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A exata extensio da contribuicio paterna as
alteragBes morfolégicas e funcionais na prole ¢ assunto
controverso e indefinido, tantoc no homem como nos animais.

A abordagem via avalia¢io comportamental em
animais de laboratério sobressai-se cada vez mais como um
método sensivel, passivel de detectar alterag¢gdes sutis,
subclinicas, em animais contaminados e em sua descendéncia.

O Tordon, composto do 2,4-D e picloram, ¢é um
herbicida largamente utilizado em varios paises. O nosso
objetivo foi o de investigar as altera¢Bes comportamentais e
de habilidade de aprendizagem-meméria em ratos machos adultos
da linhagem Wistar, nascidos de ratos machos contaminados
cronicamente pelo Tordon no periodo pré—-concepcional.

A gerag3o F1 estudada evidenciou nas provas de
"Open-Field", movimenta¢Zo espontinea e "Rota-Rod" resultados
compativeis com uma menor atividade motora geral.

A prova de esquiva ativa demonstrou no grupo
experimental uma discreta melhora na aprendizagem-meméria,
embora n3Io estatisticamente significativa. Por outro 1lado
mostrou n3io ter havido qualquer alteragio no reflexo de
orientagio por parte da prole de ratos contaminados pelo
Tordon.

A avaliagio do peso corporal, abertura palpebral
e reflexo de endireitamento evidenciaram n3Eo ter havido
altera¢gBes significantes na prole experimental.

NZo se observaram, com a técnica da
hemotoxilina-eosina, altera¢des morfoldédgicas em cérebros e
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testiculos de animais F1 nos espécimes examinados.
Estes resultados evidenciaram a necessidade de
um melhor conhecimento e controle dos agentes téxicos

ambientais aos quais © ser humano e animais possam estar

expostos.
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ABSTRACT

The exact role of paternal contribution to the
mor phological and functional alterations in the progeny, both
in humans and animals, 1s still controversial and remains
undetermined.

The behavioural evaluation approach comes up
more and more as a sensible method to detect subtle
alterations in intoxicated animals and its offspring.

Tordon, a trade name for a &2,4-D and picloram
compound, it 1s an herbicide largely employed in many
countries. Our goal was to investigate the behavioural
alterations and the learning-memory ability in wistar adult
male rats born from male chronically intoxicated rats during
the preconceptional stage.

The F1 generation on focus showed behavioural
alterations compatible with a lowered general motor activity
evidenced in the open-field, spontaneocus activity and rota-rod
tests.

The active avoidance learning test demonstrated
a slight improvement in the performance of the experimental
group, though not statistically significant. It also showed no
alteration in the orientation reflex.

The evaluation of body weight, palpebral opening
and surface righting did not reveal any devel opmental
alteration in the experimental group.

No morphological alterations were obser ve
through hematoxilin-eosin tecnique in the examinated

specimens.



These results evidence the need for a better
knowledge and control of toxicant agents to which the human

being and animals may be exposed.
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1 INTRODUCAO

A questio central em neurotoxicologia do
desenvolvimento & o estabelecimento de causas pré-natais das
desordens do desenvolvimento do comportamento. C(22D.

Apesar do fato dos defeitos congénitos e
desordens funcionais afetarem uma significante parcela da
popul agido humana, nem todas as raz@es destes problemas esti3o
bem estabelecidas. O periodo entre a exposigio a um agente
causal e a detecgBo da patologia funcional resultante interpSe
numerosos fatores a confundir e mascarar o agente etioldégico.
A despeito das dificuldades inerentes em se detectar
teratégenos comportamentais, varios de tais agentes tém sido
identificados frequentemente porque os efeitos comportamentais
acompanham-se de mA-formagSes, pelo menos em altos niveis de
exposigio. (22D.

Criangas que demonstram evidéncia de retardo do
crescimento tem até cinquenta por cento de possibilidade de
apresentar dificuldade de aprendizagem e até sessenta e um por
cento das criangas com retardo mental tém anomalia congénita
assocliada. Como exemplo, retardo mental resultante do abuso
pré-natal do etanol estid associado com aparéncia anormal da
crianga, geralmente por microcefalia. (22).

A ligag¢3io entre exposig¢io pré-natal e resultado
pés—natal adverso para uma série de drogas e produtos quimicos
industriais, tanto em animais como no homem, & crucial para o
desenvolvimento cientifico da teratologia comportamental e tem

também importantes implica¢®es para o apoio da pesquisa nesta
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Area. (22>.

