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RESUMO 
 
Estudos envolvendo o álcool e suas interações com outros neurotoxicantes 

representam o foco de muitas pesquisas, devido ao fato do álcool, algumas 

vezes, levar a sérios problemas de saúde. A exposição fetal ao álcool e ao 

mercúrio tem uma alta incidência em algumas regiões do Brasil, especialmente 

nas áreas próximas à mineração, onde há mulheres grávidas que são 

dependentes em álcool. Este estudo foi realizado para examinar as alterações 

comportamentais e morfológicas nos cérebros de ratos adultos, expostos ao 

etanol (EtOH) e/ou metilmercúrio (MeHg) durante o desenvolvimento do sistema 

nervoso central (SNC). Ratas grávidas receberam, por gavagem, água de torneira 

ou EtOH  durante a gravidez e a amamentação. No 15º dia da gravidez, a metade 

de cada grupo recebeu 8 mg/Kg de MeHg. Os grupos foram: Controle, EtOH, 

MeHg e EtOH+MeHg. Os testes comportamentais consistiram de campo aberto, 

labirinto em T elevado (LTE) e esquiva inibitória do tipo step-down. As análises 

morfológicas foram usadas para avaliar a atividade nitrérgica no hipocampo, 

estriado e cerebelo. Os resultados demonstraram que a exposição ao EtOH e/ou 

MeHg pode ser um risco para os déficits associados à locomoção e às funções 

neurocognitivas, da mesma forma que altera a atividade nitrérgica no cérebro de 

ratos adultos em diferentes vias, dependendo da região e da camada do SNC. 

Essas alterações podem estar relacionadas às diferentes propriedades 

metabólicas locais. A administração do EtOH durante a vida fetal parece induzir 

um aumento das enzimas sintetizadoras de NO, enquanto o MeHg parece reduzi-

las, alterarando a homeostase na fase adulta. O grupo EtOH+MeHg induziu uma 

redução da atividade nitrérgica somente na camada molecular do cerebelo 

quando comparado ao grupo controle. Em conjunto, esses resultados sugerem 

uma possível interação entre o EtOH e o MeHg, com consequências regionais no 

cérebro adulto, que deve ser dependente de diferenças metabólicas intra e 

interregionais, mas que merecem posteriores investigações. 

. 

Palavras-chave: Atividade nitrérgica, locomoção, memória, metilmercúrio, 
Síndrome alcoólico-fetal. 
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AABBSSTTRRAACCTT  

Studies involving alcohol and its interactions with other neurotoxicants represent 

the focus of several researches due to the fact that the use of alcohol can 

sometimes lead to serious health problems. Fetal exposure to alcohol and mercury 

has a high incidence in some regions of Brazil, especially in mining areas habited 

by alcoholics pregnant women. This study was performed in order to examine 

behavioral and morphological alterations in the brain of adult rats, exposed to 

ethanol (EtOH) and methylmercury (MeHg) during developing central nervous 

system (CNS). Pregnant rats received, by gavage, tap water or EtOH during 

pregnancy and breast-feeding. On the 15th day of pregnancy, half of each group 

received 8 mg/kg of MeHg. The groups were as follows: Control, EtOH, MeHg and 

EtOH+MeHg. The behavioral tests consisted of open field, elevated T-maze (ETM) 

and step-down inhibitory avoidance. Morphological analyses were used in order to 

evaluate the nitrergic activity in the hippocampus, striatum and cerebellum. The 

results demonstrated that the exposure to EtOH and/or MeHg may be a risk for 

deficits associated with locomotion and neurocognitive functions and also alters 

nitrergic activity in the adult rat brain in different ways, depending on the CNS 

region and layer. These alterations might be related to different local metabolic 

properties. EtOH administration during fetal life seems to induce an upregulation of 

NO synthetic enzymes, whereas MeHg seem to downregulate this induction, 

altering the homeostasis in adulthood. The EtOH+MeHg group induced a 

reduction of nitrergic activity only in the molecular layer of the cerebellum, 

compared to control groups. Taken together, the results suggest possible prenatal 

interactions between EtOH and MeHg with regional consequences in the adult 

brain that may be dependent of intra- and interregional metabolic differences that 

deserve further investigation. 

 

Keywords: Nitrergic activity, locomotion, memory, methylmercury, Fetal alcohol 
syndrome. 
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1. ÁLCOOL E ALCOOLISMO: CONSIDERAÇÕES GERAIS 

O consumo de substâncias psicoativas se constitui em um dos fenômenos 

mais frequentes na população mundial (Elliott e Bower, 2008; Khalsa e cols., 

2008; Sanchis e cols., 2007; Uhart e Wand, 2009). Considerando-se o etanol 

(EtOH), a grande frequência de consumo ocorre na adolescência, principalmente 

pela quantidade e facilidade na aquisição desta droga que, quando utilizada 

cronicamente, pode levar a um quadro conhecido como alcoolismo (Carvalho e 

cols., 1995; Sanchis e cols., 2007; Schuckit, 2009).  

O alcoolismo é um distúrbio crônico que pode causar severos efeitos 

prejudiciais ao funcionamento do Sistema Nervoso Central (SNC), cuja origem 

pode ser genética, caracterizada pela tolerância aos efeitos do álcool, prejuízo no 

controle motor, síndrome de abstinência (quando há parada ou redução no 

consumo alcoólico) e dificuldade em controlar o consumo em decorrência do 

grande desejo ou compulsão pelo mesmo (Knopik e cols., 2009; Tobamidanik e 

Zabkiewicz, 2009).  

 Apesar da grande quantidade de informações sobre os efeitos deletérios 

decorrentes do consumo dessa droga, no Brasil ainda são escassas as pesquisas 

clínicas relacionadas à intoxicação intrauterina. Não existe um nível seguro 

estabelecido para o consumo desta substância na gravidez. O período 

gestacional é relevante para as consequências dos efeitos dessa droga (Monsen, 

2009; Williams e Ross, 2007). Mulheres que consomem bebidas alcoólicas em 

excesso, estão mais suscetíveis a gerar filhos com anormalidades no 

desenvolvimento físico e mental (Centers for Disease Control and Prevention, 

2004; Pollard, 2007; Rasmussen e cols., 2009; Whitehall, 2007).  
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A literatura mostra que nos Estados Unidos, aproximadamente, 10% de 

mulheres grávidas consomem bebida alcoólica, sendo que 2% delas estão 

envolvidas com o consumo frequente ou excessivo (Centers for Disease Control 

and Prevention, 2004). O Brasil, de acordo com Galduroz e Caetano (2004), está 

situado na 63ª posição no mundo em consumo de álcool per capita para pessoas 

com 15 anos ou mais de idade, segundo a Organização Mundial de Saúde 

(OMS). Os autores chamam a atenção para o fato de que o consumo de álcool no 

Brasil cresceu 74,5% entre 1970 e 1990. No entanto, não há dados 

epidemiológicos em nosso país referentes ao consumo do EtOH por parte de 

mulheres grávidas. 

As exposições intrauterinas ao EtOH causam uma síndrome neurotóxica 

conhecida como Síndrome Alcoólico Fetal (do inglês Fetal Alcohol Syndrome-

FAS), que é dependente da severidade da exposição do feto àquele neurotóxico. 

Este quadro pode resultar na ocorrência de mortalidade, ainda na vida 

intrauterina, ou em graves problemas de desenvolvimento, anormalidades faciais, 

pequenas fissuras palpebrais e microencefalia (figura 1).  

 

 

 

 

 
Figura 1 - Fotografia (a) e figura esquemática (b) de criança apresentando características de FAS: 
dismorfias craniofaciais, com fissura palpebral pequena, nariz pequeno e curvado para cima, lábio superior 
fino, fenda labial lisa, restrição de crescimento. Fonte:http://embryology.med.unsw.edu.au/Defect/page5a. 
htm;http://upload. wikimedia.org/wikipedia/en/ thumb/f/f3/ FASbaby.jpg/200px- FASbaby.jpg 

(a) (b) 
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Além das características físicas diferenciadas, alterações comportamentais 

também são encontradas, tais como hiperatividade, disfunção motora, déficit de 

atenção, aprendizagem e memória (Green, 2007; Momino e cols., 2008; Niccols, 

2007). Mesmo crianças que não apresentaram FAS, mas que foram expostas ao 

EtOH no período pré-natal, apresentaram déficits de memória e aprendizado 

verbal (Neese e cols., 2004; Willford e cols., 2004). 

As pesquisas clínicas relacionadas às implicações do EtOH na intoxicação 

intrauterina ainda são pontuais. Os efeitos durante a fase de pré-implantação do 

zigoto não estão claramente elucidados (Becker e cols., 1996). O período da pré-

organogênese compreende os seis primeiros dias da gestação em ratos. Em 

humanos corresponde, aproximadamente, às duas primeiras semanas da 

gravidez. Este estágio da embriogênese é iniciado com a fertilização e culmina 

com a formação do zigoto (Becker e cols., 1996).   

As consequências da exposição ao EtOH, na fase previamente 

mencionada, são muitas vezes negligenciadas, devido ao fato de culminar, 

geralmente, em aborto espontâneo ou reabsorção do embrião. Tal fato, porém, 

deve ser considerado como o mais extremo efeito adverso de exposição 

gestacional àquela droga, porque pode resultar na morte embrionária e finalização 

da gravidez (Becker e cols., 1996; Burd e Wilson, 2004). Quando estes aspectos 

mais trágicos não ocorrem, retardos no crescimento e anormalidades na estrutura 

cerebral podem ser observados, acarretando alterações centrais e/ou 

comportamentais (Coles e cols., 2009; Herman e cols., 2008; Jirikowic e cols., 

2008; Nayak e Murthy, 2008). 
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O SNC é vulnerável aos danos causados pelo EtOH, onde certas 

estruturas cerebrais, tais como o hipocampo, amígdala, córtex pré-frontal e 

estriado parecem ser seletivamente afetadas (Fadda e Rossetti, 1998) e esta 

vulnerabilidade pode culminar em neurotoxicidade, que pode ocorrer durante 

períodos específicos da maturação. Em ratos, o período pré-natal corresponde 

aos primeiros dois trimestres da gestação humana, e o período imediato ao pós-

natal (P4-P10) aproxima-se ao terceiro trimestre em humanos, quando há um 

período dinâmico do crescimento do SNC (Mitchell e cols., 2000). 

2. MECANISMOS DE NEUROTOXICIDADE DO ETOH 

 Por suas características químicas e farmacocinéticas, o EtOH pode 

atravessar livremente a bicamada lipídica das células e afetar alguns alvos 

celulares, incluindo entre os principais receptores: o ácido gama-aminobutírico A 

(GABAA), N-metil-D-aspartato (NMDA), glicina, nicotínicos neuronais, e 

serotoninérgico 5-HT3 afetando, consequentemente, seus ligantes (Davis, 2008; 

Engleman e cols., 2008; Foll e cols., 2009; Valenzuela, 1997; Vengeliene e cols., 

2008). Dentre estes sistemas de neurotransmissores, os mais afetados pelo EtOH 

são os gabaérgicos e glutamatérgicos (Cuzon e cols., 2008; Gass e Olive, 2008; 

Lobo e Harris, 2008; Sanderson e cols., 2009). 

 Nos receptores glutamatérgicos, o EtOH tem efeitos nas respostas 

neuronais mediadas pelos receptores NMDA (Gass e Olive, 2008) que estão 

envolvidos em processos fundamentais do SNC, como a atividade neurotrófica 

(Hardingham e Bading, 2003) e a plasticidade sináptica (Zhuo, 2009). A exposição 

aguda a este neurotóxico reduz as correntes iônicas ativadas por este receptor 
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(Lovinger e cols., 1989), causando alterações na homeostase do cálcio (Ca+2) em 

várias regiões cerebrais (Kelm e cols., 2007). 

Os sistemas glutamatérgicos possuem íntima interação com as vias 

nitrérgicas, onde várias isoformas de óxido nítrico sintase (NOS) têm sido 

descritas e representam os produtos de três genes distintos (Marletta, 1994; 

Nathan e Xie, 1994), sendo duas formas constitutivas, a óxido nítrico sintase 

neuronal (NOSn) e a óxido nítrico sintase endotelial (NOSe), e uma induzida que 

consiste na óxido nítrico sintase induzida (NOSi), e as suas produções estão 

intimamente relacionadas aos receptores NMDA (Frade e cols., 2008). 

As interações entre os receptores NMDA e o óxido nítrico (do inglês nitric 

oxide-NO) devem ocorrer devido à presença de proteínas que se ligam às 

subunidades NR2A e NR2B dos receptores NMDA e que sinalizam moléculas, 

tais como a NOS (Hu e cols., 2008; Takagi e cols., 2000). Entre as formas 

constitutivas de NOS dependentes de cálcio-calmodulina (Ca+2-CAM), incluem as 

constitutivas, onde a NOSn foi identificada primeiramente em neurônios e estava 

presente em quase todas as regiões do SNC, tais como: cerebelo, córtex, 

estriado, bulbo olfatório, hipocampo, hipotálamo e prosencéfalo basal (Dawson e 

cols., 1991; Southam e Garthwaite, 1993). Estudos demonstram que o NO está 

diretamente envolvido nos efeitos agudos e crônicos do álcool e que doses 

sistêmicas deste neurotóxico reduzem a liberação de NO (Jang e cols., 2005; 

Rossetti e Crespi, 2004). 

O NO é formado pela enzima NOS, utilizando como substrato a L-arginina, 

reação esta que requer a presença de oxigênio, nicotinamida adenina 

dinucleotideo fosfato (NADPH), e outros fatores como a tetraidrobiopterina, e o 
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grupamento heme para formar NO e citrulina (Marletta, 1994). Em baixas 

concentrações (<1 μm), o NO exerce primordialmente seus efeitos diretos, com 

atividade positiva para neurogênese, crescimento e diferenciação celular, sendo 

esta concentração a responsável por inibir a ativação da NOSi. Porém, quando 

ocorre um dano, os níveis das NOS contitutivas decaem, ocasionando a ativação 

da NOSi e aumento das concentrações de NO local (>1 μm) onde, a partir daí, ele 

exercerá principalmente seus efeitos indiretos, induzindo ao estresse oxidativo 

(Davis e cols., 2001) 

 Além do NMDA, os receptores GABAA também são importantes alvos para 

o EtOH no SNC e parecem ocupar um lugar central na mediação de seus efeitos 

farmacológicos. O provável mecanismo decorrente da ativação desses receptores 

gabaérgicos parece ser por ativar a neurodegeneração difusa por apoptose em 

diversas áreas do encéfalo em desenvolvimento (Young e cols., 2008). Os exatos 

mecanismos geradores da extensão da apoptose deflagrada ainda são obscuros 

e alvos de estudos (Conti e cols., 2009). 

