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RESUMO

EFEITOS NO COMPORTAMENTO MOTOR APOS INTOXICAQ@O SUBCRONICA
DE METILMERCURIO NA PRESENCA DE ETANOL (PADRAO BINGE) EM
RATAS ADOLESCENTES A FASE ADULTA.

A exposicdo ao metilmercuario, através da ingestdo de peixes contaminados,
concomitante a ingestao abusiva de alcool, no padrao binge, € bastante comum nas
comunidades garimpeiras de estracdo de ouro, principalmente na Amazobnia. A
associacdo entre esses dois neurotoxicantes é evidenciada também entre as
mulheres adolescentes e gera a necessidade de se compreender seus efeitos sobre
o Sistema Nervoso Central, principalmente na coordenacdo motora, equilibrio e
locomocdo expontadnea, uma vez que os estudos estdo avancados somente nos
efeitos das exposi¢cdes de forma isolada. Portanto este trabalho tem por objetivo
avaliar os efeitos no comportamento motor resultante da exposi¢cdo subcrbnica de
metilmercario na presenca de alcool, no padrdo binge, em ratas no periodo da
adolescéncia até inicio da fase adulta (37 a 72 dia pds-natal), através dos testes
comportamentais motores do Campo Aberto, Pole Teste, Rotarod e Beam Walking
Teste. Os testes ocorreram 24h apds a ultima intoxicacdo das ratas que receberam
metilmercurio (0,04mg/kg/dia) durante 35 dias, concomitante com alcool (3g/kg/dia),
sendo 3 dias consecutivos, 1 vez por semana (padrdao binge) totalizando 5 binges.
Os resultados demonstraram uma diminui¢do da locomocao espontanea no teste do
Campo Aberto através dos parametros da distancia total percorrida e niumero de
levantamentos. No Pole Teste houve aumento do tempo de descida, ficando
evidente a bradicinesia. No Rotarod houve diminuicdo na laténcia nas trés primeiras
exposicoes, assim como no Beam Walking Teste houve aumento na laténcia e
namero de escorregadas, principalmente nas vigas mais finas, demosntrando que a
exposicao subcrbénica ao metilmercurio na presenca de alcool, no padrdo binge, em
ratas adolescentes foi capaz de produzir alteracdes comportamentais referentes a
coordenacao motora, equilibrio, bem como na atividade locomotora espontanea.

Palavras-chave: metilmercurio, alcool, adolescente, comportamento motor.



ABSTRACT

EFFECT ON MOTOR BEHAVIOR AFTER SUBCHRONIC METHYLMERCURY
POISONING IN THE PRESENCE OF ALCOHOL (BINGE PATTERN) IN
ADOLESCENTS FEMALE RATS UNTIL EARLY ADULTHOOD

Exposure to methylmercury through the contaminated seafood diet, concomitant
abusive alcohol intake, in binge pattern, is quite common in gold mining communities
of gold extraction, especially in the Amazon. The association between these two
neurotoxicantes is also evident among adolescent women and creates the need to
understand its effects on the central nervous system, especially in motor
coordination, balance and spontaneous locomotion, because the studies are
advanced only for the effects of exposure in isolation. Therefore this study aims to
evaluate the effects on motor behavior resulting of subchronic exposure to
methylmercury in the presence of alcohol, in binge pattern, in adolescents female
rats until early adulthood (37-72 postnatal day), through behavioral motors tests, like
Open Field, Pole Test, Rotarod and Beam Walking Test. The testing occurred 24
hours after the last intoxication of rats, which received methylmercury (0.04 mg / kg /
day) for 35 days, concomitant with alcohol (3g / kg / day), 3 intermittent days, 1 time
per week (binge), totaling 5 binges. The results showed a decrease in spontaneous
locomotion in Open Field test through the parameters of the total distance traveled
and number of rearing. In the Pole test was increased fall time, evidencing the
bradykinesia. In the Rotarod there was a decrease in latency in the first three
exhibitions, as well as Beam Walking Test was increased latency and number of
slips, especially in thinner beams, showing that subchronic exposure to
methylmercury in the presence of alcohol, in the binge, in adolescent female rats was
able to produce behavioral damages related to coordinating motor, balance and
spontaneous locomotor activity.

Keyword: methylmercury, alcohol, adolescent, motor behavior.
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1.1 Mercdario e Metilmercario - Epidemiologia

O mercuario (Hg) € um elemento natural encontrado no ar, dgua e solo. A
exposicado a este metal pesado, mesmo em pequenas quantidades, pode causar
sérios problemas de saude, por isso € considerado pela Oganizacao Mundial da
Saude (OMS) como um dos dez produtos ou grupos de produtos quimicos de
grande preocupacédo de saude publica (OMS, 2014).

O Hg é encontrado na natureza sob a forma inorganica e organica, ambos
com um elevado potencial para contaminar o meio ambiente e desencadear
alteracdes da homeostase em mamiferos (GROTTO et al. 2010 e 2011; VIEIRA et
al. 2015).

A exposicéo da populacdo a forma elementar/metalico (Hg®) e sal inorganico
(Hg?") ocorrem através de eventos naturais e de sua ocupacdo (atividades
antropogénicas), enquanto que a exposicdo a forma organica, denominada
metilmercuario (MeHg), se da através da dieta (DIAZ, 2000; PINHEIRO et al. 2008).

A atividade humana é a principal causa de emissdes de Hg, em particular as
estacdes de energia movidas a carvao, queima de carvao residencial para aquecer e
cozinhar, processos industriais, incineradores de residuos e principalmente como
resultado da mineracdo para o Hg, ouro (Au) e outros metais (DIAZ, 2000;
PINHEIRO et al. 2008, OMS, 2014 e VIEIRA et al. 2015).

Um exemplo, significativo, da exposicdo ao Hg que afetou a saude publica,
ocorreu em Minamata e Niigata, no Japao, entre 1932 e 1968, pois uma fabrica de
producdo de acido acético liquido descarregou residuos contendo altas
concentracbes de Hg nas baias destas regifes, onde o Hg sofreu o processo de
metilacdo e originou MeHg, que é a forma organica de Hg com alta toxicidade para
humanos e animais, devido a sua solubilidade lipidica e consequente tem elevado
poder de penetracdo (WEISS, 2007; GROTTO et al. 2010 e 2011; YORIFUJI et al.
2011; MARUYAMA et al. 2012).

Estas baias, rica em peixe e marisco, proporcionavam o principal meio de
subsisténcia para os residentes e pescadores destas e outras areas locais, assim
houve a intoxicagdo de grande parte desta populacéo atravéz do consumo de peixes

e mariscos contaminados com alta concentralcbes de MeHg (média de 11ug/qg)
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(WEISS, 2007; GROTTO et al. 2010 e 2011; YORIFUJI et al. 2011; MARUYAMA et
al. 2012).

Por muitos anos, néo foi percebido que os peixes estavam contaminados por
MeHg e que estava causando uma estranha doenca na comunidade local e em
outros distritos. Pelo menos 50.000 pessoas foram afetadas de alguma forma, sendo
confirmados mais de 2000 casos de doenca de Minamata e atingiu o pico na década
de 1950, com casos graves que sofrem danos cerebrais, paralisia, discurso
incoerente e delirio em consequéncias da intoxicacdo por MeHg (OMS, 2014).

No Brasil, o Hg foi bastante usado no peirodo do "ciclo do ouro", que ocorreu
de forma precoce, iniciando por volta de 1690 e durou até 1850. Nesse periodo, o
Hg era utilizado apenas para extrair grandes particulas de Au nas minas, onde
desde entdo, a tecnologia amalgama vem sendo usada para quase toda a extracao
de Au. Nos ultimos 20 anos esta forma de extragdo tem sido substituida por mineiros
informais, também chamados de garimpeiros (DIAZ, 2000).

Atualmente, as situacbes de exposicdo ao MeHg ocorrem principalmente
nestas regides de garimpo, em virtude da pratica da mineracdo de Au artesanal e
em pequena escala, no qual o Hg é usado na mineracdo para extrair Au através da
formacdo de "amalgama", uma mistura composta por partes aproximadamente
iguais Hg e Au (fusdo Hg-Au) e apds o seu aquecimento, o Hg evapora da mistura,
deixando o Au (AMAP/ UNEP, 2013). Este método de extracdo de Au é bastante
usado nas comunidades garimpeiras, porque € mais barato do que a maioria dos
métodos alternativos, pois pode ser utilizado por uma pessoa de forma
independente, é rapido e de facil utilizacdo (UNEP, 2012).

Em decorréncia desta pratica, os vapores de Hg (Hg’) em torno da
amélgama queimada podem ser alarmantes, uma vez que quase sempre excedem o
limite da exposicdo publica preconizado pela OMS que é de 1,0 mg/m*® (UNEP,
2012).

O Hg° disponivel no ambiente realiza o ciclo mercurial, pois pode sofrer
oxidacdo e se tranforma em sal inorganico (Hg?"), os quais se instalam no solo e
sedimentos de lagos, rios, baias e oceanos, onde sdo transformados por organismos
anaerobicos (microbiota) para a forma organica (MeHg). No meio aquatico, o MeHg
€ absorvido pelo fitoplancton, que € ingerido pelo zooplancton e peixes,
contaminando toda a cadeia alimentar e devido uma de suas caracteristicas que &

de sofrer bioacumulagcédo, altas concentracdes de MeHg pode acumular-se em



19

peixes, principalmentes os grandes (DIAZ, 2000; CLARKSON, 2002; GOLDMAN e
SHANNON, 2001 e CLARKSON e MAGOQOS, 2006) (Figura 1).

MERCURIO

BALLENA / can)
CABALLA GICANTE ATON ROJO

DELPIN CORVINA

MARLIN Luco
PEZ ESPADA MERO MERLUZA SARDINA

TIBURON TOLLO AZUL TOLLO DIAMANTE  SALMON ZOOPLANCTON mrorLANCTON  AGUA
0998 a8 0,29a30.5 ‘0.00 a0 X 0,017 0,01 20,5 0,001 0,0001

W

MUY ALTO ALTO MODERADO MENOR s Niveles de metilmercurio (EPA)

Cadeia alimentar

Figura 1: Ciclo mercurial. As emissées de mercurio elementar (Hgo) ocorrem através de eventos
naturais (ex.: vulcdo) ou através de atividade antropogéncia (ex.: mina/garimpo, que corresponde a
principal fonte para contaminacdo da atmosfera). Os vapores de HgO podem sofrer oxidagdo,
transformando-se em sal inorganico (Hg2+), que é depositado no solo, rios e lagos. Nos sistemas
aquaticos, o ng+ pode sofrer metilagdo, transformando-se na forma organica (MeHg) e depositar-se
nos planctons, que sao fonte alimentar para os animais marinhos. Desta forma, o consumo de peixes
contaminados por MeHg correspondem a principal fonte de contaminacio para seres humanos
(VIEIRA et al. 2015). Fonte: Adaptado de
http://agendaquimica.blogspot.com.br/2013_02_01_archive.html

Nas ultimas décadas, tem alimentado uma corrida da pratica de mineracédo de Au
artesanal e em pequena escala por garimpeiros, devido ao aumento nos custos para
se extrair grandes particulas de Au, impulsionada pela pobreza em muitos paises
(UNEP, 2008). Essa préatica ocorre principalmente na América do Sul, Africa e Asia,
mas também pode ser encontrado na América do Norte e Australia (UNEP, 2013c).

Estima-se que aproximadamente 15 milhdes de pessoas participam desta pratica
em 70 paises (UNEP, 2012), além de representar a maior fonte das emissbes
globais de Hg, ou seja, cerca de 37% e entre os anos de 2005 e 2010 as emissdes
duplicaram (UNEP, 2013a).
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Embora, a maioria do uso de Hg esteja em declinio em todo o mundo, para a
pratica de mineracdo de ouro artesanal e em pequena escala é esperado um
aumento, representando a maior percentagem de demanda de Hg global (UNEP,
2013c).

Na Amazobnia, esta pratica € bastante comum, pois estudos demonstram que
peixes piscivoros e carnivoros coletados nos rios amazoénicos Madeira e Tapajos
apresentaram concentracdo de MeHg acima do valor maximo recomendado pela
OMS, bem como altas concentracbes nas amostras de cabelos e sangues dessas
comunidades ribeirinhas (DIAZ, 2000).

Isto ocorre devido aos habitos alimentares dessa populacdo, no qual as
comunidades costeiras cuja base da dieta é a pesca, estdo expostos pelo processo
de intoxicagcdo cronica causada pela ingestdo de peixes contaminados por MeHg
nas areas proximas as atividades garimpeiras (DIAZ, 2000; MALM, 1998).

Segundo Vieira et al. (2015) a ingestdo de peixes contaminados constitui a
principal via de exposicdo ao MeHg e quanto maior 0 consumo, maior a
concentracdo de MeHg encontrados nos cabelos desta populacdo. O limite aceitavel
para peixes comestiveis € de 0,5mg/kg de Hg total, com consumo semanal de 400g.
Cerca de 85% deste Hg total esta na forma de MeHg (BISINOTI e JARDINS, 2004).

1.1.1 MeHg E MULHERES

Segundo UNEP (2013a), das 15 milhGes de pessoas que participam da pratica
de mineracao artesanal de Au em pequena escala em todos os paises, cerca de 3
milhdes sao mulheres e criangas.

No Brasil, em especial, na regido Amazonica, as mulheres, principalmente a
predominéncia das jovens, que moram proximas as areas de mineracao de ouro,
estéo expostas ao Hg (PINHEIRO et al. 2008) (Figura 2).
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Panacauera /
4 ® Barreiras

35%
46%

29%

40%
Sao Luis do Tapajoés Barreiras Panacauera

Figura 2: Mapa do Brasil, enfase em 3 regies Amazbnicas demosntrando a distribuicdo de
mulheres por idade expostas ao Hg. O painel superior direito, representa 3 populacdes
Amazodnicas, Sdo Luis do Tapajés, Barreiras e Panacauera representadas pelos circulos brancos
pequenos, bem como a proximidade do rio Tapajos com a principal area de mina de ouro,
representada pelo circulo branco maior. O painel abaixo mostra a distribuicdo de mulheres por
idade nas 3 comunidades acima citadas: de 13-29 (branco), 30-45 (cinza) e 46-65 anos (preto).
Fonte: Instituto Brasileiro de Geologia e Estatistica (IBGE).

Cerca de, 15% das mulheres jovens e adolescentes (idade 13- 29 anos) que
vivem em Barreiras e Sao Luiz do Tapajés apresentaram taxas de concentracdo
superior a 20 ppm MeHg nos cabelos, acima do recomendado pela OMS
(PINHEIRO et al. 2008).

Desta forma, como resultado da cadeia produtiva do Au, todas as pessoas
envolvidas nas operacfes de mineracdo de ouro, suas familias, e aqueles nas
comunidades de mineracdo de Au estdo expostos a niveis perigosos de vapor de Hg
elementar, assim como contaminacdo de outras formas mercuriais (GIBB e
O'LEARY, 2014). Isto inclui aqueles que manuseiam diretamente a amalgama como
0 mineiro responséavel pela extracéo, o lojista, que é responsavel pela purificacdo do
Au, quanto as populacBes que frequentam os ambientes préximos aos locais de
producdo (NOVAIS e CAMARA, 2009).

Outro grande grupo de exposicdo € composto por todos os residentes das
comunidades de mineragdo de Au, que consomem peixes, 0S quais podem estar
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altamente contaminado pelo MeHg (GIBB e O LEARY, 2014).

De acordo com dados da OMS (2014), hd duas subpopula¢gbes mais
suscetiveis quando intoxicadas por Hg. A primeira € composta pelo feto, o recém-
nascido e a crianga devido a sensibilidade do sistema nervoso em desenvolvimento,
tanto por exposicdo ainda no Utero quanto pelo consumo de leite materno
contaminado. A segunda subpopulacédo € composta pelas mulheres, maes, gravidas
e mulheres que possam vir a engravidar, que devem estar cientes quanto ao risco

da intoxicagéao por MeHg.