O relacionamento da administragio de drogas
durante o periodo gestacional com alteragdes na prole
apresenta-se como um binémio légico até mesmo para o leigo.
Esta correlag3io tornou-se famosa no inicio da década de 1860
quando a talidomida causou na Alemanha e em outros paises uma
verdadeira epidemia da "Sindrome Teratogénica da Talidomida"
ao ser administrada a gestantes & guisa de sedativo e
anti-emético. O mesmo nZFo ocorre com a possibilidade de
transmiss3io paternalmente mediada. Via de consequéncia,
enquanto jA é bem aceito atualmente que drogas administradas
na prenhez podem afetar a progénie, s3o relativamente escassos
os estudos a apontar os efeitos da intoxicagZio masculina
(15;22;27>.

Estudiosos da bioclogia do desenvol vimento
entendem que nZIo ha nada igual a respeito das contribuig¢Ses
materna e paterna ao desenvol vimento. As mulheres podem expor
os conceptos a téxicos de uma tal maneira que n3o ¢é possivel
ao homem. HA muitos exemplos inequi vocos de criangas
prejudicadas por exposig¢3io intra-uterina a substancias com as
quais a m3e manteve contato durante a gestag3o. Nao ha
exemplos inequivocos para a exposig3io paterna. (29).

No entanto jaA existe preponderante evidéncia
demonstrando que a exposig¢3iio paterna a agentes terapéuticos ou
ambientais especificos pode resultar em uma prole
adversamente afetada. A prépria talidomida quando administrada
a coelhos machos exerceu uma influéncia desfavoravel no seu
desempenho reprodutivo subsequente e apresentou-se, bem como

seus metabélitos, em quantidades apreciadveis no sémen. As
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influéncias desfavoraveis relatadas compreendem a falha de
gestacio, diminui¢Zo do numero de filhotes, perimortalidade
aumentada, baixo peso ao nascimento e ma-formagSes, tais como
espinha bifida, auséncia de cauda, agenesia dos rins,
paralisia do trem posterior e hemangiomas dos membr os
anteriores. (15;21).

Cordier e colaboradores obtiveram resultados que
comportam um aumento de risco de aborto espontaneoc com a
exposi¢io paternal ao mercurio industrial. C10D.

A possibilidade de uma intoxicagZio paterna na
etiologia dos abortamentos espontéaneos, infertilidade e
defeitos congénitos provenientes da exposig3io ao Agente
Laranja (2,3,7,8-tetraclorodibenzenodioxinad foi sugerida, mas
também continua a ser uma questZo controversa. (20D.

O potencial em causar efeitos adversos na
reprodugio masculina sugerem a necessidade de uma mais acurada
investigag¢3io dos produtos quimicos aos quais o© homem possa
estar exposto. (15;25).

Drogas ou produtos quimicos ambientais aos quais
o componente paterno esteja exposto podem estar presentes em
seu fluido seminal e deste modo diretamente afetar o é6vulo, a
fertilizagZo e o desenvolvimento embrionario. Diferentemente
poderiam atuar afetando a linhagem de células sexuais
masculinas, em qualquer de seus estaiagios, de espermatogénia

até espermatozéide. Mecanismos epigenéticos podem também estar

envolvidos, pois alguns produtos quimicos considerados
usualmente como agenotdxicos parecem também afetar a
descendéncia apés tratamento paterno. Entende-se por

mecanismos de alteragdes epigenéticas as lesBes nas células
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sexuals sem que haja comprometimento direto do DNA. A
alquila¢3io ou outro dano do componente protamina da cromatina
pode ser um medi ador de importancia na toxicidade
paternalmente mediada. O papel das protaminas e outros
mecanismos epigenéticos é uma direg¢3io nova e fascinante neste
campo de investigag3o. C05;08;24;25).

Contudo, ha pouca evidéncia mecanistica a apoiar
defeitos congénitos paternalmente induzidos por eventos
epigenéticos. Parece improvavel que danos aos componentes
n3o-genéticos do espermatozéide resultem em mia-formagdSes,
visto que experimentos de micromanipulag¢io sugerem que o
citoplasma do espermatozédide nIo é essencial para a
embriogénese normal. CO08).

Entre os efeitos adversos da exposi¢3io paterna
no homem a xenobidéticos est3o relacionados o abortamento, a
natimortalidade, o parto pré-termo, o neonato pequeno para a
idade gestacional, as ma-formag®des evidentes ao nascimento e
anormalidades que somente podem ser detectadas na vida adulta
como o cancer e altera¢g®es comportamentais. (25).

