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RESUMO

O etanol (EtOH) e suas interacbes tém sido foco de varias pesquisas, visto que todas essas
interacbes se constituem em sérios problemas de saldde e que, infelizmente, até entéo,
nenhuma terapia eficaz é capaz de tratar, ou mesmo prevenir, os maleficios causados por elas.
A exposicao fetal concomitante de EtOH e mercurio tem sido freqliente em algumas regides do
pais, tornando-se um sério problema de Salde Publica, principalmente quando trata-se de
mulheres gestantes que sdo dependentes de alcool e que vivem em areas de garimpo da Bacia
Amazénica. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracdes comportamentais nas proles
resultantes da intoxicagdo fetal por metilmercirio (MeHg) em ratos fémeas que consumiram
EtOH durante a gravidez. As andlises foram realizadas através de modelos/testes
experimentais animais usados para avaliar sinais neurologicos, locomocdo, ansiedade,
depressdo e memdéria. Para esta pesquisa, ratos fémeas gravidas receberam EtOH 20% p/v
(6,5 g/kg/dia, via oral) durante 21 dias e durante mais 21 dias de amamentacdo. No 15° dia de
gestacédo, as fémeas receberam MeHg por via oral, na dose de 8 mg/Kg. Os animais controles
receberam agua de torneira. Todos os testes comportamentais foram realizados com ratos
adultos, 2 meses de idade, n=20 animais/tratamento (10 machos e 10 fémeas). Os resultados
demonstraram que ratos que foram expostos ao EtOH durante o periodo pré-natal, reduziram a
percentagem de freqiiéncia e do tempo de entradas nos bragos abertos no teste do labirinto em
cruz elevado (LCE), comportamento este sugestivo de resposta ansiogénica. Para este grupo,
ndo foi observado resultado significante em nenhum outro teste experimental. Os animais
expostos ao MeHg durante a vida intra-uterina mostraram o mesmo resultado no teste do LCE,
aumentada atividade locomotora e tempo de imobilidade no teste do nado forgado, sugestivo
de comportamento depressivo. Nao foi observada nenhuma funcéo cognitiva relacionada a
memoria que fosse considerada estatisticamente significante, quando comparada ao grupo
controle no teste da esquiva inibitoria. A exposi¢cdo ao EtOH+MeHg ndo madificou a atividade
locomotora e o tempo de imobilidade no teste do nado forgcado, comparado ao grupo controle,
entretanto mostrou reducdo na percentagem da freqiiéncia e do tempo gasto naqueles bracos
no teste do LCE. Em conjunto, os resultados sugerem que a intoxicacdo por EtOH e/ou MeHg
no Sistema Nervoso Central em desenvolvimento pode ser um risco para os déficits
relacionados a ansiedade, prejuizo na locomocgéao, depresséo e funcdes neurocognitivas. Ha
uma possibilidade de que o EtOH possa prevenir algumas das respostas produzidas pelo
MeHg, mas o exato mecanismo envolvido neste processo necessita ser considerado para

futuras pesquisas.



ABSTRACT

Ethanol (EtOH) and its interactions represent the focus of several researches, due they are
serious health problems and there is no effective therapy to treat, or even prevent, the harms
caused by them. The EtOH and mercury fetal exposition have had a high frequency in some
regions of the country, becoming a serious Health Public problem principally related to the
pregnants women that are alcoholics and live at Amazon Bay mining areas. The aim of this
study was to examine the behavioral changes resulted from EtOH and methylmercury (MeHg)
fetal intoxication in pregnant female rat's offspring. The analysis was made through animal
behavioral experimental models/tests to examine neurological sights, locomotion, anxiety,
depression and memory. For this research, pregnancy female rats received EtOH 20% w/v (6.5
g/kg per day, by oral route) during 21 days and for more 21 days of breast-feeding. At day 15 of
pregnancy, the female rats received 8 mg/kg by oral route of MeHg. The control group received
tap water. All the behavioral experiments was made with 2 month old rats, n=20 animals per
treatment (10 male and 10 female). The present results showed that the rats that received
ethanol during prenatal period, reduced the percentage of frequency and time spent in the open
arms entries at the elevated plus maze (EPM) test, suggesting an anxiogenic behavioral
response. It was not observed significant result at another animal test for this experimental
group. The animals exposed to MeHg during intra-uterine life showed the same result at the
EPM test, increased locomotor activity and immobility time at the forced swimming test,
suggestive of depression. It was not observed any memory-related cognitive function
considered statistically significant, when compared to control group on inhibitory avoidance task.
The EtOH+MeHg intoxication did not modify the locomotor activity and the immobility time at the
forced swimming test, compared to control group, however it showed a greater reduction at the
percentage of frequency and time spent in the open arm entries at the EPM test. Taken
together, the results suggests that the EtOH and/or MeHg intoxication during the developing
central nervous system may be a risc for a deficits related to anxiety, locomotion impairment,
depression and neurocognitive functions. There is a possibility that EtOH may prevents some of
the MeHg responses, but the precise mechanism involved in this process needs to be

considered for future researches.



1. INTRODUCAO

A neurotoxicidade € uma mudanca estrutural ou uma alteracdo funcional do
sistema nervoso (SN), resultante da exposi¢cdo aos agentes quimicos, bioldégicos ou
fisicos. Em adultos, tem seus efeitos principais no sistema nervoso periférico (SNP) e
com menor freqiéncia no sistema nervoso central (SNC), isto porque este ultimo é
protegido pela barreira hematoencefélica, a qual previne a passagem de muitos
agentes toxicos enddégenos e exdgenos ao cérebro. No entanto, quando se trata do
SNC em desenvolvimento, este passa a ser mais vulnerdvel aos danos por
neurotoxicos do que em individuos adultos, uma vez que, durante o desenvolvimento
fetal e neonatal, 0 SNC esta mais sujeito a influéncia de fatores ambientais advindos
tanto da mée quanto de fontes extramaternais (Costa e cols., 2004; May, 2000; Philbert

e cols., 2000).

Nas ultimas décadas, varios estudos realizados, principalmente em roedores,
tém fornecido um grande ndmero de informagdes sobre o desenvolvimento do cérebro
(Dobbing e Sands, 1993; Legido e cols., 2004; Rodier, 1994; Smart, 1991), onde estas
descobertas podem ser consideradas também para humanos. A idade do
desenvolvimento de embrides, ou fetos de ratos e humanos, pode ser comparada entre
si, quando os aspectos anatdmicos e histolégicos nas duas espécies sdo similares na
aparéncia, ainda que as suas exatas idades cronoldgicas sejam diferentes (Bayer e
cols., 1993).

O entendimento dos efeitos deletérios centrais, de curta ou longa duracgéo,

resultantes de qualquer interferéncia no desenvolvimento cerebral, requer ndo somente



conhecimento de sua natureza, mas também do 6rgdo no momento em que este sofre

a agressao (Rodier, 1980).

A) SUSCEPTIBILIDADE DO CEREBRO EM DESENVOLVIMENTO AOS AGENTES NEUROTOXICOS
Diversas partes do SNC séo formadas em diferentes fases do desenvolvimento;

as estruturas sdo construidas pela proliferagdo, migracdo e uma sequéncia de passos

chamada diferenciacdo. A funcdo normal requer um certo nimero de células em

localizacao correta e cada célula com suas proprias caracteristicas (Rodier, 1994).

7

A migragdo celular & um importante processo que ocorre durante o
desenvolvimento cerebral, onde os neur6nios atingem um local-alvo. O contato entre
essas células é importante para a formagdo dos circuitos neurais que interagem uns
com 0s outros para integrar todas as fun¢des centrais. Essa circuitaria complexa, que
envolve as comunicacdes entre as células nervosas, € responsavel por todas as
atividades que ocorrem no SNC. Qualquer interferéncia com a migragao celular, como
a que ocorre pela presenca de neurotdxicos, pode levar a graves efeitos deletérios no
desenvolvimento do cérebro (Barres e Barde, 2000; Legido e cols., 2004; LoPachin e

Aschner,1993; Ransom e cols., 2003).

Os vérios estagios de desenvolvimento do cérebro humano, embora apresentem
variacbes na taxa de crescimento entre os diferentes mamiferos, dependem, da
duragéo da gravidez (Bayer e cols., 1993; Passingham, 1985). Pesquisas comprovam
que as areas do cérebro desenvolvem-se em diferentes fases da gestacdo. Em uma
Unica area cerebral, subpopulagfes de neurdnios progridem em variadas dimensdes e
tempo. Por exemplo, no cerebelo, células de Purkinje desenvolvem-se muito cedo

(rato: 13°.-15°. dias embrionéario, correspondendo & 52.-72. semanas em seres



humanos), enquanto células granulares sdo formadas mais tarde (ratos: 4°.-19°. dias
pés-natal, correspondendo a 242.-402. semanas em seres humanos) (Bayer e cols.,

1993).

O periodo da organogénese é marcado por progressivas subdivisdes das camadas germinais, resultando
na diferenciacéo rudimentar de 6rgdos, que poderia representar um estégio particularmente sensivel da gravidez a
insultos teratogénicos. O periodo organogénico do desenvolvimento em ratos inclui do 7°.-14°. dias gestacionais,
que corresponde a 32.-82. semanas da gravidez humana. Em seguida, os 6rgaos rudimentares firmados entram em
uma etapa de crescimento e diferenciagéo histoldgica. Este periodo pds-organogénico, compreende do 15°.-19°.
dias gestacionais, em ratos e na gravidez humana, este periodo pds-organogénico corresponde a 92.-262. semanas

gestacionais (Costa e cols., 2004).

Neste estagio de desenvolvimento, os sistemas organicos crescem em tamanho e volume e se tornam

maduros em relagdo as suas funcdes. Neste periodo se da um intenso desenvolvimento do SNC. Durante esta fase,

a exposigdo a determinados neurotéxicos, COMO por exemplo o etanol (EtOH) e o metilmercario

(MeHQg), pode resultar em retardos do crescimento e anormalidades estruturais cerebrais, que podem ser

manifestadas, entre outros aspectos, através das alteragdes comportamentais (Becker e cols., 1996).

B) QUAL O INTERESSE EM SE ESTUDAR O EtOH?

< Aspectos gerais

A dependéncia ao alcool (em especial o EtOH), conhecida como alcoolismo, é
um distdrbio crdnico, cuja origem pode ser genética, caracterizada pela toleréncia aos
efeitos do alcool, controle motor prejudicado, sindrome de abstinéncia quando ha

parada ou reduc¢do no consumo alcodlico, uso continuado devido as consequéncias



adversas e dificuldade em controlar o consumo em decorréncia do grande desejo ou
compulsdo por aquela droga (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,

1994; Tabakoff e Hoffman, 1996; Worst e Vrana, 2005).

Esse distarbio constitui um dos fendmenos mais freqlentes na populacdo
brasileira que consome este tipo de droga, com o primeiro contato, ocorrendo durante a
adolescéncia (Carvalho e cols., 1995; Figlie e cols., 2005). Muita atengdo é necesséria
nesta fase, pelo fato do alcool estimular a utilizacdo de outras substancias (Duhig e
cols., 2005). Essa grande frequiéncia de consumo se deve, principalmente, pelo volume
produtivo, facilidade na aquisicdo das bebidas alcodlicas e situagdes que motivam o
consumo do alcool no Brasil e no mundo (Anzai e cols., 2005; Clark e cols., 2005; Ham

e Hope, 2005; Kuntsche e Kuendig, 2005) .

O Brasil produz macicamente o alcool — acima de 1 milhdo de litros desta
droga/ano (cerca de 6,6 litros/pessoa/ano). Esta expressiva producdo €, em parte,
resultante de um enorme programa de plantio de cana-de-aglcar, que foi criado com o
objetivo de gerar uma producgédo barata de alcool, como um substituto do petrdleo para
automoveis. Um dos efeitos da superproducédo de cana-de-agUcar é a depreciacdo no
preco de bebidas alcodlicas. O litro da cachaga, por exemplo, € cotado a menos de U$
2.00, o que favorece o consumo deste destilado mais popular produzido a partir da

cana-de-acucar (Laranjeira, 1996).

Apesar da grande quantidade de informagbes sobre os efeitos deletérios
decorrentes do consumo do uso alcodlico, no Brasil ainda sdo escassas as pesquisas

clinicas relacionadas as implicagfes da intoxicac&o intrauterina por esta droga. Os efeitos

durante a fase de pré-implantacdo do zigoto ndo tém sido extensivamente estudados, possivelmente porque o



estagio pré-organogénico da gravidez tem sido visto, por alguns, como sendo o periodo menos sensivel em relagdo

aos efeitos teratogénicos do EtOH (Becker e cols., 1996).