Diante do exposto, € necessario reconhecer a importancia dos aspectos e
desafios de saude inerentes aos produtos e atividades que incluem o Hg,
implementar estratégias mundiais e nacionais de saude publica, conforme exigido
pela Convencdo de Minamata, priorizando as populagdes vulneraveis, em especial
as mulheres, as criancas e através delas, as geracdes futuras (BOARD et al. 2013).
Porém, apesar da vulnerabilidade aos efeitos toxicos mercuriais, hd de se
reconhecer que todos os grupos expostos podem sofrer os seus efeitos, constituindo
um perigo generalizado em todo o mundo (BOARD et al. 2013).

1.1.2 EFEITOS DA INTOXICACAO POR MeHg

As diferentes formas de Hg (elementar ou organico) sao toxicas para o
Sistema Nervoso Central (SNC) e periférico, mas diferem no seu grau de toxicidade
e nos seus efeitos sobre os sistemas nervoso, digestivo, imune, nos pulmaes, rins,
pele e olhos (OMS, 2014). Distarbios neurolégicos e comportamentais podem ser
observados apos a inalacdo e/ou ingestéo das diferentes formas mercuriais, no qual
0s sintomas incluem, insbnia, perda de memoéria, dores de cabeca, efeitos
neuromusculares, tremores, e disfuncdo cognitiva e motora (ASCHER e
SYVERSEN, 2005; CLARKSON e MAGOS, 2006; GRANDJEAN e LANDRIGAN,
2006; AUGER et al. 2005).

Os efeitos decorrentes do consumo de peixes contaminados e bioacumulados
por MeHg favorecem o desenvolvimento da "doenca de Minamata", cujo nome se da

pelo conjunto de sintomas caracteristicos dos efeitos téxicos do contato com MeHg.
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Estes efeitos sdo ocasionados pelas caracteristicas inerentes a este neurotoxicante,
tais como: alta estabilidade quimica, apos ingestdo, ocorre absorcao intestinal quase
em sua totalidade, cerca de 95% (Diaz, 2000).

Além disso, o MeHg € capaz de penetrar nas barreiras placentaria e
hematoencefélica, podendo afetar negativamente a reproducdo e o0
neurodesenvolvimento (CLARKSON e MAGOS, 2006 e FARINA et al. 2011). Nos
jovens, podem produzir defeitos no desenvolvimento neurolégico (CRICHTON et al.
2008 e FERRARO et al. 2009), visto que o MeHg parece ter preferéncia de se
acumular nas células nervosas (DAVE et al. 1994). A exposicdo em longo prazo
induz neurotoxicidade severa (GLASER et al. 2010), depois estende-se aos outros
tecidos em apenas quatro dias e exerce mecanismos de neurotoxicidade ainda néo
totalmente conhecidos (DIAZ, 2000; COUNTER e BUCHANAN, 2004; GRANDJEAN,
2007; OMS, 2014).

Os sintomas neurolégicos decorrentes da intoxicagdo por MeHg incluem
prejuizo cognitivo, ataxia, paralisia cerebral, restricdo do campo visual, deficiéncia
auditiva e de fala, bem como efeitos teratogénicos em fetos de mulheres gravidas
expostas (TO et al. 2002; CRESPO LOPEZ et al. 2011; BERNHOFT, 2012;
GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2014).

Outros efeitos toxicos decorrentes da intoxicagdo por MeHg incluem, efeitos
mais sutis sobre a linguagem, a atencéo e a cognicao (CLARKSON e MAGOS,
2006;. GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2006), deficiéncias sensoriais (CARTA et al.
2003; SILVEIRA et al. 2003; HERCULANO et al. 2006), genotoxicidade (CRESPO-
LOPEZ et al. 2007), disfuncdo motora (AUGER et al. 2005) e deficiéncias no
desenvolvimento psicomotor (ASCHER e SYVERSEN, 2005) e outros.

Estudos em animais demostraram que a intoxicacdo por MeHg em ratos
adultos promove diversas alteragcdes mitocondriais do cortex cerebral, bem como
alargamento na morfologia e diminuicdo em até 60% destas organelas (GLASER et
al. 2014), ocasionando uma diminuigcdo da neuroprotecédo devido comprometimento
na atividade mitocondrial (KUMARI et al. 2012 e MENDELEYV et al. 2012).

Anomalias mitocondriais também foram encontradas em ratos apdés
intoxicacdo por MeHg na dose 6ppm no periodo pré-natal e logo apds nascimento,
que apareceream ter sido ocasionadas pela liberacdo do citocromo C destas
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organelas presentes nas células de Purkinje, bem como uma reducagdo dramatica
destas células (BIAMONTE et al. 2014).

No cortex cerebral, a intoxicagdo causada pela exposicdo ao MeHg é dose-
depentende, visto que ratos Wistar adultos, expostos durante 4 semanas, as
concentragbes de 4umol/kg e 12umol/kg, apresentaram aumento nos niveis Hg no
cortex cerebral, sendo encontrado maiores concentracfes nos animais que foram
intoxicados com a maior dose (YANG et al. 2015).

O efeito neurotoxico de MeHg envolve também o cerebelo, como ja foi
demonstrado em ratos (CASTOLDI et al. 2001). Nesta estrutura, a intoxicacao
mercurial promove dano nas celulas desta estrutura em embrides (BERTOSSI et al.
2004) devido a morte de células granulares cerebelares por apoptose, apoés
exposicdo as baixas doses de MeHg (menor ou igual a 1 yM) (CASTOLDI et al. 2000
e KUNIMOTO, 1994).

A fim de investigar os efeitos em longo prazo da exposicdo ao MeHg, ratas
gravidas foram expostas (0,5 mg/kg/dia) no periodo pré-natal. A prole foi submetida
a testes comportamentais motores (5-15 e 26-36 semanas de idade), que embora
demostrou fungdo motora normal, houve uma diminuicdo da atividade exploratoria.
(ONISHCHENKO et al. 2007).

As deficiéncias motoras resultantes desta intoxicacdo estdo associadas a
exposicdo a altos niveis de MeHg, tais como: coordenacdo e equilibrio, incluindo
alterac6es nas funcdes do cerebelo e areas corticais (ROEGGE e SCHANTZ, 2006).

Em ratos adultos jovens, a exposicdo em curto prazo de baixas doses a
moderada (1 a 5mg/kg) de MeHg, induziu prejuizo na coordenacdo motora e
equilibrio, atravées do aumento da laténcia no teste Rotarod (com aceleracédo),
diminuicdoo da disténcia total percorrida (exploracdo horizontal) no teste do Campo
Aberto e aumento do tempo de descida no Pole Teste (BELLUM et al. 2007).

Testes comportamentais, realizados em animais recém-desmamados (8
semanas de vida), para avaliagdo dos efeitos da exposicdo crbnica de MeHg
(1,4pg/g/dia) durante o periodo pré-natal, demonstraram uma tendéncia de menor
desempenho no teste do campo aberto, bem como aumento no comportamento de
ansiedade (LIANG et al. 2009).

1.2 Exposicdo ao MeHg napresenca de Alcool - Epidemiologia
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A exposicdo ao MeHg na presenca de alcool etilico (EtOH) ganha importancia
em virtude de haver regides no Brasil, principalmente nos garimpos da Amazoénia,
onde ha exposi¢cdo do Hg, decorrente do consumo de peixes provenientes de rios
contaminados com MeHg, associado ao consumo abusivo de bebidas alcodlicas
(CORBETT et al. 2007 e PINHEIRO et al. 2008).

Aliado ao consumo de peixes contaminados por MeHg, evidenciando a
exposicdo aguda ou cronica (OMS, 2014), o consumo de bebidas alcodlicas nas
areas de garimpos é considerado alto (CORBETT et al. 2007).

Nestas &reas, o consumo de EtOH ocorre para suportar o frio de comecgar o
trabalho extratisvista em meio aquético, atividade que se inicia ainda de madrugada
e se estende até o entardecer, ou ainda objetivando o lazer, o qual ocorre nos bares
e zonas das vilas de garimpo, principalmente aos finais de semana (SANTOS e
CATRAVECHI, 2014).

Devido a exposicdo ao MeHg, 15% das mulheres jovens e adolescentes
(idade 13- 29 anos) que vivem em regides de garimpo da Amazdnia apresentaram
taxas de concentracao superior a 20 ppm MeHg, acima do recomendado pela OMS
(PINHEIRO et al. 2008).

Aliado a isto, as mulheres, principalmente as adolescentes, apresentam um
padrdo mais nocivo no consumo de EtOH, devido as altas doses e frequéncia,
podendo ser consideradas como um grupo de risco para esta droga (LARANJEIRA,
2013).

Embora os efeitos toxicos desses dois compostos sejam, relativamente, bem
estudados isoladamente, os efeitos provocados pela exposicdo concomitante aos
dois neurotoxicante, ainda ndo sdo bem entendidos, principalmente sobre as
fungbes do SNC (CORBETT et al. 2007 e PINHEIRO et al. 2008), demonstrando a

necessidade de compreendé-los.

1.2.1 EtOH - EPIDEMIOLOGIA
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O EtOH é uma das substancias psicoativas mais antigas utilizadas na
sociedade (MUKHERJEE et al. 2007). Seu uso e efeitos vem sendo descritos desde
tempos ancestrais, e em seu histérico cultural € aceito em quase todas as
sociedades organizadas (SHER, 2006; ELLIOT e BOWER, 2008; UHART e WAND,
2009). O consumo € favorecido por ser uma droga licita, de baixo custo,
amplamente disponivel, de facil acesso (JERNIGAN et al. 2002) e que vem sendo

estimulada pelas propagandas (FARIA et al. 2011).

O uso de EtOH é incentivado pelo consumo em celebracdes, situacdes
sociais e de negocios, cerimbnias religiosas, eventos culturais (MELONI e
LARANJEIRA, 2004), para fins recreativos e pela reducdo da idade de iniciacao
(ADRIELLE, 2013). A frequéncia de consumo é favorecido, por provocar desinibic&o,
ter a capacidade de aliviar tensao/estresse e ansiedade, que sao fatores
reforcadores para a continuidade da ingesta (KOOB e KREEK, 2007), demostrando
gue o padrdo de consumo de bebidas alcodlicas tem sido apoiado por aspectos
sociais e culturais (PINSKY et al. 2010).

Atualmente, um dos principais fatores que estimulam o consumo de EtOH é o
estresse da vida moderna, que implica na falta de qualidade de vida (LEITE et al.
2015) e é fortalecido por um amplo espaco de divulgacdo na midia. Como exemplo
disso, temos a cerveja, que € uma bebida alcdlica popular, e por ser uma droga
licita, conta cada vez mais com a permissividade social, no qual sua propaganda é,
em grande maioria, voltada a um publico cada vez mais jovem e que contém
diversas mensagens subliminares e com cenas instigantes (OLIVEIRA et al. 2011).

Segundo Schuckit (2009) o consumo do &lcool continuard a subir nas
proximas décadas, e as mulheres e os adultos jovens constituem 0s grupos de maior
incremento na elevacao dos indices de consumo, tornando o alcool um problema de
saude publica emergencial.

Em relagdo as drogas ilicitas, que matam 4 a cada 100.000 pessoas por ano,
0 adlcool matam 35 mortes (ATLAS, HEALTH, & ABUSE, 2010). Segundo o relatorio
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2012, ha, em todo o mundo, 3,3
milhdes de mortes por ano, resultante do uso nocivo do alcool, que representa 5,9%
de todas as mortes. O abuso alcoodlico é um fator causal em mais de 200 doencas,
sendo responsavel por 5,1% da carga global de doencas e lesdes.
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Existe uma relagdo causal entre 0 uso nocivo do alcool e uma série de
distirbios mentais e comportamentais, incluindo dependéncia; outras doencas nao
transmissiveis, como cirrose hepatica; alguns tipos de cancer e doencas
cardiovasculares; bem como lesbes resultantes de violéncia e de confrontos em
estradas e colisbes. Ha incidéncia também de doencas infecciosas, tais como
tuberculose e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV/SIDA) (OMS, 2013) e quanto
menores 0s niveis socio-econdmicos, maior a incidéncia de doencas atribuiveis ao
alcool (HERTTUA et al. 2008 e MACKENBACH et al. 2008).

Além das consequéncias para a saude, o EtOH traz prejuizos sociais,
econdmicos significativos para os individuos e a sociedade em geral, podendo
resultar em danos a outras pessoas, como familiares, amigos, colegas de trabalho e
estranhos, assim resultando em uma carga sanitaria, social e econémico (OMS,
2013).

Segundo o Sistema Global de Informacfes de alcool e saude (GISAH)-
desenvolvido pela OMS para dinamizar dados atuais sobre niveis e padrdes de
consumo do EtOH, das consequéncias de salde e sociais, bem como as respostas
politicas a todos os niveis- a estimativa média de consumo (em litros) de EtOH por
pessoa, de 15 ou mais anos no Brasil em 2012 era de 8,9 (6,6 — 11,3), em 2015 é de
9,1 (8,0 —10,2), e a projecdo para 2020 é de 9,6 (8,6 — 10,7) e em 2025 de 10,1 (9,1
—11,3) (GISAH, 2014).

Segundo dados estatisticos do Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas
(LENAD), apontam para um aumento significativo do consumo nocivo de EtOH nos
ultimos anos, pois revelaram o discreto aumento da propor¢cdo de pessoas nao
abstinentes (ou consumidores) entre os anos de 2006 e 2012, que era de 48% e
atingiu 50% da populacdo. Entretanto, este estudo aponta que houve aumento
significativo do numero de doses e frequéncia de consumo (consumo de 5 ou mais
doses), que em 2006 era de 29% e em 2012 aumentou para 39%. O levantamento
ainda mostrou que houve um aumento do numero de pessoas que consomem alcool
pelo menos uma vez por semana, de 42% em 2006 para 53% em 2012 e que 0

consumo tem sido cada vez mais precoce (LARANJEIRA, 2014).
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O impacto do consumo crénico e agudo de alcool € amplamente determinada

por duas dimensfes distintas mas conexas, tais como o volume total de alcool
consumido e o padrao de consumo (MONT- GOMERY et al. 2012) (Figura 3).
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Figura 3: Modelo conceitual causal do consumo de alcool e os resultados para a saulde,
demonstrando os varios fatores, tanto a nivel social quanto individual, que afetam os niveis e padrdo
de consumo, bem como a amplitude dos problemas relacionados ao alcool para a populagdo em

geral. Fonte: Adaptado de http://www.who.int/mediacenter/factsheets/fs349/en/#.

Nos ultimos anos, o padrdo de consumo e os habitos comecaram a mudar
drasticamente, especialmente entre os mais jovens nas culturas ocidentais (MONT-
GOMERY et al. 2012), sendo observado a ingestdo em altas doses de EtOH, em um
curto periodo de tempo, seguido por uma periodo de abstinéncia. Este padrédo de
consumo, constitui uma forma de beber episodica e intensa, chamada de binge

(CREGO et al. 2010; PETIT et al. 2013; JACOBUS e TAPERT, 2013).

O binge descreve um padrdo de consumo que é caracterizado pela ingestao
de bebidas alcodlicas com a intengdo principal de alcancar uma intoxicacao
marcada, que é caracterizada por uma concentracdo de EtOH no sangue minima de

0,8%. Para homens adultos, este padrdo equivale a pelo menos cinco drinques
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padrdo, e para mulheres adultas, sdo necesséarios pelo menos quatro doses
(CRABBE et al. 2011). As diferencas mais marcantes entre os padrbes “binge” e
"tradicional” sdo a irregularidade da ingestdo de EtOH e que os jovens sao 0s
principais consumidores (HERMENS et al. 2013).

As consequéncias decorrentes do consumo em excesso e constante do EtOH
caracteriza-o como droga de abuso e é um problema de salde e economia ao
Estado, pois os impactos sociais do uso dessa substancia sdo temas de grande
preocupagdo social, principalmente a partir no inicio do século XX, onde o
crescimento da circulacdo e uso de substancias psicoativas ganham destaque
(LORENZO, 2006).

