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1-INTRODUCAO

A controvérsia entre a utilidade e os riscos relativos ao uso de pesticidas atualiza-se de
acordo com as novas aquisigoes da ciéncia. Tais substancias tem sido muito utilizadas para
combater vetores de enfermidades endémicas, como o mal de Chagas ou Dengue e também as
pragas na agropecuaria. Em contrapartida, a contaminagdo dos diferentes ecossistemas se vé
agravada pela presenga de residuos destes pesticidas em colegdes aquosas € ambientes

terrestres e nos animais que ai vivem; sendo o homem o destinatario final.

Uma andlise sobre a contaminagao ambiental deve levar em consideragao a persisténcia
de cada uma dessas substincias. Produtos de longa persisténcia, como os inseticidas organo-
clorados, controlam as pragas por maiores periodos de tempo € reduzem a necessidade de
reaplicagoes. Contudo, esta mesma acdo pode afetar organismos ndo-alvos por periodos
também prolongados

Em 1874, Othmar Zeidler sintetizou um composto orgénico - o DDT - diclorodieniltriclo-
roetano, mas sO em 1939 Paul Miiller descobriu suas propriedades inseticidas. Pela importancia
da descoberta e sua posterior aplicagdo no combate a mosquitos transmissores de doengas,
Miiller recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1948. Foi'o DDT o primeiro inseticida sintético
clorado orgdnico. Apos a 2* Guerra Mundial, a produgdo € o uso de inseticidas teve grande
avango. Hoje, no Brasil, os pesticidas tem utilizagdo ampla, tanto na agricultura, como na saide

publica, na forma de mais de 300 principios ativos e mais de 4.000 produtos comerciais.

Dentre os inseticidas organicos sintéticos, os que mais persistem no meio ambiente sao os
organoclorados, podendo permanecer na agua, solo ou ar por algumas décadas apés a aplicagao
(CLARK & PROUTY, 1984; ALY & BADAWY, 1984). Por exemplo, foram examinadas
amostras de sedimentos de dois lagos no Estado do Colorado (EUA), em uma regido onde
compostos quimicos como aldrin e dieldrin tinham sido sintetizados € armazenados (1955 a
1974 - aldrin e, 1955 a 1973 - dieldrin). Apesar do pico de contaminagdo maxima para ambos
ter ocorrido nos anos 60 e 70 (6.400 ppb para o aldrin e 500 ppb para o dieldrin), ainda na
década de oitenta encontraram-se concentragoes relativamente altas destes dois compostos nos
sedimentos mais recentes, até 200 e 100 ppb para o aldrin e dieldrin, respectivamente
(BERGERSEN, 1987). Em nossa realidade nacional, os inseticidas organoclorados ciclodienos,
mostram distribui¢do ambiental muito varidvel, atingindo, por exemplo, em mananciais do

Estado de Sdo Paulo, valores da ordem de 10™ a 10 mg/l (CACERES et alii, 1987).



Sao os organoclorados absorvidos por via oral, respiratéria e dérmica. Sendo lipossoluveis,
depositam-se no tecido adiposo. O aldrin, inseticida organoclorado objeto do presente estudo
é um derivado ciclodieno, assim como o endrin, o isodrin, o dieldrin, o heptacloro, o clordano
e o endosulfano (JOY, 1982A). No organismo, o aldrin como o heptacloro, sdo metabolizados
por enzimas microssomais a seus correspondentes epéxidos. Estes, que sdo igualmente ou mais
toxicos que os produtos originais, passam por metabolizagdo hepética transformando-se em
substdncias mais hidrofilicas, que sendo ou nao conjugadas, sdo excretadas na urina e nas fezes

(NOHYNEK et alii, 1979; MURPHY, 1986; FENDICK et alii, 1990; ).

Os animais variam em suscetibilidade a estes compostos; peixes € aves sdo muito sensiveis.
Entre os mamiferos, a suscetibilidade dé-se na seguinte ordem decrescente: cao, homem,
macaco, gato, cobaia, coelho, rato, hamster e camundongo. Bovinos e eqiiinos sio pouco
sensiveis aos efeitos toxicos dos organoclorados. Sabe-se que os animais jovens sdo mais

sensiveis a estes pesticidas que os adultos (JOY, 1982b).

A maioria dos mamiferos reage de forma similar quando intoxica-se, agudamente, pelos
ciclodienos. A caracteristica mais importante desta intoxicagao € a convulsao, de inicio subito
e de extrema violéncia. A morte pode ocorrer durante a convulsdo ou no periodo pos-ictal, ou
ainda, durante a recuperagdo do animal. Os sintomas decorrentes desta intoxicac¢ao aguda sao,

na maioria dos casos, reversiveis.