As conseqiiéncias da exposicdo ao EtOH no periodo da pré-organogenese sdo, algumas vezes
negligenciadas, devido culminar em aborto espontédneo ou reabsorcdo do embrido. Tal fato, porém, deve ser
considerado como o mais extremo efeito adverso da exposicdo gestacional aquela droga, porque culmina com a
morte embrionéria e finalizagdo da gravidez (Becker e cols., 1996; Burd e Wilson, 2004). Quando esses aspectos
mais tragicos ndo ocorrem, retardos do crescimento e anormalidades estruturais cerebrais, que também acarretam
vérias alteracdes centrais e/ou comportamentais, podem se fazer presentes (Blume e cols., 2005, Correia e cols.,

2005; Lupton e cols., 2004; Sharps e cols., 2005).

<+ Aspectos centrais e comportamentais

A visdo geral dos aspectos relacionados ao uso e abuso do &lcool e suas
associacoes, principalmente na gravidez, inclui ndo somente as alteracdes centrais
e/ou comportamentais, mas também outros fatores em conjunto, incluindo os
mecanismos moleculares, pelos quais essas associa¢cdes com outros neurotdxicos,
influenciam as proteinas celulares, o que determina a sensibilidade ou resisténcia ao
alcool, e quais agbes moleculares séo responsaveis por consequéncias relacionadas
ao abuso desta droga. Esta pesquisa, entretanto, se restringiu aos aspectos

comportamentais.

Entre as principais linhas de pesquisas, que ainda mantém a contribuicdo de
nosso pais para novas descobertas relacionadas ao tratamento do disturbio téo

complexo como o alcoolismo, incluem-se a interferéncia do &lcool na toleréncia a



incoordenacdo motora, hipotermia; ansidlise; efeitos reforgadores; estimulagéo
locomotora, sensibilizacdo produzida pela associacdo do &lcool e outras drogas
(Barreto e cols., 1998; Blatt e Takahashi, 1999; Carrefio e cols., 1997; Gevaerd e cols.,
1999; Morato e cols., 2004) e problemas associados a Sindrome Alcodlico-Fetal (FAS)

(Grinfeld e cols., 1999).

A FAS provoca seérios problemas ao recém-nascido e ao longo do
desenvolvimento, além de aumentar o estresse oxidativo sistémico fetal, devido a
ingestdo de alcool por mées gravidas (Gauthier e cols., 2005; Leutwyler e cols., 2004;
Wilmott, 2004). As caracteristicas mais debilitantes sdo mortalidade ainda na vida
intrauterina ou graves problemas de desenvolvimento, anormalidades faciais, pequenas
fissuras palpebrais, microencefalia e alteragbes comportamentais, tais como
hiperatividade, disfuncdo motora, déficit de atengéo, aprendizagem e memoria (Abel,
2004; Floyd e Sidhu, 2004; Lee e cols., 2004). Mesmo criangas que ndo apresentavam
FAS, mas que foram expostas ao alcool no periodo pré-natal, apresentaram déficits de
memoria e aprendizado verbal (Neese e cols., 2004; Willford e cols., 2004). Em
conjunto, todos esses fatores formam um conhecido e sério problema no tratamento do
alcoolismo. Sabe-se que a mulher sendo consumidora freqiente desta droga, ela nao

muda seus hébitos durante a gravidez (Thomas e Riley, 1998).

Em estudo realizado com porcos-da-india, a exposicdo pré-natal ao EtOH
resultou em crescimento hipocampal restrito, aumento da atividade locomotora
espontanea, déficit na aprendizagem espacial, aumento da expresséo de proteinas das
subunidades dos receptores acido gama-aminobutirico (GABAA) e alteragdo da
modulacdo de neuroesteroides, dando suporte & hipétese de que a exposicao pré-natal

ao alcool pode, a longo prazo, produzir mudancas nos sistemas dos receptores



hipocampais, que pode ser um importante fator no déficit da aprendizagem e memoéria

(Igbal e cols., 2004).

As acdes do éalcool no cérebro sdo muito mais complexas do que as citagdes
aqui relatadas, haja vista a diversidade de &reas e diferentes neurotransmissores que
sao afetados por esta droga (Eckardt e cols., 1998; Guizzetti e Costa, 2005; Valenzuela
e cols.,, 1998). Essas acdes, provavelmente, podem ser alteradas por varios
mecanismos de agdo que, no passado, pareciam dificeis de ser identificados, quanto

aos seus efeitos especificos (Blednov e cols., 2005; Valenzuela, 1997).

®

< Mecanismos de acéo

O EtOH pode passar livremente através da bicamada lipidica das células e
afetar varios alvos celulares, incluindo receptores GABAA, N-metil-D-aspartato (NMDA),
glicina, nicotinicos neuronais e serotoninérgico 5-HT3 (Jung e cols., 2005; Valenzuela,
1997; Valenzuela e cols., 1998) afetando conseqientemente seus ligantes (Kolb e
cols., 2005) . Estudos tém indicado que a proteina cinase C é afetada pela exposi¢céo a
esta droga (MacDonald, 1995), levando a mudancga na expressdo ou funcionamento
dos canais dependentes de calcio (Walter e cols., 2000) e canais idnicos de ligantes
(Costa e cols., 2000). H4 também o aumento dos niveis de AMP ciclico e da atividade
da proteina quinase A que s&o necessarias para o EtOH potencializar as correntes

Gabaérgicas (Davies, 2003).

Os receptores GABAA séo importantes alvos farmacoldgicos para os efeitos do
EtOH no SNC e parecem ocupar um lugar central na mediagéo desses efeitos (Dodd e
cols., 2004; Mehta e Ticku, 2005). Este mecanismo parece ser o responsavel por

disparar neurodegeneracdo por apoptose em diversas é&reas do encéfalo em



desenvolvimento. Segundo lkonomidou e cols. (2000), esta vulnerabilidade coincide
com o periodo de sinaptogénese, que em humanos se estende desde o sexto més de
gestacdo até varios anos apds o nascimento. Durante este periodo, a exposi¢do
transitoria aquela droga poderia promover a morte de milhdes de neurdnios no cérebro
em formagdo, o que ajudaria a explicar a massa cerebral reduzida e os distdrbios

neurocomportamentais associados com a FAS (Davies, 2003; Olney, 2004).

O mecanismo pelo qual a cascata apoptética se inicia através da ativacdo dos
receptores GABAA é desconhecido, mas uma ligacdo entre esses receptores e o influxo
de célcio, através de canais de calcio do tipo L dependentes de voltagem, tem sido
mostrada em um modelo de sistema composto de proliferagdo de células precursoras

neurais (Ma e cols., 2001; Hsiao e cols., 2004).

Em cérebros adultos, drogas gabamiméticas tém efeitos diferenciados do que
naqueles em desenvolvimento. Essas drogas protegem cérebros adultos contra
neurotoxicidade por excitotoxicidade das drogas antagonistas NMDA (Farber e cols.,
2004; Ishimaru e cols.,1995; Kim e cols., 1999; Olney e cols., 1991) enquanto em
cérebros em desenvolvimento, as drogas gabamiméticas agem em consenso com
drogas antagonistas NMDA para produzir respostas aditivas de neurodegeneracdo
apoptotica (lkonomidou e cols., 2000). Esses pesquisadores relataram que o EtOH
parece agir durante o neurodesenvolvimento através de um mecanismo dual, que
envolve o bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e ativacdo excessiva

de receptores do tipo GABAA.

Estudos demonstram que o funcionamento normal dos canais i0nicos,
glutamatérgicos ou gabaérgicos, € critico para o crescimento, proliferacéo,

diferenciagdo, migracéo, plasticidade e morte celular programada de neurbnios



(Ebralidze e cols., 1996; Forrest e cols., 1994; Iwasato e cols., 1997). Existem
evidéncias que indicam que os canais ibnicos cerebrais dos fetos ou neonatos, que
sofreram exposicdo ao EtOH na gravidez sdo afetados, podendo gerar mau
funcionamento cerebral (Costa e cols., 2000). Os efeitos do EtOH, do MeHg ou de
ambos, sobre estas proteinas fetais podem afetar o neurodesenvolvimento normal e,

assim, gerar consequéncias para o resto da vida do individuo.

C) QUAL O INTERESSE EM SE ESTUDAR O MeHg?
< Aspectos gerais

O mercurio € um metal pesado, que pode se apresentar sob 3 formas: o
mercurio elementar (Hg® - também conhecido como mercurio metalico), compostos de
mercuario inorganico (principalmente cloreto de mercurio) e mercurio organico
(principalmente MeHg) (Counter e Buchanan, 2004). Esta ultima forma pode ser
absorvida por inalacdo, pele e trato gastrointestinal. A inalacdo do vapor é a rota mais
importante de contaminag&o pelo Hg® uma vez que aproximadamente 80% do que é
inalado ficam retidos nos alvéolos, passam para a circulagdo sanglinea e é
rapidamente oxidado para a forma divalente (Hg™) (Cherian e cols., 1978; Teisinger e

Fiserova-Bergerova, 1965).

O MeHg, quando ingerido, € quase totalmente absorvido pelo trato gastrointestinal
(em torno de 95%), estendendo-se aos outros tecidos em apenas quatro dias. Ele é
lentamente desmetilado a mercurio inorgéanico, principalmente através de macrofagos
da flora intestinal e enzimas do figado fetal, através de mecanismos ainda

desconhecidos (Counter e Buchanan, 2004).



A partir de estudos em animais e no homem, constatou-se que o mercurio
circulante se acumula em varios 6rgdos, principalmente no SNC, nos rins, na tiredide,
na hipofise, no figado, no péancreas, nos testiculos, nos ovarios e na prostata. Este
perfil de distribuicdo pode ser sintetizado como uma preferéncia por 6rgdos de origem
ectodérmica e células epiteliais de uma forma geral. Os rins sdo os principais 6rgéos de
depdsito de mercurio, apds exposi¢do a sua forma elementar e seus sais inorganicos,
encontrando-se neles 50% a 90% do total depositado nos tecidos (WHO, 1991). De

acordo com Counter e Buchanan (2004), 50% do MeHg ingerido é encontrado no

figado, e 10% no SNC.

A maior fracdo do MeHg ingerida € excretada na urina (10%) e fezes (90%)
como um complexo glutationa-MeHg (Norseth e Clarkson, 1970; Rowland e cols., 1980)
e 16% do mercurio excretado no leite materno est4 na forma de MeHg (Counter e
Buchanan, 2004). Uma parte deste MeHg presente na bile pode sofrer recirculagéo
hepato-biliar, prolongando a meia-vida bioldgica (alcancando dois meses) desse
composto no organismo, o que € dependente da espécie do mercurio, da dose de
contaminacgéo, do tipo de animal e do sexo (Counter e Buchanan, 2004; Dutczak e

cols., 1991).

O mercurio representa um grave problema ambiental devido a sua bioacumulac@o na cadeia alimentar
aquética, criando, como consequéncia, um risco elevado de exposi¢do em baixas doses por um longo tempo (Berlin,
1986; Knobeloch e cols., 2005). A principal fonte da exposi¢cdo materna ao mercurio organico, na forma de MeHg, é
o consumo de peixes (Knobeloch e cols., 2005). A exposi¢ao fetal, por sua vez, é o resultado do consumo materno

de peixes, inalagio de vapores de mercurio e o uso de cremes topicos que contém este metal (Counter e Buchanan,

2004). Quando a contaminagao ocorre durante o desenvolvimento, 0s niveis no SNC sao
muito maiores, trazendo sérias conseqiéncias centrais e comportamentais (Gutknecht,

1981).



<+ Aspectos centrais e comportamentais

O MeHg é um neurotdéxico que pode interferir no desenvolvimento do feto. E
transportado pelos eritrocitos (90%), com uma pequena fracdo ligada a proteinas do
plasma. Por ser lipossolivel, atravessa facilmente a barreira hematoencefalica e
placentaria, acumulando-se no SNC e no embrido (Counter e Buchanan, 2004;
Lackowicz e Anderson, 1980), sendo que no SN do feto é possivel encontrar maiores

concentragdes que no da mée (Feng e cols., 2004).

Evidéncias relacionadas aos aspectos acima tem suporte, nas consequéncias
dos desastres ocorridos em Minamata e Niigata (Jap&o) causados pelo consumo de
peixes contaminados por MeHg (Bertossi e cols., 2004), e no Iraque e em Seychelles
(Huang e cols., 2005). Nesses locais verificou-se que houve contaminagdo de embrides
por MeHg através da via placentaria. As vitimas apresentaram sintomas semelhantes a
paralisia cerebral, caracterizados por grave deficiéncia mental, disfungbes motoras e
convulsbes (Bertossi e cols., 2004; Davidson e cols., 2004). O exame histopatoldgico
dos casos ocorridos no Japdo revelou destruicdo neuronal generalizada do SNC
(Matsumoto e cols, 1964; Takeuchi e Eto, 1999). Nos casos ocorridos no Iraque,
observou-se um arranjo anormal dos neurénios no cérebro e no cerebelo (Choi e cols.,

1978; Choi, 1989).