Segundo Ikonomidou e cols. (2000), a vulnerabilidade do SNC ao EtOH 

coincide com o período de sinaptogênese que, em humanos, se estende desde o 

sexto mês de gestação até vários anos após o nascimento. Em ratos se inicia no 

nascimento e alcança as três primeiras semanas pós-natal (Dobbing e Sands, 

1979). Durante este período, a exposição transitória àquela droga poderia 

promover a morte de milhões de neurônios no cérebro em formação (Milotova e 

cols., 2008), o que ajudaria a explicar a massa cerebral reduzida e os distúrbios 

neurocomportamentais associados com a FAS (Jacobson e cols., 2008). 
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Em cérebros adultos, drogas gabamiméticas têm efeitos diferenciados aos 

observados em cérebros em desenvolvimento. Essas drogas protegem cérebros 

adultos contra neurotoxicidade por excitotoxicidade das drogas agonistas NMDA 

(Farber e cols., 2004; Ishimaru e cols.,1995; Kim e cols., 1999).  Em cérebros em 

desenvolvimento, as drogas gabamiméticas agem em consenso com drogas 

antagonistas NMDA para produzirem respostas aditivas de neurodegeneração 

apoptótica (Ikonomidou e cols., 2000). Esses pesquisadores relataram que o 

EtOH parece agir durante o neurodesenvolvimento através de um mecanismo 

dual, que envolve o bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e 

ativação excessiva de receptores do tipo GABAA. 

 A relação entre o EtOH e a neurodegeneração envolve o desequilíbrio dos 

sistemas neuroquímicos regulatórios, destacando-se entre eles o fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF, do inglês Factor Neuronal Development 

Brain) e a geração de espécies reativas do oxigênio (EROS) e radicais livres que 

são gerados durante o seu metabolismo, resultando em peroxidação de lipídios 

por estresse oxidativo no fígado, cérebro, coração e músculos esqueléticos 

(Adachi e cols., 2000; Calabrese e cols., 1998; Davis, 2008; Mansouri e cols., 

2001).  

3. MERCÚRIO E METILMERCÚRIO: CONSIDERAÇÕES GERAIS 

A utilização progressiva do mercúrio, no último século, passou a 

representar um problema para o meio ambiente, visto que em virtude de sua 

volatilidade, é capaz de interagir com ciclos geoquímicos e cadeias tróficas 

(figura 2), elevando suas concentrações na natureza através de sua forma 
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metilada de metilmercúrio (MeHg). A partir dessas características, pode 

permanecer por vários anos na natureza sem sofrer ação e/ou degradação de 

fatores ambientais (bioacumulação), podendo ser detectado na atmosfera e em 

algumas regiões do planeta (Azevedo, 2003). 

 

Figura 2 - Figura esquemática do ciclo do mercúrio. As emissões atmosféricas de mercúrio elementar 
(Hg°) ocorrem através de eventos naturais ou através de atividades antropogênicas.  O vapor de mercúrio 
presente no ar atmosférico pode sofrer oxidação, transformando-se em mercúrio inorgânico (Hg2+), que é 
depositado no solo ou rios e lagos. Nos sistemas aquáticos, o Hg2+ pode sofrer metilação, transformando-se 
em metilmercúrio (MeHg) e depositar-se nos plânctons, que são fonte alimentar dos animais marinhos. Desta 
forma, o consumo de peixes contaminados pelo MeHg pode ser fonte de contaminação dos seres humanos 
(Fitzgerald e Clarkson, 1991). Fonte: adaptado de http://www.cetem.gov.br / mercúrio /semiquanti/por/img/ 
mercurio-ciclo_01.gif 

 

Todos os seres vivos estão sujeitos à exposição de pequenas doses de 

mercúrio (Clarkson, 1993, 1997). O mercúrio ocorre em três formas: o elemento 

metálico (Hg0 – mercúrio elementar); sal inorgânico (Hg1+ e Hg2+); e compostos 

orgânicos como MeHg, etilmercúrio e fenilmercúrio. A solubilidade, reatividade e 

toxicidade variam entre estas formas (Goldman e Shannon, 2001). 

Esta habilidade do mercúrio, associada à capacidade do composto 

inorgânico em sofrer metilação em ambientes aquáticos (e nesta condição ser 
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bioacumulado), faz com que ele alcance teores extremamente elevados no topo 

da cadeia alimentar. Dessa forma, a ação dos compostos mercuriais no meio 

ambiente ocasionou vários episódios de intoxicação e contaminação no 

ecossistema (Azevedo, 2003). 

Com o desenvolvimento industrial, a utilização do mercúrio e de seus 

compostos foi progressivamente difundida. Atualmente, ele é empregado na área 

médica como conservante de vacinas, medicamentos e cosméticos, entre outros. 

Está sendo empregado também em diversas ramificações industriais como as 

metalúrgicas, petroquímicas e de produção de papel; como componente de 

inseticidas na agricultura; na área odontológica, por formar amálgamas com 

metais nobres, sendo exatamente por esta propriedade que o mercúrio ainda é 

amplamente utilizado em garimpos. O vasto emprego ocupacional causa a 

emissão natural para a biosfera, conferindo a este metal importância na 

toxicologia ocupacional e ambiental (Barkay e Wagner-Dobler, 2005; Drum, 2009; 

Faria, 2003). 

O mercúrio representa um grave problema ambiental devido à sua 

bioacumulação na cadeia alimentar aquática e pelo elevado risco à exposição em 

baixas doses, por um longo período de tempo (Berlin, 1986; Knobeloch e cols., 

2005). A principal fonte da exposição materna ao mercúrio orgânico, na forma de 

MeHg, é o consumo de peixes, inalação de vapores de mercúrio e o uso de 

cremes tópicos que contêm este metal (Dórea, 2008; Drum, 2009; Kal e cols., 

2008; Li e cols., 2009; Srogi, 2007).  

O MeHg é um neurotóxico que pode interferir no desenvolvimento do feto. 

É transportado pelos eritrócitos (90%), com uma pequena fração ligada às 
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proteínas do plasma. Por ser lipossolúvel, atravessa facilmente a barreira 

hematoencefálica e placentária, acumulando-se no SNC e no embrião (Castoldi e 

cols., 2008; Cernichiari e cols., 2007; Dewailly e cols., 2008; Huang e cols., 2008; 

Myren e cols., 2007), sendo que no sistema nervoso fetal é possível encontrar 

concentrações maiores que no sistema nervoso materno (Feng e cols., 2004).  

Evidências observadas nas consequências dos desastres ocorridos em 

Minamata e Niigata (Japão) e também no Iraque e em Seychelles, causados pelo 

consumo de peixes contaminados por MeHg, alertou o mundo para o potencial 

tóxico mercurial (Bertossi e cols., 2004; Huang e cols., 2005). Nesses locais 

verificou-se que houve contaminação de embriões por MeHg através da via 

placentária. As vítimas apresentaram sintomas semelhantes à paralisia cerebral, 

caracterizados por grave deficiência mental; disfunções motoras e convulsões 

(Bertossi e cols., 2004; Davidson e cols., 2004); e distúrbios somatossensoriais 

(Takaoka e cols., 2008). O exame histopatológico dos casos ocorridos no Japão 

revelou destruição neuronal generalizada do SNC (Matsumoto e cols., 1964; 

Takeuchi e Eto, 1999). Nos casos ocorridos no Iraque, observou-se um arranjo 

anormal dos neurônios no cérebro e no cerebelo (Choi, 1989; Choi e cols., 1978). 

No Brasil, a contaminação de rios e lagos, principalmente na região 

Amazônica, deve-se à utilização do mercúrio na atividade garimpeira. Grandes 

quantidades de mercúrio líquido são utilizadas na captação do ouro. Neste 

processo, o ambiente pode ser contaminado de duas formas: 1) pelo mercúrio 

líquido, durante a formação da amálgama, que facilita a separação do ouro de 

sedimentos dos rios e solo; 2) pelo vapor de mercúrio, oriundo posteriormente da 

queima da amálgama, com o objetivo de separar o mercúrio do ouro. A 
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contaminação do ecossistema dessa região, por esses processos, tem sido bem 

documentada, bem como sua participação na intoxicação humana (Pinheiro e 

cols., 2008; Silbergeld e cols., 2002).  

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

atividade garimpeira, tem sido considerado uma via importante de exposição 

humana ao MeHg (Pinheiro e cols., 2008). Concentrações elevadas, muito acima 

do valor de referência definido pela OMS, foram encontradas em peixes da região 

do rio Tapajós, no estado do Pará (Pinheiro e cols., 2008), onde a cada 450 

gramas de ouro extraídas dos rios da Amazônia, aproximadamente o dobro da 

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

170 toneladas desse metal é lançada anualmente no meio ambiente, na região 

dos garimpos (Azevedo, 2003; Lacerda e cols., 2004).  

O MeHg, quando ingerido, é quase totalmente absorvido pelo trato 

gastrintestinal (em torno de 95%),  estendendo-se aos outros tecidos em apenas 

quatro dias. É lentamente desmetilado a mercúrio inorgânico, principalmente 

através de macrófagos presentes no intestino e enzimas do fígado fetal, e exerce 

mecanismos de neurotoxicidade ainda não totalmente conhecidos (Counter e 

Buchanan, 2004; Grandjean, 2007). 

4. MECANISMOS DE NEUROTOXICIDADE DO MeHg 

De acordo com Bertossi e cols. (2004), o dano celular no 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. Um dos efeitos primários do MeHg sobre a transmissão sináptica é 
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o aumento, seguido de diminuição, da liberação de neurotransmissores, tais como 

o glutamato (Faro e cols., 2007; Yuan e Atchison, 1993). Dentre os efeitos 

moleculares mais relevantes estão eventos apoptóticos e necróticos, ação nos 

microtúbulos, ação na sinalização de Ca+2, ação no estresse oxidativo, alteração 

no sistema glutamatérgico, muscarínico e dopaminérgico (Aschner e cols., 2007; 

Castoldi e cols., 2000; Ceccatelli e cols., 2007). 

A alta afinidade do MeHg por grupos tióis, faz com que proteínas e 

peptídeos comportem-se susceptivelmente às modificações estruturais e 

funcionais causadas pelo MeHg. Alguns alvos no mecanismo de toxicidade deste 

composto químico são propostos para o SNC, tais como: a barreira 

hematoencefálica; o citoesqueleto; o transporte axonal; alterações em receptores; 

a produção, secreção, captação e metabolismo de neurotransmissores; a 

sinalização celular; a síntese de proteínas, ácido desoxirribonucléico (DNA) e 

ácido ribonucleico (RNA); e sistemas respiratórios e geradores de energia 

(Castoldi e cols., 2001).  

Existem relatos de que este neurotóxico é capaz de alterar, de forma 

consistente, a homeostase intracelular do Ca+2 em vários tipos celulares. A morte 

de células da camada granulosa do cerebelo, induzida pelo MeHg, tem sido 

associada ao crescente e severo influxo de Ca+2 intracelular e por alterações da 

homeostase do Ca+2, conforme resultados de estudos in vitro. Neste sentido, tem-

se observado que o MeHg causa um aumento bifásico característico de Ca+2 

intracelular, a partir de duas etapas: uma "primeira-fase" em que ocorre a 

liberação inicial de Ca+2 intracelular de uma ou mais organelas citoplasmáticas, e 
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por uma "segunda-fase" relacionada ao influxo secundário de Ca+2 extracelular 

(Limke e cols., 2003; Marty e Atchison, 1997; Yuan e Atchison, 2007). 

A homeostase do Ca+2 nos sistemas orgânicos é de extrema importância, 

pois o seu aumento intracelular causa morte da célula neuronal. Isto inclui a 

ativação de enzimas degradativas como as fosfolipases, proteases e 

endonucleases, disfunções mitocondriais e perturbação na organização do 

citoesqueleto (Orrenius e Nicotera, 1994). Associado ao prejuízo na homeostase 

do Ca+2, o MeHg causa distúrbios relacionados às vias nitrérgicas, onde a 

intoxicação aguda ou crônica mercurial provoca alterações da atividade do NO, 

induzindo o estresse oxidativo (Huang e cols., 2008), assim como afetando a 

síntese e/ou transporte de NOS no SNC (Freire e cols., 2007; Kuo e cols., 2002). 

A degeneração neuronal causada pela exposição ao MeHg tem sido 

relatada por ocorrer tanto por necrose (Miura e Imura, 1987), quanto por apoptose 

(Castoldi e cols., 2000; Miura e cols., 1999). Foi observado que altas doses de 

MeHg (de 3 a 10 µM) causam um rápido prejuízo da atividade mitocondrial e lise 

da membrana plasmática, resultando em extensiva morte necrótica (Castoldi e 

cols., 2000). Já a exposição às baixas doses de MeHg (menor ou igual a 1 µM) 

provoca morte de células granulares cerebelares por apoptose (Castoldi e cols., 

2000; Kunimoto, 1994). 

Finalmente, sabe-se que o MeHg também afeta a transmissão sináptica 

através do comprometimento funcional das enzimas de síntese de 

neurotransmissores (Omata e cols., 1982; Tsuzuki, 1981; Vas e Monestier, 2008). 

Esta resposta deve-se à sua característica de possuir afinidade por ligantes 

contendo grupos tióis, de tal forma que ele inativa as enzimas com grupos sulfidril, 
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assim comprometendo o metabolismo celular, a síntese de neurotransmissores, a 

transmissão sináptica, a homeostase de íons e a síntese proteica, assim como 

todos os fenômenos dependentes de enzimas que são alvos deste neurotóxico 

(Atchison e Hare, 1994; Feldman, 1999). 

5. ALTERAÇÕES NEUROMORFOLÓGICAS E REFLEXOS NO COMPORTAMENTO 

RELACIONADOS AO ETOH E MEHg 

 Muitas regiões do SNC, afetadas pelos neurotóxicos, pertencem ao sistema 

límbico, que está envolvido com o comportamento emocional humano. Qualquer 

desequilíbrio neste sistema pode alterar tanto o seu estímulo quanto a sua 

resposta elétrica, levando ao desenvolvimento de doenças psicossomáticas (Rónai 

e cols., 2002). Constituem esse sistema a área septal, amígdala, hipocampo, 

corpos mamilares, giro do cíngulo e o giro para-hipocampal, que possuem 

conexões com o hipotálamo, córtex pré-frontal e o tálamo que, por sua vez, possui 

conexões com os núcleos da base (Suyama e cols., 2009; Yelnik, 2008). 

