inicio do periodo pos-natal (BUTTERS et
al., 2003).

5.3 COMPORTAMENTO DO TIPO ANSIOGENICO E OXIDO NITRICO SINTASE

Labirinto em Cruz Elevado

Os testes do campo aberto e labirinto em cruz elevado sdo habitualmente usados para
estudar comportamentos relacionados a ansiedade. Esses testes avaliam a motivagdo em
explorar novas areas e a preferéncia em evitar locais abertos e com intensa luminosidade

(NELSON et al., 2006). Ratos que exibem altos niveis de comportamento relacionado a
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ansiedade passam menos tempo nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado, e na area

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 relagdo aos demais grupos experimentais,
achado que acrescenta a resultados prévios que demonstraram um comportamento ansioso
apos intoxicacdo de MeHg no periodo pré-natal (KIM et al., 2000). Em nosso estudo, o
nimero de entradas no braco fechado ndo foi afetado pelo tratamento com etanol ou
metilmercario, sugerindo que as respostas neurotoxicas destes agentes ndo foram

conseqiiéncia do efeito ndo especifico na atividade locomotora.

Como discutido por File (1992), a freqiiéncia de entradas e o tempo gasto no brago
fechado ¢ mais importante do que a medida da atividade geral neste teste, apropriado para
avaliar se o efeito da droga ¢ ansiogénico ou ansiolitico. Neste trabalho, as proles que foram
expostas ao EtOH ou MeHg, no periodo intra-uterino, reduziram o nimero de entradas e o
tempo gasto no brago aberto, aumentando o tempo no braco fechado, no teste do LCE, o que
sugere um aumento no comportamento do tipo ansioso, possivelmente associado a ambas
substancias, etanol e metilmerctrio. Assim, os resultados aqui encontrados confirmam outros
estudos que demonstram um efeito ansiogénico produzido pela exposi¢cdo a longo prazo ao
etanol (DA SILVA et al., 2004). Contudo, a associagdo de etanol e metilmercurio,
administrada as fémeas gravidas, evidenciou nas proles adultas um efeito mais significante.
Nesse grupo, a freqiiéncia de entradas no brago aberto era menor se comparado aos grupos
EtOH e MeHg, ¢ o tempo de permanéncia no brago fechado estava aumentado, demonstrando

um estado comparado ao efeito sedativo produzido por drogas benzodiazepinicas.

Mudangas na sinalizagdo do 6xido nitrico foram observadas tanto quanto ao aumento,
quanto a diminuicdo das respostas comportamentais ansiogénicas no labirinto em cruz
elevado. Estudos com inje¢des sist€émicas de N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), cuja
substancia reduz a produgdo de ON, aumentou o comportamento ansiogénico no labirinto em

cruz elevado (CZECH et al., 2003).
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Tratamentos sistémicos agudos (GUIMARAES et al., 1994; FARIA et al., 1997;
VOLKE et al., 1998) e subcronicos (DUNN et al., 1998) com inibidores da SON aumentaram

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

Existem alguns resultados variaveis relacionados aos testes do LCE com camundongos
com delecdo génica para enzima de sintese da SON-n. Dois estudos revelaram ndo haver
diferencas 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 bragos abertos pelos camundongos com dele¢cdo génica em relagcdo aos ratos Wistar

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

A exata contribui¢do da sinalizacdo do 6xido nitrico em relagdo ao comportamento
ansiosogénico ainda necessita de maiores esclarecimentos através de uma maior producao de

estudos precisos.

Quando o NG-nitro-L-arginina (NOARG), outro inibidor da producao de ON, foi
infundido no hipocampo de ratos, observou-se um decréscimo no tempo gasto nos bragos
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 inicio do periodo natal, mostraram,
respectivamente, um aumento ¢ uma diminui¢do da atividade nitrérgica no estriado e
hipocampo, porém ambos os neurotdxicos associaram a um aumento do comportamento

ansiogénico nos animais testados.

Nado Forcado

O teste do nado for¢ado (TNF) ¢ um modelo comportamental largamente empregado
para avaliar a atividade farmacologica antidepressiva. O TNF ¢ um marcador do
comportamento do tipo depressivo proveniente da pesquisa genética. Roedores com sangue
puro de sucessivas geracdes demonstraram, ao principio da imobilidade no TNF, uma
progressiva divergéncia 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 contaminacdo por MeHg per se
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aumentou o tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado, onde observou-se uma

diminuicdo na atividade nitrérgica no estriado e na camada polimoérfica do giro denteado.