O desenvolvimento temporal e a severidade da intoxicacdo dependem sobretudo da via de
exposigao, da dose e do composto utilizado. A exposigao do ser humano aos organoclorados
pode ocorrer tanto por exposigdo indireta - alimentagao, leite materno, etc - como por forma
direta - por exemplo, atividades ocupacionais que levem o individuo a aspirar o inseticida. Em
alguns casos, os sintomas progridem através de fases caracteristicas de estimulacao do Sistema
Nervoso Central - SNC; nos casos de intoxicagoes agudas podem aparecer excitagao inicial e
comportamento agressivo, fibrilagio de musculos faciais e cervicais (progredindo para as
extremidades dos membros), espasmos, dispnéia, hipotermia, arritmias cardiacas, sialorréia e
movimentos mastigatorios, posigdes anormais dos membros, agitagdo e incoordenagio moto-
ra, aumento da responsividade a estimulagao externa e convulsoes (RADELEFF et alii, 1955;
JOY, 1982b; FENDICK et alii, 1990). Tem-se relatos de trabalhadores que de alguma forma
manipularam a substincia, que apresentaram pleurisia, disturbios audiovisuais, alucinagoes,
artralgia, irritabilidade, cefaléia, perda de memdria recentemente adquirida, hepato e espleno-
megalia e oligospermia (KAZANTZIS et alii, 1964; DITRAGLIA et alii, 1981; SANDIFER et
alii, 1981; FERNICOLA & AZEVEDO, 1982; JOY, 1982b; ).
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A convulsao, que segue ou nao a sintomatologia, tem desenvolvimento rapido e geralmen-
te exibe quatro componentes: (a) uma fase curta de atividade cldnica; (b) o desenvolvimento
de flexdo ténica seguida de (c) uma fase de extensdo tOnica, anterior a morte ou de (d) um
periodo final de clono seguido de depressdo pés-ictal. No periodo pés-ictal podem ocorrer a

recuperagdo ou a morte dos animais, assim como outras crises convulsivas (JOY, 1982b).

Existem dois tipos de contaminagao decorrentes da exposi¢ao prolongada aos ciclodienos.
No primeiro, a exposi¢do a concentragoes relativamente altas dos mesmos ocorre constante-
mente, fato que resulta numa lenta acumulagao do inseticida, concomitantemente ao apareci-
mento de uma sintomatologia progressiva; no segundo, hd absorcdo constante, mas de
concentragOes pequenas do inseticida, o que faz com que os niveis plasmaticos do mesmo
mantenham-se abaixo daqueles requeridos para o aparecimento de sintomas. Entretanto, os
individuos assim intoxicados, sdo extremamente sensiveis aos efeitos de novas exposigoes.
Em pequenas doses, esses inseticidas podem levar a diminuicdo de peso, lentidao de reflexos
e tremores de pequena magnitude.

Durante o periodo de intoxicagdo crOnica podem ocorrer manifestagoes de movimentos
rapidos e involuntdrios dos membros e maos, irritagdo cronica e insdnia; por extensio, o
eletroencefalograma (EEG) dos individuos intoxicados apresenta irregularidades do ritmo com
descargas ocasionais, que podem ser localizadas ou, mais frequentemente, generalizadas. Estas
alteragdes, no entanto, tendem a desaparecer com a eliminag¢do do inseticida do organismo
(GUPITA, 1975).

Dieldrin e endrin sdo convulsivantes de agdo rapida (laténcia 0,5 - 2 min.), enquanto que
o0 aldrin e o heptacloro, produzem alteragoes semelhantes, mas, com uma laténcia maior (20 -
30 min.). Esta diferenga quanto a laténcia deve-se, provavelmente, ao fato de que estas (ltimas
substancias sao epoxidadas no organismo, e as primeiras atuariam diretamente no SNC.(JOY,
1973, 1976a).

Estes inseticidas causam alteragdes na excitabilidade neryosa. Assim, a aplicacdo de
aldrin-transdiol, um metabdlito do dieldrin, na medula espinhal isolada do Venopus laevis
causa tanto uma potenciagao dos reflexos espinhais, com um aumento na atividade nervosa
das raizes ventrais e dorsais da medula (AKKERMANS et alii, 1975); de igual forma,

observou-se, mesmo apds a metabolizagdo, uma redugdo dos mecanismos inibitdrios espinhais.
De acordo com BURCHFIEL et alii (1976) uma exposigao aguda em macacos, de dieldrin

(4.0 mg/kg, i.v.), ou uma série de exposigdes subclinicas dos animais (10 aplicagdes de 1,0

mg/kg, em intervalos de uma semana) produziram alteragdes semelhantes no tragado do EEG
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que permanecem por mais de um ano. Neste caso, as modificagoes predominantes foram
observadas no cortex frontal, onde detectou-se um aumento da frequéncia de ondas durante o
estado de vigilia.

Ja foi relatado que a administracdo sistémica de dieldrin causa alteragdes no tragado do
EEG, que parecem ter origem extracortical, como jé foi estabelecido para o pentilenotetrazol;
neste caso, a administracdo endovenosa de estricnina nao modificou consistentemente a

amplitude das mesmas (JOY, 1975).

A sinapse tem sido considerada o sitio primdrio de agao para este grupo de clorados, ou
seja, este inseticida tem a capacidade de intensificar a atividade sindptica (JOY, 1982a); assim,
os elementos ndo sindpticos da atividade neuronal ndo sdo afetados ou o sdo somente apds

exposigoes a altas doses.