 O estriado é um núcleo da base que é constituído pelas estruturas 

denominadas putâmen e núcleo caudado. Participa da alça motora direta, a quem 

é atribuída a facilitação da iniciação de movimentos voluntários (Wichmann e 

DeLong, 1996). Estudos demonstram que o estriado também está envolvido no 

aprendizado de hábitos e na memória de procedimentos, juntamente com o 

cerebelo (Knowlton e cols., 1996; Shutoh e cols., 2006). 

 O cerebelo é uma estrutura localizada dorsalmente ao tronco encefálico. É 

formado pelo córtex e pela substância branca cerebelar. O córtex cerebelar é 

formado pelas camadas granular e molecular das células de Purkinje. O cerebelo 
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está fundamentalmente envolvido no controle do movimento, porém esta estrutura 

é considerada um sítio importante do aprendizado motor e a memória de 

procedimentos (Shutoh e cols., 2006).  

 Outra estrutura de fundamental importância para o aprendizado e memória 

é o hipocampo, que se localiza medialmente ao ventrículo lateral e consiste em 

duas finas camadas de neurônios, dobradas uma sobre a outra. Uma camada é 

denominada de corno de Amon (que se divide em 4 porções) e a outra camada é 

denominada de giro denteado. Estudos sugerem que essa estrutura está 

envolvida com a circuitaria que envolve a emoção (Lombardo e cols., 2001), 

aprendizado e memória (Bear, 1996; Rezayat e cols., 2009).  

 Fenômenos fundamentais para o aprendizado e memória acontecem no 

hipocampo, estriado e cerebelo. Estes mecanismos são chamados de potencial 

de longa duração (LTP, do inglês long term potentiation) e Depressão de Longa 

Duração (LTD, do ingês long term depretion) e estão correlacionados com a 

plasticidade sináptica, onde estes efeitos são dependentes de NO (Susswein e 

cols., 2004). 

 Entre as estruturas cerebrais, uma das que mais se destacam pela 

sensibilidade ao EtOH é o hipocampo (Miki e cols., 2008; Singh e cols., 2009), 

que expressa altos níveis de receptores NMDA e onde, consequentemente, 

acontece de forma consistente os fenômenos de LTP com altas concentrações de 

NO tecidual (Mulholland e cols., 2009).  O EtOH bloqueia os receptores NMDA 

afetando estruturas que os expressam de forma considerável, assim como os 

efeitos fisiológicos dependentes deles (Miki e cols., 2008). Como o aprendizado e 

a memória são dependentes de LTP, que é um fenômeno dependente de 
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receptores glutamatérgicos, esta função cognitiva pode ser afetada pela 

exposição ao EtOH (Gass e Olive, 2008). 

 O MeHg, por sua vez, conhecido por causar alterações morfológicas no 

SNC, preferencialmente se acumula nos astrócitos, no qual inibe a recaptação de 

aminoácidos excitatórios (Aschner e cols., 2007; Mutkus e cols., 2005). A 

consequente elevação dos níveis de glutamato no espaço extracelular estimula ou 

acelera processos de neurodegeneração por excitotoxicidade (Aschner e cols., 

2007; Brookes, 1992). Além do glutamato, o MeHg causa elevação dos níveis de 

NO no espaço extracelular, que pode facilitar ou acelerar processos de 

neurodegeneração por excitotoxicidade (Castoldi e cols., 2001; Jie e cols., 2007). 

Na intoxicação pelo MeHg, o cerebelo é a estrutura que esse neurotóxico 

apresenta tropismo, e que também apresenta fenômenos relacionados ao 

aprendizado e memória, tais como o LTP e LTD (Castoldi e cols., 2001). 

 Estudos envolvendo a memória demonstram que há diferenças na sua 

constituição e classificação. McGaugh (1966) estabeleceu o conceito de três 

sistemas de memória: imediata, de curta duração (que se desenvolve em poucos 

segundos ou minutos e dura por apenas algumas horas), e de longa duração (que 

se consolida vagarosamente e é relativamente permanente). A memória imediata 

dura segundos ou alguns poucos minutos (Gold e cols., 1975) e é hoje 

identificada como memória de trabalho (Gold e cols., 1975; Goldman-Rakic, 1992) 

que pode ser avaliada através de modelos experimentais (Izquierdo e cols., 

1998).  

A memória de trabalho é primariamente dependente da atividade elétrica 

das células do córtex pré-frontal (Fuster, 1998; Gold e cols., 1975; Goldman-
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Rakic, 1992), associadas às células de outras regiões do cérebro (Goldman-

Rakic, 1992). As memórias de curta e longa duração utilizam sistemas e 

estruturas complexas para se estabelecer, porém com mecanismos diferentes 

(Izquierdo e cols., 1999). 

Outros pesquisadores dão ênfase a dois tipos de memória: a espacial e a 

operacional, que são severamente atingidos pelo EtOH (Fadda e Rossetti, 1998; 

Jacobson e cols., 1990). Em doses agudas essa droga diminui a memória de 

longa duração, que é dependente do LTP e dos receptores NMDA no hipocampo 

(Singh e cols., 2009; Xie e cols., 2009). 

 Uma das classificações mais recentes menciona que, de acordo com seu 

conteúdo, a memória pode ser: 1) declarativa ou explícita, que pode ser episódica 

(que está relacionada aos fatos, também considerada como memória 

autobiográfica) ou semântica (que está relacionada a eventos e conhecimento 

geral); 2) e de procedimentos ou implícita, que se relaciona com procedimentos 

motores (memória de procedimentos), condicionamentos clássicos e aprendizado 

não-associativo (Izquierdo e cols., 1999, 2008).  

 Em relação ao tempo de duração, a memória pode ser classificada em 

memória de curta e longa duração (Banich e cols., 2008). Em referência à sua 

natureza, a memória classifica-se em transitória ou armazenada (Gold e 

McGaugh, 1977; Goldman-Rakic, 1992).  

 Diante de todas essas interferências é possível observar, diante dos 

prejuízos neuronais, várias alterações comportamentais, observadas por 

irritabilidade, depressão, ansiedade, dificuldade de concentração e distúrbios 
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relacionados ao aprendizado e memória (Carratù e cols. 2008; Onishchenko e 

cols., 2007). Essas alterações são perfeitamente detectáveis não somente em 

humanos, mas também em animais experimentais (Chang e cols., 2008; Fonseca e 

cols., 2008; Maia e cols., 2009). Para tal, nesses últimos utilizam-se equipamentos 

elaborados para a pesquisa com protocolos validados, de acordo o comportamento 

a ser analisado e respeitando-se as características inerentes a cada espécie 

(Lapiz-Bluhm e cols., 2008; Rygula e cols., 2008). 

6. EtOH E MeHg: REPERCUSÕES PARA O SNC E OUTROS SISTEMAS 

Embora a toxicidade desses dois compostos seja relativamente bem 

estudada isoladamente, a interação entre eles ainda não é bem entendida, 

principalmente quanto aos seus efeitos combinados sobre a função do SNC. Este 

tipo de questão ganha importância em virtude de haver regiões no Brasil onde há 

uso indiscriminado do mercúrio associado ao abuso de bebidas alcoólicas. Um 

exemplo bem típico são os garimpos da Amazônia, em virtude do consumo de 

peixes provenientes de rios contaminados com os organometais (Pinheiro e cols., 

2008).  

É bem sabido que nessas áreas de garimpos o consumo de bebidas 

alcoólicas é consideravelmente alto (Corbett e cols., 2007), e é evidente o risco de 

contaminação aguda ou crônica através do consumo de alimentos contaminados 

pelo mercúrio (Cheng e cols., 2009; Harmelin-Vivien e cols., 2009; Mathews e 

Fisher, 2008; Pinheiro e cols., 2008).  

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

saúde humana, os compostos mercuriais recebem cuidado especial pelo fato de 



 

 

20

possuir grande habilidade de atravessar facilmente as membranas plasmática, 

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

intoxicações no SNC, rins, fígado, baço, cabelo, coração, unhas e ossos dos 

recém-nascidos (Azevedo, 2003; Stern, 2005). 

Mulheres grávidas que vivem em áreas de risco de contaminação 

mercurial, além de serem suscetíveis à exposição a estes contaminantes, de 

forma ativa ou passiva, também podem consumir bebidas alcoólicas e assim 

expor seus filhos à mortalidade ainda durante a vida intrauterina ou a problemas 

futuros muito mais graves de desenvolvimento, como alterações 

comportamentais, comprometimentos renais, imunológicos e cardiovasculares 

(Bailey, 2004; Chan e Egeland, 2004; Landmark e Aursnes, 2004).  

A toxicidade da associação desses dois compostos ainda é obscura, 

apesar de avanços nos estudos dos dois neurotóxicos isoladamente. Entre os 

resultados encontrados em pesquisas anteriores, 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 potencializou a toxicidade do MeHg em relação às 

manifestações neurológicas e mortalidade (Tamashiro e cols., 1986). Além disso, 

esta associação apresentou inicialmente um ganho, seguida de perda, dos pesos 

corporais de ratos, os quais apresentaram intensa ataxia (Turner e cols., 1981), 

dados estes observados em outros estudos com potencialização dos efeitos 

deletérios no SNC (Fazakas e cols., 2005; Papp e cols., 2005).  

 Os efeitos do cloreto de MeHg no metabolismo do EtOH também aparece 

como alvo de pesquisa. Dose diária de 10 mg/kg do primeiro neurotóxico, 
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administrado intraperitonealmente por dois dias consecutivos, e 0,4 g/kg do 

segundo neurotóxico, administrado intravenosamente, 24 horas após o pré-

tratamento, mostrou que o MeHg teve pouca influência no metabolismo do EtOH 

devido às suas ligações não-específicas com grupo sulfidril no organismo 

(Ohmiya e Nakai, 1977). Grandjean e Weihe (1993) já afirmavam que o EtOH 

aumenta a formação de vapor de Hg0 a partir de mercúrio iônico no sangue, onde 

alguma concentração é exalada, causando diminuição mercurial no sangue após 

ingesta de EtOH.  

 Maia e cols. (2009), por sua vez, demonstraram que as concentrações 

mercuriais em pelos de ratos tratados diminuíram quando foi administrado o EtOH 

conjuntamente com o MeHg. Em estudos comportamentais, os autores 

demonstraram que a intoxicação concomitante de EtOH+MeHg durante o 

neurodesenvolvimento em ratos, causou distúrbios relacionados à ansiedade na 

vida adulta.  

 As associações dessas substâncias também foram investigadas quanto à 

função e histologia renal. A nefrotoxicidade ficou mais evidente nos animais que 

receberam a associação das substâncias do que naqueles que receberam as 

drogas isoladas (Rumbeiha e cols., 1991, 1992). Esses resultados, entretanto, 

não foram observados por outros pesquisadores (Turner e cols., 1990), assim 

como ainda busca-se respostas aos outros aspectos dessas interações (McNeil e 

cols., 1988; Sano e cols., 1990). 

 Uma vez que o EtOH é um agente neurotóxico amplamente consumido, há 

a necessidade de aprofundamento de estudos que visem examinar os efeitos no 

desenvolvimento do SNC, visto que a literatura acerca da sua interação com 
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MeHg é escassa. Desta forma, os estudos aqui propostos pretendem investigar 

possíveis alterações comportamentais e morfológicas ocasionadas pela 

contaminação entre os dois neurotoxicantes, em contraposição aos seus efeitos 

isolados.  

Em virtude da possibilidade de intoxicação de grávidas pelo MeHg, onde há 

um potencial risco de consumo de EtOH em regiões de garimpo (Bisinoti e 

Jardim, 2004; Brabo e cols., 2000; Corbett e cols., 2007; Dórea, 2003; Harada e 

cols., 2001), este estudo adquire uma importância fundamental no intuito de 

contribuir com a observação das possíveis alterações decorrentes destas 

intoxicações, visto que, como comentado anteriormente, mulheres grávidas que 

vivem nessas áreas e que consomem bebidas alcoólicas, expõem os filhos à 

mortalidade na vida intrauterina ou a problemas futuros graves no 

desenvolvimento com alterações comportamentais, tais como hiperatividade, 

disfunção motora, déficit de atenção e aprendizagem. 
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a) Geral 

Analisar as respostas comportamentais e as possíveis alterações morfológicas 

dos cérebros dos ratos adultos decorrentes da exposição de EtOH e/ou MeHg, 

durante o desenvolvimento do SNC. 

b) Específicos  

 Avaliar as interferências nos pesos corpóreos e nos encéfalos das proles 

adultas 

 Observar as possíveis alterações na locomoção espontânea; 

 Investigar as alterações em processos cognitivos de memória; 

 Verificar se os comportamentos de ansiedade e de aumento da 

emocionalidade estavam presentes nessas mesmas proles;  

 Analisar possíveis alterações na avaliação de risco em todos os estágios dos 

testes comportamentais; 

 Observar as prováveis alterações morfológicas e densitométricas, através da 

análise da atividade nitrérgica da circuitaria intrínseca cerebral.  
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1. Animais de Experimentação 

Ratos Wistar, machos e fêmeas, 3 meses, provenientes do Biotério Setorial 

da Faculdade de Ciências da Saúde (FS)/Faculdade de Medicina (FM), da 

Universidade de Brasília (UnB), foram mantidos em condições padronizadas de 

temperatura, exaustão, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, água e comida ad 

libitum. Nas salas onde ocorreram os experimentos comportamentais foram 

utilizadas lâmpadas fluorescentes para iluminação.  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEUA), 

do Instituto de Biologia, da Universidade de Brasília (ver comprovante na página 

97), obedecendo aos critérios, de acordo com as normas estabelecidas por Guias 

de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais. Os experimentos foram realizados no 

Laboratório de Cirurgia Experimental (CIEX), da FM/UnB; e no Laboratório de 

Neuroanatomia, da Universidade Federal do Pará (UFPa). 