Estudos realizados em grupos de criangas nas llhas Seychelles e Faroe, observou-se a ocorréncia de

diversos tipos e graus de disfun¢Bes e déficits neuropsicol6gicos que poderia estar associada com a exposicao



intrauterina a baixas doses de MeHg (Bertossi e cols., 2004; Grandjean e cols., 1997, 1998) e as criancas
apresentavam sérias complicagBes de memoria, atencao, déficits na linguagem e percepcdo visual-espacial
(Counter e Buchanan, 2004; Grandjean e cols., 1997). Com niveis altos de MeHg, entretanto,
observou-se a perda de neurdnios em cada lobo cerebral e efeitos no
desenvolvimento, como reflexos de hiperatividade, surdez, cegueira, paralisia cerebral,
deficiéncia mental e paralisias gerais (Amin-Zaki e cols.,1974; Tsubaki e Irukayama,

1977).

De acordo com Bertossi e cols. (2004), o dano celular no cerebelo de embrifes tratados
com MeHg subsidia a afirmacdo que esse neurotdxico exerce sua a¢ao nas populacdes
neuronais e gliais, através de um ou mais mecanismos. Alguns mecanismos dos danos
causados pelo MeHg tém sido propostos, com possiveis relevancias. A interferéncia
observada do MeHg no movimento neuronal e diferenciagéo celular, pode ser resultado
do impedimento da repolarizagédo e formac¢do dos microtibulos (Castoldi e cols., 2001;
Clarkson, 1993; WHO,1990). Os efeitos na migracdo neuronal em culturas de células
revelam cessagdo do movimento celular a 10 yMol de MeHg (Costa e cols., 2004).
Apesar das fortes evidéncias da neurotoxicidade, os exatos mecanismos pelos quais o

dano ao SNC ocorre, precisam ser elucidados.



°,

< Mecanismos de acéo

Varios sdo os alvos celulares e moleculares da exposicdo ao MeHg no SN,
incluindo barreira hematoencefalica; citoesqueleto; transporte axonal; producao,
secrecdo, captacdo e metabolismo dos neurotransmissores; sinalizagéo celular; sintese
de proteinas, DNA e RNA, sistemas respiratorios e geracdo de energia (Counter e

Buchanan, 2004; Shafer e cols., 2002).

Um dos efeitos primarios do MeHg sobre a transmisséo sinaptica € o aumento,
seguido de diminuigédo, da liberagdo de neurotransmissor, assim como da liberagéo
provocada pelo impulso nervoso (Juang e Yonemura, 1975; Yuan e Atchison, 1993). A
diminuicdo provocada pela liberagdo de neurotransmissor tem sido associada a
reducdo da quantidade disponivel para a liberacdo (Atchison e Narahashi, 1982), ao
bloqueio dos canais de célcio dependentes de voltagem que controlam a exocitose das
vesiculas sinapticas e a diminuicdo da excitabilidade da membrana neuronal (Hare e

Atchison, 1992; Shafer e Atchison, 1989).

O aumento da liberacdo espontédnea de neurotransmissor, observado no inicio
da exposicdo ao MeHg, parece depender do aumento da concentragao intracelular de
calcio, a partir da liberacdo deste ion por organelas intracelulares e ndo apenas pela
sua entrada através da membrana plasmética, uma vez que o aumento da
concentragdo extracelular de céalcio e o bloqueio dos canais de calcio da membrana
plasmética ndo previnem completamente esse efeito (Atchison, 1986; Atchison e

Narahashi, 1982; Miyamoto, 1983).

O MeHg também inibe a recaptagdo do neurotransmissor ou de seus

precursores pelo botdo sinptico (Levesque e cols., 1992; O’Kursky, 1989). Este efeito



parece ser devido ao comprometimento da bomba de Na‘'/K* ATPase e, portanto, a
diminuicdo do gradiente eletroquimico criado por esta enzima, necessario ao
funcionamento dos transportadores de neurotransmissores da membrana plasmatica
(Rajanna e Hobson, 1985). Em ratos adultos o MeHg se acumula nos astrécitos,
interferindo na captacdo de glutamato, resultando em altas concentragdes do
neurotransmissor no meio extracelular perturbando a homeostase neuronal (Costa e

cols., 2004; Juarez e cols., 2005).

E bem conhecido que os astrécitos tém um papel ativo no desenvolvimento e
funcdo do SNC, que por haver a presenca de jungbes do tipo gap, hd um trabalho
funcional que mantém a composicgéo fisiolégica do fluido extracelular que, entre outras
fungdes, preserva os neurdnios da excitotoxicidade mediada pelo glutamato, que tem
sua recaptagdo inibida pelo MeHg (Juarez e cols., 2005). A redugdo de astricitos
diante da contaminacdo pelo MeHg, pode ser resultante mais do prejuizo de suas
células percussoras, do que da degeneragdo da astréglia. (Aschner e Kimelberg, 1996;

Barres e Barde, 2000; Ransom e cols., 2003).

Finalmente, sabe-se que o MeHg também afeta a transmisséo sinéptica através
do comprometimento funcional das enzimas de sintese de neurotransmissores (Omata
e cols., 1982; Tsuzuki, 1981). Esta resposta deve-se a sua grande afinidade por
ligantes contendo grupos tidis, de tal forma que ele inativa as enzimas com grupos
sulfidril, assim comprometendo o metabolismo celular, a sintese de
neurotransmissores, a transmissao sindptica, a homeostase de ions e a sintese
proteica, assim como todos fendmenos dependentes de enzimas alvos deste

neurotoxico (Atchinson e Hare, 1994; Feldman, 1999).

D) QUAL O INTERESSE EM SE ESTUDAR A ASSOCIAGAO EtOH x MeHg?



Muito embora a toxicidade desses dois compostos isolados seja bem
estudada, a interacdo entre eles ndo é bem entendida. Entre os resultados
encontrados, foram observados os efeitos do EtOH quanto a morbimortalidade e
distribuicdo do mercurio nos tecidos de ratos tratados oralmente com dose diaria de 5
mg/kg de MeHg, por 10 dias consecutivos. O EtOH potenciou a toxicidade do MeHg
quanto as manifestacdes neurolégicas e mortalidade (Tamashiro e cols., 1986). Além
disso, essa associagdo levou inicialmente a um ganho, seguida de uma perda, dos

pesos corporais de ratos que apresentaram intensa ataxia (Turner e cols., 1981).

Os efeitos do cloreto de MeHg no metabolismo do EtOH também aparece
como alvo de pesquisa. Dose diaria de 10 mg/kg do primeiro neurotdxico, dado
intraperitonealmente por dois dias consecutivos e 0,4 g/kg do segundo, dado
intravenosamente, 24 hs ap0s o pré-tratamento, mostrou que o MeHg teve pouca
influéncia no metabolismo do EtOH devido as suas ligagdes ndo-especificas com grupo
sulfidril no organismo (Ohmiya e Nakai, 1977). As associagfes dessas substancias
também foram investigadas quanto a funcdo e histologia renal, onde a nefrotoxicidade
ficou mais evidente nos animais que receberam a associagéo das substancias do que
naqueles que receberam as drogas isoladas (Rumbeiha e cols., 1991, 1992). Esses
resultados, entretanto, ndo foram observados por outros pesquisadores (Turner e cols.,
1990), enquanto outros tentam entender outros aspectos dessas interagdes (McNeil e

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

Uma vez que o EtOH é um agente neurotdxico amplamente consumido, seria
importante desenhar estudos que visem examinar os efeitos da administragao
combinada com MeHg no desenvolvimento do SN em ratos, principalmente porque a

literatura sobre essa interacdo € bastante escassa. Os estudos, aqui propostos,



pretendem colaborar no sentido de preencher esta lacuna, investigando possiveis
interacOes toxicocinéticas entre os dois elementos que levem a um aumento ou, até

mesmo, diminuigéo de seus efeitos isolados.

Outro interesse em investigarmos a interacdo EtOH x MeHg é regional. A
Amazdnia Brasileira possui muitos garimpos, em cujas areas a populagdo tem crescido
consideravelmente em decorréncia da busca pelo ouro. E sabido que nessas regides, o
consumo de bebidas alcodlicas € elevado, assim como é grave também o problema da
contaminagdo ambiental pelo mercurio, utilizado na amalgamac&o durante o processo
de extracao do ouro (Bisinoti e Jardim, 2004; Brabo e cols., 2000; Dorea, 2003; Harada
e cols., 2001). Mulheres gravidas que vivem nessas &reas, e que consomem bebidas
alcodlicas, expbem os filhos a mortalidade na vida intrauterina ou a problemas futuros
graves de desenvolvimento e alteragbes comportamentais, tais como hiperatividade,
disfuncdo motora, déficit de atencdo e aprendizagem (Costa e cols., 2004; Satoh,
2003).

A questdo central nesta pesquisa, portanto, é avaliar os efeitos da exposi¢do a
dois neurotéxicos, EtOH e MeHg, no SN em desenvolvimento. Dado que os efeitos da
exposicdo de longa duragdo a drogas, produzidos em animais sdo similares aqueles
em humanos, entdo os resultados deste trabalho podem ser de grande valia para
compreender como a interacdo a esses neurotoxicos produz diferentes respostas

comportamentais.

2. OBJETIVOS

Objetivo Geral: Analisar as respostas comportamentais decorrentes da exposicao

combinada do EtOH e MeHg durante o desenvolvimento do sistema nervoso.



Objetivos Especificos

v' Observar os varios sinais e sintomas neuronais decorrentes dos efeitos do EtOH
e/ou MeHg, nas proles de ratas intoxicadas com essas substancias durante a

gravidez.

v Verificar as respostas comportamentais de alteracdo locomotora, ansiedade,
depressdo e memoria dos ratos adultos que foram submetidos a contaminagéo

aos dois neurotoxicos, durante o desenvolvimento embrionario.

3. METODOLOGIA

ANIMAIS: Ratos Wistar, machos e fémeas (20 casais), com 3 meses, provenientes do
Instituto Evandro Chagas, foram mantidos no Biotério do Centro de Ciéncias Biolégicas
da Universidade Federal do Para, em condi¢cdes padronizadas e, de acordo com as

possibilidades, procurou-se seguir algumas das recomendacdes para criacdo e uso de



animais para atividades de ensino e pesquisa, constantes no Capitulo V da Lei 1153,
de 1995 ( que revoga a lei 6638, de 8 de maio de 1979), decretada pelo Congresso

Nacional (ver anexos, paginas 68-77).

TRATAMENTO: T&o logo foi detectada a gravidez nas fémeas (através da observacao
de tampOes na regido vaginal), as que pertenciam aos grupos EtOH (5 fémeas) e
EtOH+MeHg (5 fémeas) foram tratadas com 6,5 g/kg de &lcool (20% p/v) por 21 dias de
gestacdo e mais 21 dias de amamentacdo. Os animais controles (5 fémeas) receberam
agua de torneira. No 15° dia da gravidez, as fémeas dos grupos MeHg (5 fémeas) e
EtOH+MeHg receberam, por via oral (v.0)., dose Unica de 8 mg/kg de MeHg. As doses
de EtOH (Maier e West, 2001) e de MeHg (Zanoli e cols., 2001; Baraldi e cols., 2002)
foram baseada na literatura e em resultados pilotos realizados em nosso Laboratério de

Neurofarmacologia.

ANALISES COMPORTAMENTAIS: Apds o nascimento, as proles foram mantidas com
a mée até o 21° dia (desmame), sendo entdo separada por sexo e grupo experimental
(controle, EtOH, MeHg, e EtOH+MeHg), contabilizando um total de 40 ratos machos e
40 ratos fémeas (sendo 10 ratos de cada sexo por tratamento). Ao atingir 2 meses de

idade, todos foram testados quanto a atividades esponténeas, sinais neuroldqgicos e

comportamento de auto-limpeza, atividade locomotora, seguida dos testes para avaliar

a ansiedade (labirinto em cruz elevado (LCE)), depresséo (teste do nado forcado) e

memoria (teste da esquiva inibitéria). Para maior homogeneizacdo dos dados, os

resultados dos machos e das fémeas foram agrupados.

a) Morbi-mortalidade e Pesagens das proles



A morbi-mortalidade caracteriza-se por morte ap0s nascimento e/ou doenca
congénita. Foi avaliada levando-se em consideracdo o numero de bebés que eram
gerados pela quantidade de bebés mortos (e/ou com aparéncia de alguma doenga em
que, geralmente, os mesmos sempre morriam). Os cuidados observados para se
verificar o nUmero exato de bebés implicava na procura, por entre a serragem, na

manh& seguinte ao nascimento, de possiveis natimortos.