Ja& varias ocupa¢®es paternas foram associadas
com estes resultados adversos no homem. Em parceiras de
meciAnicos de veiculos detectou-se aumento da incidéncia de
abortamento espontineo. A anencefalia ja fol correlacionada
com a exposig¢io a solventes, com os pintores atingindo o maior
risco. Profiss®es como bombeiro, =zelador, trabalhos de
serraria e silvicultura, graficos e trabalhadores em fabricas
de compensados tém sido associadas com ma-formagSes fetais. Um
aumento de risco para natimortalidade, parto pré-termo ou

neonato pequenoc para a idade gestacional fol correlacionado
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com © emprego paterno em inddstrias téxteis e em artistas.
c25>.

Por outro lado o uso de 4lcool e fumo por parte
do pai tem sido ligado com baixo peso ao nascimento e
acréscimo de mortalidade perinatal, embora nZo tenham sido
evidenciadas ma-formagSes. (25).

Os efeitos da exposigZio paterna a radiagSes
também é objeto crescente na literatura, e as dissen¢Bes neste
aspecto s3o atuais. Reforg¢a assim o elevado interesse por um
campo até pouco tempo atras inexplorado. (11;25).

As limitag®es inerentes &4 maioria dos estudos
clinicos e epidemiolégicos incluem a incapacidade de
identificar os produtos quimicos especificos implicados, bem
como controlar as miultiplas exposig¢gBes e o tempo de exposig3o.
Por outro lado, estudos animais bem controlados evitam este
inconveniente. (255.

Ao assim proceder observou-se em roedores machos
expostos ao chumbo, etanol, metadona, morfina e
ciclofosfamida, uma redug3io do peso ao nascimento, diminuig3o
do numero de filhotes e aumento da mortalidade perinatal.
C05;15;,30>.

E.L. Abel refere discrepincias na 1literatura em
relagdo ao consumo paterno de alcool em ratos e camundongos em
relagio ao decréscimo no numero de filhotes e aumento da
mortalidade perinatal. Aventa o autor com a possibilidade das
diferengas serem devidas a variag@Ses da susceptibilidade ao
4lcool por parte das varias espécies e linhagens. C02).

Adams e colaboradores relataram evidéncias de

aberra¢Bes comportamentais na geragio F1 de ratos machos
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tratados com ciclofosfamida, uma droga comumente usada no
tratamento do ca&ncer e como imunodepressora. Note-se que a
ciclofosfamida ¢ assim administrada c¢rénica e agudamente a
homens em idade reprodutiva. C(03;15).

As al teragSes referidas por Adams e
colaboradores incluiram o retardo no teste de fuga de
despenhadeiro e na prova de natag3o por parte da gerag3o F1 de
ratos machos tratados com ciclofosfamida. Concluem no entanto
os autores que os resultados n3o s3o consequéncia de uma
inabilidade motora geral, pois os mesmos animais que
apresentaram atraso, posteriormente na prova do ‘'Open-Field"
foram significantemente mais ativos em relagZo aos controles.
Para detalhes da prova do '"Open-Field" reporte-se ao item
3.3.6, seg3o Materiais e Metodologia. CO3D.

Levando-se em consideragio a meia-vida da
ciclofosfamida, que & de poucas horas, e o tempo de laténcia
de quatorze dias entre a cessaglo da intoxicagio e a
concepgdo, 1imputam os autores a alterag3o genética os
resultados obtidos. CO03D.

Trasler e col aboradores administrando
cronicamente baixas doses de ciclofosfamida a ratos machos
obtiveram minimos efeitos sobre o aparelho reprodutor e a
fertilidade, mas que ainda assim resultaram em alta frequéncia
de morte fetal e os filhotes sobreviventes apresentaram
retardo de crescimento e ma-forma¢g@Ses. C33D.

Joffe e colaboradores trabalhando com ratos
machos tratados com metadona obtiveram na progénie um ganho de
peso menor apdés o desmame e alteragdes significantes em todos

os testes comportamentais utilizados ¢ ‘"Open-Field",
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movimentag¢io esponténea, esquiva passiva, esquiva ativa e
“"Rota-Rod" D). Para maiores detalhes destas provas reporte-se a
se¢3o de Materiais e Metodologia. (18).