Assim, estes fatos configuram-o como um problema de saulde publica global,
devido a dependéncia decorrente de seu uso, a gravidade de seus efeitos, que
ultrapassa o limite do biolégico, a severidade dos efeitos produzidos pelo seu uso
crénico, e 0 aumento vertiginoso da prevaléncia do uso na populacdo mundial
(ADRIELLE e SANTOS, 2013).

O impacto gerado pelo consumo crescente de éalcool ao longo dos anos é
mundial (GALLASSI et al. 2008). No Brasil, também ¢é notério o impacto do custo
social gerado pelo abuso de alcool, e os investimentos realizados ndo conseguem
reduzir, de modo significativo, os problemas decorrentes desta pratica, tais como:
criminalidade, acidentes, violéncia doméstica, absenteismo, desemprego e outros
(MORAES et al. 2006).

E neste contexto, surgiram algumas politicas nacionais, tais como a Politica
para a Atencdo Integral ao Uso de Alcool e Outras Drogas, que foi apresentada pelo
Ministério da Saude (MS) em 2003. Ela reforca que, a abstinéncia ndo pode ser o
Unico objetivo a ser alcancado e considera a reducdo de danos um caminho

promissor.

Em 2007 foi publicada a Politica Nacional sobre o Alcool, que tem como fim, a
sustentacdo de estratégias para o enfrentamento coletivo dos problemas
relacionados ao consumo de EtOH e em 2009 emergiu o Plano Emergencial de
Ampliagdo do Acesso ao Tratamento e Prevencdo em Alcool e outras Drogas

(PEAD, 2009-2011), que tem como obijetivos intensificar, ampliar e diversificar as
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acOes direcionadas para a promocdo da saude, prevencdo, tratamento e reducéo
dos riscos e danos associados ao consumo de substancias psicoativas, neste
ambito inserido o EtOH (MANGUEIRA, 2015).

Estas politicas tém como objetivo a promocédo da salde, que no contexto do
consumo nocivo do EtOH, ha grande necessidade de politicas publicas direcionadas
as populacdes vulneraveis, tais como mulheres e adolescentes (MANGUEIRA,
2015).

Segundo o PEAD, criangas, adolescentes e jovens s&o considerados
segmentos vulneraveis e priorizados, uma vez que estes grupos se apresentam em
situacdo mais grave quando se considera o impacto das consequéncias danosas do
EtOH na vida afetiva, familiar e social, além dos prejuizos a satde (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009).

1.2.2 EtOH E ADOLESCENCIA

Os adolescentes sao considerados uma populacéo vulneravel ao consumo de
EtOH, por isso € um seguimento prioritario nas politicas publicas voltadas para o
tema. Devido a adolescéncia, que segundo o Estatuto da Crianca e do Adolescente
(2010), compreende entre os 12 e 18 anos de idade, ser um importante periodo de
transicdo entre a infancia e a idade adulta, € marcado por transformacdes bioldgicas,
fisicas, comportamentais e sociais complexas.

Geralmente, os comportamentos de alcoolizagcdo, nessa etapa da vida,
ocorrem em contexto situacional incentivador e promotor do consumo (BARROSO et
al. 2009), pois € nesta fase que, comumente, ocorre o inicio do uso de drogas licitas
elou ilicitas, devido ser um periodo de curiosidade, de especial valorizacdo do grupo
de amigos e do conhecido “comportamento rebelde”, que marca o comeco do
processo de sua autonomia em relacdo a familia (SOUZA et al. 2010).

O consumo de EtOH, por adolescentes, tem entre os fatores

associados, destaque para os inerentes as estruturas familiares e sociais: separacao
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dos pais, conflitos com a mée, presenca de pai permissivo, ter sofrido maus tratos,
Nao possuir pratica religiosa e residir com usuario de alcool e/ou drogas. Além de ser
motivado pela sensacao de atingir o prazer, a intencao de “ficar animado” e diminuir
a ansiedade (MATOS et al. 2010).

Segundo uma pesquisa, realizada no periodo entre 1998 e 2008 com universitarios
brasileiros, havia grandes propor¢cdes no uso de substancias psicoativas (WAGNER
e ANDRADE, 2008) e o padrao de consumo, incluindo o EtOH, ocorre de forma
intermitente e é conhecido por ser o tipo dominante entre os adolescentes e adultos
jovens (CREGO et al. 2009). Além disso, a frequéncia de consumo nessa
populacdo, principalmente de estudantes universitarios, ocorre trés vezes nha
semana, particularmente as quintas-feiras e fins de semana (PARADA et al. 2011,
BEETS et al. 2009).

Segundo os dados do II LENAD, que avaliou o consumo entre oS
adolescentes, no periodo entre 2006 e 2012, houve um aumento dos abstinentes
(pessoas que nao beberam alcool nos ultimos 12 meses), de 66% para 74%, na
faixa etaria de 14 a 17 anos. Estes dados também revelaram uma queda do
consumo, além de algumas mudancas comportamentais importantes e que
mereceram atencgao, pois apesar da idade daqueles que bebiam 5 ou mais doses na
mesma ocasido ter se mantido estavel em 22%, esta aparente estabilidade encobriu
a diferenca significativa de género, pois se observou uma queda de 31% para 24%
entre 0S meninos e um crescimento expressivo entre as meninas, passando de 11%
para 20% (crescimento de 9 pontos percentuais) (LARANJEIRA, 2014).

Estes achados sdo preocupantes, bem como evidenciam e sugerem que, 0S
individuos que iniciam o consumo aos 12 ou menos de idade sdo mais suscetiveis a
dependéncia de alcool do que aqueles que iniciam mais tardiamete (COMISSAO DE
ABUSO DE SUBSTANCIAS, 2010).

Os danos relacionados ao consumo de EtOH tendem a ocorrer em faixas
etarias relativamente mais jovens, como uma proporcado significativa da carga de
doencas que surgem de lesdes ndo intencionais e intencionais, incluindo as
ocasionadas pelos acidentes de transito, violéncia, suicidios e lesdes fatais (OMS,
2013), além de aumentar ainda mais os riscos de morbidade e gravidade de
transtornos associados ao alcool (BEENSTOCK et al. 2010).
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Para enfrentar os problemas relacionados ao consumo excessivo de bebidas
alcoodlicas por adolescentes, devem-se intensificar tanto as politicas e programas
gue promovem a sensibilizacdo e controle social da oferta e acesso as bebidas,

guanto a sensibilizacdo do ambiente familiar (MATOS et al. 2010).

1.2.3 EtOH E MULHERES

As mulheres, assim como os adolescentes, sdo consideradas uma populacao
vulneravel ao consumo de EtOH, por isso também sdo um seguimento prioritario nas
politicas publicas voltadas para o tema, pois as mulheres tém se destacado em meio
ao perfil dos consumidores (MANGUEIRA, 2015). Este género, principalmente as
adolescentes, apresenta um padrdo mais nocivo no consumo de EtOH, devido as
altas doses e frequéncia, podendo ser consideradas como um grupo de risco para
esta droga (LARANJEIRA, 2013).

Ao longo dos anos, a literatura aponta para o aumento do consumo de EtOH
entre mulheres e tem ocorrido de modo cada vez mais precoce, pois segundo 0s
dados divulgados em 2007, do | LENAD, mostrou que 41% das mulheres
consumiam algum tipo de bebida alcodlica (LARANJEIRA et al. 2007), enquanto que
os dados do Il LENAD, analisados entre os anos de 2006 e 2012, revelaram que a
idade de experimentacdo do EtOH, em mulheres, na faixa etaria de até 11 anos,
aumentou de 1% para 4%; dos 12 aos 14 anos, de 7% para 13%; e dos 15 aos 17

anos, de 28% para 32%.

Além disso, este mesmo levantamento também demostrou que em 2012, as
mulheres representaram 38% das pessoas que consumiram EtOH nos ultimos 12
meses, com 0 padrdo de ingestdo de cinco ou mais doses, que aumentou de 17%
para 27%; e a frequéncia de beber, pelo menos uma vez por semana, aumentou de
27% para 38% (LARANJEIRA, 2014).
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Como relatado anteriormente, o consumo de EtOH est4d aumentando para o
publico feminino, por isso se deve dar especial atencdo a este grupo. Deve-se
atentar para as diferencas entre os géneros, tais como a metabolizacdo do EtOH,
gue ocorre de forma mais lenta nas mulheres que nos homens, fato este que as
torna mais susceptiveis aos prejuizos relacionados ao seu consumo, mesmo quando

ingerido niveis mais baixos e por periodo mais curto (ELBREDER et al. 2008).

Outras diferencas fisioldgicas entre os géneros reforcam a preocupacado com
as mulheres, seja pela menor quantidade da enzima alcool-desidrogenase e/ou pelo
baixo volume de &gua no organismo, contribuindo para altas concentracdes
sanguineas desta droga (OSHIMA et al. 2013; WOLLE et al. 2011). Além disso, a
presenca de hormdénios femininos que, embora os estudos sejam pouco conclusivos,
parece acentuar o consumo de EtOH na fase adulta, quando iniciado na
adolescéncia (STRONG et al. 2010 e MELON et al. 2013).

Diante da necessidade de se dar especial atencdo aos grupos mais
vulneraveis ao consumo de EtOH, tais como, adolescentes e mulheres, é de
extrema importancia saber seus efeitos e de que forma esta substancia exerce seus
prejuizos, seja para auxiliar o entendimento cientifico ou para orientar intervencdes
nos transtornos causados pelo EtOH (ALLEN e BAYRAKTUTAN, 2008).

1.2.4 EFEITOS DA INTOXICAGAO POR EtOH

Os efeitos do EtOH nos vérios 6érgdos e tecidos sdo causados pela sua
concentracdo sanguinea ao longo do tempo (MANZO-AVALOSS e SAAVEDRA-
MOLINA, 2010). Os sintomas caracteristicos desta intoxicacdo no SNC sao
decorrentes do consumo excessivo e, consequentemente, sua elevada

concentracdo plasméatica (GOHLKE et al. 2008).

O EtOH é uma molécula de carga fraca, que ap6s se mover através das

membranas, facilmente atinge o equilibrio de concentracdo sangue/tecidos
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rapidamente (SCHUKIT, 2004). E absorvido pelo trato gastrointestinal (TGI) apos a
administracdo oral (cerca de 95-98%) e sofre metabolizacdo pré-sistémica ou de 12
passagem (HOLFORD, 1987; NORBERG et al. 2003). Em ratos, a concentracao
sanguinea de EtOH, administrado via intragastrica (gavagem), possui um declinio
gradual e dura em torno de 450 minutos para ser eliminado do organismo (LIVY et
al. 2003).

Os adolescentes, que tem um padrédo de consumo de EtOH intermitente e em
altas concentracdes, apresentam maiores alteracdes no SNC, pois o cérebro desta
populacdo € mais sensivel aos seus efeitos neurotoxicos, em binge, que o cérebro
adulto (PETIT et al. 2013). Além disso, o cérebro nesta fase ainda encontra-se em
neuromaturacdo, sendo possivel que o consumo intermitente (em binge) pode
alterar o seu funcionamento em comparagdao com adolescentes que nao participam
de binge drinking, ou abstem-se de fazé-lo até a idade adulta (GUERRI e PASCUAL,
2010).

Em virtude disso, os efeitos neurotoxicos dessa forma de consumo s&o
especialmente perigosos, devido as altas doses ingeridas seguidas de abstinéncia,
provocando danos mais rapidos e mais severos que 0 consumo cronico em baixas
doses (SKALA e WALTER, 2013). Aliado a isso, a retirada abrupta no consumo
excessivo altera a integridade neuronal de regides cerebrais vulneraveis como
cerebelo, hipocampo e cortex (JUNG e METZGER, 2010).

E neste contexto, de alta prevaléncia do consumo abusivo de EtOH, na
populagcdo adolescente, que tem havido grande preocupagdo acerca dos seus
efeitos (CREGO et al. 2010).

O consumo crénico de EtOH afeta diversas populacées celulares do SNC, em
especial neurdnios, expressando seus efeitos deletéricos (CEDERBAUM et al. 2009;
GEORGE e FIGUEREDO, 2010), pois sofrem um processo de neurodegeneracao e
morte celular (ZOU e CREWS, 2005; CREWS e NIXON, 2008). Além disso, altera
interacdes existentes entre as células da glia e os neurdnios, influenciando no
desenvolvimento do SNC (CREWS e BAUN, 2003; HAO et al. 2003; TATENO et al.
2005).

A sensibilidade ao EtOH é diferente entre as regides cerebrais e se

expressam através dos efeitos comportamentamentais, tais como: desinibi¢éo,
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sedativo-hipnético, prejuizos cognitivos e na fungdo motora (FEHR et al. 2006;
KUMAR et al., 2009; HEILIG, 2011).

Um estudo clinico indicou que os homens que apresentam o alcoolismo no
inicio na adolescéncia tém volumes cerebelar menores comparados aos controles,
demonstrando que, embora o cerebelo de jovens pode ser menos sensivel ao EtOH
do que os adultos, o consumo excessivo de EtOH em uma idade precoce, pode
levar a efeitos adversos em longo prazo desta parte do cérebro (DE BELLIS et al.
2005).

A exposicdo ao EtOH, durante o periodo da adolencéncia, pode resultar em
alteracbes motoras na idade adulta, pois um estudo realizado em ratos Wistar
jovens, expostos a um protocolo de EtOH (3g/Kg) em binge intermitente, tiveram
alguns déficits de longo prazo na fungcao motora (PASCUAL et al. 2007).

Apesar de saber que o EtOH produz danos no equilibrio e coordenacéo
motora, uma pesquisa demonstrou que os adolescentes e adultos nédo diferem na
sua sensibilidade para os seus efeitos em doses relativamente baixas (1,0g9/kg)
sobre a coordenagdo motora, mas em doses mais elevadas (2,0 e 3,0g/kg) houve
comprometimento motor, tanto para animais adolescentes quanto para os adultos,
sendo neste caso os adolescentes menos sensiveis (WHITE et al. 2002).

Estudo de Forbes et al. (2013) demonstraram que a exposi¢cdo ao EtOH (4
injecdes intraperitoneal de 3,0g/kg), durante duas semanas, em padrdo binge
intermitente (2 dias consecuticos com intervalos de dois dias), pode alterar a fungao
motora significativamente, tais como, deficiéncia na coordenagcdo motora, sinais de
disfuncéo no aprendizado motor, bem como uma possivel diferenca entre 0s sexos.
Este mesmo estudo monstrou uma degeneracao significativa de células de Purkinje
do cerebelo, o qual foi analisado apds trés semanas da exposi¢cdo ao EtOH, além de
diferencgas significativas no desenvolvimento e crescimento mental entre o controle e
grupos tratados com EtOH (FORBES et al. 2013).

Este achado foi confirmado com outros trabalhos, como de Huang et al.
(2012) que utilizou camundongos adolescentes, machos e fémeas e Sherrill et al.
(2011) que utilizaram ratos Long-Evans, os quais demostraram que 0S animais
tratados com EtOH tém crescimento cerebelar atrofiado.

Teixeira et al. (2014) demonstraram que a intoxicacao crénica (55 dias) por

EtOH (6,5g/kg/dia), de forma intermitente em ratos, no periodo da adolescéncia até a
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idade adulta (35-90 DPN), induziu deficiéncias motoras significativas, incluindo
locomocédo espontanea prejudicada, coordenacao e forca muscular.

Estas deficiéncias comportamentais foram acompanhadas por alteracdes
marcantes, como aumento dos niveis de nitrito e peroxidacao lipidica no cértex
cerebral. Concluindo que a intoxicagdo continua por EtOH, neste periodo de vida, foi
capaz de fornecer danos neurocomportamental e neurodegenerativo ao cortex
cerebral (TEIXEIRA et al. 2014).

Este cenério justifica o declinio do funcionamento central executivo,
decorrente do abuso de EtOH em longo prazo (OSCAR-BERMAN, 2012). Estudos
recentes tém demonstrado efeitos semelhantes no consumo pesado e frequentes,
embora em menor escala (MONTGOMERY et al. 2012). O consumo excessivo de
EtOH até a idade de 24 anos, provavelmente, representa um dano maior ao bom
funcionamento executivo do que em fases posteriores da vida (HERMENS et al.
2013).