Como a maioria das proles nascia durante a noite, a primeira pesagem era
sempre efetuada na manha seguinte. Todos os bebés eram retirados, individualmente,
de suas caixas pelo pesquisador, com os devidos cuidados de ter as méos calgadas
com luvas, para evitar o contato direto dos animais com as maos e evitar rejeicao,
posteriormente, pelas méaes. A seguir, eram transferidos para uma balanca
previamente forrada com toalhas de papel, para favorecer uma condigcdo de conforto
aos recém-nascidos. As pesagens eram feitas a cada 5 dias, finalizando essa etapa no
20°. dia. No 21°. dia, final da etapa do desmame, as sexagens (Separagao por sexo)
eram realizadas para evitar o cruzamento entre os machos e fémeas da mesma
linhada. A seguir, os animais eram mantidos agrupados. Uma Unica pesagem foi
realizada na fase adulta, que se deu exatamente aos 2 meses, antes da realizagdo dos

testes comportamentais.

b) Avaliacdo das atividades espontaneas e sinais neuroldgicos

Essas observacbes foram realizadas somente na fase adulta. Foram as
primeiras avaliagOes realizadas, para evitar que possiveis estresses, decorrentes das
posteriores etapas experimentais, viessem a interferir nas analises, constituindo
resultados falso-positivos. Para isso, dois observadores que ndo tinham conhecimento

prévio a que grupo pertencia cada animal, trabalhavam com duas planilhas em



separado. Essa era uma forma de, no final das avaliagdes, uma andlise comparativa

ser realizada com mais precisao.

Os animais foram mantidos isolados, em caixas apropriadas, por um prazo
minimo de 1h, para que todas as avaliacdes ndo pudessem ser mascaradas pela
presenca de outros animais, caso continuassem agrupados. Somente uma pessoa (nao
os avaliadores), tinha conhecimento a que grupo pertencia cada animal, através de
etiguetas com numeragfes aleatérias colocadas sobre as verdadeiras etiquetas que
identificavam cada caixa. No final, as corretas identificagbes eram concedidas aos

avaliadores. Em seguida, os animais eram novamente agrupados.

As analises foram realizadas através de escores (0-3), baseadas em uma
versdo modificada de Lal e cols. (1988), conforme o quadro 1. Os comportamentos
espontaneos, incluindo atividade geral, espasmos, sacudidas, contor¢bes e tremores
na cabeca, foram observados durante 15 seg. As respostas ao manuseio, incluiram
vocalizagdo e esquiva. Os sinais neuroldgicos foram observados baseados nos
tremores gerais e convulsées. Foi também levada em consideragdo nas avaliagfes a
auséncia do comportamento de auto-limpeza, observada pela presenca de partes sujas
com urina, fezes ou alimentos, que poderiam proporcionar coloragdo e manchas nos
pélos dos ratos.

Quadro 1 — Atividades esponténeas, resposta ao manuseio e sinais neurologicos, de

acordo com escala modificada de Lal e cols. (1988).

ATIVIDADE ESPONTANEA AVALIADA 15 SEG ANTES DO MANUSEIO
Escores
0 1 2 3
Atividade geral | Imobilidade Sem locomogé&o Locomocéo Locomocéo con-
ocasional tinua ou rapida

Espasmos, Uma vez Duas ou mais Graves ou
sacudidas e Continuados
contorgdes




Tremores na
cabeca

Movimentos fasi-
cos da cabeca e
vibracdo das
vibrissas

Maior que o normal

Tremores graves
ou continuos

RESPOSTA AO MANUSEIO

Vocalizagdo Sem som Um som de baixa | Vocalizagdo alta Vocalizagbes al-
intensidade tas, repetitivas e
continuas no ini-
cio do manuseio
Esquiva Esquiva rapida Move-se p/ tras da Pressiona o corpo
gaiola e emite movi- | firmemente contra
mentos evasivos a parede de tras
da gaiola
SINAIS NEUROLOGICOS
Rigidez dos Flacido Ténus muscular Tenséo elevada Rigidez
musculos axiais normal
por palpacao
Tremor na Flacida Tensédo normal Tremores e rigidez Rigidez e
cauda sacudidas
Tremores gerais Normal Tremor Tremores
constantes
Tarefas motoras | O rato cai Descida suave Descida Gasta mais que 5
imediatamente incoordenada seg para descer
na caixa
Postura de Corpo Sentar normal, Patas afastadas Corpo abaixado e
apoio sobre as | relaxado agachado ou patas posteriores
patas apoiado nas 4 estendidas
patas
Convulsdes nenhuma Clonus das patas Convulsodes
anteriores e tremo- | tGnico-clénicas
res de todo o corpo
Tremores ao Tremores das Tremores e Tremores e
levantar o patas anteriores extensao das patas | extensdo das
animal pela ao girar 180° anteriores ao girar patas anteriores
cauda 180° sem girar 180°
OUTROS
Auséncia do Limpo Cor alaranjada Uma parte suja com Mais que uma

comportamento
de autolimpeza

urina, fezes ou
alimentos.

parte suja

c) Atividade locomotora espontanea




A atividade locomotora foi avaliada 24h apds a avaliacdo das atividades
espontaneas, respostas ao manuseio, sinais neurolégicos e auséncia de
comportamento de auto-limpeza. Para este teste, foi utilizada uma arena em madeira
(60x60x35 cm), onde o chéo foi dividido em 9 quadrantes (figura 1). Antes do inicio dos
experimentos, os animais foram levados ao laboratério por um periodo de, no minimo,
uma hora para aclimatagéo e habituagdo ao ambiente do teste. N&o foi considerada
atividade locomotora quando o animal colocava uma, duas ou trés patas em um dos
guadrantes, com retorno ao quadrante original. Cada animal foi testado individualmente
por um periodo de 5 min. Todos os experimentos foram conduzidos entre 8:00 e 12:00
h, com o objetivo de evitar as variagbes circadianas que podiam interferir com os
resultados experimentais. Em seguida, os animais foram transferidos para o centro do

LCE.

d) | Figural - Teste da atividade locomotora — O interior da arena, dividida em
9 quadrantes, facilita a contagem da atividade locomotora.

ITdata-se ae urm equiparmerno emnt madeira, na 1orma ae CruZ (Tigura £), erevad 50

cm do ch&@o, com dois bragos abertos (50x10 cm) e dois fechados (50x10x40 cm),



opostos entre si (Handley e Mithani, 1984). Cada rato foi colocado no centro do LCE,
com a face voltada para um dos bracos fechados e colocado para explorar o
equipamento por 5 min. Um observador fez as anotacdes do n°. de entradas e do
tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos/fechados. Apds observar cada

animal, o LCE foi limpo com &lcool 10% (v/v).

Figura 2 - Teste do labirinto em cruz elevado — Dois bragos abertos,
opostos aos dois bragos fechados, facilitam a avaliagdo comportamental de
ansiedade.




As percentagens de entradas nos bragos abertos foram calculadas em relagéo ao
namero total de entradas nos dois bracos e ao tempo de exploracdo nesses bracos,
em relacdo ao tempo total do experimento. O efeito ansiolitico ou ansiogénico foi
definido pelo aumento ou diminuigdo (respectivamente) na propor¢ao das entradas nos
bracos abertos, relativo ao nimero total de entradas em ambos os bragos, e no tempo
de exploracdo naqueles bragos, relativo ao tempo total experimental (Pellow e cols.,

1985).

e) Teste do nado forgado

Os animais avaliados no teste do nado forgcado (Porsolt e cols., 1978) foram
colocados em um cilindro Plexiglass, contendo 35cm de agua a uma temperatura de 22
+ 1°C (figura 3). Os ratos exibiram dois tipos de comportamentos em um tempo de 5
min: fuga, que foi observada nos primeiros dois minutos; e imobilidade continua
(permanecia flutuando, mantendo somente 0os movimentos minimos necessarios para
manter a cabeca fora da agua), nos trés ultimos minutos. Os dois minutos iniciais (fuga)
foram considerados para habituagdo ao teste. As avaliagdes foram realizadas por um
experimentador que ndo possuia conhecimento prévio a que grupo pertencia cada

animal.
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Figura 3 - Teste do nado forcado — O nivel da 4gua € um fator importante.
O mesmo encontra-se em quantidade suficiente para ndo permitir que o
animal encoste a cauda no fundo, ndo interferindo, portanto, na avaliagdo do
comportamento depressivo.

f) Teste da esquiva inibitoria

Utilizou-se o teste da esquiva inibitoria para avaliacdo da memoria, conforme
descrito por Costa e Tomaz (1998). O aparato utilizado neste teste consistiu de uma
caixa confeccionada com placas de aluminio (50x50x35 cm), com assoalho de barras
de cobre, distribuidas com uma distancia de 0,9 cm entre si, que estavam conectadas a
um estimulador elétrico. Sobre as grades do assoalho foi colocada uma plataforma de

madeira cilindrica (15x5 cm), revestida de material impermeavel (figura 4).
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Figura 4 -Teste da esquiva inibitéria — Na foto a esquerda, a vista frontal do
equipamento; A direita, através da vista superior, é possivel ver a plataforma de
madeira e as grades de ferro.

Os procedimentos realizados para avaliar a memoéria foram os seguintes:



No primeiro dia da analise, os animais foram habituados a caixa experimental,

permanecendo no interior do aparato por 5 min.

No segundo dia, foram determinadas as linhas de base 1 (LB1) e base 2 (LB2). Na
LB1, o animal foi colocado sobre a plataforma e cronometrado o tempo (em
segundos) correspondente a permanéncia dele sobre a plataforma. Apés a descida,
o animal foi retirado do aparato e decorridos 5 minutos foi feita a determinagéao da
LB2. Nesta etapa, o animal foi levado novamente ao aparato, porém imediatamente
apoés a descida, foi aplicado um choque elétrico de 1 miliampére (1mA), durante 1
seg, nas patas do rato, sendo, em seguida, novamente retirado do aparato e

agrupado.

O terceiro dia consistiu de nova medida de laténcia para o animal descer da
plataforma com as quatro patas no assoalho. O tempo de permanéncia do animal
na plataforma no terceiro dia permitiu inferir sobre os efeitos dos neurotoxicos no
desempenho da tarefa dos animais. O limite de tempo para todas as tentativas foi

de 300 segs.

g) Dosagem alcodlica

O nivel alcodlico sanguineo foi determinado no final de todas as etapas

7

experimentais. O método utilizado foi de Widmarck modificado, que € utilizado pelo

Instituto Renato Chaves. O método consistiu na coleta de 2 ml de sangue por puncao

cardiaca, com o animal anestesiado com éter, apos terem sido avaliados pelos testes

comportamentais. O sangue foi acondicionado em um frasco de vidro com tampa

contendo 3 gotas de EDTA 6%, sendo, em seguida, homogeneizado imediatamente, de



forma lenta e continua, para ndo haver rompimento das hemaceas. As principais

etapas de um longo procedimento estéo a seguir:

- Em um becker graduado, adicionou-se 10 ml de dicromato de potassio 0,1N e 10 ml
de &cido sulfarico PA. Por se tratar de uma reacdo exotérmica foi necessario

diminuir a temperatura refriando o becker em corrente de 4gua fria.

- Transferiu-se 2 ml de sangue com anticoagulante, através de pipeta graduada, para
um erlenmeyer de 250ml. Lavou-se a mesma pipeta com 2 ml de agua destilada,
deixando-se escorrer para o interior do erlenmeyer. O processo de homogeneizagéo

foi continuo em todas as etapas seguintes.

- 10 ml de solucéo saturada de &cido picrico, para haver desproteinizagdo do sangue,

foi também adicionado ao erlenmeyer.

- Destilou-se a mistura contida no erlenmeyer até obter-se um volume de 2ml de
destilado, que foi coletado diretamente em um becker contendo uma mistura

sulfocrbmica.

- 5ml de solucdo de iodeto de potassio a 5% foi adicionado & etapa anterior, onde
todo o processo de homogeneizagdo foi feito por 2 minutos em capela com

exaustdo, devido a liberag&do de vapores de iodo.

- 3 gotas de solugdo de amido a 2% foram incluidas a etapa anterior para, em
seguida, titular-se lentamente com solucéo de tiossulfato de sédio 0,1N até a virada

para a cor azul celeste persistente.

- O volume gasto para a virada da cor foi anotado e o valor correspondente a
dosagem alcodlica foi calculada, fazendo-se uso de uma tabela de Rouger Douris

(dados completares e tabela de Rouger-Douris em anexo na pagina 79).



h) Dosagem de mercurio

O nivel de mercurio dos animais, obtido através dos pélos coletados das proles
na fase adulta, foi avaliado por meio da técnica de espectrofotometria de absorcao
atdmica, com amalgamacéo em laminas de ouro, realizada no equipamento Mercury
Analiser SP3D/NIC, composto de 3 partes: a primeira chamada MD1 e a segunda MA1,
consistiam em um espectofotdmetro e um controlador do atomizador, respectivamente;

e a terceira chamada Mercury SP, que era o proprio atomizador.

Figura 5 - Aparelhagem utilizada nas avaliagbes da dosagem do
mercurio (Mercury Analiser SP3D/NIC).

Para tal, os seguintes procedimentos foram realizados:

- Os pélos foram lavados com agua destilada e acetona e depois secos em capela de
exaustdo de gases durante 3 dias. Apds esse periodo, cerca de 50 mg de pélo

foram colocados em uma baqueta com aditivos na seguinte disposic¢ao:

M + Amostra (pélos) + M+ B + M

Aditivo B: Hidréxido de Aluminio

Aditivo M: Hidréxido de célcio +
Carbonato de calcio, na proporcéo de 1/1.