2. Tratamento adotado às fêmeas grávidas 

Ratos machos (n=20) e fêmeas (n=20) foram colocados em casais para 

copular no período da manhã, em caixas isoladas sem serragem, protegidas 

internamente por uma grade, para proteger os animais do contato das fezes/urina 

e facilitar a localização dos tampões vaginais liberados pelas fêmeas, após a 

cópula. No dia seguinte, tão logo era detectada a presença dos referidos tampões 

nas caixas, as fêmeas foram consideradas como prováveis grávidas e separadas 

individualmente em caixas devidamente identificadas, conforme os tipos de 

tratamento, todos feitos por gavagem (figura 3):  
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• GRUPO I (Grupo Controle) – fêmeas tratadas apenas com água de torneira 

durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 dias de amamentação;  

• GRUPO II (Grupo EtOH) – fêmeas tratadas com EtOH (6,5 g/kg/dia; 22,5% 

p/v), nas mesmas condições do grupo I;  

• GRUPO III (Grupo MeHg) – fêmeas tratadas apenas com água de torneira 

durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 dias de amamentação, sendo 

que no 15º dia de gravidez recebeu dose única de 8 mg/kg de MeHg;  

• GRUPO IV (Grupo EtOH+MeHg) – fêmeas tratadas com 6,5 g/kg/dia de 

EtOH (22,5% p/v) durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 dias de 

amamentação, e com 8 mg/kg de MeHg no 15º dia de gravidez.  

As doses de EtOH e de MeHg foram baseadas na literatura (Cagiano e 

cols., 1990; Maier e West, 2001; Zanoli e cols., 1994) e em resultados pilotos 

realizados no Laboratório de Neurofarmacologia, da UFPa. As substâncias (EtOH 

= código 459836; MeHg = código 442534) utilizadas no estudo foram oriundas da 

Companhia Farmacêutica SIGMA. 
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Figura 3 – Esquema de tratamento administrado às grávidas – Após cruzamento, as ratas provavelmente 
grávidas (n=20) receberam por gavagem: água de torneira ou etanol durante todo o período da gravidez e da 
amamentação. No 15º dia pré-natal, metade de cada grupo recebeu 8 mg/Kg de metilmercúrio. Os grupos 
consistiram em: controle (C), etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol associado ao metilmercúrio 
(EtOH+MeHg). 
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3. Pesagens das proles  

A primeira pesagem das proles foi realizada no primeiro dia pós-natal. 

Todos os recém-natos foram retirados individualmente de suas caixas e 

colocados em uma balança previamente forrada com toalhas de papel, para 

favorecer uma condição de conforto. O pesquisador tinha o cuidado de utilizar 

luvas, para evitar o contato direto dos animais com as mãos, reduzindo assim, a 

possibilidade de rejeição das proles por parte das mães. As proles foram 

mantidas junto às mães até o 21º dia pós-natal quando, então, foram realizados 

os desmames e as sexagens (separação por sexo), para evitar o cruzamento 

entre os machos e fêmeas da mesma ninhada. A seguir, as proles foram mantidas 

em caixas com cerca de 5 animais, sendo todos sempre do mesmo sexo. 

 O controle dos pesos foi monitorado a cada 5 dias (do nascimento até 21 

dias de amamentação) e quando atingiram 1 e 2 meses. Os testes 

comportamentais foram realizados com as proles adultas (n=48) aos 2 meses de 

idade. Todos os experimentos foram conduzidos entre 8:00 e 12:00 horas, com o 

objetivo de evitar as variações circadianas, que poderiam interferir com os 

resultados experimentais.   

4. Avaliação comportamental 

 Teste da atividade locomotora espontânea 

A finalidade de realizar o teste experimental da atividade locomotora 

consistiu em: 1) favorecer a exploração dos animais no teste do LTE; 2) observar 
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se a mobilidade deles estava afetada diante dos tratamentos que receberam na 

vida intrauterina.  

O aparato (figura 4) para a realização deste experimento consistiu em um 

campo aberto de madeira (60x60x35 cm), com a base dividida em 9 quadrantes. 

Antes do início dos experimentos, os animais foram conduzidos ao Laboratório do 

CIEX por um período mínimo de uma hora, para aclimatação e habituação ao 

ambiente do teste.  

Figura 4 - Teste da atividade locomotora – A arena (campo aberto) dividida em 9 quadrantes para a 
contagem da locomoção dos animais. Este comportamento era considerado quando o animal colocava as 
quatro patas em um dos quadrantes.  

Após habituação, o teste da atividade locomotora foi iniciado, onde os 

animais foram colocados no quadrante central do campo aberto e o deslocamento 

para outro quadrante do equipamento foi contabilizado.  Não foi considerada 

locomoção quando o animal colocava uma, duas ou três patas em um dos 

quadrantes, com retorno ao quadrante original. O teste foi realizado em 3 etapas, 

por um período máximo de 5 minutos por sessão. Os animais foram avaliados nos 
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dias 1 (basal), 2 (24 horas) e 7 (uma semana). O objetivo da utilização desses 

intervalos de tempo foi verificar se haveria alteração na mobilidade dos mesmos e 

que, consequentemente, poderia interferir no comportamento dos animais a 

serem avaliados no teste do labirinto, descrito a seguir. 

 Teste do Labirinto em T elevado (LTE) 

O LTE é um equipamento em madeira, elevado 50 cm do chão, com um 

braço fechado (50x10x40 cm) e dois abertos (50x10 cm), circundados por acrílico 

de 1 cm de altura (figura 5). Este aparato foi adaptado do LCE e foi validado 

como modelo experimental de memória e ansiedade (Graeff e cols., 1993).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 - Teste do labirinto em T elevado – O aparato é constituído por dois braços abertos e um braço 
fechado, para facilitar a observação do conflito de esquiva, aprendizado e esquiva de inibição 
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O LTE, construído com pelo menos 2 ambientes e com diferentes níveis de 

aversão, frequentemente provoca medo e favorece o comportamento exploratório, 

levando a um conflito de esquiva (Handley e Mcblane, 1993; Montgomery, 1955). 

A ausência de paredes e a impossibilidade de girar com as patas traseiras 

parecem ser a base da aversão de roedores a espaços abertos, sugerindo que 

esta característica deva ser a base do comportamento de esquiva em relação aos 

braços abertos do LTE (Graeff, 1999; Treit e cols., 1993).  

Considerando os fatores anteriormente citados, pelo menos 3 processos 

psicológicos sequenciais e básicos podem ser observados: 1) conflito de esquiva; 

2) aprendizado; e  3) esquiva de inibição (Sanson e Carobrez, 1999). Todos esses 

parâmetros contribuem para as pesquisas experimentais de memória. Eles podem 

contribuir para as avaliações das drogas neurotóxicas, que estão servindo de 

enfoque neste estudo.   

De acordo com o protocolo de Sanson e Carobrez (1999), com adaptação de 

Takahashi e cols. (2005), cada animal era posicionado no campo aberto de 

madeira por 300 segundos e, em seguida, colocado no braço fechado do LTE. No 

protocolo experimental de aquisição de memória (treinamento), o rato poderia 

explorar o braço fechado do LTE por um tempo máximo de 300 segundos. 

Quando, deixando o braço fechado, o animal posicionava as quatro patas em um 

dos braços abertos, o teste era finalizado e o animal retornava para o campo 

aberto de madeira por 30 segundos. Os ratos foram submetidos novamente, no 

mesmo dia, a tantos testes quanto fossem necessários para alcançar o critério de 

permanecer 300 segundos no braço fechado (critério de esquiva).  



 

 

33

Imediatamente após a aquisição do critério de esquiva, o animal foi colocado 

em um dos braços abertos do LTE, sendo cronometrado o tempo de entrada no 

braço fechado. Após esses procedimentos os animais retornavam às suas gaiolas 

para serem testados no dia seguinte.  

Após 24 horas do treinamento, foi realizado o primeiro teste (T1), onde os 

animais foram posicionados no final do braço fechado e cronometrado o tempo de 

saída com as quatro patas para um dos braços abertos. Após 30 segundos, foi 

realizado um reteste (R1), no qual cada animal foi recolocado no braço fechado 

do LTE, adotando-se o mesmo procedimento anterior. Após 7 dias do 

treinamento, os animais foram novamente posicionados no final do braço fechado 

e realizado os mesmos procedimentos do teste e reteste (T7 e R7) realizados 

após 24 horas do treinamento (Takahashi e cols., 2005).  

 Uma avaliação adicional realizada foi a tentativa de saída do braço 

fechado, considerada quando o rato se esticava do braço fechado, colocando 1, 2 

ou 3 patas em um dos braços abertos e então retornava para sua posição original. 

O rato exibe uma estratégia de defesa denominada avaliação de risco (AR), 

caracterizada pela exploração cautelosa, com dorso estirado e ventre rente ao 

solo, comportamento este que é afetado por medicamentos ansiolíticos (Graeff, 

1999).  

Após a observação de cada animal, o LTE era limpo com álcool 10% (v/v). 

O comportamento de AR foi interpretado como a frequência de tentativas no 

braço fechado (Sanson e Carobrez,1999), de acordo com a fórmula a seguir: 
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AR= frequência de tentativas  x 100 

          tempo de esquiva 

 Teste da Esquiva Inibitória do tipo step-down 

 Este teste baseia-se num modelo de aprendizado e memória, que utiliza 

estímulo aversivo como fator para a obtenção da resposta comportamental 

(Izquierdo e Medina, 1997). Os animais foram submetidos ao aparato, que 

consistia de uma caixa de alumínio (50x50x35 cm), com o assoalho constituído 

por barras de cobre paralelas, distribuídas com uma distância de 1 cm entre si, 

conectadas a um estimulador elétrico. Sobre as grades do assoalho, no centro do 

equipamento, foi colocada uma plataforma de madeira cilíndrica (15x5 cm), 

revestida de material impermeável (figura 6). 

 
 
Figura 6 - Teste da esquiva inibitória – À esquerda, a vista lateral do equipamento e o sensor de controle 
do tempo e da intensidade do choque; À direita (vista superior), a plataforma de madeira sobre as grades de 
ferro. 
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 O protocolo utilizado foi adaptado de Costa e Tomaz (1998). Na primeira 

exposição ao equipamento, os animais foram habituados por um período de 300 

segundos. Após 24 horas, eles foram treinados em 2 etapas: a primeira consistiu 

em colocar o animal sobre a plataforma de madeira e cronometrar o tempo que o 

animal descia com as quatro patas para o assoalho do aparato. Após 5 minutos, o 

segundo estágio do treinamento foi realizado, no qual o animal foi recolocado na 

plataforma do equipamento, porém imediatamente após a descida, foi aplicado 

um choque elétrico de 1 miliampére (1mA) durante 1 segundo nas patas do rato. 

Em seguida, o animal foi retirado do aparato.  

A retenção do aprendizado da esquiva inibitória foi avaliada no estágio do 

teste, que ocorreu 24 horas após o treinamento, quando o animal foi 

reposicionado na plataforma e foi mensurado o seu tempo de descida com as 

quatro patas para o assoalho do equipamento. O limite de tempo para descida foi 

de 300 segundos.  

A figura 7 demonstra um esquema dos procedimentos adotados no 

estudo, delineando o tratamento adotado desde o cruzamento dos ratos machos e 

fêmeas e os testes experimentais com as proles adultas. A ilustração mostra 

também a sequência dos testes realizados, que teve início com o campo aberto e 

foi finalizado com a perfusão dos ratos testados (n=4) nos protocolos 

comportamentais. 
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Figura 7 – Esquema de tratamento e avaliação comportamental – Após cruzamento, as ratas 
provavelmente grávidas (n=20) receberam por gavagem: água de torneira - controle (C), etanol (EtOH), 
metilmercúrio (MeHg) e etanol associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Os testes comportamentais foram 
realizados com as proles adultas (n=12/tratamento) conforme segue: campo aberto, labirinto em T elevado 
(LTE) e esquiva inibitória. Ao final dos testes comportamentais, 4 animais/grupo foram perfundidos para a 
retirada dos cérebros e análises morfológicas. 
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5. Análises morfológicas e densitométricas dos cérebros 

 Perfusão 

 Os ratos foram anestesiados com cloridrato de quetamina (100 mg/Kg; 

Cristália) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg; Cristália), sendo, em seguida, 

transfundidos trancardiacamente com solução salina heparinizada (1000 UI/L- 

Cristália) durante 10 minutos, seguidos de fixação aldeídica (paraformaldeído 4%, 

pH 7,2-7,4 e em solução tampão fosfato 0,1M, durante 30 minutos; Sigma 

referência BCR5534), conforme figura 8.  

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Procedimento de perfusão. Após a anestesia, cada animal foi perfundido transcardiacamente 
com salina heparinizada, seguido de fixação aldeídica, para posterior craniotomia. A seta indica o 
posicionamento que a agulha foi inserida no coração. Fonte: http://www.neuroscienceassociates.com/ 
images/Graphics/ perfusion.gif 

 

A craniotomia foi realizada após a perfusão, quando os cérebros foram 

retirados e pesados. Os hemisférios cerebrais, posteriormente, também foram 

separados, pesados e seccionados com vibrátomo no plano parassagital, com 

150 micrômetros de espessura. Os cortes obtidos foram armazenados em 
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solução tampão fosfato 0,1M e PH 7,4 e incubados imediatamente nas reações 

histoquímicas. 

 As secções obtidas pelo vibrátomo foram sujeitas ao método málico 

indireto modificado (Scherer-Singler e cols., 1983), no qual as secções foram 

coletadas em solução fosfato 0,1M e PH 7,4 e incubadas a 37ºC na mistura da 

reação histoquímica, que consistiu em: 0,6% de ácido málico em tampão 

tris(hidroximetil)aminometano (TRIS; Sigma 252859) 0,1M, com o PH final em 8,0, 

ao qual foi adicionado (1,6-Diidronicotinamida-Adenina Dinucleotideo) B-NADP 

(0,1% p/v; Sigma N5755); cloreto de manganês (0,04% p/v); e nitroblue 

tetrazolium (0,03% p/v; Sigma N6639), previamente diluído em dimetilsulfóxido-

DMSO (0,3% p/v; Sigma D8418). O triton X-100 (0,1% v/v; Sigma T9284) foi 

adicionado à mistura e as secções foram incubadas nesta solução, acima 

descrita, a 37ºC em contínua agitação, por um tempo médio de 6 horas. 

 A inspeção microscópica foi utilizada para inferir quando o produto da 

reação estava visível e assim as camadas hipocampais e as células e fibras do 

estriado estavam bem definidas. A reação foi finalizada lavando-se as secções 

por 3 vezes (10 minutos cada) em solução tampão fosfato 0,1M, PH 7,4. As 

secções foram montadas e embebidas em glicerol, colocadas entre lâmina e 

lamínula e, posteriormente, seladas com esmalte de unha. 