As funcdes executivas que podem ser alteradas pelo EtOH compreendem,
inibicdo da resposta, selecdo de tarefa, a alternancia de tarefas e monitoramento da
resposta (GOLDSTEIN e VOLKOW, 2011). Além disso, os efeitos da intoxicagédo
cronica por EtOH, em padrao binge, sobre a alternéncia de tarefas em humanos

jovens, promoveu mudancas comportamentais executivas (BESTE, 2014).

1.2.5 EFEITOS DA TOXICIDADE DO MeHg NA PRESENCA DE EtOH

Os efeitos da toxicidade do MeHg na presenca de EtOH devem receber
cuidados especiais, pois o0 MeHg tem facilidade de atravessar as membranas
plasmética, encefalica e placentaria, além de acumular-se em tecidos especificos,
gerando intoxicagcdes ao SNC, rins, figado, baco, cabelo, coracdo, unhas e 0ssos
dos recém-nascidos (AZEVEDO, 2003; STERN, 2005).

Aliado a isto, o EtOH aumenta a fluidez das membranas celulares nervosas
(EDELFORS e RAVN-JONSEN, 1990) e altera a permeabilidade da barreira
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hematoencefalica, sendo esta fundamental na protecdo do SNC contra agentes
nocivos (GULATI et al. 1985).

Portanto, em doses mais elevadas de MeHg, o nivel deste neurotoxico pode
ser desproporcionalmente elevado na presencga de EtOH, devido a possibilidade do
dano na berreira hematoencefalica e maior entrada de MeHg no SNC (FAZAKAS et
al. 2005).

Atualmente, ainda sdo poucos os estudos que avaliram os efeitos téxicos de
MeHg na presenca de EtOH, embora haja avancos nos estudos dos efeitos de
MeHg e EtOH isoladamente. Dentre alguns exemplos, temos o de Tamashiro et al.
(1986), os quais demonstraram que a intoxicacdo alcodlica potencializou a
toxicidade do MeHg (5mg/kg/10 dias consecutivos via oral) em relacdo as

manifestacdes neuroldgicas e mortalidade.

Pesquisa que avaliou os efeitos do MeHg no metabolismo do EtOH, utilizando
ratos tratados com cloreto de MeHg (10mg/kg/2 dias consecutivos i.p.) e EtOH
(0,4g/kg i.v.), demonstrou que o MeHg diminui sutiimente o metabolismo do EtOH,
devido a ligacdo, de forma nao-espeficica, que o MeHg faz com o grupamento
sulfidrila (-SH) presente na enzima alcool desidrogenase (OHMIKA e NAKAI, 1977).

A intoxicacado por essas substancias, em paralelo, também foram investigadas
guanto a funcao e histologia renal. A nefrotoxicidade ficou mais evidente nos animais
gue receberam as duas substancias do que naqueles que receberam as drogas
isoladas (RUMBEIHA et al. 1991, 1992). Entretanto, esses resultados ndo foram

observados por outros pesquisadores (TURNER et al. 1990).

A intoxicacao concomitante destes neurotoxicos apresentou, inicialmente, um
ganho de peso corporal de ratos, seguido de perda, 0s quais apresentaram intensa
ataxia (TURNER et al. 1981), dados estes observados em outros estudos
posteriores, com potencializacdo dos efeitos deletérios no SNC (FAZAKAS et al.
2005; PAPP et al. 2005).

Papp et al. (2005) investigou os efeitos agudo do Hg (3,5mg/kg i.p.) em
combinagao com EtOH, no SNC de ratos. Os resultados deste estudo demonstraram
gue houve uma grande diminuicdo na atividade espontdnea do coértex de ratos

decorrente dos efeitos toxicos do Hg e que podem ser agravados pelo consumo de
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EtOH (5% v.v).

Grandjean e Weihe (1993) demonstraram que o EtOH aumenta a formacao
de vapor de Hg a partir de Hg idnico no sangue, onde alguma concentracdo €
exalada, causando diminuicdo mercurial no sangue ap0s ingestdo de EtOH. Maia et
al. (2009), também detectaram que as concentracfes mercuriais em pélos de ratas

gravidas diminuiram quando foi administrado o MeHg conjuntamente com o EtOH.

Nos estudos comportamentais de Maia et al. (2009), foi observado que a
intoxicacdo concomitante de MeHg e EtOH, durante o neurodesenvolvimento em
ratos causou distirbios comportamentais relacionados a ansiedade e

comprometimento motor na vida adulta.

Em outro estudo, Maia et al. (2010) procuraram investigar a exposi¢cao
combinada de MeHg e EtOH em ratos adultos que foram expostos durante o
desenvolvimento do SNC. Os resultados de Maia et al. demonstraram um impacto
negativo sobre a memoéria e comportamentos relacionados com o panico. Ainda no
mesmo ano, Maia e colaboradores investigaram a atividade nitrérgica em cérebro de
ratos adultos, apos exposicao pré-natal e sugeriram que ha alteracdo da atividade
nitrérgica em diferentes formas, dependendo da regido e da camada do SNC.

Uma vez que, os estudos dos efeitos toxicos de MeHg na presenca de EtOH
sdo escassos, se faz necessario mais pesquisas neste seguimento, principalmente
seus efeitos no comportamento motor e em periodos da vida ainda pouco

investigados, como por exemplo a adolescéncia.

1.3 Sistema Motor

O sistema motor consiste em duas areas, representada por uma complexa
rede de areas corticais (areas motoras primarias e secundarias), na qual se insere 0
cortex motor (CM), e areas subcorticais (ganglios da base e cerebelo). Neste

sistema, populagbes neuronais interagem entre si, atraves de mecanismos
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excitatérios e inibitérios, o qual é altamente dinamico e é influenciado por fatores
externos e internos que modulam a percepcéo sensorial, atencdo e comportamento
motor (XERRI et al. 1996; ASANUMA e PAVLIDES, 1997; BREAKSPEAR et al.
2003; HOSP e LUFT, 2011).

Este sistema € constituido por um conjunto de 3 unidades: unidade de
comando, de controle e de ordenacdo. O movimento € idealizado, planejado e
comandado pelo coértex, com supervisdo da unidade de controle, a qual € constituida
pelos nucleos da base e cerebelo. O seu funcionamento ocorre por meio de uma
alca de retroalimentacdo, a qual leva informagéo acerca do movimento pretendido
até estruturas de controle, que corrigem, adequam e aperfeicoam o movimento e
reenviam as informacfes as estruturas corticais (DELONG e WICHMANN, 2007;
HANDLEY et al. 2009) como demonstra 0 modelo da circuitaria dos ganglios da

base (Estriado, Nucleo Subtalamico, Globo Palido e Substancia Negra) (figura 4).
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Figura 4: Diagrama esquemdtico simplificado das conexdes dos ganglios da base, onde as linhas
continuas (azuis) mostram as vias excitatdrias e as linhas pontilhadas (vermelhas) mostram as vias
inibitérias. Fonte: Adaptado de HANDLEY et al. 2009

A capacidade de gerar movimentos corporais coordenados depende da
interconexao de uma série de estruturas envolvidas na funcdo motora, dentre elas,
destacan-se os nucleos da base, CM e cerebelo (GRAFTON e HAMILTON, 2007) e

a ativagdo cortical o primeiro passo, necessario para a inicializagdo do movimento
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Em humanos, o CM pode ser dividido em CM primario (M1), area motora
suplementar (AMS) e area pré-motora (APM) (ADKINS et al. 2006; JUAN et al. 2011)

(Figura 5).
Area motora
suplementar
Area Cértex motor Area motora Cortex motor
pré-motora primario suplementar  primario

FPR

Figura 5: Divisdo do Cértex Motor, em Cértex Motor Primario, Area Motora Suplementar e Area
Pré-Motora (ADKINS et al. 2006; JUAN et al. 2011). Fonte: Adaptado de
http://images.slideplayer.com.br/2/363280/slides/slide_5.jpg

Enquanto que a AMS e a APM estao envolvidas no planejamento da atividade

motora, o M1 recebe densas aferéncias da AMS e APM e mantém-se organizado em

agrupamentos neuronais altamente especializados no comando do movimento de

cada segmento. A ativagcdo coordenada dessa rede neuronal possibilita

o

ordenamento multiarticular fino e independente, como os movimentos de alcance e

preensdo (ADKINS et al. 2006 e JUAN et al. 2011).

Em ratos, o CM é denominado isocortex frontal (Fr) e pode ser dividido de

acordo com suas caracteristicas morfologicas, neuroquimicas e de padrdes de

conexfes em trés areas: a Frl que corresponde, em humanos, ao M1, a Fr2 que

corresponde a APM e AMS e a area Fr3 que seria uma subregido da representacao

somatotopica (PAXINOS, 2004; PAXINOS e WATSON, 2004).
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O CM esta relacionado a aprendizagem e modelagem motora, onde alguns
neurdnios, por meio de ramos corticais eferentes do centro motor, auxiliam também
na forgca muscular e movimentos (EVARTS, 1968; FEREZOU et al. 2007; SALINAS,
2009). Segundo recentes estudos, Bourguignon et al. (2013) elucida que pequenas
regibes do CM estdo associadas a organizacdo, de maneira hierarquica, dos

movimentos dirigidos aos alvos/tarefas.

No entanto, pesquisas anteriores relacionam essa hierarquizacdo ao
cerebelo, através do processamento temporizador dos movimentos e da observacao
da acdo, uma vez que, neurénios de Purkinje projetam-se para o nucleo cerebelar
profundo e, consequentemente, para areas motoras, desempenhando papel
fundamental no loop cértico-cerebelo-cortical para a orientacédo visual (PHILLIPS et
al. 2009; GALLESE, 1996 e GLICKSTEIN, 2000).

O cerebelo €, fundamentalmente, importante para a coordenagdo e
aprendizagem motora (LAMONT e WEBER, 2012). Representa cerca de 10% do
volume cerebral, com uma ampla conexéo de feixes de fibras nervosas, contendo
aproximadamente 50% de todos os neurdnios do encefalo (MARGOLIS et al. 2001)
e se comunica com varias regides do corpo, tais como: fusos musculares, labirinto e
nucleos vestibulares através de fibras extrinsecas (SARNA E HAWKES, 2003).

E uma estrutura pequena localizada na fossa craniana, dorsalmente ao tronco
encefalico. Em uma divisdo anatdbmica ou parassagital, pode ser dividido em 3
zonas: vérmis (medial), paravermal (intermediaria) e hemisférios cerebelares
(lateral). A comunicacdo com o encéfalo ocorre através de pares de feixes nervosos,

os pedunculos superior, médio e inferior (SCHMAHMAN et al. 1999).

Todas as informacdes eferentes, a partir do cortex cerebelar, convergem para 3
pares de nucleos profundos do cerebelo: o denteado, o interpésito e fastigial,
responsaveis, respectivamente, pelo planejamento do movimento, controle dos
membros e equilibrio motor (FITZPATRICK et al. 2008) (Figura 6).
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Figura 6: A imagem superior, da esquerda, ilustra a localizacdo do cerebelo, a imagem superior, da
direita, (visdo posterior) ilustra a sua divisdo anatdbmica, sendo observada a vérmis (zona medial) e
hemisférios cerebelares (lateral) (SCHMAHMAN et al. 1999). A imagem inferior ilustra a
comunicacdo do cerebelo com o encéfalo (SCHMAHMAN et al. 1999) e os 3 pares de nucleos
profundo do cerebelo (FITZPATRICK et al. 2008). Fonte: Adaptado, respectivamente, de
https://morfofisiobiomed.files.wordpress.com/2014/10/cerebelo.jpg,
http://images.slideplayer.com.br/2/363280/slides/slide_15.jpg e
http://slideplayer.com.br/slide/363280/

7

O cerebelo é ligado ao cortex cerebral, através de duas vias, a de
recompensa e por “feedback”. Feixes aferentes do cortex cerebral terminam em
pontos do nucleo da base, que por sua vez transmitem fibras musgosas ao cerebelo.
Projecdes do tipo “feedback” percorrem o cortex cerebelar através dos nucleos
profundos do cerebelo e terminam no nucleo contralateral do talamo ventrolateral,

gue envia projecdes de volta para o cortex cerebral (FITZPATRICK et al. 2008).


https://morfofisiobiomed.files.wordpress.com/2014/10/cerebelo.jpg
http://images.slideplayer.com.br/2/363280/slides/slide_15.jpg
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Histologicamente, a estrutura cerebelar é formada pelo cértex e pela
substancia branca cerebelar, sendo que, o cortex cerebelar divide-se em 3 camadas
distintas, da mais externa para mais interna: i) camada molecular; ii) de células de
Purkinje (CP); e iii) granular. A primeira € composta basicamente por células
estreladas e em cesto, bem como por fibras paralelas e dendritos de CP (BOTTA et
al. 2007). A camada de neurbénios ou CP, que constituem os maiores neurdnios do
SNC, ramificam-se através da camada molecular e chegam até a superficie do
cortex, constituindo a Unica via eferente do cortex cerebelar, tornando-se o0 meio
integrativo primério desta estrutura (VOOGD e GLICKSTEIN, 1988; O'HEARN e
MOLIVER, 2001; VOOGD e RUIGROK, 2004).

A camada granular ou granulosa possui grande quantidade de células
granulosas (excitatorias), que se ramificam e originam as fibras paralelas, as células
de Golgi (inibitérias) e as fibras musgosas (excitatérias) (FITZPATRICK et al. 2008;
O’HEARN e MOLIVER, 2001) (Figura 7).
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Figura 7: A imagem mostra as trés camadas do cortex cerebelar, da mais externa para mais interna:
camada molecular, de células de Purkinje (CP) e granular. Fonte:
http://cienciasecognicao.org/neuroemdebate/wpcontent/uploads/2012/08/c%C3%B3rtex-
cerebelar.jpg
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As CP tém o papel singular de serem as Unicas células do cortex cerebelar de
saida e sdo vitais para a funcdo normal do cérebelo, tais como o movimento de
ajuste fino e postura (LAMONT e WEBER, 2012). Além disso, desempenham um
papel importante na coordenacado motora (SCHMOLESKY et al. 2002).

Baseado na descricdo acima, a plasticidade do coértex cerebelar deve-se,
fundamentalmente, as sinapses das células granulares sobre as CP. O sistema de
células granulosas e musgosas codificam o0 contexto em que ocorrem 0S
movimentos, as fibras trepadeiras sinalizam as CP a necessidade de refinamento do
movimento e este potencial das fibras trepadeiras induz a plasticidade da sinapse
entre células granulosas e CP, através do potencial de longa duracédo, melhorando
o0 desempenho e aprendizado do movimento (MAUK, 1997, SALIN et al. 1996).

Dentre suas fungdes, o cerebelo auxilia na sequéncia de atividades motoras,
monitora e realiza ajustes corretivos nas atividades motoras corporais, além de ser
responsavel pelo planejamento do proximo movimento sequencial, ajudando na
progressdo homogénea entre 0os movimentos, além de ser essencial para atividades
rapidas como correr e digitar (GUYTON e HALL, 2006).

1.3.1 DANOS AS ESTRUTURAS MOTORAS

Danos que afetam nucleos da base, cerebelo e CM estdo associados a
deficiéncia motora, tais como bradicinesia, perda de coordenacdo, equilibrio e
aprendizagem motora. Estes danos podem ser resultantados de alteracdes na
homeostasia e nas fun¢des destas estruturas, embora ndo cause paralisia muscular
(OGAWA et al. 1985; GUYTON e HALL, 2006; ROEGGE e SCHANTZ, 2006;
GRANDJEAN, 2007; AOSAKI et al. 2010; GLASER et al. 2014).

O desequilibrio do sistema acetilcolinérgico e na atividade da dopamina do
estriado (nucleo da base) é a principal hipétese fisiologica de doencas neurolégicas
gue apresentam como sintoma central a bradicinesia (Aosaki et al. 2010). Além de,
0s nucleos da base, serem responsaveis pela selecdo inapropriada do comando do
movimento no caso da bradicinesia (BERARDELLI et al. 2001).
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Pesquisas relatam que a disfuncdo cerebelar estd associada com ataxia
(incoordenacdo motora) (ZADORI et al. 2012; DIZON e KHODAKHAH, 2011),
dismetria (uma tendéncia de movimentos para sob ou além do alvo) (ZAHR et al.
2010, PAINE et al. 2004), disdiadococinesia (problemas na realizacdo de
movimentos rapidos e repetitivos) e diminuicdo na aprendizagem motora (PARKS et
al. 2003; WEI et al. 2013).