JOY (1974) administrou intravenosamente dieldrin (1,0 mg/kg) em gatos, a intervalos de
30 min., observando as relagdes dos impulsos que chegavam ao cortex visual destes animais
com as respostas corticais eliciadas durante o periodo de intoxicagdo. No inicio da adminis-
tracao, as amplitudes de ambas as respostas permaneciam semelhantes indicando assim uma
equivaléncia dos impulsos que chegavam ao cortex (influxo) com os que dai saiam (efluxo); com
o passar do tempo, no entanto, a magnitude do efluxo cortical cresceu em relagao ao influxo. Nesse
sentido, JOY (1976a) verificou que a concentragdo de dieldrin que alterava a recuperagao dos
processos de resposta das células corticais de gatos, ndo era capaz de afetar propriedades de
recuperacao da excitabilidade de fibras talamocorticais. Tais fatos indicam que os processos sinapticos
corticais sa0 mais sensiveis a acdo do dieldrin.

Mudangas como essa, demonstram que as respostas mediadas pelas sinapses de células
corticais sdo aumentadas durante a intoxicagao. Efeitos similares tem sido vistos em sinapses

de outras dreas corticais, como no cerebelo ou em sitios subcorticais (JOY, 1976b).

Segundo SHANKLAND (1982) os ciclodienos atuam no terminal pré-sindptico, aumentan-
do a liberacao de neurotransmissores, talvez por aumentar a liberagdo de {ons calcio.

#2 : & i
Sabe-se que o Ca™“ € um componente celular essencial para a manutengdo de diversas

fungdes celulares, sendo as mitocdndrias e o reticulo endoplasmdtico as organelas celulares

mais importantes no que diz respeito 3 manutencdo do equilibrio funcional desse ion.

ok . ; 2 y
A atividade de Ca*>-ATPase mitocondrial e os processos de captagio de Ca’~ sio, a esse
respeito, fundamentais para a manutencdo da flutuagdo dos niveis citoplasmaticos deste ion

dentro de parimetros fisioldgicos. TROTTMAN et alii (1985) mostraram que o toxafeno, outro
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inseticida organoclorado, tem a capacidade de inibir tanto a Ca+2-ATPase mitocondrial, como
o transporte desse ion no coragdo, figado e rins de ratos.

SHANKLAND (1982) sugeriu uma conexao logica entre as agoes de ciclodiénicos na
inibicio da ATPase e na liberacdo de neurotransmissores. Essa liberagdo, deflagrada pela
despolarizagio da membrana pré-sindptica, ¢ acompanhada por uma entrada de Ca*? na
terminagao nervosa, fato que permite a exocitose do mediador quimico. Subsequentemente, o
Ca*? ¢ removido dessa terminagio por uma bomba de Ca*?, que pode ser idéntica 2 Ca*?AT-
Pase. Assim, a inibigdo dessa enzima pelos ciclodienos poderia levar a um acumulo de o
na terminagdo. Esses niveis elevados de Ca*? permitiriam, entdo, a continua e espontanea
liberagdo do neurotransmissor, ja que tanto o sequestro de Ca*? no reticulo endoplasmitico,
quanto a sua extrusao da célula sdo processos Ca**M g+2-ATPasc-dependentes (YAMAGUSHI
et alii, 1980; SHANKLAND, 1982; WOOLEY et alii, 1985).

Segundo MATSUMURA & TANAKA (1984), o dieldrin poderia aumentar os niveis internos
de Ca*? por inibir a Ca**M g+2-ATPase envolvida na extrusio de Ca*? e/ou por inibir a ligagao
de Ca*? aos fragmentos de membrana. O aumento da entrada de Ca*? desempenharia, assim,
um papel importante no aumento imediato da liberagdo do neurotransmissor produzido pelo
dieldrin. Em adigao, este excesso de eat? produziria mudangas secunddrias que envolveriam
a fosforilagdo de proteinas e/ou o aumento de receptores aos neurotransmissores (WOOLEY
et alii, 1985).

Entretanto, e ainda de acordo com JOY (1982a), € possivel que estes inseticidas modifi-
quem, também, elementos pos-sinapticos. Assim, em células piramidais do cortex motor
observou-se um aumento do numero de disparos apos a aplicagdo de dieldrin. Neste caso, as
respostas eram evocadas por estimulo sensorial constante. JOY (1976a) observou, nesse
sentido, em animais intoxicados com dieldrin, que a atividade neuronal do cortex motor
aumentava de 3 a S vezes, em relacdo ao estimulo gerado ap6s a estimulagao elétrica dos nervos
neuronais.

A arquitetura funcional dos neurdnios também parece desempenhar importante papel na
intoxicagdo. Células que sdo sinapticamente ativadas por poucas aferéncias, exibem um
pequeno grau de mudangas; entretanto neurdnios que tem um grande nimero de sinapses e
funcionam como integradores de impulsos de muitas fontes exibem maiores mudangas. Vias
neurais polissindpticas parecem mostrar-se mais sensiveis as mudangas na resposta durante a

intoxicagao, que aquelas monossinapticas.
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Em adigao, LINDSLEY (1965) sugeriu que as mudangas de atividade elétrica cortical
observadas ap0s a intoxicagao por ciclodienos refletiriam alteragdes ocorridas na formagéao

reticular, pois o quadro eletroencefalogréfico caracteristico desta intoxicagdo assemelhava-se

aquele produzido por estimulagdo direta dessa estrutura.