 A reação histoquímica de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-

diaforase (NADPH-d) fundamenta-se na fixação aldeídica para promover a 

inibição de outros tipos de óxido-redutases dependentes de NADPH-d. A 

utilização de paraformaldeído a 4% inibe a atividade de outras enzimas 

diaforases, assim como aumenta a deposição de formazan. A técnica 
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histoquímica para NADPH-d permite a mensuração da atividade nitrérgica, porém 

sem a especificidade da NOS detectada, ou seja, a marcação enzimática ocorre 

para todos os tipos de NOS presentes no tecido a ser analisado (Buwalda e cols., 

1995). 

 

 Atividade histoquímica relativa 

 Foram selecionadas para as análises densitométricas 8 a 10 secções 

contendo o Corno de Amon 1 (CA1), o giro denteado do hipocampo dorsal, o 

estriado e o cerebelo de cada grupo experimental. Com o objetivo de mensurar a 

densidade do produto da reação, através da transmissão da luz nas diferentes 

camadas dos tecidos estudados, utilizou-se um fotômetro (Tektronix, modelo J17), 

com probe de luminância J1803, acoplado a um microscópio. As análises das 8 a 

10 secções foram executadas obtendo-se a média dos valores de transmitância 

para cada animal, em um total de 4 animais por grupo experimental. 

 A reação de NADPH-d estava sujeita às variabilidades entre as reações e 

diminuição da atividade, conforme o tempo decorrido. Além disso, em função das 

análises comparativas dos tecidos não terem sido reagidas ao mesmo momento, 

e por este motivo poder ter havido algumas diferenças nas condições 

experimentais, foi adotada uma escala relativa normalizada, baseada na escolha 

de uma região de menção controlada interna em cada secção, que não era 

afetada significativamente pela reação. Assim, foi permitida a realização de 

comparações entre secções reagidas em diferentes momentos do experimento.  

A luz transmitida através da camada granular do giro denteado foi 

escolhida como controle interno e foi designada de transmitância máxima (Tmax). 
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A transmitância da camada em estudo do hipocampo foi designada de 

transmitância mínima (Tmin). O índice de contraste (C) foi calculado de acordo 

com a equação: C=(Tmax-Tmin)/(Tmax+Tmin) (Borba e cols., 2000). 

6. Análise estatística 

Todos os dados dos testes comportamentais e morfológicos foram 

avaliados pela Análise de Variância (ANOVA) de uma via. Para as comparações 

múltiplas post hoc utilizou-se o teste de Tukey. Os dados de cada grupo 

experimental foram expressos como a média ± erro padrão da média (e.p.m.) de 

12 animais (6 machos e 6 fêmeas) para os protocolos comportamentais e 4 

animais (2 machos e 2 fêmeas) para as análises morfológicas. A probabilidade 

aceita como indicativa da existência de diferenças significantes foi de p<0,05. 

Como a ANOVA não detectou diferença estatística entre os resultados obtidos 

para os ratos machos e fêmeas, os dados foram agrupados. 
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1. Pesagens das proles 

A primeira pesagem ocorreu no dia do nascimento (D1) e a cada 5 dias do 

período de amamentação (D5, D10, D15, D20), e continuando com a verificação 

dos pesos após o período pós-desmame (D30 e D60). Observa-se no gráfico 1 

que os animais dos grupos tratados com EtOH, MeHg ou EtOH+MeHg não 

acompanharam a faixa de ganho de peso corpóreo, quando comparados ao grupo 

controle, em quase a totalidade dos períodos avaliados. No nascimento, o grupo 

EtOH+MeHg apresentou peso menor que o grupo controle (F(3,47)= 8,959; 

p<0,001) e que os grupos EtOH (F(3,47)= 6,550; p<0,001) e MeHg (F(3,47)= 6,626; 

p<0,001).  

Após 5, 10 e 15 dias do nascimento, estas diferenças se mantiveram, onde 

os grupos EtOH [5 dias (F(3,47)= 11,86; p<0,001); 10 dias (F(3,47)= 9,523; p<0,001) 

e 15 dias (F(3,47)= 8,096; p<0,001)] e EtOH+MeHg [5 dias (F(3,47)= 11,19; p<0,001); 

10 dias (F(3,47)= 10,83; p<0,001) e 15 dias (F(3,47)= 8,104; p<0,001)] apresentaram 

ganho de peso inferiores ao grupo controle, sendo que o grupo EtOH+MeHg 

apresentou pesos corpóreos reduzidos quando comparados também ao MeHg [5 

dias (F(3,47)= 9,196; p<0,001); 10 dias (F(3,47)= 9,614; p<0,001) e 15 dias (F(3,47)= 

8,527; p<0,001). 

A partir dos 20 dias pós-natal, todos os grupos apresentaram redução nos 

ganhos de peso quando comparados ao grupo controle [EtOH 20dias (F(3,47)= 

9,056; p<0,001); EtOH 30 dias (F(3,47)= 55,29; p<0,001); EtOH 60 dias (F(3,47)= 

39,67; p<0,001); MeHg 20 dias (F(3,47)= 5,462; p<0,001); MeHg 30 dias (F(3,47)= 

31,63; p<0,001); MeHg 60 dias (F(3,47)= 22,97; p<0,001); EtOH+MeHg 20 dias 

(F(3,47)= 11,36; p<0,001); EtOH+MeHg 30 dias (F(3,47)= 74,07; p<0,001); 
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EtOH+MeHg 60 dias (F(3,47)= 54,01; p<0,001)]. Nestes períodos, o grupo 

EtOH+MeHg também apresentou diminuições significativas em seus ganhos de 

peso corpóreos em relação aos grupos tratados com os neurotóxicos de forma 

isolada [MeHg 20 dias (F(3,47)= 5,893; p<0,001); EtOH 30 dias (F(3,47)= 18,78; 

p<0,001); MeHg 30 dias (F(3,47)= 42,44; p<0,001); EtOH 60 dias (F(3,47)= 14,34; 

p<0,001); MeHg 60 dias (F(3,47)= 31,04; p<0,001)]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gráfico 1 – Pesos das proles dos grupos controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol associado 
ao metilmercúrio (EtOH+MeHg) no 1º (D1), 5º (D5), 10º (D10), 15º (D15), 20º (D20), 30º (D30) e 60º (D60) 
dias pós-natal. Cada barra representa a média ±e.p.m. de 12 animais. *p<0,05 diferença significativa em 
relação ao grupo controle, tratado com água de torneira. #p<0,05 representa diferença estatística em relação 
ao grupo EtOH e/ou MeHg (ANOVA, Teste de Tukey). 
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2. Avaliação comportamental 

 Atividade Locomotora 

 No teste do campo aberto, a ANOVA mostrou que a exposição com MeHg 

durante a vida intrauterina, aumentou a atividade locomotora basal das proles 

(F(3,47)= 4,410; p<0,05), em comparação aos animais controles, (gráfico 2A).  
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Gráfico 2 – Efeitos do EtOH e/ou MeHg em ratos (proles adultas) avaliados no campo aberto. A) Atividade 
locomotora das proles realizada em 3 estágios: Basal, 1 dia e 7 dias onde as comparações foram feitas entre 
os grupos em cada fase do teste. B) Atividade locomotora das proles realizada em 3 estágios: Basal, 1 dia e 
7 dias onde as comparações foram feitas no mesmo grupo de tratamento. Os grupos considerados foram: 
controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada 
barra apresenta a média ±e.p.m. de 12 animais. *p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo controle, 
tratado com água de torneira. + p<0,05 comparado à linha de base de cada fase. Xp<0,05 comparado à 
segunda exposição ao campo aberto (ANOVA, Teste de Tukey).  

 A segunda exposição a este teste ocorreu com 24 horas após a primeira 

exposição (gráfico 2A), e os resultados foram similares à bateria de testes do dia 
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anterior. O grupo MeHg novamente apresentou diferença significativa em relação 

ao grupo controle (F(3,47)= 4,416; p<0,05). Foi observado, nesta etapa do teste, 

que os animais tratados com os neurotóxicos não apresentaram diferenças 

significativas na locomoção quando comparados aos seus tempos basais, onde 

apenas o grupo controle (F(2,35)= 3,732; p<0,05) apresentou diminuição nos 

números de quadrantes cruzados (gráfico 2B).  

 Após 7 dias, ocorreu a terceira exposição ao campo aberto (gráfico 2A), 

onde não foram observadas alterações significativas entre os grupos tratados com 

os neurotóxicos e o grupo controle. O gráfico 2B demonstra que o grupo MeHg 

apresentou diferença significativa nesta fase do teste em relação à sua atividade 

locomotora basal (F(2,35)= 6,948; p<0,001) e de 24 horas(F(2,35)= 3,844; p < 0,05). 

 LTE 

 No teste do LTE, os parâmetros avaliados foram o número de re-

exposições para a aquisição do estado de esquiva inibitória, o tempo de esquiva 

ao braço aberto nas 3 primeiras exposições, e o tempo de fuga dos braços 

abertos. O tempo de esquiva a um dos braços abertos, após 24 horas e 7 dias da 

primeira exposição ao labirinto, também foi analisado e ocorreu através de 2 

estágios (teste e reteste), com um intervalo de 30 segundos entre eles. Outro 

parâmetro observado foi a AR nas três primeiras exposições do dia de 

treinamento, nos testes e retestes de 24 horas e 7 dias.   

           No gráfico 3 observa-se que o grupo EtOH+MeHg foi significativamente 

mais re-exposto ao LTE que o grupo controle (F(3,47)= 5,530; p<0,05), sendo 

necessárias, aproximadamente, 4 exposições para que os animais deste grupo 
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adquirissem o estado de esquiva, permanecendo 300 segundos no braço fechado 

do labirinto. Quando comparados ao grupo controle, os grupos EtOH e MeHg não 

apresentaram diferenças significativas em relação ao número de re-exposições ao 

braço fechado do LTE, em que a média foi de 3 exposições para a aquisição do 

critério de esquiva.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3 – Número de re-exposições necessárias para adquirir o estado de esquiva. Grupos expostos 
foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). 
Cada barra representa a média ±e.p.m. de 12 animais. *p<0,05 representa diferença significativa em 
relação ao grupo controle (ANOVA, Teste de Tukey). 

 

No gráfico 4A, observa-se que na primeira exposição ao LTE para 

avaliação do nível basal do tempo de esquiva, os grupos MeHg e EtOH+MeHg 

apresentaram diferenças significativas em relação ao controle [MeHg (F(3,47)= 

3,975; p<0,05); EtOH+MeHg (F(3,47)= 7,310; p<0,001)]. O grupo EtOH+MeHg 

também apresentou redução no tempo de permanência no braço fechado quando 

comparado ao grupo EtOH (F(3,47)= 4,093; p<0,05). 
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Gráfico 4 – Efeitos do EtOH e/ou MeHg em ratos (proles adultas) na aquisição de esquiva no LTE. O teste 
consistiu na avaliação das 3 primeiras exposições, com intervalos de 30 segundos e mediu a latência no 
braço fechado. A) Aquisição de esquiva nas proles, comparando os grupos tratados com os neurotóxicos 
entre si. B) Aquisição de esquiva nas proles, comparando os três estágios do teste em cada grupo de 
tratamento. Os grupos considerados foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol associado 
ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra representa a média±e.p.m. de 12 animais. *p<0,05 representa 
diferença significativa em relação ao grupo controle, tratado com água de torneira. #p<0,05 representa 
diferença significativa em relação aos grupos: EtOH no estágio basal ou MeHg na exposição 1. +p<0,05 
representa diferença significativa em relação ao estágio basal do teste para o mesmo tratamento. xp<0,05 
representa diferença significativa em relação à exposição 1 do teste para o mesmo tratamento (ANOVA, 
Teste de Tukey). 
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             Na terceira re-exposição (exposição 2), após 30 segundos da obtenção 

do tempo de esquiva 1, todos os grupos elevaram a latência no braço fechado, 

onde as diferenças dos grupos tratados com os neurotóxicos em relação ao 

controle não se restabeleceram, não havendo diferença significativa entre os 

grupos.  

 O gráfico 4B apresenta uma análise comparativa entre os três períodos 

de teste de acordo com cada grupo tratado. Todos os grupos apresentaram 

aumento significativo dos tempos de latência nas etapas de exposição 1 e 2 em 

relação ao seus tempos de esquiva basal, com exceção do grupo EtOH+MeHg 

que apresentou o aumento do tempo de esquiva apenas na exposição 2 [basal 

(F(2,35)= 14,63; p<0,001); exposição 1 (F(2,35)= 14,47; p<0,001)], demonstrando que 

o grupo da associação com os dois neurotóxicos necessitou de mais exposições 

para elevar seu tempo de latência no braço fechado.  

O gráfico 5 demonstra o tempo de escape dos animais a partir do braço 

aberto do LTE. Observou-se que todos os grupos tratados com os neurotóxicos 

apresentaram menor tempo na exploração dos braços abertos do que o grupo 

controle [EtOH (F(3,47)= 11,67; p<0,05); MeHg (F(3,47)= 11,52; p<0,05); EtOH+MeHg 

(F(3,47)= 12,68; p<0,05)].   
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Gráfico 5 – Tempo de escape do braço aberto. Os grupos expostos foram controle, etanol (EtOH), 
metilmercúrio (MeHg) e etanol associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra representa a média 
±e.p.m. de 12 animais.*p<0,05 representa diferença significativa em relação ao grupo controle (ANOVA, 
Teste de Tukey). 
 

 O gráfico 6 representa o teste e o reteste realizados 24 horas e 7 dias 

após o treino. No teste realizado 1 dia após o treino (T1), todos os grupos tratados 

com os neurotóxicos apresentaram latências no braço fechado significativamente 

menores que o grupo controle [EtOH (F(3,47)= 6,307; p<0,001); MeHg (F(3,47)= 

6,940; p<0,001); EtOH+MeHg (F(3,47)= 7,234; p<0,001)].  Após 30 segundos, os 

animais foram re-submetidos ao reteste (R1) com os mesmos procedimentos 

realizados para o teste.  Os grupos MeHg e EtOH+MeHg novamente 

apresentaram tempo de permanência diminuído no braço fechado em relação ao 

grupo controle [MeHg (F(3,47)= 5,517; p<0,01); EtOH+MeHg (F(3,47)=6,853; 

p<0,001)], porém, o grupo da associação apresentou também diminuição do 

tempo de permanência no braço fechado em relação ao grupo EtOH 

(F(3,47)=4,258; p<0,05). 
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Gráfico 6 – Efeitos do EtOH e/ou MeHg em ratos (proles adultas) no teste e reteste realizados no LTE, 1 e 7 
dias após o treino, com intervalos de 30 segundos. O teste consistiu na avaliação da latência de permanência 
no braço fechado do LTE. Os grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol 
associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra representa a média ±epm de 12 animais. *p<0,05 
representa diferença significativa em relação ao grupo controle, tratado com água de torneira. # p<0,05 
representa diferença significativa comparada ao grupo EtOH (ANOVA, Teste de Tukey).  