- Colocou-se a baqueta no atomizador para aquecimento (giro em torno de 800°C),
para fazer com que o mercurio da amostra se tornasse vapor, passasse por 3
laminas de ouro para sofrer amalgamacgéo e por uma solucéo de fosfato de sédio e
fosfato 4cido de potéssio (Na,HPO, +KH,PO,) para neutralizar o pH e, em seguida,
para o espectrofotdmetro (comprimento de onda de 287 nm) que continha uma
lampada de mercario para aferir a concentragdo de mercurio total. Depois de

analisado o vapor de mercurio, 0 mesmo foi armazenado em um filtro de grafite.

OBS: A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ndo preconizou valores de referéncia
para pélos, portanto os estudos fizeram comparagbes com os valores estabelecidos

para cabelo, cujo valor de referéncia foi de 10 ppm.

ANALISE ESTATISTICA: Todos os dados foram avaliados pela analise de variancia
(ANOVA) de uma via, as comparag6es multiplas post-hoc foram conduzidas usando-se
o teste de Newman Keuls. Para comparac¢éo entre duas amostras foi utilizado o teste
de Bonferroni. Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da meédia
(e.p.m.) e a probabilidade aceita como indicativa da existéncia de diferencas

significantes foi de p < 0,05.



4. RESULTADOS
a) Morbi-mortalidade e Pesagens das proles

Em todos os grupos de animais foi observado um grau de morbi-mortalidade, as
diferencas ndo foram estatisticamente significantes, para a amostra aqui apresentada.
No entanto, levando-se em consideragao todos os grupos de EtOH e/ou MeHg, desde
que iniciaram essa pesquisa, 0 grau de mortalidade foi superior a esses dados

demonstrados, com significantes diferencas estatisticas.
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Grafico 1 — Numero total de bebés provenientes de diferentes grupos (C=controles,
EtOH= animais que receberam EtOH durante a vida intrauterina, MeHg = animais que
receberam MeHg durante a vida intrauterina e EtOH+MeHg = animais que receberam
EtOH+MeHg na vida intrauterina). O painel superior representa o n°. de proles que
nasceu e o painel inferior o nimero de proles que sobreviveram até a fase adulta.




No que se refere a ultima pesagem dos animais na fase de desmame (gréfico 2,
parte superior), foram observadas diferengas em todos os grupos quando comparados
ao controle — EtOH [F(3,12)= 3,941, p<0,05]; MeHg [F(3,12)= 4,789, p<0,05]; EtOH x
MeHg [F(3,12)= 3,633, p<0,05]. Essas diferencas, entretanto, ndo foram observadas na

fase adulta, quando os animais atingiram 2 meses de idade (gréafico 2, parte inferior).
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Grafico 2 — Pesagens das proles dos grupos Controle (C), EtOH, MeHg e EtOH+MeHg,
na fase de desmame (grafico superior) e aos 2 meses de idade (gréafico inferior). *
p<0,05 representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (Teste de Newman
Keuls).




Quando os animais foram avaliados quanto as observa¢des comportamentais de
atividades esponténeas, respostas ao manuseio, respostas neurolégicas e auséncia de
comportamentos de autolimpeza, ndo se detectou diferenga entre os animais, quando
se compararam as avaliagbes feitas por dois observadores, que nao tinham

conhecimento prévio dos grupos a que pertenciam.

Foi possivel observar dentro da atividade espontédnea que os animais ficavam
imoveis ou se locomoviam ocasionalmente. N&o foram detectados espasmos,
sacudidas, contorgbes ou tremores na cabegca. A preservagdo do siléncio foi
fundamental nessa e nas outras etapas, para evitar que 0 estresse favorecesse a
obtencéo de resultados falso-positivos. Quando manuseados, 0s animais apresentaram
vocalizagdo de baixa intensidade ou, na maioria das vezes, ndo emitiam nenhum tipo
de som. Da mesma forma, o manuseio ndo favoreceu a esquiva dos animais,

independente do grupo experimental.

Nas Ultimas etapas, todos 0s animais apresentaram comportamentos muito
similares. Quando o dedo indicador era colocado na dire¢do dos musculos axiais dos
animais, os mesmos nao apresentavam, diante da palpacgdo, nenhum tipo de rigidez.
Quando as pontas das caudas foram levantadas apresentavam-se maleaveis ou com
tensdo normal. A postura de apoio sobre as patas foi classificada como sentado
normal, agachado ou mesmo apoiado sobre as quatro patas. Os animais em estudo
nao apresentaram convulsbes e nem tremores ao serem levantados pela cauda e
girados. Para finalizar, nenhuma espécie de residuos sdlidos foram encontrados na

forma de crosta, fixados aos pélos dos animais.

c) Atividade locomotora espontanea



A ANOVA mostrou que a exposicdo ao MeHg (8 mg/kg) durante a vida
intrauterina levou ao aumento da atividade locomotora dos animais na fase adulta,
atingindo uma resposta com um efeito-teto significativo, quando comparada aos
animais controles [F(3,79)= 5,548; p<0,01]. No entanto, quando o MeHg foi
administrado as ratas gravidas em tratamento crénico com EtOH, ndo se observou a
mesma resposta das proles tratadas somente com MeHg, uma vez que o grupo
EtOH+MeHg atingiu valores semelhante aqueles animais que consumiram somente
dgua de torneira ou EtOH. Quando se comparou essa resposta com aquela dos
animais que receberam somente MeHg, a estatistica foi de [F(3,79)= 4,329, p<0,01]

(gréfico 3).
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representa diferenca estatistica em relagéo ao grupo controle C. #p<0,05 em relagcao

ao grupo MeHg. Cada barra representa a médiate.p.m. de 20 animais, sendo 10 de
cada sexo (ANOVA, Teste de Newman Keuls).

d) Labirinto em cruz elevado.
Quando comparado ao grupo controle, proles adultas que foram expostas ao

EtOH durante a vida intra-uterina, reduziram a percentagem de entradas nos bragos



abertos (%EBA) [F(3,79)=3,615; p<0,05] e a percentagem de tempo naqueles bragos
(%TBA) [F(3,79)= 2,952; p<0,05], no teste do LCE. Resultado semelhante foi
observado para o grupo que recebeu somente MeHg onde ocorreu uma redugdo na
%EBA [F(3,79)= 4,220; p<0,05] e %TBA [F(3,79)= 3,968; p<0,05]. Na mesma direcao,
o tratamento com EtOH+MeHg durante a vida intra-uterina afetou a %EBA [F(3,79)=
7,368; p<0,001] e %TBA [F(3,79)= 8,984; p<0,001], das proles na fase adulta. A
frequéncia de entradas nos bragos fechados (EBF) néo foi afetada pelo EtOH ou MeHg
qguando essas drogas foram dadas individualmente durante a gravidez, néo interferindo
com o comportamento locomotor avaliado neste teste. Ao contrario, a EBF foi afetada
no grupo EtOH+MeHg [F(3,79)= 4,845; p<0,01], quando comparado aos controles.

Foi observada diferenga quando se comparou o grupo EtOH+MeHg com os
animais tratados somente com EtOH (%EBA [F(3,79)= 3,753; p<0,05]; %TBA [F(3,79)=
6,032; p<0,001]; EBF [F(3,79)= 5,421; p<0,001]) ou somente com MeHg (%EBA
[F(3,79)= 3,148; p<0,05]; %TBA [F(3,79)= 5,016; p<0,05]; EBF [F(3,79)= 5,998;
p<0,001]). Essa diferenca na frequéncia de EBF, comentada anteriormente, pode estar
refletindo resposta tipica do comportamento relacionado ao consumo de drogas, com

efeitos do tipo sedativo, mas ndo resposta ansiogénica (Grafico 4).
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sexo (ANOVA, Teste de Newman Keuls).




Como mostrado no gréfico 5, comparando-se os resultados em relacdo ao grupo
controle, os animais que receberam somente MeHg na vida intra-uterina, aumentaram
o tempo de imobilidade no teste do nado forcado, mantendo somente pequenos
movimentos necessarios para manter a cabeca fora da agua [F(3,79)= 4,941; p<0,01].
Quando comparado ao grupo administrado com MeHg per se, 0s animais que
receberam a interagdo EtOH+MeHg na vida intra-uterina, a exemplo do que aconteceu
na atividade locomotora, manteve uma resposta basal semelhante aos animais

controles [F(3,79)= 3,985; p<0,05].
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analisados os dados da LB1, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os
grupos. Na Grafico 5 — Avaliacdo do tempo de imobilidade em ratos adultos aos 2 meses de
idade. *p<0,05 representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo Controle (C).
LB2, a | #p<0,05 em relacdo ao grupo MeHg. Cada barra representa a médiate.p.m. de 20
_ animais, sendo 10 de cada sexo (ANOVA, Teste de Newman Keuls).
associaga

o EtOH+MeHg apresentou uma resposta reduzida, quando comparada ao grupo MeHg

[F(3,79)= 4,349; p<0,05]. Na avaliagdo durante o teste, todos 0os animais aumentaram o



tempo de laténcia na plataforma. Foi observado que a interacéo dos dois neurotoxicos,
apresentou diferenga em relagdo aos grupos: controle [F(3,79)= 6,117; p<0,001]; EtOH

[F(3,79)= 3,759; p<0,05] e MeHg [F(3,79)= 3,522; p<0,05], conforme gréfico 6.
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Grafico 6 — Memdria avaliada no teste da esquiva inibitéria, em ratos adultos, aos 2
meses de idade. *p<0,05 representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo
Controle (C) no dia do teste. #p<0,05 em relacdo ao grupo EtOH e/ou MeHg. Cada
barra representa a médiate.p.m. de 20 animais, sendo 10 de cada sexo (ANOVA,
Teste de Newman Keuls).

g) Dosagens: alcodlica e mercurial

Nao foram observadas diferengas significantes ns dosagens alcoodlicas. Como na
avaliacdo os valores nunca ultrapassavam 1,09 na escala de Rouger-Douris, entao
sugere-se que o nivel alcodlico ndo atingiu ou ultrapassou 0,06% mg/dl, nivel maximo
permitido em humanos para ndo comprometimento de muitas das atividades motoras e

locomotoras.



Quadro 2 — Resultados das médias da dosagem alcodlica nos diferentes grupos

TRATAMENTO MAE PROLE
C 0,74 0,64
EtOH 0,56 0,47
MeHg 0,66 0,67
EtOH+MeHg 0,57 0,77

Quanto & concentracdo de mercurio total (grafico 7), observou-se que o grupo
tratado de maes com MeHg per se (5,86 + 2,06 ug/g) mostrou valores maiores do que
aqueles encontrados no grupo materno onde se administrou a associagdo EtOH+MeHg
(1,91+ 1,29 pg/g). Proles pertencentes ao grupo MeHg per se (3,82 + 0,43 ng/g)
apresentou valores de maiores que o grupo de associagéo (1,63 + 0,21 pg/g). Foi
possivel notar, entdo, que a distribuicdo de Hg total mostrou-se muito abaixo do Limite
de Tolerancia Biolégico para amostras de cabelos que é de 10,0 pg/g, adotado pela
Organiza¢do Mundial de Saude para humanos (WHO, 1990). Os animais controles
apresentaram niveis praticamente nulos, quando avaliados através do mesmo

procedimento.
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Grafico 7 — Dosagem mercurial avaliada nos pélos de ratos que receberam MeHg ou |em
EtOH+MeHg. O grafico plotado representa os pélos de mées que terminaram o
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na fase adulta. *p<0,05 indica diferenca em relacdo ao grupo MeHg. Cada barra
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(ANOVA, Teste de Bonferroni).
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modelo experimental investigado.

Observou-se que muitas caracteristicas tipicas de animais, cujas maes
receberam EtOH durante a gravidez, como aquelas relacionadas ao numero de animais
e variagdo dos pesos dos mesmos néo foram afetadas, no entanto isso ndo foi um fator
primordial para, e correlacionado com, o desencadeamento das alteragcbes

comportamentais observadas. Apesar de ndo haver acompanhamento do nimero de



abortos que possam ter ocorrido diante dos diferentes tratamentos, € provavel que isso,

nao necessariamente, possa ter interferido nos resultados observados nesta pesquisa.

Levando em consideragdo as colocagdes anteriormente citadas, quando
comparado com seres humanos, 0 aumento na taxa de abortos espontaneos foi
observado em casais, onde a concentragcdo de mercurio metalico em suas urinas
estava em concentragbes elevadas antes da gestacdo (Cordier e cols., 1991).
Similarmente, quando mulheres foram expostas ocupacionalmente ao mercurio
metalico (como, por exemplo, dentistas e suas assistentes), sofreram mais abortos
espontaneos, bebés natimortos, deformacdes congénitas e desordens menstruais do

que grupos de mulheres que nédo foram expostas ao metal pesado (Khan e cols., 2004).