Segundo LADER (1978) uma das muitas teorias explicativas da emogdo e da ansiedade
envolvem o conceito de um estado alerta. Sabe-se que a formagéo reticular mesencefilica ests
relacionada tanto a ativagdo do EEG, como a reatividade dos animais aos estimulos ambien-
tais. Nesse sentido, um animal em estado de alerta responde mais rapidamente e mais
intensivamente aos estimulos que eliciam comportamentos agressivos (MOYER, 1976). Por
outro lado, segundo WOOLEY et alii (1985), muitos dos sintomas da intoxicagdo por dieldrin
lembram disfungdes do sistema limbico, cuja fisiologia estd ligada aos fendmenos de emocéo,

comportamento e controle do sistema nervoso auténomo (MACHADO, 1983).

O hipocampo e o cérebro anterior limbico estdo envolvidos no iniciar das convulsdes e sdao
muito sensiveis ao abrasamento (GODDARD et alii, 1969). Neste contexto, o dieldrin foi
mostrado como sendo um agente facilitador do abrasamento (ALBERTSON et alii, 1985;
WOOLEY et alii, 1985). Em adigao, este inseticida potenciou de maneira dose-dependente, a
amplitude dos potenciais por estimulagido do cértex pré-piriforme no girus denteado; obser-
vou-se, ainda, que este efeito declinou em 24 horas apds as doses de 12,5 e 25,0 mg/kg.
Entretanto, somente apdés 10 dias da administragdo de 40,0 mg/kg do pesticida, a amplitude
da resposta retornou aos niveis anteriores ao periodo da administragao; saliente-se que este
periodo excede em muito a meia vida do dieldrin, que € de 3 dias no rato (WOOLEY et alii,
1985). ALBERTSON et alii (1985) relataram que a administragao de dieldrin diminui o nimero
de dias necessarios para a aquisi¢ao do abrasamento amigdaloide, efeito este que ocorre mesmo

apos doses do praguicida insuficientes para produzir alteragdes comportamentais aparentes.

Outros autores acreditam que ndo apenas um, mas varios sistemas neuronais do SNC estio
envolvidos nos quadros de intoxicagdes a esses inseticidas. Assim, ja se observaram nestes
quadros alteragoes dos niveis de dopamina, noradrenalina (WAGNER & GREENE, 1978;
HEINZ et alii 1980) e serotonina (SHARMA, 1976). Trabalhos mais recentes tém apontado o
sistema gabaérgico como sendo de fundamental importdncia nestas intoxicagoes (LAWRENCE
& CASIDA, 1984; MATSUMURA, 1985; GANT et alii, 1987).

De acordo com WAFFORD et alii (1989) o endrin bloquearia de forma competitiva, tanto

em insetos quanto em vertebrados, o receptor gabaérgico, envolvendo este bloqueio um sitio
alostérico associado ao canal de cloreto. Neste contexto, CARLSON & ROSELLINI (1987)
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propoem que as agdes do dieldrin sobre varios neurotransmissores excitatérios sejam indiretas

e resultantes de um bloqueio exercido pelo inseticida no sistema gabaérgico.

Ainda ndo estio bem esclarecidos, todavia, os mecanismos moleculares responsaveis pelos
diversos sintomas decorrentes da intoxicacdo pelos organoclorados. O cardter lipofilico destes
inseticidas sugere que as membranas bioldgicas sejam alvos desta agdo. Entretanto, nio se
observou paralelismo entre a severidade dos sintomas decorrentes da exposigdo a diversos
organoclorados e a solubilidade em gordura (ANTUNES-MADEIRA & MADEIRA, 1989).
Neste sentido, a partici¢do desses pesticidas em gordura, parece depender, principalmente, da
quantidade de colesterol presente na membrana, sendo esta maior nos sistemas reticular e

mitocondrial, que nos microssomos, na bainha de mielina e nos eritrécitos.

Haé relatos da ocorréncia de seqiielas neurais persistentes em seres humanos expostos
prolongadamente ou por curtos periodos de tempo aos organoclorados. O periodo de tempo
no qual estas ocorrem € muito varidvel, dependendo tanto da severidade dos sintomas quanto
da duragdo da exposi¢do. Assim, GUPTA (1975) observou anormalidades persistentes em
membros de familias repetidamente expostas ao aldrin e lindane; dois individuos destas
familias morreram em consequéncia de convulsdes e duas criangas ficaram retardadas e
hipercinéticas apés a recuperagio. Esses pacientes queixavam-se ainda, de irritabilidade e

perda de memdria, apresentando mioclonus mesmo um ano apds o término da exposicao.

Sintomas graves e muitas vezes irreversiveis provocados por organoclorados sao, geral-
mente, precedidos por manifestagoes comportamentais. Assim, estudos na esfera do compor-
tamento, poderdo vir a ser essenciais, ndo apenas para a preven¢do, mas também para o
tratamento das mesmas. De fato, mudangas comportamentais podem indicar a ocorréncia de
uma intoxicagdo em fase precoce, na qual, o processo ainda é passivel de reversio. A esse
respeito, hd crescentes evidéncias, tanto de que o SNC € muito sensivel aos efeitos das
substincias quimicas como de que esses efeitos manifestam-se na esfera do comportamento,
muito antes do aparecimento de quaisquer outras sintomatologias cldssicas como, por exemplo,
alteragdes hepiticas.