Após 7 dias, os animais foram, mais uma vez, submetidos aos testes e 

retestes, realizados anteriormente. Na fase do teste (T7), todos os grupos 

tratados com os neurotóxicos apresentaram alterações significativas no tempo de 

permanência no braço fechado em comparação ao controle [EtOH (F(3,47)= 5,654; 

p<0,01); MeHg (F(3,47)= 6,329; p<0,001); EtOH+MeHg (F(3,47)= 5,516; p<0,01)].  

Na fase de reteste (R7), todos os grupos analisados repetiram os 

resultados da fase de teste, apresentando diminuição significativa no tempo de 

permanência no braço fechado em relação ao grupo controle [EtOH F(3,47)= 11,79; 

p<0,001); MeHg (F(3,47)= 15,41; p<0,001); EtOH+MeHg (F(3,47)= 12,20; p<0,001)]. 

 O gráfico 7 apresenta a AR nos estágios de exposição ao LTE: basal, 

exposição 1, exposição 2, T1, R1, T7 e R7. Os resultados demonstraram que o 

comportamento de AR basal estava diminuído em todos os grupos tratados com 
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os neurotóxicos em relação ao grupo controle [EtOH (F(3,47)= 6,452; p<0,001); 

MeHg (F(3,47)= 6,452; p<0,001); EtOH+MeHg (F(3,47)= 6,452; p<0,001)].   

Na etapa seguinte (exposição 1),  a maioria dos grupos obtiveram aumento 

no percentual da AR porém, novamente, todos os grupos tratados com os 

neurotóxicos não atingiram o nível no percentual de AR do grupo controle [EtOH 

(F(3,47)= 4,120; p<0,05); MeHg (F(3,47)= 5,988; p<0,001); EtOH+MeHg (F(3,47)= 

10,82; p<0,001)]. Na exposição 1 também se observou que o grupo EtOH+MeHg 

obteve percentuais significativamente menores que os grupos EtOH (F(3,47)= 6,69; 

p<0,05) e MeHg (F(3,47)= 4,829; p<0,01). 

 Na exposição 2, o grupo EtOH atingiu percentual próximo do grupo 

controle, sem que o teste da ANOVA detectasse diferença significativa entre eles. 

Os grupos MeHg (F(3,47)= 4,459; p<0,05) e EtOH+MeHg (F(3,47)= 8,518; p<0,001) 

permaneceram com diminuições significativas nos percentuais de AR em relação 

ao grupo controle. Nesta etapa do teste, o grupo MeHg+EtOH foi 

significativamente menos reativo à AR do que os grupos EtOH (F(3,47)= 6,974; 

p<0,001) e MeHg (F(3,47)= 4,059; p<0,05) (gráfico 7).  

 Após 24 horas da determinação dos níveis basais e das exposições 1 e 2, 

foi avaliado o comportamento de AR nos procedimentos de teste e reteste. No T1, 

observou-se que todos os grupos avaliados apresentaram diminuição no 

percentual desse comportamento, no qual o controle apresentou resultados 

comparados aos seus níveis basais. Os grupos de tratamento MeHg (F(3,47)= 

5,812; p<0,001) e EtOH+MeHg (F(3,47)= 5,812; p<0,001) apresentaram 

diminuições significativas nos percentuais de AR em relação ao grupo controle. 

Na fase de R1 todos os grupos tratados com os neurotóxicos apresentaram níveis 
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inferiores no percentual de AR em relação ao grupo controle [EtOH (F(3,47)= 6,404; 

p<0,001); MeHg (F(3,47)= 7,400; p<0,001); EtOH+MeHg (F(3,47)= 8,397; p<0,001)] 

(gráfico 7).  

Após 7 dias, foram analisados a AR nos testes e retestes (gráfico 7). No 

T7, os grupos tratados com os neurotóxicos obtiveram valores de AR 

significativamente inferiores ao grupo controle [EtOH (F(3,47)= 4,163; p<0,05); 

MeHg (F(3,47)= 3,992; p<0,05)], enquanto na fase de R7, eles apresentaram 

resultados diminuídos de AR em comparação ao grupo controle [EtOH (F(3,47)= 

6,524; p<0,001); MeHg (F(3,47)= 6,407; p<0,001); EtOH+MeHg (F(3,47)= 6,582; 

p<0,001)].  

Gráfico 7 – Efeitos do EtOH e/ou MeHg em ratos (proles adultas) na avaliação de risco (AR). O teste 
consistiu na avaliação das tentativas dos animais para explorarem os braços abertos do LTE, nos estágios 
basal, exposição 1 (Exp 1), exposição 2 (Exp 2), teste de 24 horas (T1), reteste de 24 horas (R1), teste de 7 
dias (T7) e reteste de 7 dias (R7). Os grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) 
e etanol associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra representa a média ±epm de 12 animais. 
*p<0,05 representa diferença significativa em relação ao grupo controle, tratado com água de torneira. # 
p<0,05 representa diferença significativa comparada ao grupo EtOH e/ou MeHg (ANOVA, Teste de Tukey). 
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 Esquiva Inibitória do tipo step-down 

 O gráfico 8 demonstra os resultados do protocolo de esquiva inibitória, no 

qual há a utilização de estímulo aversivo (choque). Foi observada que a retenção 

do aprendizado da esquiva inibitória estava um pouco prejudicada nos grupos 

EtOH e MeHg, visto que o tempo de permanência na plataforma de madeira do 

aparato ficou abaixo dos 20 segundos, porém não houve diferença significativa 

em relação ao controle, que apresentou tempo de permanência na plataforma em 

torno de 25 segundos. Entretanto, quando da associação dos dois neurotóxicos, o 

grupo EtOH+MeHg apresentou diminuição significativa no tempo de permanência 

na plataforma do equipamento, tanto em relação ao grupo controle [F(3, 47)= 6,117; 

p<0,001], quanto em relação aos grupos tratados com os neurotóxicos de forma 

isolada [EtOH F(3,47)= 3,759; p<0,05; MeHg F(3,47)= 3,522; p<0,05]. 

Gráfico 8 – Efeitos do EtOH e/ou MeHg em ratos (proles adultas) na esquiva inibitória do tipo step-down. O 
teste consistiu na avaliação da retenção do aprendizado da esquiva inibitória, após estímulo aversivo. Os 
grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol associado ao metilmercúrio 
(EtOH+MeHg). Cada barra representa a média ±e.p.m. de 12 animais.*p<0,05 representa a diferença 
significativa dos grupos tratados com os neurotóxicos em relação ao controle. # p<0,05 representa 
diferença significativa comparada ao grupo EtOH e/ou MeHg (ANOVA, teste de Tukey). 
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3. Peso dos encéfalos 

Em relação aos pesos dos encéfalos frescos dos animais, o grupo EtOH 

(F(3,15)= 6,418; p<0,01) apresentou redução dos mesmos quando comparados aos 

dos animais pertencentes ao grupo controle (ver gráfico 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 9 – Peso (em gramas) dos encéfalos frescos. Os grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), 
metilmercúrio (MeHg) e etanol associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra apresenta a média 
±e.p.m. de 4 animais.*p<0,05 representa a diferença significativa em relação ao controle (ANOVA, teste de 
Tukey). 
 

 

 

4. Análises morfológicas 

  Diante das condições analisadas, foi possível observar que algumas 

estruturas centrais, aqui avaliadas, foram mais suscetíveis às interferências 

nitrérgicas diante da ação de neurotóxicos do que outras, como foi o caso do 

cerebelo que se mostrou menos afetado pelas ações do NO do que o estriado e o 

hipocampo.  
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 A administração de EtOH aumentou a atividade nitrérgica em todas as 

quatro regiões do estriado do rato (pósterodorsal (PD) [F(3,15)= 9,295; p<0,001]; 

anterodorsal (AD) [F(3,15)= 5,416; p<0,05]; anteroventral  (AV) [F(3,15)= 6,600; 

p<0,01]; pósteroventral (PV) [F(3,15)= 15,28; p<0,001]), enquanto o grupo MeHg 

diminuiu a atividade nitrérgica na região AV [F(3,15)= 4,243; p<0,05].  

A região posterior do estriado foi afetada no grupo EtOH+MeHg, mostrando 

aumento nos valores de contraste na região PV [F(3,15)= 8,292; p<0,001] quando 

comparados aos valores do grupo controle (gráfico 10 e tabela 1). Observa-se 

novamente no gráfico 10 que o grupo da associação com os dois neurotóxicos 

apresentou diminuição acentuada nos valores de contraste em relação ao grupo 

EtOH nas regiões PD [F(3,15)= 6,713; p<0,01], AV [F(3,15)= 7,542; p<0,001] e PV 

[F(3,15)= 6,983; p<0,01]. Quando comparado ao grupo MeHg, o grupo EtOH+MeHg 

apresentou aumento significativo dos valores de contraste nas regiões PD [F(3,15)= 

6,197; p<0,01] e PV [F(3,15)= 12,22; p<0,001]. 

A figura 9 demonstra uma fotomicrografia para ilustrar um corte da região 

AV do estriado das proles submetidas aos testes comportamentais. A figura 

demonstra também os valores médios de transmitância, que é inversamente 

proporcional à pigmentação tecidual, ou seja, quanto maior os valores de 

transmitância, menor será o nível de opacidade do tecido fotomicrografado. Pode-

se notar na fotomicrografia que o EtOH apresentou uma maior intensidade na 

coloração da região AV do estriado.  
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Figura 9 – Fotomicrografia da região anteroventral (AV) das secções que foram selecionadas para ilustrar o 
estriado do rato, baseado nos valores médios de transmitância de cada grupo experimental. Os grupos 
expostos foram: controle (C), etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol associado ao metilmercúrio 
(EtOH+MeHg). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 10 – Atividade histoquímica de NAPH-diaforase no estriado. A) Valores de contraste de NADPH-
diaforase para cada grupo experimental. B) Média dos valores de transmitância de NADPH-diaforase para 
cada grupo experimental. Os grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol 
associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra apresenta a média±e.p.m. de 4 animais. *p<0,05 
representa a diferença significativa em relação ao controle. #p<0,05 representa a diferença significativa em 
relação ao  EtOH ou MeHg. PD – estriado posterodorsal; AD – estriado anterodorsal; AV – Anteroventral; PV 
– Posteroventral (ANOVA, Teste de Tukey). 
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Tabela 1 – Atividade histoquímica de NAPH-diaforase no estriado. Acima: valores de contrastes. Abaixo: 
valores de transmitância. Os grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol 
associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra apresenta a média±e.p.m. de 4 animais. *p<0,05 
representa a diferença significativa em relação ao controle. #p<0,05 representa a diferença significativa em 
relação ao  EtOH ou MeHg. PD – estriado posterodorsal; AD – estriado anterodorsal; AV – Anteroventral; PV 
– Posteroventral (ANOVA, Teste de Tukey). 
 
 

O hipocampo foi mais sensível ao EtOH do que ao MeHg ou ao 

EtOH+MeHg (gráfico 11 e tabela 2). Nestas regiões, o estrato lacunoso (SL) do 

CA1 [F(3,15)= 6,441; p<0,01] e o estrato molecular (SM) [F(3,15)= 5,714; p<0,01] do 

giro denteado aumentaram a atividade nitrérgica após o tratamento com o EtOH. 

O grupo EtOH+MeHg apresentou diminuição dos valores de contraste da 

atividade nitrérgica na região do SM [F(3,15)= 4,571; p<0,05] e do SL [F(3,15)= 5,041; 

p<0,05], em relação ao grupo EtOH.  

A figura 10 ilustra os valores médios de transmitância dos grupos tratados 

com os neurotóxicos, através da fotomicrografia do CA1 e suas camadas 

hipocampais. Nota-se o aumento na intensidade da tonalização da coloração no 

grupo EtOH, nas camadas SL e SM, compatível com o aumento da atividade 

nitrérgica. 

 

Valores de contraste    
Regiões do  
estriado 

Controle EtOH MeHg EtOH+MeHg 

PD 
AD 
AV 
PV 

0,33±0,02 
0,28±0,03 
0,38±0,02 
0,28±0,02 

0,51±0,01* 

0,50±0,04* 

0,52±0,03* 

0,63±0,02* 

0,26±0,03 
0,23±0,05 
0,29±0,01* 
0,19±0,03* 

0,38±0,01# 
0,40±0,04 
0,36±0,02# 
0,47±0,02*# 

Valores de transmitância    
Regiões do 
estriado 

Controle EtOH MeHg EtOH+MeHg 

PD 69,62±19,20 57,95±7,72 80,12±7,19 68,83±14,84 
AD 76,66±20,56 60,35±11,54 84,21±10,44 68,72±18,84 
AV 75,45±19,22 40,81±6,89 92,17±9,37 54,78±13,66 
PV 58,70±12,03 54,91±5,63 76,05±6,22 72,68±17,71 
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Figura 10 – Fotomicrografia da camada granular do giro denteado (GrDG); Camada polimórfica (PO); Estrato 
molecular (SM); estrato lacunoso molecular (SL) do Corno de Amon 1 (CA1) de secções que foram 
selecionadas para ilustrar as camadas hipocampais dos ratos, baseado nos valores médios de transmitância 
de cada grupo experimental. Os grupos expostos foram: controle (C), etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e 
etanol associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). 