Depois dessas observagdes, foram iniciados os testes comportamentais, onde
os animais foram avaliados aos 2 meses de idade. Esta idade foi escolhida uma vez
que, em ratos, o desenvolvimento total dos mecanismos de sintese, metabolismo e
recaptagcdo dos neurotransmissores GABA, glutamato e outros, bem como os
receptores para estes neurotransmissores estdo completos, aproximadamente, nessa
idade (Bentivoglio e cols., 1991; Insel e cols., 1990), o que corresponde aos 5 anos de
idade em humanos. Estudos ontogenéticos comportamentais tém mostrado que abaixo
de 2 meses de idade muitos padrdes adultos de comportamento defensivo néo estdo

completamente estabelecidos (Hard e cols., 1982; Masur e cols., 1980).

Existem evidéncias de que em certas fases do desenvolvimento, embora 0s
elementos sinapticos estejam completos, os mecanismos de transdugdo ndo estdo
plenamente formados (Insel e cols, 1990). Neste experimento, a exposi¢cdo ocorreu

durante a fase em que os animais ainda estavam sendo gerados, o que pode ter



impedido a formagéo da cascata de sinalizagéo, importante para homogeneizacéo das

respostas comportamentais entre 0S grupos.

Estudos prévios observaram que ratos apresentam aumento de alteracées
comportamentais ligado a ansiedade no LCE em fun¢&o da idade, sugerindo que aos 2
meses aqueles animais sdo menos ansiosos do que com 4 e 5 meses,
independentemente do sexo (Imhof e cols., 1993). Por esta razdo optou-se por
trabalhar com os animais com 2 meses de idade, para que os resultados finais
relacionados com esse e 0s demais comportamentos ndo fossem mascarados pelo

efeito-teto das drogas.

Em relagcdo ao teste para avaliagdo da ansiedade, foi observado que o EtOH
diminuiu a frequéncia de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos no
teste do LCE, confirmando o efeito ansiogénico dessa droga, quando administrada
diante de uma exposi¢cdo prolongada (Da Silva e cols., 2004). As alteragbes nas
percentagens de entradas nos bragos abertos, juntamente com a auséncia de efeito na
frequéncia de entrada nos bragos fechados, sugerem que o efeito ansiogénico do EtOH
tenha sido especifico, e ndo dependente de uma resposta sugestiva de comportamento
tipo sedativo. Nessa situag&o, o animal acaba permanecendo nos bragos abertos por

conta do elevado grau de sedagéo e ndo por conta da redugédo da ansiedade.

Neste mesmo teste, quando analisados 0s animais provenientes de maes que
receberam somente MeHg, a resposta idéntica aquela observada para o EtOH se fez
presente, sendo ainda mais expressiva quando da associa¢cdo dos dois neurotdxicos.
Neste ultimo caso, a freqiéncia nos bragos fechados foi alterada, mostrando que as
respostas observadas, diferentes daquelas que ocorreram com as drogas isoladas,

eram similares aquelas apresentadas diante do uso de drogas sedativas, cujos animais



podem estar comportamentalmente afetados, apesar de fisiologicamente aparentarem
normais (Ferreira e Morato, 1996, 1997).

Outros parametros comportamentais observados foram aqueles relacionados a
atividade locomotora e a depresséo, que antecedeu e sucedeu, respectivamente, o
teste do LCE. Esses comportamentos n&o conseguiram se correlacionar tendo em vista
que o grupo de animais com MeHg apresentou um comportamento de maior
excitabilidade, demonstrado pela maior atividade locomotora, quando os animais foram
colocados para explorar a arena de madeira. Essa resposta foi compativel com outros
testes comportamentais similares (Becker e cols.,1996) e também corroborando os
resultados encontrados por Dietrich e cols. (2005), que observaram um significante
prejuizo motor de camundongos tratados com MeHg, resposta esta dependente do
tempo e da dose administrada por via oral, em dose Unica e em altas doses. Ao
contrario, quando os animais foram avaliados no tanque, apresentaram reducdo no

tempo de mobilidade, caracteristica sugestiva de comportamento depressivo.

Apesar desta contradicdo, sabe-se que a atividade no campo aberto pode ser
influenciada por muitos fatores, incluindo medo e emogé&o, os quais podem favorecer a
maior exploragdo do animal no teste ao qual é submetido. Esses resultados reforgam
os argumentos de Riley e cols. (1986) que relatam que o aumento da atividade
locomotora de ratos no teste do campo aberto, induzido pela exposi¢cdo ao EtOH
durante a gravidez, é amplamente compativel com o aumento na atividade exploratoria.
Pensando nesta linha, supbfe-se que aqueles fatores sédo freqiientes nos quadros
depressivos. No teste do nado forgado, os animais do grupo EtOH aumentaram o
tempo de imobilidade, sugestivo de comportamento de apatia, um dos sinais do quadro

de depresséo. Essa observacao foi mais nitida quando da contaminacdo somente com



MeHg. Quando os dois neurotdxicos foram associados, uma resposta antagdnica

ocorreu, permanecendo o efeito-teto similar aos dos animais controles.

As diferentes respostas produzidas pelos dois neurotoxicos, em que a
associacdo produz uma resposta contréria as respostas das drogas per se, ja foram
observadas por diferentes pesquisadores, em diferentes desenhos experimentais
(Martin e Naleway, 2004). Uma das provaveis explicacbes para este fato esta
relacionada a algum mecanismo de protegdo que seja estimulado por um dos
neurotdxicos sobre o outro, que ndo é desencadeado quando o0s neurotdxicos s&o

usados separadamente.

Nota-se que esta resposta, observada neste estudo, pode ser dependente do
desenho experimental. A exposicdo ao &lcool no periodo pré-natal foi demonstrada
através do aumento da atividade locomotora no periodo pré-desmame (Bond e Di
Giusto, 1977), porém houveram muitas falhas ao se tentar reproduzir este efeito em
outras pesquisas (Abel, 1979). Ja no periodo pés-natal, a exposicao ao alcool tem sido
mostrada por aumentar a atividade de ratos no campo aberto tanto no periodo pré-

desmame quanto na fase adulta (Kelly e cols., 1987).

Da mesma forma que a avaliagcdo da ansiedade, uma resposta sinérgica foi
observada quando os animais foram avaliados no teste da esquiva inibitéria. Neste
teste, os grupos de animais ndo mudaram o comportamento quando avaliados durante
as linhas de base 1 e 2, mas apos receberem um choque de 1 miliampére, todos os
animais lembraram do evento, permanecendo na plataforma por muito mais tempo. Os
grupos Controle, EtOH e MeHg ndo mostraram diferenca significante entre eles,
entretanto, novamente, o grupo EtOH+MeHg, ndo apresentou a mesma resposta

apresentada pelas drogas isoladas, uma vez que apresentou 0 processo de retencao



de memoria prejudicado. Estes resultados também foram compativeis com aqueles
obtidos por Danielsson e cols. (1993), quando detectou em ratos adultos, efeitos como
hiperatividade e déficit de aprendizado em proles de ratas gravidas expostas ao
mercdario.

Este estudo com ratos adultos reproduz aqueles com humanos nos quais o
MeHg pode favorecer os déficits nas funcdes neurocognitivas. Nesses Ultimos
experimentos a concentracdo de mercurio nos cabelos de vitimas acometidas de
contaminagdo mercurial encontrava-se na faixa de 0,56 a 13,6 ug/g, tendo a
concentracdo media ficado na faixa de 4,2 + 2,4 pg/g. Esses niveis de mercurio nos
cabelos estavam associados com as alteracdes detectaveis na aprendizagem verbal e
memoria, que se encontravam prejudicadas, de uma forma dependente da dose
(Yokoo e cols., 2003), sendo que em outros estudos esses déficits foram superiores
aqueles observados na performance motora (Grandjean e cols., 1997).

Nos pélos dos animais deste experimento, a concentracdo mais alta
encontrada de MeHg foi no grupo de mées que receberam apenas MeHg (5,86 + 2,06
ug/g), onde ndo houve significante prejuizo na memoria dos animais, que foi observado
com a associagdo desse neurotdxico com EtOH. Estes resultados s&o contraditérios
aqueles que mostraram déficits de aprendizagem e memoria em ratos adultos aos 60
dias, que igual a este estudo, foram prenatalmente expostos & mesma dose de MeHg
no inicio (8°. dia) ou em estado avangado de gravidez (15°. dias) (Zanoli e cols., 2001,
Baraldi e cols., 2002). Essa diferenga pode estar implicada no tipo de modelo

experimental utilizado.

E atualmente aceito, que a exposicdo pré-natal ao EtOH pode alterar a

plasticidade sinédptica hipocampal e afetar tanto o aprendizado e memobria, que



dependem do hipocampo, quanto causar outros defeitos mentais (Prediger e cols.,
2004). A exposicdo ao EtOH no periodo pré-natal, como comentado na Introducéo,
produz déficits cognitivos e comportamentais em proles adultas de porcos-da-india e
altera os padrdes de expressdo e as propriedades farmacologicas dos receptores
GABAA hipocampais, com diminuicdo das respostas aos neuroesterdides endogenos,
podendo assim ter influéncia na expressdo tanto das disfungbes cognitivas quanto

comportamentais (Igbal e cols., 2004).

Neste experimento, apesar de ndo terem sido investigados 0s provaveis
mecanismos de agdo envolvidos com essas respostas, para que assim houvesse
melhor entendimento dos processos que pudessem estar ocorrendo, pode-se afirmar
que as doses dos neurotoxicos utilizados durante o periodo de desenvolvimento nédo
foram suficientes para afetar, de forma significante, os processos de memodria, pelo
menos no teste aqui empregado, salvo quando as associa¢des aos dois neurotoxicos
foram consideradas. Isso acaba reforcando outros trabalhos que associam os possiveis

efeitos sinérgicos deletérios entre o EtOH e o mercurio (Santos e cols., 2004).

Vale enfatizar que ndo se pode justificar as respostas comportamentais aqui
observadas, pela alteracdo nas concentracdes alcoodlicas sanguineos, visto que nao
apresentaram alterag6es que indicassem embriagez. Em humanos, quando presentes
niveis alcodlicos sanguineos elevados (> 150 mg/dl) sdo considerados amnésicos
(Goldstein, 1983). Nas concentragdes de 100 mM (400 mg/dl de &lcool no sangue) os
efeitos podem ser fatais, principalmente em decorréncia da depressdo respiratoria e
hipotensdo (Diamond e Messing, 1994; Urso e cols., 1981). Essa intoxicagcdo é muito

pior nos individuos ndo tolerantes (Woodward, 1999), visto que as pessoas



dependentes sdo mais resistentes a intoxicacdo alcodlica do que aquelas néo

dependentes (Schuckit, 1994).

Também em seres humanos, baixas concentragdes alcodlicas sanguineas,
provocam sensacao de euforia ou desinibicdo. Assim que a concentracdo de EtOH no
sangue aumenta, a fungdo motora é prejudicada e a fala torna-se arrastada. Com
concentragdes sanguineas entre 200mg/dL e 300 mg/dL (entre 43 mmol/L e 65
mmol/L), pode ocorrer vomito e o organismo pode entrar em estupor. Concentragoes
sanguineas ainda mais altas podem resultar em coma (500mg/dL ou 109 mmol/L), ou

hé risco potencial de falha respiratéria e morte (Davies, 2003).

As alteragdes nas respostas comportamentais dos ratos, aqui testados, nédo
parecem refletir variagBes por causa da idade (como ja discutido anteriormente) ou do
metabolismo do EtOH, visto que os niveis alcodlicos no sangue foram similares entre
0s varios grupos. O mesmo ndo ocorreu para os niveis de concentracdo mercurial
investigada nos pélos das proles. Como observado, os niveis de mercurio no grupo
EtOH+MeHg foram consideravelmente reduzidos quando comparado com O grupo
MeHg isolado. Estes resultados refletem os obtidos comportamentalmente para a

atividade locomotora e depressao.

A monitorizag&o biolégica do MeHg em humanos pode ser realizada coletando-
se amostras de cabelo, corddo umbilical e sangue (Counter e Buchanan, 2004).
Baseado na interpretagéo dos dados do acidente no Iraque, a Organizagcdo Mundial de
Saude (1940), concluiu que o aumento no risco em 5% de efeitos adversos no
neurodesenvolvimento, devem ocorrer quando os niveis de mercurio no cabelo
materno estiverem em torno de 10 a 20 partes por milhdo (ppm) e o risco aumenta

mais de 30% quando esta concentragdo se encontra em torno de 70 ppm (WHO,



1990). A concentracdo de mercurio considerada segura no corddo umbilical é de 29
ppm (Pichichero e cols., 2002). Nos animais testados neste estudo, foram coletadas
amostras de pélos dos animais, sem realizar nenhuma andlise comparativa com outros
tipos de amostras como sangue, para descartar qualquer alteragdo dependente da

amostra coletada.