A disfuncdo cerebelar também estd associada ao tremor intencional e
hipotonia (diminuicdo do tébnus e forca muscular) (LOUIS et al. 2011), além de
interromper as quantidades relativas de aceleracdo e de duragcdo durante o
movimento (HUBER et al. 2012).

Pesquisas relatam que a disfuncdo cerebelar estd associada com ataxia
(incoordenacdo motora) (ZADORI et al. 2012; DIZON e KHODAKHAH, 2011),
dismetria (uma tendéncia de movimentos para sob ou além do alvo) (ZAHR et al.
2010, PAINE et al. 2004), disdiadococinesia (problemas realizando movimentos
rapidos e repetitivos) e diminuicdo na aprendizagem motora (PARKS et al. 2003;
WEI et al. 2013).

A disfuncéo cerebelar também esté associada a tremor intencional e hipotonia
(diminuicdo do ténus e forga muscular) (LOUIS et al. 2011), além de, interromper as
guantidades relativas de aceleracdo e de duracao, durante o movimento (HUBER et
al. 2012).

No periodo da adolescéncia, os danos ao cerebelo podem ocorrer mais
facilmente, uma vez que, esta area ainda n&o estd completamente desenvolvida
nesta fase da vida (TIEMEIER, 2010), podendo produzir erros no planejamento e na
execucdo de movimentos, ao invés de paralisia ou movimentos involuntarios
(FREDERICKS, 1996).

Devido a necessidade de se conhecer os efeitos dos danos motores
consequéncia da exposicdo concomitante de MeHg e EtOH, o presente estudo
buscou avaliar os efeitos no comportamento motor, resultante da intoxicacao
subcrénica por MeHg, na presenca de EtOH, em padrdo binge, no periodo da
adolescéncia até inicio da fase adulta, uma vez que sdo escassos 0s estudos que
avaliaram os efeitos destes dois neurotdxicos em associacao, principalmente para

0s grupos vulneraveis como mulheres e adolescentes.
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2.1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos no comportamento motor relacionados ao nucleos da
base, cerebelo e cdrtex motor, em ratas intoxicadas subcronicamente por MeHg na

presenca de EtOH (binge) na fase da adolescéncia até a fase adulta.

2.2. Objetivos Especificos

« Avaliar os efeitos do MeHg, e na presenca de EtOH, na locomocéao

espontanea, através do teste comportamental do Campo Aberto;

+ Avaliar os efeitos do MeHg, e na presenca de EtOH, na bradicinesia, através

do teste comportamental Pole Teste;

« Avaliar os efeitos do MeHg, e na presenca de EtOH, no equilibrio motor,
atraveés do teste comportamental Beam walking Test (BWT).

« Avaliar os efeitos do MeHg, e na presenca de EtOH, na locomocéao forcada e

equilibrio motor, através do teste comportamental do Rotarod;
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3.1 Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Animais (CEPAE) da UFPA, sob o parecer BIO-CEPAE-UFPA: BIO 209-14 (anexo
1) e obedeceu aos critérios e as normas estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso
de Animais Laboratoriais (COMMITTEE FOR THE UPDATE OF THE GUIDE FOR
THE CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS, 2011).

Foram utilizadas 60 ratos fémeas, da linhagem Wistar, provenientes do
Biotério da Universidade Federal do Para (UFPA), com peso médio de 96,18 + 7,10
gramas, do 379 até 722 DPN, periodo que corresponde a adolescéncia e inicio da
fase adulta em modelo animal, pois a janela de suscetibilidade da adolescéncia, em
ratos, esteja por volta do 27° dia pés-natal ao 42°, podendo expandir-se ao 60° no
caso de estudos com tratamentos farmacolégicos, a fim de englobar tanto as
maturacdes precoces em fémeas, quanto as tardias em machos (SPEAR, 2000 e
2004; BAVA et al. 2010; DIZON e KHODAKHAH, 2011). Os animais foram pesados
semanalmente (total de 5 semanas) para base de calculo dos volumes das drogas a

serem administradas durante o tratamento.

Os animais foram encaminhados a Faculdade de Farmacia/lUFPA e mantidos
em uma sala de manutencdo em condicbes padronizadas de temperatura (25°C),
exaustdo, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (claro das 7:00 as 19h), agua e
comida ad libitum.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia da
Inflamacéo e do Comportamento (LAFICO), da Faculdade de Farmécia, do Instituto
de Ciéncias da Saude da UFPA.

3.2 Grupos Experimentais
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Os grupos experimentais foram divididos, de forma randomizada, em 4
grupos, de acordo com a substancia administrada: Controle, MeHg, EtOH e MeHg +
EtOH, sendo cada grupo composto por 15 animais e receberam tratamento do 37°
ao 72° DPN (Figura 8). Cada grupo foi subdividido em caixas proprias contendo 5

animais para evitar estresse pelo isolamento.
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Figura 8: Divisdo dos 4 grupos experimentais, Controle, etanol (EtOH), metilmercurio (MeHg) e
metilmercurio na presenca de etanol (MeHg+EtOH) de acordo com o tratamento utilizado no
processo de gavagem, do 37°ao 72°dia de vida pds-natal.

3.3 Tratamento do grupo MeHg

Foi administrado MeHg na dose 0,04mg/kg/dia (dose inferior ao limite
aceitavel de 0,5mg/kg) as ratas, por via oral (gavagem), através de canula
orogastrica (Insight, Brasil), a fim de mimetizar a intoxicacdo diaria que a populacao
esta exposta ao ingerir alimentos contaminados (KONG et al. 2013), durante 35 dias

consecutivos (37° ao 72° DPN). Concomitantemente, os animais receberam agua
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destilada igual ao padrdo binge (3 dias consecutivos com intervalo de 4
dias/semana) (Figura 9). Semanalmente, foi realizado pesagem dos animais para o

reajuste do volume das substancias a ser administradas.

12sem 2%2sem 3%sem 42 sem 52sem
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|

p 1=35 dias

(MeHg) . T=35dias
" consecutivos

Agua (controle do EtOH)

» T=35dias
372DPN 722 DPN

I

Agua Agua Agua Agua Agua

Figura 9: Tratamento do grupo metilmercurio (MeHg) do 372 ao 722 (DPN), no qual a linha verde
demonstra o periodo total de tratamento, a linha vermelha o tratamento com MeHg
(0,04mg/kg/dia) e a linha azul a administragdo de agua destilada, igual padrio binge (controle do
EtOH), durante os 35 dias (totalizando 5 binges).

3.4 Tratamento do grupo EtOH

Foi administrado EtOH (20% P/V) as ratas, por via oral (gavagem), através de
canula orogastrica (Insight, Brasil), a dose 3g/kg/dia (LAUING et al. 2008;
LINDTNER et al. 2013), conforme descri¢cdo do calculo abaixo:

Calculo da dose EtOH:

Dados:



1)

2)

3)

4)

Densidade do EtOH: 0,79g/ml
Pureza do EtOH: 99,5%

0,79 -------m-mmmee- 99,5%

X oo 20%

X =0,16g/ml

0,169 ----------------- Iml

39 - X

X =18,75 ml

18,75 ml (=3g) -------------- 1000g
X e 1009
X =1,8ml

100g ----------------- 1,8mi

P(Q) —rorommeoeeoes X

X =1,8xP/100, onde P=peso do animal em gramas
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A gavagem (do 372 ao 722 DPN) foi em padrio binge (durante trés dias

consecutivos com quatro de intervalo /semana), até completar 35 dias de intoxicagao

(totalizando 5 binges). Concomitantemente, foi administrado agua destilada durante

os 35 dias consecutivos para controle do MeHg (Figura 10). Semanalmente foi

realizado pesagem dos animais para ajuste do volume da substincia a ser

administrado.
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Figura 10: Tratamento do grupo etanol (EtOH), no qual a linha verde demonstra o periodo total de
tratamento, a linha laranja a administracdo de agua destilada durante os 35 dias consecutivos
(controle do MeHg) e a linha azul, o tratamento com EtOH (3g/kg/dia), através de gavagem, em
padrdo binge, durante os 35 dias de tratamento, totalizando 5 binges. .
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Foi administrado MeHg na dose 0,04mg/kg/dia as ratas, por via oral

(gavagem), durante 35 dias consecutivos (37° ao 72° DPN) e concomitantemente, 0s

animais também receberam, através de gavagem, 5 binges (3 dias consecutivos

com intervalo de 4 dias/semana) de EtOH na dose de 3g/kg/dia (Figura 11).

Semanalmente, foi realizado pesagem dos animais para o reajuste do volume das

substancia a serem administradas.
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Binge 1 Binge 2 Binge 3 Binge 4 Binge 5

Figura 11: Tratamento do grupo metilmercurio na presenga de etanol (MeHg+EtOH), no qual a
linha verde demonstrada o periodo total de tratamento, a linha vermelha a administragdo de MeHg
(0,04mg/kg/dia) durante os 35 dias consecutivos e a linha azul, o tratamento com EtOH
(3g/kg/dia), através de gavagem ,em padrdo binge, durante os 35 dias de tratamento, totalizando

5 binges. .

3.6 Tratamento do grupo Controle
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Foi administrado, por via oral (gavagem), agua destilada para mimetizar a
administragdo do MeHg durante 35 dias consecutivos (37° ao 72° DPN) e

concomitante, os animais também receberam, por gavagem, outra dose de agua
destilada, igual ao padrdo binge (3 dias consecutivos com intervalo de 4
dias/semana) para mimetizar a administracdo do EtOH (Figura 12). Semanalmente,

foi realizado pesagem dos animais para o reajuste dos volumes de agua destilada a

serem administrados.
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Figura 12: Tratamento do grupo Controle, no qual a linha verde demonstrada o periodo total de
tratamento, a linha vermelha a administragdo de dgua destilada (controle do MeHg) durante os
35 dias consecutivos e a linha azul, a outra administragdo de dgua destilada (controle do EtOH),
no padr3o binge, durante os 35 dias de tratamento, totalizando 5 binges. .

3.7 Testes Comportamentais

Vinte e quatro horas ap6s o Ultimo dia de tratamento dos grupos
experimentais (72°DPN), os animais foram encaminhados ao LAFICO para
realizacdo dos testes comportamentais. Todos os grupos foram mantidos na sala de

experimento por um periodo de 1 hora para aclimatacéo.
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A sala era iluminada com lampadas fluorescentes e controlada quanto a
temperatura (25°C), odores, ruidos e ndo excedendo o horéario de 19 horas a fim de
nao interferir no ciclo circadiano do animal. Foi mantido o0 mesmo experimentador
para cada teste comportamental, objetivando minimizar os impactos sobre os
resultados destes e a sequéncia dos testes foram organizados a fim de minimizar o

cansaco e estresse dos animais (BOHLEN et al. 2014).

3.7.1 Teste da Atividade em Campo Aberto (Open-Field Test)

O teste comportamental do Campo Aberto ou Open-Field Test foi
desenvolvido para avaliar emocionalidade de animais (HALL, 1934), uma vez que
um ambiente ndo habituado, com abertura superior e fechado lateralmente, induz ao
animal o instinto e/ou comportamentos exploratérios, traduzido como locomocao,
levantamento e farejamento, ou pode ser interpretado como instinto e/ou
comportamentos aversivos, por meio de micgOes, defecacbes e o ato de fica
paralisado (NAHAS, 2001).

Atualmente é considerado como teste padréo pra uma grande variedade de
estudos, principalmente aqueles relacionados aos efeitos de uma droga sobre a
atividade locomotora de roedores (MENARD e TREIT, 1999; CHOLERIS et al.
2001), pois é utilizado para para avaliar a aprendizagem e atividade locomotora
espontanea (AGUIAR, 1995), os quais podem ser medidos através dos parametros
de distancia total percorrida (exploracdo horizontal) pelo animal no aparato e o
namero de levantamentos exploratérios (exploracao vertical) (BAHI, 2013; OLIVEIRA
et al. 2014).

O aparato do Campo Aberto consiste em uma arena de madeira
(100x100cm), com paredes de 40 cm de altura, pintado com material

impermeabilizante, de cor escura e sem odores pos-secagem (Figura 13).
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Figura 13: Figura do aparato do Campo Aberto, representada em uma arena de madeira
(100x100cm), com parede de 40 cm de altura e pintado de cor escura. Além de mostrar a posigao
central que o animal é colocado para inicio do teste.

Neste experimento, cada animal foi colocado no centro da arena
individualmente e foi permitido um tempo maximo de 5 minutos para livre locomocéo
e exploragcdo do espaco. Para determinar o parametro de locomocao total, foi

contabilizada a distancia total percorrida para cada animal.

Outro parametro avaliado foi o numero de levantamentos (rearing), que foi
contabilizado pelo numero de vezes em que 0 animal executava o comportamento
de levantar-se, apoiado apenas pelas patas traseiras. Este teste foi filmado,
analisado pelo software Anymaze que contabilizou os parametros supracitados e

apos seu término, os animais foram submetidos ao Pole Test.

3.7.2 TESTE DE DESCIDA EM VIGA VERTICAL (POLE TEST)

O Pole Test ou Teste de descida em viga vertical , foi descrito inicialmente por
Owaga et al. (1985), € um experimento utilizado para avaliar disturbios de
movimento, em especial a bradicinesia (lentiddo anormal dos movimentos voluntério)
através do parametro de tempo de descida (MATSUURA et al. 1997,
ANTZOULATOS et al. 2010).
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De acordo com o protocolo adotado, este equipamento consiste em uma viga
vertical aspera (2cm de largura x 50 cm de altura) apoiada em uma plataforma
circular (1cm de espessura e raio = 25 cm), onde animais séo colocados no topo da
viga, de cabeca para cima, o objetivo é a virada da cabeca para baixo e descida até
a plataforma (ANTZOULATOS et al. 2010) (Figura 14).

Figura 14: Figura esquematica da tarefa que foi realizada pelos grupos no PoleTest A primeira haste
(da esquerda para direita) ilustra como o animal foi posicionado sobre o aparelho. Na segunda haste
observa-se a inversao do eixo e na terceira haste a descida até a plataforma do aparato.

O experimento foi realizado apos aclimatacao inicial de 300 segundos e 0s
escores de tempo de descida foram anotados ao longo de 5 ensaios, limitados a 120
segundos cada, com intervalo de 60 segundos entre eles. O tempo em que 0s
animais efetuaram corretamente a tarefa foi contabilizado. Os animais que néao
conseguiram virar, ou seja, deslizaram pela viga na mesma posicdo em que foram
colocados no equipamento ou cairam, ainda que ja tivessem virado a cabeca pra
baixo, foi atribuido o tempo méaximo (120s). A média foi calculada com os 3 melhores
tempos de cada animal. Apos esta avaliacao, os animais seguiram para o BWT.
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3.7.3 TESTE DE EQUILIBRIO EM VIGAS GRADUADAS (BEAM WALKING TEST -
BWT)

O Beam Walking Test (BWT) foi desenvolvido, a principio, para avaliar
deficiéncias motoras em ratos e camundongos (GOLDSTEIN E DAVIS, 1990).
Atualmente é utilizado para avaliar a coordenacdo motora e equilibrio através da
medi¢do da capacidade dos animais em atravessar uma série de vigas graduada
estreitas até alcancar uma plataforma segura (STANLEY et al. 2005; PERRY et al.
1995).

O BWT também avalia caracteristicas ataxicas e distbnicas através da
dificuldade do animal em transpassar as vigas de diferentes formas e de areas de
seccdo transversal e a contabilizacdo destas avaliacbes ocorre através dos
paradmetros de laténcia da travessia e numero de escorregadas (CARTER et al.
1999; KARL et al. 2003 e STANLEY et al. 2005).