 
 
 

 

 

  

 

 

 
  

 

 

 
Gráfico 11 – Atividade histoquímica de NAPH-diaforase no hipocampo. A) Valores de contraste de NADPH-
diaforase para cada grupo experimental. B) Média dos valores de transmitância de NADPH-diaforase para 
cada grupo experimental. Os grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol 
associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra apresenta a média±e.p.m. de 4 animais. *p<0,05 
representa a diferença significativa em relação ao controle. #p<0,05 representa a diferença significativa em 
relação ao  EtOH. GrDG – Camada granular do giro denteado; PO – Camada polimórfica; SM – estrato 
molecular; SL – estrato lacunoso molecular (ANOVA, Teste de Tukey). 
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Valores de contraste 
Regiões do 
hipocampo

Controle EtOH MeHg EtOH+MeHg 

PO 0,33 ±0,04 0,41±0,01 0,25±0,014  0,33±0,02 
SM 0,28±0,04 0,48±0,04* 0,26±0,01 0,32±0,04# 
SL 0,32±0,05 0,55±0,03* 0,28±0,01 0,37±0,04# 
Valores transmitância 
Regiões do 
hipocampo

Controle EtOH MeHg EtOH+MeHg 

GrDG 132,89±14,96 113,28±3,83 124,32±6,21 95,45±12,89 
PO 69,77±15,00 47,98±2,23 74,77±3,13 48,11±7,66 
SM 77,31±14,69 41,08±5,35 73,70±5,72 50,59±10,45 
SL 72,19±15,58 33,65±3,63 70,48±4,83 47,46±10,73 

Tabela 2 – Atividade histoquímica de NAPH-diaforase no hipocampo. Acima: valores de contrastes. Abaixo: 
valores de transmitância. Os grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol 
associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra apresenta a média±e.p.m. de 4 animais. *p<0,05 
representa a diferença significativa em relação ao controle. #p<0,05 representa a diferença significativa em 
relação ao  EtOH. GrDG – Camada granular do giro denteado; PO – Camada polimórfica; SM – estrato 
molecular; SL – estrato lacunoso molecular (ANOVA, Teste de Tukey). 

 
No cerebelo, os grupos EtOH e MeHg não apresentaram diferenças 

significativas quando comparados ao grupo controle, em nenhuma das camadas 

cerebelares. Somente o grupo EtOH+MeHg interferiu na atividade nitrérgica no 

cerebelo na camada molecular, quando comparado ao grupo EtOH [F(3,15)= 5,241; 

p<0,05], diminuindo a atividade nitrérgica naquele local (gráfico 12, tabela 3).  

A figura 11 ilustra os valores médios de transmitância através das 

camadas cerebelares, em que os grupos tratados com os neurotóxicos 

apresentam aproximadamente o mesmo nível de coloração, sem diferenças 

significativas. Nota-se que a camada granular do grupo controle apresenta um 

nível de pigmentação maior que os grupos tratados, compatível com os resultados 

de contraste obtidos, porém não foi suficiente para apresentar significância em 

relação aos grupos tratados com os neurotóxicos. 
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Figura 11 – Fotomicrografia da camada granular (Gr); Camada molecular (Mol) de secções que foram 
selecionadas para ilustrar as camadas cerebelares dos ratos, baseado nos valores médios de transmitância 
de cada grupo experimental. Grupos expostos são controle (C), etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol 
associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfico 12 – Atividade histoquímica de NAPH-diaforase no cerebelo. A) Valores de contraste de NADPH-
diaforase para cada grupo experimental. B) Média dos valores de transmitância de NADPH-diaforase para 
cada grupo experimental. Os grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol 
associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra apresenta a média±e.p.m. de 4 animais. #p<0,05 
representa a diferença significativa em relação ao  EtOH. Gr – Camada granular; Mol – camada molecular 
(ANOVA, Teste de Tukey). 
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Tabela 3 – Atividade histoquímica de NAPH-diaforase no cerebelo. Acima: valores de contrastes. Abaixo: 
valores de transmitância. Os grupos expostos foram: controle, etanol (EtOH), metilmercúrio (MeHg) e etanol 
associado ao metilmercúrio (EtOH+MeHg). Cada barra apresenta a média±e.p.m. de 4 animais. #p<0,05 
representa a diferença significativa em relação ao  EtOH. Gr – Camada granular; Mol – camada molecular 
(ANOVA, Teste de Tukey). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Valores de contraste 
Regiões do 
cerebelo 

Controle EtOH MeHg EtOH+MeHg 

Gr 0,45±0,06 0,43±0,06 0,33±0,05 0,28±0,02 
Mol 0,44±0,07 0,52±0,05 0,32±0,04 0,27±0,01# 
Valores transmitância 
Regiões do 
cerebelo 

Controle EtOH MeHg EtOH+MeHg 

Gr 48,2±11,25 51,56±11,61 68,09±11,8 71,68±10,25 
Mol 45,77±9,87 45,49±14,21 70,26±12,00 66,75±9,31 
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         Os dados obtidos sugerem que a intoxicação pelo EtOH e/ou MeHg está 

correlacionado aos déficits no aprendizado (aquisição), na retenção da memória 

de curta e longa duração (explícitas e implícitas) e no comportamento sugestivo 

de aumento da emocionalidade, observados nas proles adultas de ratas 

contaminadas com aqueles neurotóxicos durante o período pré-natal. Outras 

alterações, como aquelas envolvendo os pesos corpóreos e dos encéfalos dos 

animais, se tornaram fundamentais como fatores críticos indicativos para a 

detecção da FAS nos animais tratados de forma isolada com EtOH, que também 

apresentaram atividade nitrérgica aumentada no hipocampo e estriado.  

  No período D1 até D60, as proles de todos os grupos tratados com EtOH 

e/ou MeHg, apresentaram diferenças em seus pesos corpóreos em relação ao 

controle. No entanto, no grupo EtOH+MeHg foi onde a diferença observada foi 

mais evidente, visto que os animais não conseguiram acompanhar o ganho de 

pesos dos demais grupos tratados com água de torneira ou com os neurotóxicos 

de forma isolada. As diferenças no ganho de peso entre o controle e os grupos 

EtOH e MeHg já haviam sido relatadas previamente na literatura (Kim e cols., 

2000; Margret e cols., 2005).  

         Analisando-se os dados morfológicos, observou-se uma redução no peso 

dos encéfalos das proles adultas do grupo EtOH. Estes resultados confirmam 

observações anteriores que demonstram uma redução no peso do encéfalo de 

animais expostos durante o período pré-natal àquele neurotóxico (Butters e cols., 

2003). A relação da microencefalia, observada na intoxicação por EtOH, e os 

efeitos na produção de NOSn vem sendo estudada, pois acredita-se que esta 

enzima constitui um sistema de defesa contra a morte neuronal induzida pelo 
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EtOH (Bonthius e cols., 2008), porém a presença de algum dano nestes sistemas 

fisiológicos, induz à produção de NOSi, que induz ao estresse oxidativo com 

possível perda neuronal (Davis e cols., 2001). 

 O teste da atividade locomotora foi realizado em três fases, com intervalo 

de 24h e 7 dias, sempre anteriormente à exposição ao LTE. Este procedimento 

favorece a exploração do animal nos testes que envolvem labirintos. Na primeira 

exposição, os animais que receberam MeHg na vida intrauterina cruzaram mais 

quadrantes comparados ao grupo controle, demonstrando clara evidência de 

estresse (Maia e cols., 2009) ou possível ansiedade (Stringari e cols., 2006).  

 Na segunda exposição ao aparato, todos os grupos tratados com os 

neurotóxicos apresentaram o mesmo nível de locomoção, exceto o grupo 

controle. Este comportamento apresentado pelos grupos tratados com os 

neurotóxicos reflete déficts na habituação, que é uma memória implícita de 

procedimentos, que é dependente da atividade primordialmente do estriado e do 

cerebelo. Entretanto, após sete dias da avaliação da locomoção basal, apenas o 

grupo MeHg apresentou habituação ao teste, diminuindo a locomoção, onde 

novamente os grupos EtOH e EtOH+MeHg apresentaram distúrbios na 

habituação.  

 Estudos demonstram que a habituação em modelos experimentais pode 

ser revertida após o transcurso de tempo. O aumento da atividade locomotora 

após 7 dias da primeira exposição ao campo aberto poderia ocasionar o efeito de 

diminuição da habituação dos animais. 

Quando os animais foram transferidos para o LTE, objetivando-se fazer as 
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avaliações relacionadas à memória, observou-se que o número de re-exposições 

ao braço fechado daquele aparato, necessário para atingir o critério de esquiva, 

foi maior no grupo EtOH+MeHg, demonstrando dificuldade no aprendizado de 

esquiva. Estudos demonstram que o número de re-exposições para alcançar o 

critério de esquiva sugere relação próxima entre o nível de reatividade (diminuição 

do número de testes) e aumento da memória no LTE (Conde e cols., 2000), assim 

como o aumento no número de re-exposições para a permanência do animal no 

braço fechado correlaciona-se com a capacidade de aprendizado (Sanson e 

Carobrez, 1999; Takahashi e cols., 2005). 

 Quando avaliado o tempo de permanência do animal no braço fechado, 

nas 3 primeiras exposições do treino, observou-se que o nível basal de esquiva 

foi diferente entre os grupos tratados com os neurotóxicos em relação ao controle, 

demonstrando comportamento natural alterado, antes mesmo de passar pelas 

demais etapas do teste. O grupo EtOH+MeHg apresentou comportamento mais 

exacerbado que todos os demais grupos. Estudos demonstram que a primeira 

latência do LTE é sempre menor que as subsequentes tentativas, devido à falta 

de habituação da exploração nos braços abertos, quando comparado ao braço 

fechado (Graeff e cols., 1998). 

 Na segunda exposição (exposição 1), o comportamento de aversão aos 

espaços abertos foi alterado em todos os grupos, com exceção do EtOH+MeHg 

que não houve resposta aprendida após um estímulo aversivo. De acordo com 

Graeff e cols. (1998), as exposições subsequentes à primeira geralmente são 

aumentadas. Este perfil de resposta foi observado com os grupos EtOH e MeHg, 

porém não foi evidenciado no grupo EtOH+MeHg, onde seu nível de reatividade 



 

 

66

ao estímulo aversivo (braço aberto) estava prejudicado, com latências diminuídas 

na segunda exposição, sugestivo de déficits na memória de curta-duração. 

Na terceira exposição ao braço fechado do LTE (exposição 2), todos os 

grupos tratados com os neurotóxicos, de forma isolada ou combinada, 

aumentaram o tempo de permanência no braço fechado, aproximando-se aos 

valores do grupo controle. De acordo com Graeff e cols. (1998), a aversão aos 

braços abertos permanece como fator crítico que conduz ao aprendizado da 

esquiva inibitória no LTE.  

Existem na literatura substanciais evidências demonstrando que drogas 

que aumentam a atividade nos braços abertos de LCE são compostos 

ansiolíticos, enquanto drogas que diminuem a atividade nos braços abertos são 

ansiogênicas (Carobrez e Bertoglio, 2005; Kalueff e cols., 2007; Nascimento Häckl 

e Carobrez, 2007, Stern e cols., 2008). No LTE, a diminuição no tempo de 

exploração do braço aberto é indicativa de comportamento sugestivo de pânico 

(Conde e cols., 2000). Quando analisado o parâmetro de tempo de permanência 

no braço aberto do LTE nos animais tratados com EtOH e/ou MeHg, foi 

observado que todos os grupos tratados com os neurotóxicos apresentaram 

tempo de escape do braço aberto significativamente inferior ao grupo controle, 

sendo este comportamento sugestivo de desordens caracterizadas pelo aumento 

da emocionalidade.   

Considerando que Deakin e Graeff (1991) sugeriram que desordens 

generalizadas de ansiedade estão correlacionadas ao medo condicionado, 

enquanto desordens de pânico estão correlacionadas com o medo não 

condicionado, os resultados aqui obtidos demonstraram que o comportamento 
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avaliado relaciona-se às desordens não condicionadas, sugestivas de aumento de 

emocionalidade.  

Maia e cols. (2009) demonstraram que ratos tratados no período do 

neurodesenvolvimento com EtOH e/ou MeHg apresentaram comportamentos 

relacionados à ansiedade. Os resultados obtidos foram baseados no fato de que 

os animais tratados com os neurotóxicos apresentaram reduzidas latências nos 

braços abertos do LCE. O medo dos animais aos braços abertos faz parte de seu 

repertório natural de defesa, onde há a tendência da permanência em lugares que 

possuam paredes verticais (Falter e cols., 1992; Treit e cols., 1993), 

comportamento este que produz padrões em testes experimentais específicos em 

detectar alterações comportamentais, tais como os labirintos para ratos (File, 

1992).  

Foi detectado também em nosso estudo, o medo condicionado dos animais 

para atingir o estado de esquiva (permanecer 300 segundos no braço fechado), 

havendo uma mudança de comportamento dos mesmos, que pode ser atribuída 

ao aprendizado através da experiência da exploração, da mesma forma como foi 

observado por Carobrez e Bertoglio (2005).  

Essas características comportamentais, apresentadas pelos animais 

submetidos ao LTE, podem ser explicadas pelas respostas não condicionadas 

(observadas no LCE), que são atribuídas ao medo espontâneo que este tipo de 

aparato provoca, observado durante sessões de cinco minutos regulares, nas 

quais existe uma clara preferência para o animal permanecer no braço fechado, 

mais do que no braço aberto (Carobrez e Bertoglio, 2005). 
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Estudos envolvendo o EtOH em testes de ansiedade, como no LCE, já 

estão bem descritos na literatura (Bertoglio e Carobrez, 2002; Da Silva e cols., 

2005; Pohorecky, 2008), em que a administração de EtOH, anteriormente à 

exposição ao protocolo experimental, produz efeito ansiolítico, aumentando o 

tempo de exploração dos animais nos braços abertos do LCE. A exposição 

intrauterina ao EtOH, por sua vez, produz efeito ansiogênico em proles adultas 

testadas no LCE (Maia e cols., 2009). 

 Quando foi avaliada a memória de 24 horas (longa duração), os grupos 

tratados com os neurotóxicos apresentaram menor retenção de memória, 

demonstrada pelos valores reduzidos do tempo de esquiva ao braço aberto em 

relação ao controle. De acordo com Izquierdo e cols. (1999), para que a memória 

de longa duração seja consolidada, são necessárias algumas horas para que 

ocorram as modificações bioquímicas necessárias ao processo de consolidação e 

posterior armazenamento, podendo ser recuperada após alguns dias ou até 

mesmo meses após o estímulo aversivo.  

No reteste de 24 horas, 30 segundos após o teste de 24 horas, observou-

se que todos os grupos apresentaram aumento da latência no braço fechado, 

sendo que os grupos MeHg e EtOH+MeHg continuavam apresentando 

dificuldades na retenção de memória. O aumento nas latências na fase de reteste 

são características deste modelo experimental, onde após a fase de teste há o 

aumento nos tempos de permanência no braço fechado (Takahashi e cols., 2005). 