E.L. Abel relata que filhotes de ambos os sexos
de ratos machos que consumiram alcool apresentaram
consideravel diminui¢io do tempo de ‘‘grooming' em relag3io aos
controles. O ‘'grooming" consiste na atividade de se
cogar.CO1D.

Estes resultados sugerem que os sistemas de
testes comportamentais compreendem um método sensivel para
detectar ou avaliar compostos geneticamente téxicos, pois
estas alterag®es tem sido observadas mesmo na auséncia de
deformidades fisicas. O reconhecimento de tais alterag@es no
desenvol vimento comportamental podem, portanto, ser um
indicador sensivel da ag3o téxica e mesmo de sutis distdrbios
no comportamento, podendo fornecer indicag@es dos mecanismos
nos quals o sistema nervoso tenha sido afetado. C03;20>.

Entre os produtos quimicos ambientais, os
agrotédxicos, eufemisticamente denominados defensivos agricolas
tem merecido muita ateng3o da pesquisa cientifica e
preocupa¢io por parte da imprensa leiga. Por outro lado a
necessidade crescente do uso de herbicidas na produgfo de
alimentos em larga escala impSem-se sobremaneira em fun¢Zo do
crescimento demografico. (C31).

Hoar e col aboradores confirmaram um
significativo acréscimo de risco no tocante a Linfoma
NZo-Hodgkin entre trabalhadores rurais do estado do Kansas,
Estados Unidos. Em homens com exposi¢Zio a herbicidas superior

a 20 anos encontraram um aumento de mais de seis vezes em
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relagio a controles. Esses excessos foram asssociados com o
uso de herbicidas do grupo do Acido fenoxiacético,
especialmente o 2,4-D. C16D.

Hoar e colaboradores creém que estes efeitos
carcinogénicos tém importantes implicag¢@es em relag3o a saude
publica, quando consideram que somente em 1976, ano de inicio
de sua coleta de dados deste estudo, os agricultores
americanos aplicaram mais de quinze mil tonel adas de
herbicidas do grupo do acido fenoxiacético. (16).

Além de sua ag3o deletéria direta A saude dos
contactantes com herbicidas, deve-se considerar os riscos
permanentes que podem determinar nas geragdes subsequentes, ao
haver alterag®es das células da linha germinativa.

Boyd e colaboradores, trabalhando com exposigio
crédnica de ratos a baixas concentragBes de pesticidas,
detectaram alteragSes comportamentais e neuroquimicas.
Utilizando misturas dos inseticidas aldicarb e metomil e do
herbicida metribuzim os animais apresentaram menor velocidade
ao percorrer um labirinto e também tinham niveis alterados de
colina no neo-estriado. Os ratos tratados com o herbicida
metribuzim demoraram mais para aprender a invers3o do sentido
do labirinto e também apresentavam significativa diminui¢3o da
propor¢3ao acetilcolinascolina no hipocampo. CO7D.

Em nossos trabalhos de investigag3o de
alteragBes paternalmente dependentes utilizamos o Tordon 2,4-D
64240 trietanoclamina BR. Trata-se de herbicida pds—-emergente
amplamente utilizado no controle de uma grande variedade de
ervas daninhas & agricultura, tanto perenes como sazonais. (o)

Tordon ¢ nome comercial de Dow Produtos Quimicos Ltda. e



og

trata-se de uma associag3o do picloram com o] acido
2,4-Diclorofenoxiacético também conhecido como 2,4-D. CO5;086).

Duffard e colaboradores demonstraram que o 2,4-D
é fetotdxico e resultou em hipomielinizagZo no cérebro de
galinha quando os ovos fertilizados sofreram tratamento
externo prévio ao periodo de incubagio. C(13D.

Lerda e Rizzi encontraram significantes niveis
de astenospermia, necrospermia e teratospermia em
trabal hadores expostos ao 2,4-D em compar agio com
trabalhadores n3io expostos. Na continuidade a astenospermia e
a necrospermia diminuiram mas a teratospermia persistiu. (19).

Tripathy e colaboradores, trabalhando com a
Drosophila, obtiveram resultados que indicam ser o 2,4-D
genotdxico para as células somaticas e da linhagem germinativa
deste inseto. (32).

Trabalhos levados a cabo por Blakley e
colaboradores utilizando Tordon 202¢c em camundongos
apresentaram resultados que sugerem toxicidade reprodutiva
paternalmente mediada. Entre as alteragBes encontradas na
prole citam a redu¢io do peso fetal, redugio do comprimento
cabega-cauda, aumento da incidéncia de fetos mal-formados,
aumento da incidéncia de fetos com variantes da normalidade e
aumento da frequéncia de nZAo-ocorréncia de gravidez. CO05;06).