O aparato, construido em madeira, consistiu em 2 extremidades suspensas a
50 cm do chao, distanciadas por 1 metro. Em uma extremidade situa-se o inicio da
viga, onde os animais foram colocados e na outra extremidade é uma plataforma
segura, com caixa fechada (20x20cm), para qual os animais podem escapar. As
vigas de madeira (1m de comprimento) apresentavam 2 tipos de secc¢ao transversal:
guadrada (28, 12 e 5 mm) e circular (28, 17 e 11 mm), as quais foram posicionadas
entre as duas extremidades para que o animal transpasse e cumprisse a tarefa
(CARTER et al. 1999) (Figura 15).
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Figura 15: Desenho ilustrativo do aparato do Beam Walking Test (BWT), demonstrando a
extremidade de inicio (onde os animais s3o colocados para inicio do teste) e a plataforma segura
(caixa fechada).

Os animais foram colocados sobre a viga, na extremidade de inicio, e tinham
um tempo maximo de 60 segundos para atravessa-la e chegar a caixa segura. Este
processo era repetido em cada espessura da viga (2 tentativas/espessura de viga),
com intervalo de 60s entre elas. Utilizou-se primeiro as vigas quadradas e em
seguida as circulares, sempre da vara de maior calibre para a menor. Para 0s
animais que cairam do equipamento, a contagem foi interrompida e 0s mesmos
foram recolocados na extremidade de inicio e continuou a contagem a partir do
tempo marcado na queda, até que se completasse o tempo maximo de cada
tentativa (60s).

Neste experimento foram contabilizadas a laténcia de travessia (tempo que o

animal levou para ataravessar a viga da extremidade de inicio até chegar na

plataforma segura) de cada uma das vigas e 0 numero de escorregadas, que foi

contabilizada pelo nimero de vezes em que pelo menos uma das patas traseiras
escorregava, sendo que o escorregao das duas patas traseiras, de uma sé vez, foi

contabilizado como 2 escorregadas. Apds esta avaliagdo, 0s animais seguiram para

0 ultimo teste comportamental, o teste do Rotarod.
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3.7.4 TESTE DE LOMOCOGCAO FORCADA NA BARRA ROTATORIA (ROTAROD
TEST)

O teste Rotarod ou da barra rotatéria € um dos principais testes de
abordagem para caracterizacdo fenotipica motora em modelos animais de
coordenacdo e equilibrio, que sdo avaliados através do parametro de tempo de
laténcia (BOCCA et al. 2012) e devido ao repetido niumero de exposicdes ao
aparelho, mesmo que em velocidade constante, que este também reflete
aprendizado motor, além de ser um ensaio adequado para avaliacdo de deficiéncias
cerebelares (SHIOTSUKI et al. 2010 e LALONDE e STRAZIELLE, 2011)

O teste do Rotarod consiste em um aparelho, geralmente desenhado para
ratos (BOCCA et al. 2012), automatizado (Insight, Brasil) com uma caixa de acrilico,
gue contém um cilindro de 8cm de diametro, instalado transversalmente a
aproximadamente 20cm da base do equipamento, o qual € mantido em rotacao
através de um motor. A caixa é dividida em 4 baias de aproximadamente 10cm de

largura, permitindo a anélise de 4 animais simultaneamente (Figura 16).

Figura 16: Figura do equipamento automatizado do Rotarod, sendo observada a divisdo em 4 baias,
permitindo andlise de 4 animais simultaneamente.
Fonte: Insight Brasil
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Para o teste, cada animal foi colocado sobre a barra rotatéria em movimento e
mediu-se o tempo de laténcia (tempo que o animal se equilibrava e permanecia
sobre a barra rotatoria até cair). O equipamento possui um sistema instalado no solo
de cada baia que detecta o impacto da queda, cessando automaticamente o
crondmetro.

Segundo adaptacédo do protocolo de Sharma et al. (2009), os animais foram
colocados sobre a barra rotatéria, a uma velocidade constante de 16 rotacGes por
minuto (RPM), durante 180 segundos. Os animais foram aclimatados na primeira
exposicdo (treino) e avaliados ao longo de mais 3 exposi¢des, com intervalo de 60
segundos entre elas e o tempo limite do teste foi de 180 segundos. O desempenho
no Rotarod foi calculado, para cada grupo, em cima do tracado da média da laténcia

até a primeira queda.

3.8 Delineamento Experimental

A figura 17 demonstra o esquema dos procedimentos adotados no presente
estudo, delineado desde o tratamento dos quatro grupos experimentais até o0s
ensaios comportamentais, bem como demonstra a sequéncia dos testes realizados,
gue teve inicio com a atividade locomotora espontanea (no Campo Aberto) e foi

finalizada com o teste do Rotarod.
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Figura 17: Delineamento experimental do estudo. Inicialmente, as ratas foram tratadas, por gavagem, com
agua destilada (Controle), metilmercurio (MeHg), etanol (EtOH) e metilmercurio com etanol (MeHg+EtOH), do
37° ao 72° DPN (35dias). Apos 24h da dltima administracdo do tratamento para cada grupo experimental, as
ratas foram submetidas aos testes comportamentais: Campo Aberto, Pole Teste, Beam Walking Test (BWT )
e Rotarod , respectivamente.
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3.9 Anédlise Estatistica

Todos os dados obtidos dos testes comportamentais foram avaliados pelo
teste estatistico Anova de uma via e Tukey como pds-teste para multipla
comparacdo. Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média
(e.p.m.) de 15 animais de cada grupo experimental. A probabilidade aceita como
indicativa da existéncia de diferencas significantes foi de p<0,05. A construgéo

gréfica e a analise estatistica foram realizadas no programa GraphPadPrism 5.0.
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4.1 Média de Peso dos Animais/grupo

A figura 18 demonstra o peso médio dos grupos experimentais por semana de

tratamento (35 dias), onde se observa a auséncia de diferengca entre todos o0s

grupos.
160-
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Figura 18: Média dos pesos dos grupos etanol (EtOH), metilmercdrio (MeHg) e metilmercurio na
presenca de etanol (MeHg+EtOH) por semana de tratamento (35 dias). Os resultados foram
expressos como a média + e.p.m, com 15 animais por grupo. (Teste Anova de 1 via seguido de
Tukey).

4.2 Teste da Atividade Locomotora Espontanea (Campo Aberto)

A figura 19 demonstra a diminuicdo da atividade locomotora espontanea,
analisada através do parametro de distancia total percorrida (m), pelo grupo tratado
com MeHg, assim como MeHg na presenca de EtOH (EtOH+MeHg), em

comparacéo ao grupo controle.
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Figura 19: Efeito da intoxicagdo com etanol (EtOH), metilmercdrio (MeHg) e metilmercurio na
presenca de etanol (MeHg+EtOH) na atividade locomotora espontidnea de ratas adolescentes, através
do parametro de distancia total percorrida em metros. Os resultados foram expressos como a média +
e.p.m da distancia percorrida em metros, com 15 animais por grupo. *p<0,05 representa a diferenca
em relacdo ao controle; ***p<0,01 representa a diferenca em relacdo ao controle (Teste Anova de 1
via seguido de Tukey).

A figura 20 ilustra o numero total de levantamentos exploratérios (rearings),
demonstrando também diminuigdo neste parametro de locomogdo espontanea pelo
grupo tratado com MeHg na presenca de EtOH (MeHg+EtOH), bem como os grupos
tratados com as drogas isoladas (EtOH e/ou MeHg) em relagdo ao controle. Além
disso, o grupo EtOH+MeHg também demostrou diminuicio deste parametro em

relacdo ao o grupo MeHg per se (p<0,0001).
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Figura 20: Efeito da intoxicagdo com etanol (EtOH), metilmercario (MeHg) e metilmercario na presenca
de etanol (MeHg+EtOH) na atividade locomotora espontanea, de ratas adolescentes, através do
parametro nimero de levantamentos (rearings). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m
do namero de levantamentos, durante 300 segundos, com 15 animais por grupo. *p<0,05 representa
a diferenca em relagdo ao controle; ***p<0,01 representa a diferenca em relagdo ao controle;
#p<0,0001 representa a diferenca em relacdo ao grupo MeHg (Teste Anova de 1 via seguido de
Tukey).

Portanto, todos os grupos avaliados demonstraram que, tanto distancia
pecorrida (m), quanto para o numero de levantamentos (exploragdo vertical),
estavam diminuidos em todos 0s grupos testados, mostrando que os animais foram
afetados pelos efeitos das drogas associadas (MeHg+EtOH) e isoladas (EtOH e/ou

MeHg) para a atividade de locomogao espontanea.

4.3 Teste de Descida em Viga Vertical (Pole Test)
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A figura 21 demonstra os resultados do tempo de descida, em segundos, na
determinagdo do controle de movimento e avaliagdo de bradicinesia no Pole teste.

Todos os grupos tratados apresentaram um aumento no tempo de realizacdo do
teste em relagdo ao grupo controle, a partir da média dos trés melhores escores de

cada animal.

No entanto, ndo se observa diferenga de comportamento entre 0s grupos do
MeHg na presenga de EtOH (MeHg+EtOH) em relagdo aos grupos per se (EtOH e
MeHgQ).
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Figura 21: Efeito da intoxicagdo com etanol (EtOH), metilmercuario (MeHg) e metilmercurio associado ao
etanol (MeHg+EtOH) no Pole Teste, através do parametro tempo de descida de ratas adolescentes. Os
resultados foram expressos como a média + e.p.m dos 3 melhores ensaios do tempo de descida, com
15 animais por grupo. ***p<0,0001 representa a diferenca em relagdo ao controle (Teste Anova de 1 via
seguido de Tukey).

4.4 Teste de Equilibrio em Vigas Graduadas (BWT)
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A figura 22 demonstra os resultados obtidos para as varas quadradas
(BWTI/Q),
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Figura 22: Efeito da intoxicagdo com etanol (EtOH), metilmercurio (MeHg) e metilmercurio associado ao EtOH
(MeHg+EtOH) na coordenacgdo motora de ratas adolescentes, através dos parametros de tempo de laténcia e
namero de escorregadas nas varas quadradas do teste Beam Walking (BWT) nos diametros de 28mm
(painéis A e B), 12mm (painéis C e D) e 5mm (painéis E e F), durante no maximo 120 segundos, com 15
animais por grupo. Os resultados foram expressos como a média + e.p.m,. *p<0,05 representa a diferenga em
relacdo ao controle; **p<0,01 representa a diferenca em relacdo ao controle; ***p<0,0001 representa a
diferenca em relagdo ao controle; #p<0,0001 representa a diferenca em relacdo ao grupo EtOH; ##p<0,01
representa a diferenca em relacdo ao grupo MeHg e EtOH (Teste Anova de 1 via seguido de Tukey).
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Nos painéis A e B, a performance nas vigas mais larga (28mm), C e D nas
vigas de espessura média (12mm) e E e F nas vigas mais fina (5mm) para os dois
parametros avaliados, laténcia (tempo que os animais necessitaram para caminhar
sobre a viga da extremidade de inicio até alcangar a plataforma segura, em
segundos), e numero de escorregadas (da mais espessa para mais fina

respetivamente).

No painel A (vigas de 28 mm)observou-se o aumento do tempo de laténcia
somente pelo grupo da associagdao em relagdao ao controle (p<0,0001). O painel B
demonstrou que nesta viga houve aumento no niumero de escorregadas nos grupos
MeHg e MeHg+EtOH, em relacdo ao controle (p<0,01 para ambos). Além disso, o
grupo MeHg+EtOH apresentou uma exarcebagdo do prejuizo motor na laténcia para
executar o trabalho assim como no nimero de escorregadas em relacdo ao grupo
EtOH (p<0,001).

No painel C (vigas de 12 mm), observou-se o aumento do tempo de laténcia
pelos grupos MeHg e MeHg+EtOH em relagio ao controle (p<0,01 e p<0,05,
respectivamente). No parametro nimero de escorregadas nesta viga, o painel D
demonstrou que houve aumento deste parametro nos mesmos grupos (MeHg e
MeHg+EtOH) em relacdo ao controle (p<0,001 para ambos). Novamente nesta viga,
houve um aumento do niumero de escorregadas do grupo MeHg+EtOH em relacéo
ao grupo EtOH (p<0,001).

No painel E (vigas de 5 mm), observou-se novamente o aumento do tempo de
laténcia para execucdo da tarefa nos mesmos grupos da viga anterior (MeHg e
MeHg+EtOH) em relagdo ao controle (p<0,01 e p<0,05 respectivamente) e aumento
no tempo de laténcia para execugao do teste no grupo MeHg+EtOH em relagdo ao
EtOH (p<0,05). O painel F demonstrou que o aumento no nimero de escorregadas
se manteve nos mesmos grupos do painel B e D (MeHg e MeHg+EtOH) em relacdo
ao controle (p<0,01 e p<0,05, respectivamente), além do surgimento de diferenga
para o grupo EtOH em relagdo ao controle (p<0,05). Portanto, foi demonstrado que o
efeito apresentado pelo grupo MeHg+EtOH é semelhante ao apresentado pelo grupo

MeHg, isto fica mais evidente no parametro de nimero de escorregadas nos painéis
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B e D e para laténcia nos painais A e E, os quais demonstram diferenga entre os
grupos MeHg+EtOH e EtOH.

A figura 23 demonstra os resultados obtidos para as varas circulares
(BWT/C).
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Figura 23: Efeito da intoxicagdo com etanol (EtOH), metilmercurio (MeHg) e metilmercurio associado ao
EtOH (MeHg+EtOH) na coordenacdo motora de ratas adolescentes, através dos parametros de tempo
de laténcia e numero de escorregadas, nas varas circulares, do teste Beam Walking (BWT), nos
diametros de 28mm (painéis A e B), 17mm (painéis C e D) e 11mm (painéis E e F), durante no maximo
120 segundos, com 15 animais por grupo. Os resultados foram expressos como a média + e.p.m.
*p<0,05 representa a diferenga em relagdo ao controle; **p<0,01 representa a diferenca em relagéo ao

controle; ***p<0,0001 representa a diferenca em relacdo ao controle (Teste Anova de 1 via seguido de
Tukey).
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Os painéis A e B representam as vigas mais larga (28mm), C e D as vigas de
espessura média (17mm) e E e F as vigas mais fina (11mm) para os dois parametros

avaliados, laténcia e nimero de escorregadas, respetivamente.

No painel A (viga de 28mm), observou-se a auséncia de diferenga para o
tempo de laténcia por todos os grupo tratados (EtOH, MeHg e MeHg+EtOH) em
relagdo ao controle, porém o painel B demonstra o0 aumento no numero de
escorregadas nos grupos MeHg e MeHg+EtOH em relagédo ao controle (p>0,05 e

p>0,05, respectivamente).

No painel C (viga de 17mm), também n3o foi observada diferenca para o
tempo de laténcia entre todos grupos tratados e o controle. No entanto, o painel D

demonstrou 0 aumento no nimero de escorregadas nos mesmos grupos do painel B

(MeHg e MeHg+EtOH) em relacdo ao controle (p<0,01 e p<0,01, respectivamente).

No painel E (viga de 11mm), observou-se o0 aumento do tempo de laténcia
pelos grupos MeHg e MeHg+EtOH em relagdo ao controle (p<0,05 e p<0,05,
respectivamente). O painel F demonstra novamente o aumento no numero de
escorregadas pelos mesmos grupos do painel B e D (MeHg e MeHg+EtOH) em

relacdo ao controle (p<0,01 e p<0,001, respectivamente), além do surgimento de

diferenga para o grupo EtOH em relagdo ao controle (p<0,001).

4.5 Teste da Locomocédo Forcada em Barra Rotatéria (Rotarod Test)

A figura 24 apresenta os resultados do tempo de laténcia dos animais sobre o

rotarod.
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Figura 24: Efeito da intoxicacdo com etanol (EtOH), metilmercario (MeHg) e metilmercurio associado ao
etanol (MeHg+EtOH) na coordenacdo motora de ratas adolescentes, através do parametro do tempo de
laténcia, no Rotarod, nas sessfes de treino (painel A), 1° exposicéo (painel B), 2° exposicédo (painel C) e
3° exposicdo (painel D). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m, em 4 sec¢des, durante 180
segundos, a uma velocidade constante de 16rpm, com 15 animais por grupo. *p<0,05 representa a
diferenca em relagdo ao controle; **p<0,01 representa a diferenca em relacdo ao controle; ***p<0,0001
representa a diferenca em relagdo ao controle; #p<0,0001 representa a diferenca em relacdo ao grupo

EtOH (Teste Anova de 1 via seguido de Tukey).