Esses processos comportamentais sdo, também, importantes por si mesmos; deficiéncias
nos processos intelectuais e nas fungdes sensoriais, no controle motor e nas respostas emocio-
nais, entre outras, podem ser extremamente prejudiciais a um organismo, mesmo que a
mortalidade e a morbidade ndo estejam afetadas. Esta situagdo torna-se ainda mais preocupan-
te, quando se recordam dados objetivos, que mostram ser a exposi¢do de organismos ainda
imaturos mais suscetivel a substincias quimicas ¢ ao aparecimento de efeitos téxicos, que

aquela de organismos adultos (SPYKER, 1975). Alguns fatores que contribuem para essa maior
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vulnerabilidade incluem diferengas enziméticas, da capacidade de excrecio, do grau de
desenvolvimento de sistemas protetores (como a barreira hematoencefélica), da maturagdo do
SNC e da capacidade de ligagdo com proteinas do soro. E pois, razoavel pensar que drogas
que afetem o SNC produzam, também, alteragdes congénitas do comportamento. De fato,
apesar da existéncia de uma barreira placentéria, sua fun¢do como tal € limitada, visto que
moléculas de quase todas as substincias quimicas sdo capazes de atravessé-la, seja por difusdo
simples ou por transporte ativo. Assim, uma droga ingerida ou absorvida involuntariamente

pela mae pode concentrar-se no feto.

Sabe-se, por exemplo, que a exposi¢do de fémeas a inseticidas durante a fase reprodutiva,
pode levar a alteragoes fetais, refletidas ndo apenas anatomicamente mas, também, comporta-
mentalmente. Estas lesGes, em adi¢do, podem perdurar ou nao por toda a vida do animal
(CLEMENS & GLAUDE, 1979; GRAY Jr,L. et alii, 1981; HULL et alii, 1984; FELICIO et alii,
1989; MONIZ et alii, 1990; GOMES et alii, 1991). A ocorréncia de periodos criticos na
diferencia¢do neuronal que se observa durante a prenhez e imediatamente apds 0 nascimento,

permite o entendimento dessas modificagdes comportamentais.

Neste contexto, é importante lembrar, ao analisar-se as relagoes mae-filho, que uma série
de varidveis pos-natais podem, também, afetar o comportamento dos filhotes quando adultos;
estas podem ocorrer desde o nascimento até o momento da avaliagdo dos filhotes. De fato, um
grande numero de observagdes tem sugerido que o comportamento de um animal adulto
depende tanto das relagdes mae-feto, como das complexas interagoes pds-natais mée-filho.
Em adig¢do, desde que o comportamento representa uma resposta integrada do organismo,
outros sistemas danificados, que ndo apenas o nervoso, podem, também, induzir mudangas
comportamentais. Finalmente, é importante ressaltar que desvios comportamentais da mae,
gerados quer pela intoxicagdo quer por outros motivos, podem, ainda, pertubar o desenvolvi-
mento dos filhotes, independentemente da presenca da substancia toxica nas fases pré ou

pds-natal da vida das ninhadas (FRANKOVA, 1985).

Alguns autores demonstraram uma relagao entre a presenca de inseticidas organoclorados
e prejuizos reprodutivos. Assim, € que WASSERMANN et alii (1982) e SAXENA & SIDDIQUI-
NI (1983) observaram correlagdo positiva entre abortamentos e partos prematuros em mulheres
com niveis de dieldrin e/ou aldrin no sangue. PINES et alii (1987) trabalhando com homens
sugeriram ser a presenga destes inseticidas capaz de interferir com a fertilidade dos mesmos,

provocando oligospermia ou, menos frequentemente, azoospermia.

Quanto a possiveis efeitos teratogénicos decorrentes do uso de dieldrin, CHERNOFF et

alii (1975) e DIX et alii (1977) ndo observaram alteragoes nesse sentido, mesmo quando as
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doses administradas eram suficientemente altas-para causar efeitos toxicos evidentes nas maes.

Acesse respeito, ASHWOOD-SMITH (1981) relataram as contradigdes entre os dados referentes
a teratogenicidade encontrados na literatura. Nesse sentido, MASLANSKY & WILLIAMS

(1981) nao encontraram genotoxicidade quando o endrin era testado em culturas primdrias de
hepatdcitos de ratos, camundongos e hamsters, apds a exposigdo do mesmo a doses de 101 a
10 M de ciclodienos por 18 horas. De fato, segundo ZHONG-XIANG et alii (1986) o aldrin
e o dieldrin inibem a comunicagdo entre células humanas; essas células sob influéncia deste
praguicida escapariam das influéncias normalizadoras do meio e das células comunicantes. J4
foi sugerido, nesse contexto, que estes inseticidas aumentem o Ca+2 livre intracelular, estimu-
lando a proteina quinase C, desencadeando, assim, uma cadeia de reagdes de fosforilagéo,

necessdarias a preparagao da célula para a divisao e alterando assim as jungdes intercelulares.