A presente dissertag3iio objetiva os aspectos de
altera¢g®es ao nivel comportamental da geragZo F1 de ratos
machos contaminados pelo Tordon realizada em mol des
semelhantes aos de Blakley e colaboradores no tocante a
contaminag@c e semelhante ao trabalho de Sallai,C.M. no

tocante as técnicas comportamentais. C05;26).
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista:

ad A aceitag3io cada vez maior da metodologia
comportamental como técnica sensivel de detecg3io de alteragSes
sutis subclinicas, em animais de laboratério e sua prole, a
agentes ambientais potencialmente téxicos;

b> A importancia de estudos com o fito de bem se
estabelecer o papel da contribui¢Zio paterna nas alteragies
morfolégicas e funcionais na progénie;

¢d O papel relevante dos téxicos ambientais em
geral, e dos herbicidas em particular, na génese de alteragdes
transmissiveis a descendéncia no ser humano e nos animais;

Nossos objetivos em relag3io 4 prole de machos de
ratos machos intoxicados cronicamente com © herbicida Tordon
no periodo pré-concepcional foram:

1> Avaliag3o de parametros expressivos do
desenvol vimento: abertura palpebral, reflexo de endireitamento
e peso corporal.

2 Avaliagio do desempenho em provas
comportamentais expressivas da atividade motora C(movimentag3o
espontanea, "Open-Field'), do equilibrio ("Rota-Rod"> e do
estado emocional ("Plus-Maze').

3 Avaliag3o do desempenho na prova
comportamental de esquiva ativa, expressiva da habilidade de
aprendizagem—-meméria e reflexo de orientag3o.

4> Avaliag¢do de possiveis al terag¢gSes
histolégicas em microscopia &ptica, pela técnica H.E., de

cérebro e testiculos.
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3 MATERIAIS E METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram wutilizados 1inicialmente quatorze ratos
brancos da linhagem wistar, sendo quatro machos e dez fémeas.

Os animais provieram do Biotério do Setor de
Ciéncias Bioldégicas da Universidade Federal do Parana, ocasiZo

em que tinham trinta e seis dias de vida.
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3.2 Tratamento dos Animais

O trabalho no tocante a criagZio dos animais de
experimenta¢io e realiza¢io das provas comportamentais foli
desenvolvido no Laboratério de Fisiologia do Sistema Nervoso
Central, do Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Parana.

O laboratério apresenta condig¢gBes adequadas para
manter constantemente a temperatura em torno de 20 * 2°c por
meio de sistema de ar condicionado frio e quente. Foi
respeitado o ciclo natural claro-escuro por intermédio de
ampla janela sem cortinado ¢ ver fotografia 1 O.

Os animais de experimentag¢io foram mantidos em
gaiolas plasticas de 40 cm.x 34 ¢cm.x 17 cm. com cobertura em
grade por onde se depunha a ra¢fo e o liquido de beber, ambos
administrados "ad libitum'". O sepilho de madeira fol utilizado
como forra¢g3io do fundo da gaiocla. Utilizou-se rag¢gZo para ratos
e camundongos de laboratério Nuvilab CR1 e 4gua de torneira
filtrada como liqtiido de beber, exceto no grupo experimental
pelo periodo especificado na seqiéncia.

Os machos permaneceram em uma gaiola e as fémeas
em duas outras com cinco animais em cada, para um periodo de
adaptag@o de dez dias antes do inicio dos experimentos.

Apés o periodo de adaptagio os machos foram
divididos em duas gaioclas com dois animais cada. Iniciocu-se
entio a fase de intoxicag3o.

O primeiro agrupamento recebeu solugio de Tordon
a um por mil v/v por um lapso de sessenta dias como liquido de

beber e passamos a denomina-lo grupo Tordon ou abreviadamente
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grupo T. O segundo agrupamento, a4 guisa de controle, continuou
com &agua filtrada como liqUido de beber e passamos a
denominid-lo grupo Controle ou abreviadamente grupo C.