No painel A representa a fase treino, onde se observou que todos grupos
tratados permaneceram menos tempo na barra rotatéria em relagdio ao grupo

controle [(EtOH = p<0,01), (MeHg = p<0,05) e (MeHg+EtOH = p< 0,05)].

No painel B (1° exposigido), observou-se o mesmo perfil do painel A, ou seja,
todos grupos tratados permaneceram menos tempo na barra rotatéria em relagdo ao

grupo controle [(EtOH = p<0,0001), (MeHg = p<0,01) e (MeHg+EtOH = p< 0,0001)]
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e foil 0 mesmo comportamento observado na 2° exposi¢céo (painel C), 60 segundos

depois.

No entanto, no painel D (3° e (tltima exposi¢do) observou-se que somente 0
grupo EtOH (p<0,05) manteve o comportamento de permanecer menos tempo na
barra rotatéria em relacdo ao grupo controle, pois houve uma melhora no
desempenho dos grupos MeHg e MeHg+EtOH, aproximando-se aos tempos do
grupo controle. Também foi observado diferenca no grupo MeHg+EtOH em relagdo
ao grupo EtOH (p<0,01).
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Nesta investigagcdo, os resultados obtidos demonstraram que a exposi¢ao
em doses abaixo do limite aceitaveis de MeHg per se, assim como na presenca de
EtOH (MeHg+EtOH), em ratas, no periodo da adolescéncia até inicio da fase adulta,
foi capaz de produzir alterac6es comportamentais referentes a coordenagdo motora,
equilibrio, bem como na atividade locomotora espontanea e forgada.

Na Amazbnia, € bastante comum a presenca de garimpos, onde a
comunidade no entorno, que tem sua dieta a base de peixe, estdo expostas ao
consumo crénico destes alimentos contaminados por MeHg. Este fato é bastante
evidente em virtude da préatica da mineracdo de Au artesanal e em pequena escala
nestas regides (DIAZ, 2000; PINHEIRO et al. 2008; MALM, 1998; VIEIRA et al.
2015).

No garimpo, o Hg é usado na mineracdo para extrair o Au através da
formacdo de amalgama, que é aquecida, liberando vapores de Hg e deixando o Au
(AMAP/ UNEP, 2013). Os vapores de Hg, que estdo livres no ambiente, ficam
disponiveis para realizar o seu ciclo, pois se instalam no solo, sedimentos de lagos,
rios, baias e oceanos e é transformado principalmente por organismos anaerdbicos
em MeHg, que € ingerido pelos peixes, 0s quais sdo contaminados e bioacumulados
(DIAZ, 2000 e GOLDMAN e SHANNON, 2001).

A contaminacdo da comunidade garimpeira é evidente, pois 15% das
mulheres jovens e adolescentes (idade 13- 29 anos), que vivem nestas regides,
apresentaram taxas de concentracdo mercurial acima do recomendado pela OMS
(PINHEIRO, 2008). Aliado a isto, hd um alto consumo de bebidas alcodlicas nestas
areas (CORBETT et al. 2007).

O consumo de EtOH, nas vilas de garimpo, ocorre para aliviar as condicdes
de trabalho ou de forma recreativa obejtivando o laser, principalmente aos finais de
semana (SANTOS e CATRAVECHI, 2014), numa forma de consumo que se
caracteriza pela ingestdo de altas doses de EtOH, por um curto periodo de tempo,
seguido de abstinéncia, que consiste em um padrdao de consumo em binge (CREGO
et al. 2010; PETIT et al. 2013; JACOBUS e TAPERT, 2013).

Porém, os efeitos deste padrdo de consumo, em decorréncia da abstinéncia,
S840 mais severos com o uso crénico e é o padrdo mais comum entre as mulheres,
principalmente as adolescentes (LARANJEIRA, 2014).

Foi este cenario, de exposicdo em baixas concentracdes de MeHg associado

ao abuso de bebidas alcodlicas, em especial para o publico das mulheres
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adolescentes, que demonstrou a necessidade de entender os efeitos proveniente
dessa exposicéo conjunta (MeHg+EtOH), assim como doses de MeHg consideradas
aceitaveis sobre o SNC, principalmente na locomocédo expontanea, coordenacgao

motora, equilibrio e locomocao forcada.

A fim de mimetizar os grupos mais vulneraveis (mulheres adolescentes) para
a exposicao dos toxicantes, utilizou-se ratas, no periodo de 37° ao 72° DPN, pois a
janela de suscetibilidade da adolescéncia, em ratos, esta por volta do 27° ao 42°
DPN, podendo expandir-se ao 60° no caso de estudos com tratamentos
farmacoldgicos (SPEAR, 2000; BAVA et al. 2010, DIZON e KHODAKHAH, 2011).

Durante o periodo supra citado, todas as ratas receberam os tratametos, por
via oral (gavagem), durante 35 dias, com MeHg na dose 0,04mg/kg/dia, padrdo que
mimetiza a exposicdo diaria que a populacado garimpeira esta exposta através de
peixes contaminados (KONG et al. 2013), em dias consecutivos e com EtOH
(3g/kg/dia), dose utilizada pelo nosso grupo e que foi baseada em estudos anteriores
(LAUING et al. 2008; LINDTNER et al. 2013), em padrao binge (durante trés dias

consecutivos com intervalo de quatro dias/semana), totalizando 5 binges.

Apés 24h da dltima intoxicagcdo dos grupos experimentais (72° DPN), os
animais foram submetidos aos testes comportamentais, que consiste em um tempo
habil para abstinéncia do EtOH em ratos, pois devido sua farmacocinética, ha um
declinio gradual apos a administracdo, chegando a zero apos 450 minutos (7,5h)
(LIVY et al. 2003).

Devido o teste do Campo Aberto ser considerado um teste padrdo pra uma
grande variedade de estudos, principalmente aqueles relacionados aos efeitos de
uma droga sobre a atividade locomotora espontanea de roedores (MENARD e
TREIT, 1999; CHOLERIS et al. 2001), ele € utilizado para detectar danos na area
cortical, uma vez que, sua ativacao é o primeiro passo necessario para inicializacao
de um movimento espontaneo o qual faz parte o CM (ADKINS et al. 2006; SHENOY
et al. 2013).

Os resultados obtidos neste teste, para os dois parametros: distancia total
percorrida e n°® de levantamentos, demontraram que a exposicdo ao MeHg na

presenca de EtOH (MeHg+EtOH), prejudicou a locomogéo espontanea em ratas
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adolescentes. No entanto, este prejuizo nao foi maior daqueles demonstrados pelas
ratas tratadas pelos neurotoxicantes de forma isolada (MeHg e EtOH) para o
parametro de distancia total percorrida. Porém, para o parametro de numero de
levantamentos, o efeito do grupo MeHg+EtOH foi maior do que o apresentado pelo
grupo exposto somente ao MeHg e ainda apresentou efeito semelhante ao do grupo

tratado somente com EtOH.

A diminuicdo da locomocdo espontdnea para a ratas intoxicadas com
MeHg+EtOH, através dos 2 parametros analisados (distancia total percorrida e
namero de levantamentos) pode ser explicada devido a neurotoxicidade promovida
por ambos os toxicantes MeHg e EtOH de forma isolada. Porém, deve-se salientar
gue foi observado exacerbacdo dos efetitos prejudiciais dos dois neurotoxicantes
guando administrados conjuntamente, uma vez que, neste caso, a concentracao
mercurial encontra-se diminuida tanto no sangue quanto no pélo dos animais
(GRANDJEAN e WEIHE, 2003; MAIA et al. 2009 e FILHO, 2015) e mesmo assim foi

capaz de gerar danos semelhantes ao MeHg per se.

O MeHg promove disturbios neuroldgicos e comportamentais, tais como
efeitos neuromusculares e disfuncdo motora, devido a capacidade deste metal de
ser absorvido quase em sua totalidade (cerca de 95%), ap0Os a ingestao de peixes
contaminados, além de seus efeitos toxicos estenderem aos outros tecidos em
apenas quatro dias (COUNTER, 2004; BUCHANAN, 2004; GRANDJEAN, 2007,
OMS, 2014). A ataxia, a paralisia cerebral, restricdo do campo visual e deficiéncia
auditiva os principais efeitos neurotéxicos ja relatados por intoxicacdo por este metal
(BERNHOFT, 2012; CRESPO-LOPEZ et al. 2009; ETO et al. 2002; GRANDJEAN e
LANDRIGAN, 2014).

Estes achados corroboram com o estudo que avaliou os efeitos da exposicao
cronica de MeHg durante o periodo pré-natal através de testes comportamentais,
realisados em animais recém desmamados (8 semanas de vida) demonstraram uma
tendéncia de menor desempenho no teste do Campo Aberto, (LIANG et al. 2009).
Bellum et al. (2007), demosntraram que em curto prazo, a exposicdo de baixas
doses a moderada (1 a 5mg/kg) de MeHg, em ratos adultos jovens, apresentaram
prejuizo na coordenacdo motora e equilibrio, através da diminuigcdo da distancia total

percorrida (exploragao horizontal) no teste do Campo Aberto.
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Dentre as consequéncias provenientes da intoxicacdo por MeHg no cortex
cerebral, ha as alteracGes mitocondriais nesta estrurura, tais como o alargamento na
morfologia e diminuicdo em até 60% destas organelas (GLASER et al. 2014 e
BIAMONTE et al. 2014), resultando em uma diminuicdo da neuroprotecéo
ocasionada pelo comprometimento da atividade mitocondrial (KUMARI et al. 2012 e
MENDELEYV et al. 2012). Isto explica os achados pelo estudo de Onishchenko et al.
(2007) que ao investigarem os efeitos de longo prazo em ratos jovens que foram
expostos ao MeHg (0,5mg/kg/dia) no periodo pré-natal, através de testes
comportamentais, detectaram que embora fungdo motora estivesse normal, houve
uma diminuicao da atividade exploratoria.

Aliado aos efeitos neurotoxicos de MeHg, ha os decorrentes ao consumo
cronico do EtOH, que afetam diversas populagdes celulares do SNC, em especial
neurdnios, expressando seus efeitos deletéricos (GEORGE E FIGUEREDO, 2010;
CEDERBAUM et al. 2009) e nos adolescentes, as alteragcdes provocadas por esse
consumo, no SNC sao maiores, pois o cérebro desta populacdo é mais sensivel aos
seus efeitos neurotoxicos, em binge, que o cérebro adulto (PETIT et al. 2013),

Esta maior sensibilidade € decorrente do cérebro, nesta fase, ainda estar
passando por neuromaturagéo, sendo possivel que o consumo de EtOH (em binge)
pode alterar o seu funcionamento, por mais que haja a abstencéo até a idade adulta
(GUERRI e PASCUAL, 2010). Além disso, os efeitos neurotoxicos dessa forma de
consumo séo especialmente perigosos devido as altas doses ingeridas seguidas de
abstinéncia, sendo mais rapidos e mais severos 0os danos que o consumo cronico
em baixas doses (SKALA e WALTER, 2013).

Esta gravidade dos efeitos ocorre devido a retirada abrupta no consumo
excessivo, que altera a integridade neuronal de regides cerebrais vulneraveis como
cerebelo e cortex (JUNG e METZGER, 2010) e que se expressam através dos
efeitos comportamentais, tais como: sedativo-hipnotico e prejuizos na fungcdo motora
(FEHR et al. 2006; KUMAR et al. 2009; HEILIG, 2011). O estudo de Bahi (2013),
realizado com camundongos, demonstrou que animais com consumo pesado de
EtOH apresentam uma menor locomogcdo no teste do Campo Aberto, em
comparagao aos animais que ndo consumiram ou que foram expostos em baixa
guantidade. Da mesma forma, Teixeira et al. (2014) demonstraram um reducao
significativa deste parametro no teste do Campo Aberto, apds intoxicacdo cronica
(55 dias) de ratos adolescentes (35° ao 90° DPN) por EtOH (6,5g/kg/dia).
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Diante do exposto, houve a confirmagdo de nossa hipotese de que a
associacdo dos dois neurotoxicantes poderiam agravar o dano na exploracao
espontanea de animais, considerando que ambos compartilham este efeito deletério
e que mesmo em menor concentragdo mercurial, tanto no sangue quanto no pélo
doas animais, decorrente desta associacdo (GRANDJEAN e WEIHE, 2003; MAIA et
al. 2009 e FILHO, 2015) houve a observacéo do dano.

Em relacéo ao numero de levantamentos no Campo Aberto, houve diminuicéo
do numero de levantamentos (exploracdo vertical) pelo grupo MeHg+EtOH,
igualmente aos grupos per se de intoxicagdo. De fato, baixas doses de MeHg foi
capaz de diminuir este parametro e este dano foi maior quando ha associacdo, que
se comportou de forma similar ao grupo tratado somente com EtOH e isto fica mais

evidente quando se observa a diferenca entre os grupos MeHg+EtOH e o MeHg.

Corrobora com os estudos de Xu et al. (2012) que demonstraram a
neurotoxicidade atenuada de MeHg (4 e 12umol/kg i.p.) na presenca de
antagonistas N-metil D-Aspartato (NMDA), neste caso sendo representado pelo
EtOH em cortex cerebral de ratos (CORSO et al. 1998).

Aliada a isto, este achado, também corrobora com o estudo de Ohmiya e
Nakai, (1977), que avaliaram os efeitos do MeHg (10mg/kg i.p.) sobre o metabolismo
do EtOH (0,4g/kg i.v.) e demonstraram a capacidade que o MeHg tem de se ligar, de
forma inespecifica, aos grupamentos tidis (-SH) da enzima alcool desidrogenase,
ocasionando uma diminuicdo no metabolismo do EtOH, logo pode resultar em

aumento dos seus efeitos neurotdxicos.

Dentre os efeitos neurotoxicos decorrentes do consumo do EtOH, h& os
efeitos danosos da abstinéncia, pois sua retirada abrupta no consumo excessivo
altera a integridade neuronal de regides cerebrais vulneraveis, tais como cortex
(JUNG e METZGER, 2010), estrutura que se destaca por estar relacionada a fungao
motora (GRAFTON e HAMILTON, 2007).

Pascual et al. (2007) demonstraram que a exposicdo ao EtOH, durante o
periodo da adolencéncia pode resultar em alteracbes motoras na idade adulta, pois
ratos Wistar jovens expostos a um protocolo de EtOH (3g/Kg), em binge

intermitente, tiveram alguns déficits de longo prazo na fungdo motora.
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O Pole Teste é um teste comportamental utilizado para avaliar distarbios de
movimento, em especial a bradicinesia (lentiddo anormal dos movimentos voluntario)
e reducdo do tbnus muscular, que foi avaliado através da capacidade do animal
inverter seu eixo e descer até a plataforma (MATSUURA et al. 1997; KARL et al.
2003 e ANTZOULATOS et al. 2010).

Para uma adequada execucdo do Pole Test é necessario uma homeostase do
nucleos da base (OGAWA et al. 1985), pois estas estruturas cerebral participam da
alca motora, as quais sao responsavel pela correcdo, adequacao e aperfeicoamento
dos movimentos (DELONG e WICHMANN, 2007; HANDLEY et al. 2009). Nos casos
da bradicinesia, hd uma sele¢do inapropriada no comando do movimento dos
nucleos da base, bem como desequilibrio nesta estrutura (BERARDELLI et al. 2001;
AOSAKI et al. 2010).

A avaliacdo da bradicinesia ocorreu pelo tempo de descida do animal até a
base da plataforma (ANTZOULATOS et al. 2010) que, de acordo com os resultados
obtidos neste estudo, foi demostrado um tempo maior para realizagdo da prova pelo
grupo tratado com MeHg+EtOH, bem como pelos grupos tatados com as drogas
isoladas MeHg e EtOH, demostrando a presenca de prejuizo motor por todos os

grupos.