DIKSHITH & DATTA (1978) ndo observaram efeitos significativos dos organoclorados
tanto nos cromossomos de c€lulas de medula éssea quanto nas espermatogonias de ratos.
Outros trabalhos também ndo demonstraram atividade mutagénica destes pesticidas em
ensaios genotoxicos (DEAN et alii, 1975, BIDWELL et alii, 1975; WRIGHT et alii, 1977,
PROBST et alii, 1981; TONG et alii, 1981; TELANG et alii, 1982; FENDICK et alii, 1990).
De igual forma, a maioria dos ensaios com ciclodienos para testar o cariter mutagénico do

aldrin/dieldrin, em microorganismos, chegaram a resultados negativos.

Nos mamiferos, a exposigdo materna a substancias téxicas, como os organoclorados, que
produzem efeitos pré-natais (POLISHUK et ahi, 1970; KHERA et alii, 1976) pode ser
considerada capaz de afetar a ninhada apds o nascimento; de fato residuos maternos destes
xenobidticos continuam a ser excretados através do leite, sendo que a presenga desses
inseticidas ja foi relatada no leite humano (SKAARE et alii, 1988; SANT’ANA et alii, 1989).

OLSON et alii (1980) estudaram em animais com deficiéncia protéica, os efeitos da
exposigdo pré e pos-natal ao dieldrin, em concentragbes comumente encontradas no meio
ambiente (0,35 mg/kg/dia). Dos 7 aos 17 dias de idade forarp testados o reflexo de endireita-
mento e 0 comportamento natatdrio; foram ainda feitos testes motivacionais e de aprendizado
nos animais quando adultos (70 a 90 dias de idade). Observaram prejuizo em todos os testes,
com excegao dos de aprendizado, sugerindo desta forma um efeito estimulatério das pequenas
doses de dieldrin. Em adigao, ndo foram encontradas alteragoes morfoldgicas no cérebro ou
em outros 6rgéos como figado, rins, pulméo e coragdo. Por outro lado, SMITH et alii (1976)
expuseram macacos a 0,10 mg/kg/dia de dieldrin por 55 dias e testaram a discriminagio visual

sucessiva e nao espacial; os animais tratados ndo aprenderam a tarefa proposta.
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Além destes efeitos comportamentais observou-se que a exposigao aguda aos ciclodienos
durante a gestagdo resulta em um aumento significante da incidéncia tanto de costelas fundidas
como de meningoencefalites. Nao foram observadas, contudo, alteragoes na mortalidade dos
filhotes, no ganho de peso materno, no ganho de peso e mortalidade dos filhotes. Por outro
lado, ja se observou que a administragdo de diversas doses do pesticida resultou em anomalias
fetais com aumento da mortalidade e decréscimo do ganho de peso fetais, além do aumento
da mortalidade e diminuigdo do ganho de peso maternais (CHERNOFF et alii, 1975, 1979).
Além destes efeitos foram ainda, descritos em fetos de ratos: redugéo do grau de ossificagao,
edema generalizado, criptorquidismo, aumento da pélvis renal e aumento dos ventriculos
cerebrais.

CASTRO (1985) observou que a administragao de 1,0 ou 3,0 mg/kg de aldrin a ratas antes
e durante a prenhez produziu 10,0% e 25,0% de abortamentos, respectivamente; o tratamento
com a dose maior do inseticida causou, também, a morte de 16% das fémeas tratadas. Em
adi¢do, observou-se grande toxicidade do inseticida para filhotes cujas maes continuaram a
receber a substdncia durante a lactagdo; 73,84% e 89,28% dos mesmos morreram nos grupos
cujas maes eram tratadas, respectivamente com 1,0 e 3,0 mg/kg de aldrin, o que redundou em
uma drastica redugdo do nimero de filhotes desmamados. Além disto, alguns filhotes de
fémeas dos grupos experimentais apresentaram incoordenagdo motora, andar cambaleante,
embagamento da cérnea, malformagoes e convulsdes. A esse respeito, nenhuma alteragao
morfoldgica ou comportamental "grosseira" foi detectada nos filhotes de 2* geragdo. Estes
abortamentos, como também a grande toxicidade do inseticida em relagao aos filhotes
poderiam ser consequéncia ou de uma interferéncia na esfera hormonal materna ou, de uma
acao toxica direta e intraitero do produto. Para tanto, acompanhou-se, diariamente, as fases
do ciclo estral de ratas tratadas com 1,0 ou 3,0 mg/kg de aldrin; ndo se observaram alteragoes
na ciclizagao destas fémeas (CASTRO, 1985). Pareceu pois, possivel, relegar a primeira
hipétese, visto que se houvessem modificagoes nos niveis de estrégeno e/ou progesterona,
estas refletir-se-iam através de alteragOes nas fases do ciclo estral, como demonstrado por
FELICIO (1985). Confirmando estes fatos, os exames histopatolégicos realizados com iitero,
ovdrio e testiculos dos animais tratados com o inseticida ndo mostraram alteragoes. Assim,
permaneceu a nogdo de que o aldrin € um téxico suficientemente capaz de, atravessando a
placenta, lesar e/ou matar os filhotes (CASTRO, 1985).