Findo o periocdo de contaminagZo, passamos a
etapa de acasalamento. Consistiu este passo de um periodo de
quinze dias em que o grupamento T coabitou na mesma gaiocla com
um dos grupos de cinco fémeas , enquanto o grupo C coabitou
com as outras cinco restantes. Desde este ponto as fémeas
passaram a ser parte integrante dos grupos T e C conforme a
coabitagio. Note-se que em momento algum as fémeas de qualquer
dos grupos toma contato com o 1liqliido de beber contendo
Tordon.

Passo seguinte, os machos foram sacrificados e
as fémeas passaram para gaiolas individuais para o término de
gestag3io e parto. Apés o© parto realizou-se a sexagem dos
filhotes, sendo desprezadas as fémeas e preservada apenas a
prole de machos. Assim as observagBSes comportamentais das
proles restringiram-se aos machos, excluindo-se possivelis
interferéncias hormonais do ciclo estral. Quando necessario os
filhotes foram redistribuidos entre as mies do mesmo grupo de
tal sorte que a nenhuma nutriz foi dado o encargo de mais de
selis filhotes. Tentou-se evitar assim, tanto quanto possivel,
alteragBes de desenvolvimento devidas & maior ou menor
disponibilidade de leite materno.

O periocdo de amamentag¢3iio estendeu-se por vinte e
cinco dias. Findo este prazo os filhotes foram apartados das
mIes e estas foram sacrificadas. Os filhotes foram mantidos
deste ponto em diante apenas com rag3o como fonte alimentar.

Desde o periodo de nascimento até cerca de cem
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dias de +vida os filhotes foram observados em parametros
fisiolégicos e provados em testes comportamentais descritos no
item seguinte. Findas estas obser vagdes e testes
comportamentais os animais de experimentag3o foram
sacrificados e deles coletados encéfalo e gdnadas para

observag¢3io histolégica.
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Fotografia O1. Aspecto do Laboratério de
Fisiologia do Sistema Nervoso Central, mostrando o biotério

aonde s3o mantidos os animais durante todo o tempo.
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3.3 Tecnicas Comportamentais

Foram obser vados os seguintes parametros
fisiolédgicos : abertura palpebral, reflexo de endireitamento e
peso corporal.

Foram aplicadas as provas comportamentais de
movimentag3o espontéanea, "Rota-Rod", “Open-Field",

“"Plus—-Maze', e esquiva ativa.
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3.3.1 Abertura Palpebral

A presenga de abertura palpebral consiste no
completo abrir das palpebras. N3ao foi considerada a presenga
de fenda palpebral como preenchendo o <critério de abertura
palpebral.

Foi considerado que ocorreu a abertura
palpebral quando as duas palpebras foram encontradas abertas.

Foram realizadas duas observa¢®es diarias, pela
manh® e tarde a partir do quinto dia de vida, até ocorrer a

presenga do fendmeno.
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3.3.2 Reflexo de Endireitamento

Consiste o reflexo de endireitamento na pronta
tomada de posig¢io sobre as quatro patas quando o animal é
colocado em decubito dorsal em uma superficie plana.

Antes do reflexo estar completamente
desenvolvido o animal se debate por algum tempo antes de
postar-se sobre sua posi¢io normal de deambulag¢io. Este tempo
é ent3o cronometrado.

A pesquisa do reflexo iniciou-se no terceiro dia
e a seguir diariamente até ser imediata. O tempo maximo de
cronometragem fol estabelecido em cinco minutos e o segundo

foi a unidade empregada para anotagZo dos resultados.
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3.3.3 Peso Corporal

O peso corporal foli anotado de ocito em oito dias
a partir do terceiro dia até os noventa e um dias de vida. Foi
utilizada uma balanga com precisio de décimos de grama C(ver
Fotografia 02).

Cada animal foi pesado individualmente e marcado
com solugZo de acido picrico es/ou azul de metileno, para sua

exata identificag¢Zo.
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Fotografia O2. Aspecto do Laboratério de

Fisiologia do Sistema Nervoso Central, mostrando
mecinica de pesagem dos animais. Aparece também

frasco da apresentag¢3io comercial do Tordon.

a

na

balanga

cena o
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3.3.4 "Rota=Rod"

O "Rota-Rod" compBe-se essencialmente de uma
haste de madeira suspensa horizontalmente, posta a girar em
velocidade constante por intermédio de um motor elétrico.

Nosso aparelho era constituido de uma haste de 3
cm. de diametro e 75 ecm. de comprimento, com um compartimento
central de 30 cm. delimitado por discos de papel3o. A
velocidade da haste era de 14 rpm. e estava suspensa a 40 cm.
da base Cver fotografia 03D.