No entanto, deve-se enfatizar o agravameto para o grupo tratado com a
associacao dos dois neutoxicantes (MeHg+EtOH) em relagdo ao grupo MeHg per se,
uma vez que, quando associado ha a diminuicdo da concentracdo mercurial tanto no
sangue guanto no pélo dos animais (GRANDJEAN e WEIHE, 2003; MAIA et al. 2009

e FILHO, 2015) e mesmo assim foi capaz de gerar danos.

Este resultado do Pole Test pode ser explicado devido a bradicinesia e
diminuicdo do tébnus muscular, que sdo também efeitos encontrados em processos
degenerativos no SNC (FREDERICKS, 1996; PHILLIPS et al. 2009), bem como
alteracbes da circuitaria e comunicacdo das areas motoras (ROZAS, 1997,
STANLEY et al. 2005; BASTIAN, 2011; RAMEZANI, 2011; ROGERS et al. 2012) que
podem ser consequéncias da exposicdo ao MeHg (AUGER et al. 2005; ROEGGE e
SCHANTZ, 2006) e do EtOH (CEDERBAUM et al. 2009; JUNG e METZGER, 2010).
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Bellum et al. (2007) demonstraram os efeitos em curto prazo, da exposicao de
baixas doses a moderada (1 a 5mg/kg) de MeHg, em ratos adultos jovens, 0s quais
também apresentaram um aumento do tempo de descida no Pole Teste. Estes
deficities motores estavam acompanhados de alteragcbes na homesostase dos
ndcleos da base (BASU et al 2006). Aliado a isto, estd bem estabelecido que a
intoxicacdo crénica por EtOH desencadeia uma diminuicdo do ténus muscular e
tremor intencional correlacionado com danos no estriado, que compde 0s nucleos da
base (FADDA e ROSSETTI, 1998; LORENZ e DELSCHL, 2007; MAIA et al. 2009;
LOUIS etal. 2011)..

Apoés o Pole Test foi realizado o BWT, que avalia coordenagcdo motora e o
equilibrio dos animais experimentais, bem como avalia as caracteristicas ataxicas e
distbnicas através da dificuldade do animal em transpassar as vigas de diferentes
formas (quadradas e circulares) e de diferentes areas de seccdo transversal (da
maior para o menor calibre) (KARL et al. 2003). Esta avaliagéo ocorreu pela medicao
dos parametros de laténcia (tempo, em segundos, que o animal leva para alcancar a
plataforma segura) e do numero de escorregada durante o caminho percorrido nas
vigas graduadas (STANLEY et al. 2005; PERRY et al. 1995).

Os resultados dos grupos experimentais no BWT demostraram prejuizo motor
para as ratas intoxicadas por MeHg na presenca de EtOH (MeHg+EtOH) em relacéo
ao grupo controle, nos 2 parametros avaliados, ou seja, apresentaram aumento tanto
da laténcia quanto do aumento no nimero de escorregadas. A primeira exposi¢cao
deste grupo da associacdo demonstrou ainda exacerbacédo do prejuizo motor pela
administracdo dos dois neurotoxicantes, visto que este grupo aumentou a laténcia
para execucao da tarefa também em relagdo dos grupos per se.

Pode-se inferir também que houve sinergismo, uma vez que, na associacao
h& uma diminuicdo da concentracdo mercurial, tanto no sangue quanto no pélo dos
animais(GRANDJEAN e WEIHE, 2003; MAIA et al. 2009 e FILHO, 2015) e ainda
sim, foi capaz de gerar danos motores.

Esta tarefa necessita de equilibrio e coordenacdo motora adequada para
percorrer as vigas de seccdes transversais, principalmente as mais estreitas. Estes
fatores justificam o prejuizo motor ter surgido de forma mais evidente na viga de
espessura mais fina, devido o aumenta do grau de exigéncia para a realizacdo do

teste.
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O fato da aumento da laténcia nas vigas quadradas ter sido evidente em
todas as espessuras das varas e este aumento nas vigas redondas ter aparecido
somente na menos calibrosa (11mm) para o grupo tratado com MeHg+EtOH, sugere
gue ocorreu aprendizagem motora, uma vez que 0S animais sao expostos
primeiramente na vigas quadradas e depois as circulares, sendo esta sequéncia e
repeticdo de exposicdo responsavel pela aprendizagem motora (CRABBE et al.
2003).

No entanto, com o aumento da dificuldade do teste (vara redonda mais fina),
foi observado o aumento da laténcia para execucdo, igualmente apresentado nas
varas quadradas, demosntrando prejuizo motor pelo grupo das drogas associadas.
Desta forma, parece que os resultados observados neste aparato demonstram uma
similaridade dos prejuizos motores entre os grupos MeHg per se e 0 grupo
MeHg+EtOH, sugerindo um possivel papel central do MeHg neste efeito motor

observado.

Esta mesma similaridade de danos motores entre os grupos MeHg+EtOH e
MeHg também foi observada no parametro de numero de escorregadas deste
mesmo teste (tanto nas vigas quadradas, como nas redondas e em todas as
expessuras), chegando ser mais evidente pela diferenca do grupo MeHg+EtOH, que
apresentou maiores danos motores, em relacdo ao EtOH. Portanto, os resultados
apresentados no BWT nas varas circulares ratificam os demonstrados nas varas

guadradas, onde ha semelhanca de efeito entre os grupos MeHg+EtOH e MeHg.

Isto contraria com os achados de Edelfors e Ravn-Jonsen (1990) que
demonstraram que o EtOH aumenta a fluidez das membranas nervosas, logo altera
a permeabilidade da barreira hematoencefalica, que é fundamental para a protecao
contra agentes nocivos (GULATI et al. 1985), evidenciando que o nivel de MeHg
pode ser desproporcionamelnte elevada na presenca de EtOH (FAZAKAS et al.
2005) uma vez que os danos promovidos pela associacdo MeHg+EtOH séo

parecidos aos encontrados pelo MeHg per se .

Sendo o efeito neurotéxico de MeHg dose-dependente (YANG et al. 2015), a
exposicdo, mesmo em baixas doses (menor ou igual a 1 yM), causa alteragbes no
cerebelo, uma vez que MeHg apresenta tropismo para esta estrutura, que €

fundamentalmente, importante para a coordenacdo e aprendizagem motora
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(CASTOLDI et al. 2001; LAMONT e WEBER, 2012). Tais altera¢des ocorrem através
de dano celular nesta estrutura, como a morte de células granulares cerebelares por
apoptose, (KUNIMOTO, 1994; CASTOLDI et al. 2000; BERTOSSI et al. 2004).

Os estudo de Oleas et al. (2013) demosntraram que 0s animais com danos na
estrutura cerebelar, seja em células de Purkinje ou na comunicagéo do cerebelo com
outras regides, apresentam aumento de prejuizos nas atividades motoras, como
aumento do numero de escorregadas no BWT. Isto fica mais evidente com aumento
da dificuldade do teste, pois nas varas mais finas (quadradas e redonadas) houve o
aumento do numero de escorregada também pelo grupo tratado somente com EtOH,

evidenciando seus danos motores.

Continuando a avaliacdo da coordenacdo motora e equilibrio dos animais
experimentais, foi realizado o teste Rotarod ou da barra rotatéria, que é um dos
principais testes de abordagem para caracterizacdo fenotipica (observavel) motora

em modelos animais, principalmente para ratos (Bocca et al. 2012),

O Rotarod mede disturbios de marcha e incoordenacédo motora a partir da
capacidade que o animal tem de se manter sobre uma haste giratoria, através da
verificagdo do tempo de laténcia da queda (tempo, em segundos, que o animal
consegue manter-se sobre a barra giratoria até cair) (KARL et al. 2003). Este
aparato avalia também a aprendizagem motora, observados durante as repedtidas
exposicbes a barra rotatoria , neste caso, um total de 4 exposi¢cdes, sendo a
primeira considerada treino. Desta forma. Este teste possui a capacidade de avaliar
deficiéncias cerebelares (SHIOTSUKI et al. 2010 e LALONDE e STRAZIELLE,
2011).

De acordo com os resultados obtidos, o grupo tratados apresentaram
diminuicdo do tempo de permanéncia na barra rotatéria em relacdo ao grupo
controle nas 3 primeiras exposi¢cfes. Na Ultima fase do teste, apenas o grupo EtOH
apresentou a reducao do tempo de laténcia, que pode ser inferido como prejuizo no

aprendizado motor, que néo foi observado pelos grupos MeHg e EtOH+MeHg.

Embora o estudo de Bellum et al. (2007) demonstraram que os efeitos, em
curto prazo, da exposicao de baixas doses a moderada (1 a 5mg/kg) de MeHg, em

ratos adultos jovens, apresentaram prejuizo na coordenacdo motora e equilibrio
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através da diminuicdo da laténcia no Rotarod, houve uma melhora de desempenho
da laténcia dos grupos que receberam Hg (MeHg e MeHg+EtOH) na quarta e ultima

exposicao.

Este achado corrobora com os estudos de Grandjean e Weihe (1993), os
quais j& afirmavam que o EtOH aumenta a formagdo de vapor de Hg a partir de
mercurio ibnico no sangue, onde alguma concentracdo €é exalada, causando
diminuicdo mercurial no sangue apos ingesta de EtOH. Esse possivel efeito cinético
mercurial em decorréncia do EtOH também foram observados por Maia et al. (2009)
e Filho (2015), os quais demonstraram concentracdes mercuriais diminuidas em

pelos de ratos que foram tratados concomitamente com o EtOH.

A diminuicdo da concentracdo mercurial em decorréncia do possivel efeito
cinético do EtOH sobre o Hg, pode resultar em menor prejuizo na aprendizagem
motora pelo grupo MeHg+EtOH, pois no teste do Rotarod, pelo repetido niumero de
exposicdes ao aparelho, mesmo que em velocidade constante, também reflete
aprendizado motor (SHIOTSUKI et al. 2010; LALONDE e STRAZIELLE, 2011). No
entanto, esta aprendizagem nao foi observada no grupo tratado somente com EtOH,
pois houve uma predominancia da diminuicdo do tempo de laténcia em todas 4

exposicgoes.

Sendo o cerebelo o principal alvo da degeneracao induzida por intoxicacao
por EtOH (THAN e SZABO, 2002; HARVEY e STEPHENS, 2004), danos nesta
regido interrompe a quantidade relativa a duracdo do movimento (HUBER et al.
2012), além de dimunuir a aprendizagem motora (PARKS et al. 2003; WEI et al.
2011; STOODLEY e SCHMAHMANN, 2010) e o teste Rotarod é comummente
usado para avaliar a funcao do cerebelo (YAMAMOTO et al. 2003; SHIOTSUKI et al.
2010).

Os danos ao cerebelo, que no periodo da adolescéncia pode se tornar mais
susceptivel, uma vez que esta area ainda ndo esta completamente desenvolvida
(TIEMEIER et al. 2010), produz erros no planejamento e na execucdo de
movimentos em vez de paralisia ou movimentos involuntarios (FREDERICKS, 1996).

Além disso, disfuncdes cerebelares estio associadas com ataxia (ZADORI et al.
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2012; DIZON e KHODAKHAH, 2011), dismetria (ZAHR et al. 2010, PAINE et al.
2004), disdiadococinesia e hipotonia (LOUIS et al. 2011)

O presente estudo corrobora com o estudo de WHITE et al. (2002) que
demonstraram que o EtOH produz danos no equilibrio e coordenac¢do motora e que
os animais adolescentes e adultos ndo diferem na sensibilidade para os seus efeitos
em doses relativamente baixas (1,0g/kg) sobre a coordenacdo motora. Porém, nas
doses mais elevadas (2,0 e 3,0g/kg) houve comprometimento motor, tanto para

animais adolescentes quanto para os adultos.

Este prejuizo motor pode ser justificado por danos na estrutura cerebelar,
seja em CP ou na comunicacdo do cerebelo com outras regides, apresentando
consequetemente aumento dos prejuizos nas atividades motoras, como por

exemplo, a diminuicdo da laténcia na queda no Rotarod (OLEAS et al. 2013).

De Bellis et al. (2005), monstraram, através de estudo clinico, que os homens
gue vivem com o alcoolismo, no inicio na adolescéncia, tém volumes cerebelares
menores, demonstrando que, embora o cerebelo de jovem podem ser menos
sensiveis ao EtOH do que os adultos (FOLTRAN et al. 2011), o seu consumo
excessivo, em uma idade precoce, pode levar a efeitos adversos em longo prazo
desta parte do cérebro.

Além dos prejuizos na coordenacdo e aprendizagem motora resultante da
exposicao intermitente do EtOH (em forma de binge) em ratos adolescentes, 0s
déficits mais evidentes ocorreram em periodos tardios da adolescéncia mostrando
um atraso na morte celular ou nas manifestagcbes comportamentais (PASCUAL et al.
2007 e FORBES et al. 2013).

O resumo dos resultados encontrados em cada teste realisado neste
trabalho, de acordo com os parametros analisados, encontran-se descritos abaixo,
enfatizando a possivel &rea motora mais afetada, qual o neurotoxicante que
desempenhou papel central no dano encontrado, bem como a demonstracdo se
houve aumento do dano quando o0s neurotoxicantes foram associados

(MeHg+EtOH) em relacdo ao danos apresentado pelo MeHg per se (quadro 1).
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RESUMO DOS RESULTADOS ENCONTRADOS
TESTES CAMPO ABERTO POLE TESTE BWT quadrado ROTAROD
Passivel drea motora mais afetada Cartex motor Nucleos da base Cerebelo Cerebelo

Meurotoxicante que desempenhou
papel central no dano encontrado EtOH MeHg MeHg MeHg
pelo grupo MeHg+EtOH

Quadro 1: Resumo dos resultados encontrados nos testes do Campo Aberto, Pole Teste, BWT e Rotarod.
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a exposi¢cdo em dose
abaixo do limite aceitavel de MeHg, no periodo da adolescéncia até inicio da fase
adulta, alterou a funcdo motora, evidenciado por déficities na locomocgao
espontanea, presenca de bradicinesia, bem como danos na coordenagdo motora e
equilibrio. Esta alteracdo também ocorreu quando a exposicdo mercurial foi
associada a administracdo de EtOH, no padrdo binge, porém com exacerbacdo dos
prejuizos detectados, uma vez que, quando associados, o MeHg encontra-se em

menor concentracao e foi capaz de gerar os danos motores.

Todavia, o conjunto de resultados apresentados evidencia a necessidade de
estudos complementares para avaliar possiveis interacbes entre MeHg e EtOH que
explique, de forma mais detalhada, o comportamento observado no grupo da
associagao, que de uma forma geral, foi similar ao MeHg para alguns testes e ao

EtOH em outros parametros dos danos motores encontrados.
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VIII ANEXOS
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rff ’ b comite de etica em pesquisa
e ePEle com animais de experimentagao

FARECER I9-14

Projeto: Efeitos newrocomportamentais, avaliagcio toedcolopica e estresse oxidative da
infoezicacss conconutante de Metlmeroario & Eranol em ratas adulias

Coordenador: Cristiane do Socarro Ferraz Mak

Area Tematica: Neurociéncias

Vigeacia: 042014 a 0372016

Nono CEFAE-UFFA: 208-14

{0 projeto acima identificade foi avalinde pelo Comité de Etica Em Pesguiza Com
Animais de Experimentacio da Universidade Federal do Dard (CEDAE). O tema elaito para
2 iovestizag2o e de alte teor cientifico justificando a utilizagde de modelo animal proposto.
s procedimentos experimentais wilizados segnem as normas locals e Mismacionais para
tratamente & manipulacdo de animais de experimentagdo. Portante, o CEPAE, araves de
seq presidents, no use das atribuigdes delepadas pela pertaria Me 103272014 do Eeitor da
Universidade Federal do Para, resolve APROVAR a utilizagdo de animaiz de
experimentacio (W= 60, ratos Wistar) nas atividades do projete em guestdo, no periode de
vigéncia estabelacide.

As atividades experimentais fora do periode de vigéncia devem receber nova autorizacdo
deste comité.
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