Nesse sentido, os resultados mostraram, ainda, que a administragido prolongada de aldrin
durante a prenhez produziu modificagdes comportamentais de relevincia. Assim, a atividade

geral dos filhotes de ratas de 1* e 2* geragdes dos grupos experimentais diferiu dos respectivos
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controles. De modo geral, observou-se nesses filhotes dos grupos experimentais um aumento
nas frequéncias de locomogao ¢ levantar, ¢ uma diminuicdo de defecagdo (CASTRO, 1985).
Estes dados concordam com os de GRAY Jr. et alii (1981), que produziram, através da
exposicdo pré-natal de hamster a 1,5 mg/kg/dia de dieldrin nos dias 5 a 14 da prenhez, aumento
persistente na atividade locomotora dos animais registrada aos 15 e 20 dias de idade; segundo

0s autores, estas alteragoes persistiriam até 125 dias de vida.

POLISHUK et alit (1970) sugeriram que durante a prenhez a cinética destes inseticidas
estaria aumentada, fato que facilitaria sua passagem através da barreira placentdria. Nesse
sentido detectaram-se os niveis de ' *C-dieldrin no plasma materno apds exposi¢ao das fémeas
ao inseticida, tendo-se observado um aumento do mesmo. A taxa desta radioatividade decrescia
somente 28% do dia 13 aos dias 20-21 de prenhez para a relagdo plasmdtica mae-feto, enquanto
que tanto para o figado materno como para o plasma da mae em relagdo a placenta esta
diminuigao foi de mais de 65%. Através do uso de perfusao in situ da placenta, foi demonstrado,
que a transferéncia de 14¢.dieldrin para o feto muda, rapidamente, com o tipo € a concentragao
de proteinas fetais dos ratos. Assim, as alfa-globulinas sdo as principais responsdveis por esta
transferéncia. O fibrinogenio, a albumina e as beta-globulinas vem em seguida, sendo as
gama-globulinas as menos efetivas (ELIASON & POSNER, 1971).

Desta forma, verifica-se a gravidade da exposicao a estes inseticidas, ndo sé no tocante a
animais adultos, mas também a animais jovens, ou mesmo durante o desenvolvimento fetal.
O sistema nervoso € altamente sensivel a agdes neurotdxicas, principalmente na fase fetal, mas
também plastico o suficiente para compensar mecanismos e/ou fun¢des defeituosas. Alguns
processos podem ficar encobertos por anos. Pode-se conceituar maturidade como o produto
funcional final de uma série progressiva de processos de desenvolvimento. Como tal, a
manifestagdo do comportamento expressando a capacidade dindmica e integrativa do organis-
mo parece ser um bom indicador do desenvolvimento animal (BUELKE-SAM & KIMMEL,
1979).

A resposta do SNC deve ser encarada como uma ruptura da integridade psicofisiologica
individual decorrente da exposi¢do que as estruturas centrais registram e manifestam como
prejuizo de fungdes cognitivas ou alteragdes emocionais. A detecgido de um processo téxico
incidioso e de seus efeitos acumulativos através do tempo, pode ser grandemente facilitada
pelos testes comportamentais. Estes testes podem medir a reversibilidade do insulto téxico e
revelar prejuizos tardios e/ou progressivos. O poder discriminatério de qualquer andlise
comportamental aumenta como uma fungdo da extensdo dos aspectos comportamentais

analisados (ELSNER, 1983).
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O presente trabalho procurou entéo, verificar se a administragéo do aldrin em dose que nao
causava toxicidade materna evidente, prejudicaria o desenvolvimento fisico e neurocompor-
tamental de filhotes de 1* e 2* geracOes. Foram feitos estudos na fase perinatal e, posterior-
mente, nos ratos quando adultos, para verificagdo da reversibilidade de alguns dos prejuizos
observados quando jovens e uma possivel detecgdo de outros danos em fases posteriores da
vida, através de desafios quimicos ou de situagdes novas para os animais, s6 evidencidveis em
comportamentos que requerem a utilizagdo de circuitos neurais mais elaborados. Assim,
obteve-se elementos fundamentais para uma andlise global dos efeitos causados pela exposic¢ao

perinatal ao aldrin nos animais de 1* geragdo e seus descendentes (2* geragao).
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2 - OBJETIVOS

GERAL

Estudar os efeitos da exposi¢do materna ao aldrin e os possiveis prejuizos decorrentes da

mesma na 1* e 2* geragdes da prole de ratos, através de testes de avaliagado fisica, neurocom-

portamental e bioquimica.

ESPECIFICOS

1 - Avaliar a taxa de gestagédo e a viabilidade de filhotes de 1° e 2* geragOes de ratos expostos
ao aldrin;

2 - Estudar o comportamento maternal de ratas expostas ao aldrin

3 - Determinar os niveis plasmaticos de corticosterona em ratas expostas ao aldrin bem como
nos filhotes de 1* e 2* geracdes.