E provavel que em algumas situacbes, um mecanismo de protecdo
desencadeado pelo EtOH possa estar acontecendo, uma vez que em determinadas
situagOes investigadas, a presenca dessa droga impediu as respostas produzidas pelo
MeHg sozinho, mas isso é dependente do modelo experimental e do tipo de
comportamento que se estéd avaliando. Através desta pesquisa, tem-se a perspectiva
de resultados que preencham muitas das lacunas existentes na literatura especifica do
consumo pré-natal de &lcool, principalmente porque, até onde € conhecido, esta € a
primeira pesquisa a investigar de uma forma mais ampla e conjunta as interagdes do
MeHg em animais expostos ao &lcool durante a vida intrauterina, utilizando testes

comportamentais ja amplamente conhecidos.

O entendimento de como mudancas especificas em vérias fungdes de sistemas
que podem estar implicados com a susceptibilidade as drogas, fornece um ponto de
partida para o desenvolvimento de medicamentos. Haja vista que as atuais estratégias
de tratamento e prevencdo do alcoolismo e suas interagcdes ainda séo geralmente
ineficazes, o entendimento dos mecanismos de agéo que levam ao desenvolvimento da

dependéncia ao alcool e suas associacdes se faz necessério.

6. CONCLUSOES




Os resultados obtidos demonstraram que a exposi¢do intrauterina ao MeHg é
capaz de interferir com os efeitos do EtOH consumido na fase pré-natal. Isto foi inferido

a partir das seguintes observagoes:

1. Apesar de ndo terem sido observadas variagbes no numero de bebés, pesos
das proles na fase adulta, atividades espontaneas, resposta ao manuseio, sinais
neurologicos e comportamento de auto-limpeza, as respostas comportamentais

foram perceptiveis.

2. Ainda que as dosagens alcodlicas ndo tenham sido significantes entre os
grupos, alteracbes comportamentais decorrentes do uso crbnico se fizeram

presentes.

3. As dosagens de mercurio total em pélo de rato foram afetadas nas proles e nas
maes contaminadas com MeHg ou duplamente intoxicada com EtOH+MeHg,

guando comparadas aos controles.

4. Proles duplamente contaminadas com EtOH e MeHg, preservam as respostas
de atividade locomotora apresentadas pelos animais controles ou contaminadas
somente com EtOH, o que diferiu dos animais contaminados somente com

MeHg, que apresentou uma grande estimulagéo na locomogéo.

5. No teste do LCE, os grupos contaminados com EtOH ou MeHg durante a vida
intra-uterina, mostraram redugdo nas percentagens de entradas e tempo de
permanéncia nos bragos abertos, sem afetar a freqiiéncia nos bragos fechados,
0 que caracterizou acentuado comportamento sugestivo de resposta

ansiogénica.



6. No teste do LCE o grupo contaminado por EtOH+MeHg durante a vida intra-
uterina, mostrou reducdo nas percentagens de entradas e tempo de
permanéncia nos bragos abertos, entretanto afetou a freqiéncia nos bragos
fechados, mostrando que a resposta observada foi mais deletéria do que aquela
observada com as drogas isoladas, sugerindo comportamento tipico de resposta

sedativa.

7. O teste do nado forcado mostrou que a associacdo dos dois neurotoxicos

reduziu o grau de imobilidade apresentado pelo MeHg per se.

8. No teste da esquiva inibitoria, a associagdo dos dois neurotoxicos prejudicou a

retencdo de memoria, reduzindo a laténcia na plataforma no dia do teste.
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8. ANEXOS




SECRETARIA DE ASSUNTOS PARLAMENTARES
Lei 1.153, de 1995 (revoga a lei n° 6.638, de 8 de maio de 1979)

--- Principais pontos obedecidos encontram-se grifados ---

Capitulo IV — Das Condic6es e Uso de Animais para Ensino e Pesquisa Cientifica
Art. 11. Compete ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia licenciar as atividades

destinadas a criagdo de animais, ao ensino e a pesquisa cientifica de que trata esta lei.

Art. 12. A criagéo ou utilizagdo de animais para pesquisa fica restrita, exclusivamente,

as instituicdes credenciadas junto ao CONCEA.

Art. 13. Qualquer instituicdo legalmente estabelecida em territorio nacional que crie ou
utilize animais para ensino e pesquisa devera requerer credenciamento junto ao

CONCEA, para uso de animais, desde que, previamente, crie a CEUA.

Art. 14. O animal sé poderd ser submetido as intervencdées recomendadas nos

protocolos dos experimentos gue constituem a pesguisa ou programa de aprendizado

quando, antes, durante e apds o experimento, receber cuidados especiais, conforme

estabelecido pelo CONCEA.

$ 1° O animal sera submetido a eutanasia, sob estrita obediéncia as prescri¢cdes
pertinentes a cada espeécie, conforme as diretrizes do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia, sempre que, encerrado 0 experimento, ou em qualquer de suas fases, for
tecnicamente recomendado aquele procedimento, ou quando ocorrer intenso

sofrimento.



$ 2° Excepcionalmente, quando 0s animais utilizados em experiéncias ou

demonstracées ndo forem submetidos a eutandsia, poderdo sair do biotério apds a

intervencdo, ouvida a respectiva CEUA quanto aos critérios vigentes de seguranca,

desde que destinados a pessoas idoneas ou entidades protetoras de animais

devidamente legalizadas, que por eles queiram responsabilizar-se.

$ 3° Sempre que possivel, as préticas de ensino deverdo se fotografadas, filmadas ou
gravadas de forma a permitir sua reproducdo para ilustracdo de préticas futuras,

evitando-se a repeticdo desnecessaria de procedimentos didaticos com animais.

$ 4° O nimero de animais a serem utilizados para a execucdo de um projeto e o tempo

de duracdo de cada experimento serd o minimo indispensavel para produzir o resultado

conclusivo, poupando-se, ao méximo, o animal de sofrimento.

$ 5° Experimentos que possam causar dor ou anguUstia desenvolver-se-d8o sob

sedagdo, analgesia ou anestesia adequadas.

$ 6° Experimentos cujo objetivo seja o estudo dos processos relacionados a dor e a
angustia exigem autorizacdo especifica da CEUA, em obediéncia a normas

estabelecidas pelo CONCEA.

$ 7° E vedado o uso de blogueadores neuromusculares, ou relaxantes musculares, em

substituicdo a substancias sedativas, analgésicas ou anestésicas.

$ 8° E vedada a reutilizacdo do mesmo animal depois de alcancado o objetivo principal

do projeto de pesquisa.

$ 9° Em programa de ensino, sempre que forem empregados procedimentos

trauméticos, vérios procedimentos poderdo ser realizados num mesmo animal, desde



gue todos sejam executados durante a vigéncia de um Unico anestésico e que o animal

seja sacrificado antes de recobrar a consciéncia.

$ 10° Para a realizacdo de trabalhos de criacdo e experimentacdo de animais em

sistemas fechados, serdo consideradas as condicbes e normas de seguranca

recomendadas pelos organismos internacionais aos guais o Brasil se vincula.

Art. 15. O CONCEA, levando em conta a relacdo entre o nivel de sofrimento para o
animal e os resultados praticos que se esperam obter, podera restringir ou proibir

experimentos que importem em elevado grau de agressao.

Art. 16. Todo projeto de pesquisa cientifica ou atividade de ensino sera supervisionado

por profissional de nivel superior, graduado ou pés-graduado na &area biomédica,

vinculado a entidade de ensino ou pesquisa credenciada pelo CONCEA.

Decreto-lei completo apresenta-se, posteriormente, anexado.

Secretaria de Assuntos Parlamentares




PROJETO DE LEI

Dispde sobre criagdo e uso de animais para
atividades de ensino e pesquisa.

O CONGRESSO NACIONAL decreta:
Capitulo |
DAS DISPOSICOES PRELIMINARES

Art. 1° Esta Lei estabelece critérios para a criagéo e a utilizacdo de animais em atividades de ensino e
pesquisa cientifica, em todo o territorio nacional.

§ 1° A utilizag&o de animais em atividades de ensino fica restrita a estabelecimentos de ensino superior
ou técnico de 22 grau.

§ 2% S0 consideradas como atividades de pesquisa cientifica todas aquelas relacionadas com ciéncia
basica, ciéncia aplicada, desenvolvimento tecnolégico, producdo e controle da qualidade de drogas,
medicamentos, alimentos, imunobiol6gicos, instrumentos, ou quaisquer outros testados em animais,
conforme definido em regulamento proprio.

§ 3° Ndo sdo consideradas como atividades de pesquisa as praticas zootécnicas relacionadas a
agropecuaria.

Art. 22 O disposto nesta Lei aplica-se aos animais das espécies classificadas como Filo Chordata, sub-
filo Vertebrata, observada a legislagdo ambiental.

Art. 3% Para as finalidades desta lei, entende-se por:

| - Filo Chordata: animais que possuem como caracteristicas exclusivas um eixo dorsal de sustentacao,
um sistema respiratério derivado da faringe, um sistema nervoso tubular oco e dorsal e um coracéo
localizado ventralmente em relagéo ao tubo digestivo;

Il - Sub-filo Vertebrata: animais que possuem notocorda na fase embrionaria, substituida gradativamente
pela coluna vertebral cartilaginosa ou 6ssea, encéfalo e esqueleto interno cartilaginoso ou ésseo;

Il - Ciéncia basica: dominio do saber cientifico cujas prioridades residem na expansao das fronteiras do
conhecimento independentemente de suas aplicagoes;

IV - Ciéncia aplicada: dominio do saber cientifico cujas prioridades residem no atendimento das
necessidades impostas pelo desenvolvimento social, econdmico e tecnolégico;

V - Imunobioldgicos: derivados bioldgicos destinados a imuniza¢des ou reagfes imunitarias;

VI - Experimentos: procedimentos efetuados em animais vivos, visando a elucidacao de fenbmenos
fisiolégicos ou patoldgicos, mediante técnicas especificas e preestabelecidas;

VII - Eutanasia: pratica que acarreta a morte do animal, sem provocar dor ou ansiedade, visando a evitar
sofrimento, mediante técnicas especificas e preestabelecidas;

VIII - Centro de criagdo: local onde sdo mantidos os reprodutores das diversas espécies animais, dentro
de padrfes genéticos e sanitarios preestabelecidos, para utilizagdo em atividades de ensino e pesquisa;



IX - Biotério: local dotado de caracteristicas préprias onde sao criados ou mantidos animais de qualquer
espécie, destinados ao campo da ciéncia e tecnologia voltado a saide humana e animal;

X - Laboratorio de experimentagdo animal: local provido de condigcdes ambientais adequadas, bem como
de equipamentos e materiais indispensaveis a realizacdo de experimentos em animais, que nao podem
ser deslocados para um biotério.

Capitulo I
DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CONCEA)
Art. 4° Fica criado o Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA).
Art. 52 Compete ao CONCEA:

| - expedir e fazer cumprir normas relativas a utilizagdo humanitaria de animais com finalidade de ensino
e pesquisa cientifica;

Il - credenciar instituicdes para criacao ou utilizagdo de animais em ensino e pesquisa cientifica;

Il - monitorar e avaliar a introducdo de técnicas alternativas que substituem a utilizacdo de animais em
ensino e pesquisa,;

IV - estabelecer e rever, periodicamente, as normas para uso e cuidados com animais para ensino e
pesquisa, em consonancia com as convencgdes internacionais das quais o Brasil seja signatario;

V - estabelecer e rever, periodicamente, normas técnicas para instalacéo e funcionamento de centros de
criacdo, de biotérios e de laboratérios de experimentacao animal, bem como sobre as condi¢cbes de
trabalho em tais instalacoes;

VI - estabelecer e rever, periodicamente, normas para credenciamento de instituicdes que criem ou
utilizem animais para ensino e pesquisa;

VII - manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados ou em andamento
no Pais, assim como dos pesquisadores, a partir de informac&es remetidas pelas Comissfes de Etica no
Uso de Animais, de que trata o artigo 8° desta Lei;

VIII - apreciar e decidir recursos interpostos contra decisbes das CEUAS;

IX - elaborar e submeter ao Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, para aprovacdo, 0 seu
regimento interno;

X - assessorar 0 Poder Executivo a respeito das atividades de ensino e pesquisa tratadas nesta Lei.
Art. 62 O CONCEA é constituido por:

| - Plenério;

Il - Camaras Permanentes e Temporarias;

Il - Secretaria-Executiva.



§ 1° S&o Camaras Permanentes do CONCEA, a de Etica, a de Legislacdo e Normas e a de Técnica,
conforme definido no regimento interno.

§ 29 A Secretaria-Executiva € responsavel pelo expediente do CONCEA e tera o apoio administrativo do
Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

§ 3° O CONCEA podera valer-se de consultores "ad-hoc" de reconhecida competéncia técnica e
cientifica, para instruir quaisquer processos de sua pauta de trabalhos.