Ha na literatura, contudo, trabalhos demonstrando que a inibi¢do da sintase do 6xido
nitrico produz efeito comportamental ora ansiolitico e ora ansiogé€nico(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 Inibitoria

A esquiva inibitoria ¢ uma maneira rapida de aprendizagem adquirida, motivada por
estimulo aversivo, que envolve iniimeros substratos neurais. O envolvimento hipocampal na
esquiva inibitoria tem sido demonstrado com lesdes pré e pos-treinamento dos campos dorsal
de CA1 ou ventral de CA3, pela qual foi observado a reducao da consolidacao do aprendizado
por esquiva inibitoria (MARTINEZ et al., 2002). O estriado dorsal também possui papel
importante na esquiva inibitoria, particularmente na consolidacdo do aprendizado de escape

(DIAZ DEL GUANTE et al., 1993).

No presente trabalho, o teste da esquiva inibitdria revelou diminuicao do aprendizado,
da consolidagdo da memoria ou de ambos nos grupos tratados com EftOH, MeHg ¢
EtOH+MeHg. Estes dados, portanto, corrobaram resultados ja documentados na literatura,

sugerindo uma possivel lesdo hipocampal ap6s o tratamento com os neurotdxicos.

5.4 INTERACOES ENTRE ETANOL E METILMERCURIO

Grandjean, em 1993, realizou um estudo nas ilhas Faroe, envolvendo 1000 criangas.
Nestas, o consumo de alcool materno causou um decréscimo na concentragdo de mercurio no
corddo umbilical, o qual atribui a interacdo toxicocinética entre o etanol e o metilmerctrio.

Em nosso estudo, tanto os testes comportamentais quanto a atividade nitrérgica foram
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afetadas pela combinagdo dos toxicantes. Foram encontrados valores intermedidrios na
atividade nitrérgica, apos a administragdo da combinacdo de drogas, quando comparados aos
grupos EtOH ¢ MeHg isoladamente. Este fato pode estar associado a uma redugdo dos niveis
de metilmercurio nas proles devido a interagdo com o etanol, o que reduz a concentracdo de
MeHg no cordio umbilical (GRANDJEAN, 1993). Entretanto, as mudangas
neurocomportamentais exibiram um padrdo completamente inesperado. Se esperavamos a
potencializacdo do dano produzido pela intoxicacdo de EtOH e MeHg, deveriamos encontrar
um aumento nos padrdes de comportamento ansiogé€nico. Porém, a interagdo de ambos
neurotoxicos produziu um efeito mais grave: uma reagdo comparavel ao efeito sedativo

produzido pelas drogas benzodiazepinicas.
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6. CONCLUSOES

e Os testes comportamentais e a atividade nitrérgica foram afetados pela combinacao

dos efeitos toxicos do EtOH e MeHg.

e As alteragdes na atividade histoquimica da NADPH-diaforase afetaram o hipocampo,
estriado e cerebelo ap6s a intoxicagdo com etanol, metilmercurio e etanol +

metilmercurio.

e A atividade nitrérgica no giro denteado afetou as camadas de forma especifica: com
reducdo na camada polimoérfica do MeHg, ¢ aumento no grupo EfOH em ambas as

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

de CAL.

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

regides do estriado no grupo MeHg.

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

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

e A atividade nitrérgica revelou valores intermedidrios a intoxicagdo combinada quando
comparada aos valores associados a neurointoxicagdo isolada do alcool e do

metilmercurio.

¢ As mudangas comportamentais nos testes isolados confirmam dados ja existentes, mas
revelam ap6s a combinagdo EtOH+MeHg, resultado inesperado que lembra o efeito

sedativo das drogas benzodiazepinicas no teste de avaliagdo ansiogénica.
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e Tomados em conjunto os dados demonstram que a sensibilidade as acdes combinadas
ou isoladas do alcool e do metilmercirio no SNC dependem possivelmente de fatores

locais das regides alvo e das laminas no interior de cada qual.
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