O animal de experimentag3io era colocado sobre a
haste ja em movimento. Anotou-se a soma do tempo de equilibrio
em quatro oportunidades sucessivas sem tempo de repouso apés a
queda do animal do aparelho. Adotou-se o segundo como unidade.

O tempo no '"'Rota—-Rod" foi tomado aos quarenta e

dois e noventa e dois dias de vida.



==

Fotografia O03. Laboratério de Fisiologia do
Sistema Nervoso Central, mostrando o aparelho de "Rota-Rod"

utilizado.
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3.3.5 Movimentaczo Espontanea

A movimentag¢io espontinea consiste na observagio
do animal em uma gaiola especialmente construida para esta
finalidade. A gaiola media 50 ecm. x 20 cm. X 25 c¢cm., sendo
fabricada em aluminio, exceto em sua parte anterior, que era
de vidro transparente para a observa¢io do animal durante o
experimento.

A gaiola é dotada de trés células fotoelétricas
acopladas a um contador eletrénico digital. Assim sendo, toda
vez que o animal passar em frente a uma das células o contador
adir4d uma unidade de movimentag3o.

Durante as obser vagSes experimentais o
laboratério era mantido com a 1luz natural das janelas,
observando-se também o miximo de =siléncio durante todo o
periodo de teste.

O animal de experimentag®o era introduzido na
gaiocla de teste, onde permanecia durante um minuto. Findo este
periodo de ambientag¢3o, comegava efetivamente a observag3o por
u
m periodo de cinco minutos.

Foram realizadas duas amostragens da
movimenta¢io espontinea para cada animal , sendo a primeira
aos quarenta e dois e a segundam aos noventa e dois dias de

vida.
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Fotografia O©04. Laboratério de
Sistema Ner voso Central, mostrando a

movimentag3o espontanea utilizada.

Fisiologia

gaiola
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3.3.6 ‘'"Open-Field"

O "Open-Field"” ou arena de campo aberto ¢é um
dispositivo em circulo de 1 m de diametro, fechado por paredes
de 40 cm de altura e com teto de 1 m de altura dotado de
sistema sonoro e iluminado por quatro lampadas de 100 w E
fabricado em aluminio e o fundo dividido em dezenove casas por
meio de linhas radiais e de dois <circulos concéntricos. Um
cortinado de filé completa as paredes laterais até o teto e
serve para dissimular a presenga dos observadores. (ver
fotografias 05 e 06D.

O animal de experimentagio era submetido a
observagio imediatamente apés ser colocado no centro do
aparelho. Entre cada experimentagfio o aparelho foli higienizado
com solugio de alcool 30%, sendo eliminados os excrementos
para que os residuos e os cheiros do animal precedente n3o
tivessem influéncia sobre o comportamento durante a
experimentag3o.

As observag¢g®es foram realizadas por duas
pessoas, sendo cada animal observado por cinco minutos e tendo
sido colhidos dados referentes a deambulagio, ‘rearing”,
grooming", tempo parado, defec¢®o e micg3Ro.

Para o parametro de deambulag3o foli contada uma
unidade toda vez que o© animal c¢ruzava uma das linhas
demarcatérias das casas do assocalho.

O ‘'rearing'" ou posig¢io de investigag3o do
ambiente em atitude ereta apoiada sobre o trem posterior, foi
avaliado no numero absoluto de vezes da ocorréncia do fenédmeno

no intervalo de observag3io. Cver fotografia O05).
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O fenédmeno de ‘grooming' consiste basicamente na
higienizagio da pelagem e das patas dianteiras e cogar o
focinho. Foi anotado o tempo total de realizag¢io desta atividade

em segundos.

O tempo de inatividade motora foi determinado
também em segundos e denominado tempo parado.

Na defecag3o fol considerado o numero de bolos
fecais, enquanto a micg3io foi anotada como presente ou

ausente.

O teste no "Open-Field" fol realizado apés

noventa e cinco dias de wvida.