 Após 7 dias, quando os grupos foram submetidos novamente ao LTE, os 

animais apresentaram comportamentos similares àqueles ocorridos com 24 horas 

do teste. Quando foi realizado o reteste de 7 dias, observou-se um aumento 
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substancial do tempo de esquiva ao braço aberto no grupo controle, que não foi 

seguido pelos grupos tratados com os neurotóxicos, mostrando a clara diferença 

em relação à memória de primer (que é uma memória implícita), de acordo com 

Takahashi e cols. (2005).   

De acordo com Takahashi e cols. (2005), é possível que após 7 dias, os 

traços de memória da esquiva permaneçam parcialmente estocados. É provável 

que isto justifique os valores baixos nos tempos de permanência no braço 

fechado, e requeira um estímulo para ser recuperado. Isso foi notado nos animais 

avaliados neste estudo. A primeira exposição ao LTE (teste) pode facilitar a 

recuperação da memória na segunda exposição, agindo como uma memória 

primer (Haller e cols., 2002).   

Graeff e cols. (Graeff e cols., 1993; Zangrossi e Graeff, 1997) descreveram 

o LTE como um novo método para investigar comportamentos relacionados às 

emoções e processos que delimitam aprendizado. Assim, o LTE gera distintas 

características comportamentais, associadas ao medo e memória, que podem 

estar relacionadas aos diferentes tipos de desordens psiquiátricas e, então, serem 

diferentemente afetados por drogas distintas (Conde e cols., 2000).  Este modelo 

experimental animal, portanto, é capaz de separar os comportamentos típicos de 

ansiedade e de pânico (Graeff e cols., 1996; Roemer e Orsillo, 2007; Viana e 

cols., 1994).  

O comportamento de AR, por sua vez, tem sido interpretado como um 

comportamento de conflito, produzido por simultâneas ativações de impulsos 

exploratórios e de medo, que faz parte do repertório da defesa natural dos 

animais (Blanchard e cols., 1990; Blanchard e Blanchard, 1989). Representou um 
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importante parâmetro para se qualificar o comportamento de esquiva, enquanto 

os ratos encontram-se no braço fechado do LTE (Sanson e Carobrez, 1999).  

Os dados deste estudo demonstram um prejuízo do comportamento natural 

dos ratos de todos os grupos tratados com os neurotóxicos, nos quais a função 

biológica do comportamento de AR, responsável por uma das estratégias de 

informações de situações de perigo (Blanchard e cols., 1990), encontra-se 

diminuída em todas as fases avaliadas. 

Os dados observados através da utilização da esquiva inibitória, que se 

fundamenta no choque como estímulo, para obtenção de aprendizado, 

demonstraram que o grupo da associação com os dois neurotóxicos obteve 

alterações mnemônicas neste teste comportamental, significando um claro 

prejuízo na memória de longa duração (Maia e cols., 2009), porém sem 

alterações na atividade nitrérgica hipocampal.  

Nossos resultados estão em consonância com a literatura, visto que os 

animais tratados com os neurotóxicos apresentaram diminuição nos indicadores 

de aprendizado, com tempos diminuídos de aquisição de esquiva, principalmente 

na exposição 1; tempos de escape dos braços abertos significativamente 

diminuídos, denotando comportamento sugestivo de desordens características de 

aumento da emocionalidade; e memória de curto e de longo prazo 

comprometidas, demonstradas através da diminuição significativa dos tempos de 

esquiva ao braço aberto nos testes e retestes realizados após 24 horas e 7 dias 

do treino para aquisição do comportamento de esquiva (Carobrez e Bertoglio, 

2005; Takahashi e cols., 2005). Estudos têm demonstrado que ratos estão aptos 
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a aprender a esquiva de inibição, tão cedo quanto algumas horas após o 

nascimento, evidenciando memória parcial de 24 horas (Myslivecek, 1997). 

O grupo EtOH+MeHg foi o mais afetado nos testes comportamentais, 

mesmo quando foram utilizados estímulos como o choque, para a retenção da 

memória de 24 horas, quando os animais permaneceram em média 8 segundos 

na plataforma do equipamento (Maia e cols., 2009). Muitos estudos têm sido 

propostos com o objetivo de explicar o possível mecanismo através do qual a 

exposição pré-natal ao EtOH produz alterações nas respostas comportamentais, 

interferindo com um grande número de processos celulares e intercelulares. Em 

nossas pesquisas, decidiu-se por focar nas atividades do NO, como um dos 

principais alvos para responder as questões aqui abordadas, visto que os 

fenômenos de LTP e LTD, que são dependentes de NO, tem papel fundamental 

nos processos cognitivos de aprendizagem e memória (Izquierdo e cols., 1999), 

assim como desordens relacionadas à ansiedade (Okva e cols., 2004). 

Em relação à análise histoquímica, deve-se observar que o método 

histoquímico utilizado não permitia a identificação de qual isoforma de NOS 

estava presente no tecido estudado. O EtOH apresentou atividade nitrérgica 

aumentada no estriado e hipocampo em relação ao grupo controle, com presença 

de diminuição de peso encefálico, resultado este já observado em estudos 

anteriores (Bonthius e cols., 2008), porém contradizendo outros acerca desta 

interação (Jang e cols., 2005; Rossetti e Crespi, 2004). De acordo com outros 

estudos, a administração de EtOH ocasiona uma redução na produção de NO no 

SNC (Deng e Deitrich, 2007), porém este aumento da atividade nitrérgica pode 
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ser consequência da compensação do SNC adulto, em virtude da intoxicação no 

neurodesenvolvimento.  

Estudos demonstram que o EtOH, administrado de forma crônica, causa 

um aumento dos níveis de glutamato e NMDA (Davis, 2008), que estão 

diretamente relacionados à produção de NO. Estas alterações nitrérgicas não 

podem ser atribuídas como responsável pelos efeitos comportamentais 

observados neste estudo, visto que animais que foram tratados com MeHg e 

EtOH+MeHg e que não apresentaram aumento da atividade nitrérgica em 

nenhuma das regiões cerebrais estudadas, demonstraram prejuízo 

comportamental e cognitivo, sugerindo haver outra cascata de sinalização que 

esteja interferindo com os comportamentos analisados. 

 Em relação à memória, o envolvimento hipocampal está presente no 

comportamento de esquiva inibitória. Tal observação pode ser levada em 

consideração diante dos resultados demonstrando que lesões na porção dorsal 

do CA1 ou porção ventral do Corno de Amon 3 (CA3) reduzem a consolidação do 

aprendizado da esquiva inibitória (Martínez e cols., 2002). Outros estudos 

demonstraram que lesões no hipocampo comprometem os comportamentos 

relacionados ao medo (Richmond e cols., 1999; Trivedi e Coover, 2004) em 

virtude de suas densas conexões anatômicas subcorticais (hipotálamo, amigdala 

e nucleus accumbens) envolvidas na defesa e emoção. 

Existem também fortes evidências na literatura que indicam um papel do 

estriado no comportamento de esquiva inibitória e aprendizado, que está 

relacionado com a consolidação das condições aversivas (Diaz Del Guante e 

cols., 1993). O EtOH demonstrou que altera esta região podendo comprometer o 
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circuito corticoestriatal, alterando as atividades comportamentais (Xie e cols., 

2009). 

A presença de NO no SNC pode ocasionar efeitos comportamentais 

variáveis. Mudanças na sinalização do NO têm sido relatadas, tanto por aumentar 

quanto por diminuir comportamentos relacionados à ansiedade. Estudos com 

injeções sistêmicas de L-NAME, que reduz a produção de NO, aumentou o nível 

de ansiedade no LCE (Czech e cols., 2003). O tratamento sistêmico administrado 

de forma aguda (Faria e cols., 1997; Guimarães e cols., 1994; Volke e cols., 1998) 

e sub-crônica (Dunn e cols., 1998) com inibidores da enzima NOS, aumentou o 

tempo de exploração dos animais aos braços abertos do LCE.   

A precisa contribuição da sinalização do NO para o comportamento deve 

ser obtida utilizando manipulações anatomicamente mais precisas. Quando o L-

NOARG, outro inibidor da síntese de NO, foi infundido no hipocampo de ratos, foi 

observada uma diminuição no tempo de exploração dos braços abertos do LCE 

(Monzón e cols., 2001). Isso significa que existem na literatura dados 

contraditórios em relação ao NO e as alterações comportamentais (Del Bel e 

cols., 2005). Esta correlação entre o NO e os comportamentos aqui testados não 

apresentaram correlação, visto que os animais que não apresentaram alterações 

na atividade nitrérgica, demonstraram prejuízo mnemônico e de comportamento 

similares quando comparado ao EtOH, que apresentou microencefalia e aumento 

da atividade nitrérgica.  

 Grandjean e Weihe (1993) realizaram um estudo com 1.000 crianças, na 

ilha Faroe, e encontraram dados que demonstravam que o consumo de EtOH por 

mulheres grávidas causou uma diminuição nas concentrações de mercúrio no 
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cordão umbilical, que eles atribuíram à interação toxicocinética entre o EtOH e o 

mercúrio. Esta afirmação não foi reproduzida pelos testes comportamentais em 

ratos utilizados em nossas pesquisas, porém na análise morfológica, o grupo 

EtOH+MeHg apresentou reduções nas alterações observadas em relação aos 

dados obtidos, quando os neurotóxicos foram administrados de forma isolada. O 

grupo EtOH+MeHg apresentou aumento da atividade nitrérgica em apenas uma 

região do estriado, mais precisamente em sua porção posterior, sendo suficiente 

para interferir com as respostas comportamentais. 

 A despeito dos resultados obtidos pela exposição combinada de EtOH+ 

MeHg durante o desenvolvimento do SNC em ratos, existem diferenças 

marcantes entre as espécies que tornam difícil extrapolar as conclusões para os 

seres humanos. Porém, estes dados dão suporte aos estudos clínicos, 

demonstrando que, independente das alterações comportamentais e 

morfológicas, intervenções em mulheres que utilizam álcool durante a gravidez 

são necessárias, em função da redução de risco da ocorrência da FAS. 

Entretanto, mais pesquisas são necessárias para elucidar os efeitos teratogênicos 

gerais do EtOH e as associações com outros neurotóxicos.  

O avanço nas pesquisas dos mecanismos moleculares, que envolvem a 

neurotransmissão no SNC, tem permitido um melhor entendimento do sistema de 

neurotrasmissores envolvidos nas ações do EtOH e MeHg, porém o preciso 

mecanismo que delineia os efeitos da combinação destes dois neurotóxicos 

merecem ser mais investigados.   
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• Os pesos dos animais que receberam os neurotóxicos, de forma isolada ou 

combinada, foram claramente afetados, de tal forma que os animais não 

conseguiram acompanhar os ganhos de pesos observados nos animais 

controles. 

• Os pesos dos encéfalos encontraram-se diminuídos no grupo tratado com 

EtOH, provavelmente decorrente do aumento da atividade do NO na 

maioria das regiões cerebrais avaliadas, que pode acarretar efeitos 

indiretos, com aumento do estresse oxidativo e possível perda neuronal. 

• Todos os animais tratados com os neurotóxicos apresentaram défictis na 

habituação ao teste do campo aberto, sugestivo de prejuízo na memória de 

procedimentos, que é dependente do estriado. O grupo MeHg, por sua vez, 

apresentou um aumento da atividade locomotora, sugestivo de 

comportamento relacionado ao estresse e/ou ansiedade.  

• Os animais que receberam EtOH+MeHg apresentaram dificuldades de 

aprendizado, quando foram submetidos à aquisição de esquiva. 

Apresentaram também distúrbios de memória de curta e longa duração, 

quando submetidos aos protocolos utilizando estímulos aversivos e não-

aversivos, uma vez que apresentaram redução nos tempos de 

permanência no braço fechado do LTE e na plataforma central da esquiva 

inibitória. 

• Os grupos das proles submetidas à intoxicação intrauterina por EtOH, 

MeHg e EtOH+MeHg apresentaram comportamento relacionado às 

desordens características de aumento da emocionalidade, quando 
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submetidos ao braço aberto do LTE, visto que apresentaram redução no 

tempo de exploração do braço aberto do LTE. 

• O grupo EtOH+MeHg apresentou aumento da atividade nitrérgica na região 

pósteroventral do estriado e interferência em todos os testes 

comportamentais realizados, confirmando a alteração na região do 

estriado, responsável pela regulação do comportamento emocional. 

• Quando os neurotóxicos foram administrados de forma isolada, o grupo 

EtOH apresentou aumento da atividade nitrérgica no estriado e hipocampo, 

com reflexos nas análises comportamentais, enquanto o grupo MeHg 

apresentou atividade nitrérgica diminuída no estriado, com alterações 

comportamentais características de aumento da emocionalidade e 

deficiências de memória de curta e longa duração, sugerindo a 

possibilidade de haver outros mecanismos, além da via nitrérgica, que 

afetem o comportamento, e que ainda não estão elucidados. 

 

 Em conjunto, estes resultados demonstraram que a intoxicação com EtOH 

e/ou MeHg em ratos, no período do neurodesenvolvimento, causou prejuízos nas 

análises comportamentais referentes às memórias de curta e longa duração, de 

procedimentos e nas avaliações de risco, onde o grupo EtOH+MeHg apresentou 

ainda déficits de aprendizado. Todos estes dados comportamentais não 

apresentaram correlações com a atividade nitrérgica avaliada no hipocampo, 

estriado e cerebelo, visto que o grupo EtOH apresentou aumento da NOS, onde 
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os demais grupos tratados com os neurotóxicos apresentaram esta atividade 

enzimática em níveis normais na maioria das estruturas analisadas.  

 Estudos complementares são necessários para avaliar outras vias de 

sinalização que possam estar alteradas e que possam explicar essas respostas 

comportamentais encontradas, assim como a identificação enzimática causadora 

da diminuição no peso do encéfalo de ratos tratados pelo EtOH de forma isolada, 

investigando também se fatores apoptóticos e/ou necróticos estão presentes. 

Além disso, as interferências químicas e/ou farmacocinéticas entre o EtOH e/ou 

MeHg também merecem ser levadas em consideração, visando reduzir as 

possíveis variáveis que estejam interferindo com os possíveis sinergismos entre 

estes toxicantes e que levaram aos efeitos deletérios comportamentais 

observados neste estudo. 
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