Art. 72 O CONCEA seré presidido pelo Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia e integrado por:
| - um representante de cada érgdo e entidade a seguir indicados:

a) Ministério da Ciéncia e Tecnologia;

b) Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ);

¢) Ministério da Educacao e do Desporto;

d) Ministério do Meio Ambiente, dos Recursos Hidricos e da Amazénia Legal;

e) Ministério da Salde;

f) Ministério da Agricultura e do Abastecimento;

g) Universidades Federais;

h) Academia Brasileira de Ciéncias;

i) Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia;

j) Federacao das Sociedades de Biologia Experimental;

[) Colégio Brasileiro de Experimentac¢do Animal;

m) Federacgdo Nacional da Indistria Farmacéutica;

Il - dois representantes das Sociedades Protetoras de Animais legalmente estabelecidas no Pais.

§ 1% Nos seus impedimentos, o Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia serd substituido, na
presidéncia do CONCEA, pelo Secretario-Executivo do respectivo Ministério.

§ 2° O presidente do CONCEA tera o voto de qualidade.

§ 3° Os membros do CONCEA n#o serdo remunerados, sendo 0s servicos por eles prestados
considerados, para todos os efeitos, de relevante servigo publico.

Capitulo 1l
DAS COMISSOES DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

Art. 8% E condicdo indispensavel, para o credenciamento das instituictes com atividades de ensino e
pesquisa com animais, a constituicao prévia de Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUA), prevista
no art. 13.



Art. 9° As CEUAs séo integradas por:

| - médicos veterinarios e bidlogos;

Il - docentes e pesquisadores na area especifica; e

Il - um representante de sociedades protetoras de animais legalmente estabelecidas no Pais.
Art. 10. Compete a CEUA:

| - cumprir e fazer cumprir, no ambito de suas atribuicdes, o disposto nesta Lei e nas demais normas
aplicaveis a utilizacdo de animais para ensino e pesquisa, especialmente nas resolugées do CONCEA;

Il - examinar previamente os procedimentos de ensino e pesquisa a serem realizados na instituicdo a
qual esteja vinculada, para determinar sua compatibilidade com a legislacéo aplicavel;

Il - manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados, ou em andamento,
na instituicdo, enviando cOpia ao CONCEA,

IV - manter cadastro dos pesquisadores que realizem procedimentos de ensino e pesquisa, enviando
copia ao CONCEA;

V - expedir, no ambito de suas atribuicbes, certificados que se fizerem necessérios junto a 6rgdos de
financiamento de pesquisa, periddicos cientificos ou outros.

VI - notificar imediatamente ao CONCEA e as autoridades sanitarias a ocorréncia de qualquer acidente
com os animais nas instituicdes credenciadas, fornecendo informacdes que permitam a¢des saneadoras.

§ 1° Constatado qualquer procedimento em descumprimento as disposicées desta Lei, na execugéo de
atividade de ensino e pesquisa, a respectiva CEUA determinara a paralisacéo de sua execucdo, até que
a irregularidade seja sanada, sem prejuizo da aplicacéo de outras sancdes cabiveis.

§ 2° Quando se configurar a hipétese prevista no paragrafo anterior, a omissdo da CEUA acarretara
sancdes a instituicdo, nos termos dos arts 17 e 20 desta Lei.

§ 3° Das decisdes proferidas pela CEUA cabe recurso, sem efeito suspensivo, ao CONCEA.

§ 4° Os membros da CEUA responderdo pelos prejuizos que, por dolo, causarem as pesquisas em
andamento.

§ 5° Os membros da CEUA estdo obrigados a resguardar o segredo industrial, sob pena de
responsabilidade.

Capitulo IV
DAS CONDICOES DE CRIACAO E USO DE ANIMAIS PARA ENSINO
E PESQUISA CIENTIFICA

Art. 11. Compete ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia licenciar as atividades destinadas ao ensino e a
pesquisa cientifica de que trata esta Lei, observado o disposto no artigo seguinte.



Art. 12. A criagdo ou a utilizacdo de animais para ensino e pesquisa ficam restritas, exclusivamente, as
instituicdes credenciadas pelo CONCEA.

Art. 13. Qualquer instituicao legalmente estabelecida em territério nacional que crie ou utilize animais
para ensino e pesquisa devera requerer credenciamento junto ao CONCEA, para uso de animais, desde
gue, previamente, crie a CEUA.

§ 1° A critério da instituicdo, e mediante autorizagdo do CONCEA, ¢ admitida a criagdo de mais de uma
CEUA por instituicao.

§ 2° Na hip6tese prevista no paragrafo anterior, cada CEUA definird os laboratérios de experimentaco
animal, biotérios e centros de criagéo sob o seu controle.

Art. 14. O animal sé podera ser submetido as intervencdes recomendadas nos protocolos dos
experimentos que constituem a pesquisa ou programa de aprendizado quando, antes, durante e apoés o
experimento, receber cuidados especiais, conforme estabelecido pelo CONCEA.

§ 12 O animal sera submetido a eutanésia, sob estrita obediéncia as prescrigbes pertinentes a cada
espécie, preferencialmente com aplicacdo de dose letal de substancia depressora do sistema nervoso
central, sempre que, encerrado 0 experimento, ou em qualquer de suas fases, for tecnicamente
recomendado aquele procedimento, ou quando ocorrer intenso sofrimento.

§ 2° Excepcionalmente, quando os animais utilizados em experiéncias ou demonstra¢fes nio forem
submetidos a eutandsia, poderdo sair do biotério apds a intervencgédo, ouvida a respectiva CEUA quanto
aos critérios de seguranca, desde que destinados a pessoas idéneas ou entidades protetoras de animais
devidamente legalizadas, que por eles queiram responsabilizar-se.

§ 3% Sempre que possivel, as préaticas de ensino deverdo ser fotografadas, filmadas ou gravadas, de
forma a permitir sua reproducdo para ilustracdo de praticas futuras, evitando-se a repeticéo
desnecessaria de procedimentos didaticos com animais.

§ 4° Os projetos de pesquisa devem demonstrar a relevancia de seus resultados para o progresso da
ciéncia.

§ 5° O numero de animais a serem utilizados para a execugéo de um projeto e o tempo de duragéo de
cada experimento serd o minimo indispensavel para produzir o resultado conclusivo, poupando-se, ao
maximo, o animal de sofrimento.

§ 6° Experimentos que possam causar dor ou angustia desenvolver-se-40 sob sedagio, analgesia ou
anestesia adequadas.

§ 7° E vedado o uso de bloqueadores neuromusculares, ou de relaxantes musculares, em substituicdo a
substancias sedativas, analgésicas ou anestésicas.

§ 8% E vedada a reutilizagdo do mesmo animal depois de alcangado o objetivo principal do projeto de
pesquisa.

§ 9° Em programa de ensino, sempre que for necessario anestesiar o animal, varios procedimentos
poderdo ser realizados num mesmo animal, desde que todos sejam executados durante a vigéncia de
um Unico periodo anestésico e que, se necessario, 0 animal seja sacrificado antes de recobrar a
consciéncia.

§ 10 Para a realizacdo de trabalhos de criagdo e experimentagdo de animais em sistemas fechados,
serdo consideradas as condi¢cdes e normas de seguranca recomendadas pela Organizagdo Mundial de
Saude ou pela Organizacdo Pan-Americana de Saude.



Art. 15. O CONCEA, levando em conta a relacdo entre o nivel de sofrimento para o animal e os
resultados praticos que se esperam obter, podera restringir ou proibir experimentos que importem em
elevado grau de agressao.

Art. 16. Todo projeto de pesquisa cientifica ou atividade de ensino sera supervisionado por profissional
de nivel superior, graduado ou poés-graduado na area biomédica, vinculado a entidade de ensino ou
pesquisa credenciada pelo CONCEA.

Capitulo V
DAS PENALIDADES

Art. 17. As instituicdes que executem atividades reguladas por esta Lei estdo sujeitas, em caso de
transgressao as suas disposi¢des e ao seu regulamento, as penalidades administrativas de:

| - adverténcia;

Il - multa de R$5.000,00 (cinco mil reais) a R$20.000,00 (vinte mil reais);

Il - interdicdo temporaria;

IV - suspenséo de financiamentos provenientes de fontes oficiais de crédito e fomento cientifico;
V - interdi¢do definitiva.

Paragrafo Unico. A interdigdo por prazo superior a trinta dias somente podera ser determinada em ato do
Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, ouvidos os érgdos competentes mencionados no art. 21
desta Lei.

Art. 18. Qualquer pessoa, que execute de forma indevida atividades reguladas por esta Lei ou participe
de procedimentos ndo autorizados pelo CONCEA, sera passivel das seguintes penalidades
administrativas:

| - adverténcia;

Il - multa de R$1.000,00 (mil reais) a R$5.000,00 (cinco mil reais);

Il - suspensao temporaria;

IV - interdicdo definitiva para o exercicio da atividade regulada nesta Lei.

Art. 19. As penalidades previstas nos artigos 17 e 18 desta Lei, serdo aplicadas de acordo com a
gravidade da infracdo, os danos que dela provierem, as circunstancias agravantes ou atenuantes e 0s
antecedentes do infrator.

Art. 20. As sancdes previstas nos artigos 17 e 18 desta Lei serdo aplicadas pelo CONCEA, sem prejuizo
de correspondente responsabilidade penal.

Capitulo VI
DISPOSICOES GERAIS E TRANSITORIAS

Art. 21. A fiscalizacdo das atividades reguladas por esta Lei fica a cargo dos 6rgdos competentes dos
Ministérios da Agricultura e do Abastecimento, da Saude e do Meio Ambiente, dos Recursos Hidricos e
da Amazobnia Legal, nas suas respectivas areas de competéncia.



Art. 22. Qualquer pessoa que, por acdo ou omissao, interferir nos centros de criacdo, biotérios e
laboratérios de experimentagdo animal, de forma a colocar em risco a salde publica e o0 meio ambiente,
estara sujeita as correspondentes responsabilidades civil e penal.

Art. 23. As instituicdes que criem ou utilizem animais para ensino e pesquisa existentes no Pais antes da
data de vigéncia desta Lei, deverao:

| - criar a CEUA, no prazo maximo de noventa dias, apés a regulamentacao referida no art. 27 desta Lei;

Il - compatibilizar suas instala¢des fisicas, no prazo maximo de cinco anos, a partir da entrada em vigor
das normas técnicas estabelecidas pelo CONCEA, com base no art. 5%, inciso V, desta Lei.

Art. 24. O CONCEA, mediante resolugcéo, recomendara as agéncias de amparo e fomento a pesquisa
cientifica o indeferimento de projetos, por qualquer dos seguintes motivos:

| - que estejam sendo realizados, ou propostos para realizacdo, em instituicdes por ele nédo
credenciadas;

Il - que estejam sendo realizados sem a aprovagdo da CEUA;
Il - cuja realizag&o tenha sido suspensa pela CEUA.

Art. 25. O CONCEA, solicitard aos editores de periddicos cientificos nacionais que ndo publiquem os
resultados de projetos por qualquer dos seguintes motivos:

| - realizados em instituicbes por ele nao credenciadas;
Il - realizados sem a aprovacgéo da CEUA;
Il - cuja realizac&o tenha sido suspensa pela CEUA.

Art. 26. Os recursos orcamentarios necessarios ao funcionamento do CONCEA serdo previstos nas
dotacdes do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

Art. 27. Esta Lei sera regulamentada no prazo de 180 dias.
Art. 28. Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacéo.
Art. 29. Revoga-se a Lei n® 6.638, de 8 de maio de 1979.

Brasilia,

DOSAGEM ALCOOLICA METODO DE WIDMARK MODIFICADO

Material:
e Aparelho de destilagdo Simples;
e Aparelho de Titulagéo (Bureta 10 mL);
e Becker (50 mL);
e Erlenmeyer (250 mL);



e Pipetas (2, 5e 10 mL);

e Sistema de Aquecimento.

Reagentes:
e Acido Picrico (Solugdo Saturada — 15g/1000mL);
¢ Dicromato de Potéassio 0,1 N [K; Cr O7];
e Acido Sulfarico PA [H2SO4];
e Solucdo de Amido 2%;
e lodeto de Potassio a 5% [KI];
e Tiossulfato de Sédio 0,1 N [Na,SO3.5H,0]

Técnica:

Como descrita anteriormente na metodologia

Fundamento:

O excesso de dicromato de potassio 0,1 N pde quantitativamente o lodo em liberdade,
dando a solugdo coloragdo parda. O lodo liberado é titulado com uma solugdo de

Tiossulfato de Sddio 0,1 N, na presenca de solugcdo de amido a 2% (3 gotas) até

colorac@o Azul Celeste persistente, sem tonalidade intermediaria.

Formula (Calculo):

(10-N)x1,15
V.A.
Onde:
N = NO°de mL gasto de Tiossulfato de Sodio
1,15 = Constante (equivalente em gramas da quantidade de etanol para

decompor 1mL de K>Cr,0O7 0,1 N)

V.A = Volume da amostra de sangue destilado



TABELA DE ROUGER-DOURIS

0,00 a 1,09 N&o Justifica Embriaguez
1,10 a 1,59 Embriaguez Com Ressalva
1,60 a 3,09 Embriaguez

3,10 a 4,09 Embriaguez Completa

4,10 a 6,00 Embriaguez Profunda




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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