Fotografia

Sistema Nervoso Central,

O05S. Laboratério de Fisiologia

mostrando parte do aparelho

"Open-Field", com animal em posig3io de ‘'rearing"”.
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Fotografia O06. Laboratério de Fisiologia do
Sistema Nervoso Central, mostrande a parte superior do

"Open-Field".
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3.3.7 "Plus-Maze"

Todas as . obser vagdes experimentais foram
realizadas em um "Plus-Maze" ou labirinto em cruz elevado
construido em madeira, que constava de bragos simétricos
dispostos em cruz. Os bragos dito fechados apresentavam
paredes laterais e também estavam fehados em suas
extremidades distais. Os dois outros bragos, denominados de
bragos abertos, n&oc apresentavam as paredes laterais. As
dimens®es de cada brago do "Plus-Maze" eram de 50 c¢cm de
comprimento por 10 ecm de largura e 40 cm de altura das
paredes. O aparelho estava elevado meio metro do solo e os
experimentos foram realizados por dois obser vadores em
penumbra de uma lampada vermelha em uma sala isolada de
estimulos ambientais. Cver fotografia 07).

O teste do '"Plus—Maze" foi realizado sempre apés
o animal ser testado no '"Open-Field" e repetido 24 horas
depois. Cada animal de experimentag3o foi colocado
inicialmente no centro do cruzamento dos bragos e a seguir
cronometrade o tempo de permanéncia no brago aberto e o tempo
na por¢3o fechada do labirinto. Foram registrados também o
numero de entradas nos bragos abertos e fechados. Cada animal
ficou cinco minutos em observagio. Entre a observagio de cada
animal o aparelho foi higienizado nos moldes descritos

anteriormente para o teste do "Open-Field".



30

Fotografia O7. Laboratério de Fisioclogia do
Sistema Nervoso Central, mostrando o© labirinto em cruz

elevado.
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3.3.8 Esquiva Ativa

As observag¢Bes comportamentais para avaliag3o
do desempenho na prova de esquiva ativa foram realizadas em
uma gajola medindo 680 cm x 85 cm x 30 ecm, fabricada em chapas
de aluminio exceto na parte anterior que era de vidro
transparente para a obser vag¢3io do animal durante o
experimento. Acolada a parede oposta & de +vidro havia uma
lampada de 10 w em um dos cantos na por¢3o superior e na outra
extremidade na mesma parede, em situag¢io oposta, situava-se
uma campainha. O assocalho da caixa era formado por uma grelha
metalica constituida por barras de cerca de 8 mm de diametro,
separadas entre si por uma distidncia de 1 c¢ecm. A caixa era
parcialmente dividida em sua porg¢aoc mediana. Esta gaiocla foi
mantida isolada do meio ambiente. Cver fotografia O08).

Em nosso experimento foi permitido um tempo de
ambientag¢do de cinco minutos na gaiola da Esquiva Ativa antes
do inicio da situag¢3o experimental propriamente dita.

O teste de Esqui va Ativa consistia no
acionamento da campainha sonora por um mAximo de cinco
segundos , findos os quais n3oc se dando o© deslocamento do
animal de uma metade da gaiocla para a outra , o© mesmo era
penalizado com rapido estimulo nociceptivo elétrico de 1mA nas
patas, repetido até que ocorresse o cruzamento. Havendo o
cruzamento do rato durante o periodo de emiss3io do estimulo
sonoro o© mesmo ¢ interrompido imediatamnte, nZo cabendo

punig¢&o.

Un intervalo aleatério entre dez e quarenta

segundos entre cada sonorizag¢3do fol a regra.
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Foram registradas as respostas de cruzamento ou
nao a cinquenta estimulos sonoros. Outros fendmenos como a
ocorréncia de saltos C"jumping'"d, cruzamentos inter-provas e
resposta de orientagfo também foram registrados.

Os cruzamentos inter-provas consistem no
cruzamento da linha média fora do periodo de estimulo sonoro.

A resposta de orientagfo & um estado de alerta a
cada estimulo sonoro da campainha e caracterizado
principalmente por levantamento da cabe¢ga e orelhas no intento

de localizar a fonte sonora.
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Fotografia O08. Aspecto

Fisioclogia do Sistema Nervoso Central,

esquiva ativa.
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3.4 Avaliaczo Histologica

Ao final dos testes comportamentais foram
coletados cérebro e testiculos dos animais para que pudessem
ser analisados através de um estudo histolégico.

Os animais foram anestesiados inalatoriamente
com eter sulfurico embebido em algodio em camara fechada. Uma
vez anestesiado, se procedia ao sacrificio do animal
abrindo-se a cavidade abdominal e torécica em incis3io mediana
anterior e realizando-se a cardiotomia no ventriculo direito.
Realizava-se ent3oco a perfusio do ventriculo esquerdo com
solug3o salina isotédnica seguida por uma solugio fixadora de
formalina a 10%. C17).
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