4 - Analisar o desenvolvimento fisico ¢ neurocomportamental de filhotes de 1 e 2* geragoes
de ratas expostas ao aldrin;

§ - Avaliar a resposta ao estimulo térmico de filhotes de 1* e 2° geragdes de ratas expostas ao
aldrin aos, 45 dias de idade;

6 - Estudar a sensibilidade convulsiva, ao som, de filhotes de 1* geragdo de ratas expostas ao
aldrin, aos 90 dias de idade;

7 - Estudar a sensibilidade convulsiva, a drogas, de filhotes de 1* e 2® geragOes de ratas expostas
ao aldrin, aos 90 dias de idade;

8 - Avaliar a atividade geral de filhotes de 1° e 2* geragOes de ratas expostas ao aldrin, dos 21
aos 26 dias e aos 90 dias de idade;

9 - Avaliar o comportamento exploratdrio de filhotes de 1* e 2° geragdes de ratas expostas ao
aldrin, aos 90 dias de idade;

10 - Avaliar o comportamento estereotipado de filhotes de 1° geragdo de ratas expostas ao

aldrin, aos 90 dias de idade;

11 - Analisar o desempenho de filhotes de 1* e 2* geragdes de ratas expostas ao aldrin, aos 90

dias de idade, através de testes em uma caixa de esquiva ativa de duas vias;
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12 - Analisar o desempenho de filhotes de 1* geragdo de ratas expostas ao aldrin, aos 90 dias

de idade, através de testes em uma caixa de esquiva passiva;

13 - Verificar os possiveis efeitos histopatolégicos no cérebro de filhotes de 1* geragao de ratas

expostas ao aldrin, aos 90 dias de idade;

14 - Determinar os niveis plasmdticos de aldrin/dieldrin de filhotes de 1* geragdo de ratas

expostas ao aldrin, aos 90 dias de idade;



22

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar de mesma linhagem provenientes do Biotério do Departa-
mento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo - FMVZ/USP. Para obtengao de filhotes a serem usados nos experimentos, um macho e
duas fémeas foram mantidos em gaiolas de polietileno com cama de maravalha por 15 (quinze)
dias, quando entdo as fémeas foram separadas e colocadas em gaiolas semelhantes, para o
nascimento dos filhotes. Estas gaiolas foram mantidas em uma sala com temperatura ambiente

constante de 21" a 23’ C, controlada por meio de aparelhos de ar condicionado.

Foi mantido um ciclo de 12 (doze) horas, claro/escuro, durante todo o experimento,.sendo
a luz ligada as 07:00 h e desligada as 19:00 h. Agua e comida foram oferecidas a vontade,
durante toda a fase experimental. Cada animal foi usado apenas uma vez.

Os animais quando adultos, eram mantidos em nimero de 5 (cinco), também em gaiolas
de polietileno.

Devido a importancia de influéncias circadianas, ultradianas e infradianas nos ritmos

biologicos e, portanto, no comportamento e na fisiologia dos seres vivos, as observagoes dos

animais, dos grupos experimentais e controles, foram feitas alternadamente sempre no mesmo

horério e época do ano.

3.2 - DROGAS E REAGENTES

3.2.1 - Drogas

- Aldrin - Atafog® - Shell Quimica do Brasil S/A
- Sulfato de d-anfetamina - Merck

- Cloridrato de Apomorfina - Sandoz

- Sulfato de Estricnina - Polyfarma

- Pentilenotetrazol - Merck

- Picrotoxina - Sigma
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O aldrin foi suspenso em solugdo de NaCl 0,9% com algumas gotas de Tween-80 (solugido

experimental). A solugdo controle, era constituida de somente NaCl 0,9% e Tween-80. Todas

as demais drogas foram dissolvidas em dgua destilada 2 (dois) minutos antes do uso.

A via utilizada para administragdo das drogas, foi a intraperitoneal, exceto da ocasiao de

uso da apomorfina e do tratamento com aldrin, quando a via utilizada foi a subcutdnea. Nao

foram injetados volumes superiores a 2 ml em cada animal por vez.

3.2.2 - Reagentes

- n-Hexano - Merck

- Acido férmico - Merck

- Carbonato de potdssio - Merck

- Acetato-21-corticosterona - Sigma
- Etanol - Merck

- Acido sulfirico - Merck

- Hidréxido de sédio - Qeel

- Diclorometano - Merck

3.3 - PROCEDIMENTOS

3.3.1 - Avaliagao da Taxa de Gestagao e da Taxa de Viabilidade de Filhotes
ao Nascimento e ao Desmame

Foram observados:

- taxa de gestagao = niimero de ratas prenhes x 100

nimero de ratas acasaladas

- taxa de viabilidade ao desmame = nimero de filhotes desmamados x 100

niimero de filhotes nascidos vivos

- taxa de viabilidade ao nascimento = niimero de filhotes natimortos x 100

nimero de filhotes nascidos vivos
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3.3.2 - Avaliagao do Comportamento Maternal

As ratas foram mantidas separadamente nas gaiolas de moradia com suas respectivas crias.
O comportamento da fémea em relagdo aos seus filhotes foi observado sem qualquer manipu-

lagdo na gaiola, de acordo com uma escala de escores baseada em SODERSTEN & ENEROTH
(1984). Esta observagdo foi realizada diariamente, do nascimento até o dia do desmame (2 g
dia), pouco antes da passagem para a fase escura do ciclo de luz (TABELA 1).

Forneceu-se a cada rata papel picado, cinco dias antes do parto e durante todo o periodo

de lactagdo, para a construgdo do ninho.

3.3.3 - Estudo do Desenvolvimento Fisico e Neurocomportamental de
Filhotes de Ratos

A presenga ou auséncia dos pardmetros relacionados abaixo, foi feita de acordo com a idade

do filhote e por determinado nimero de dias consecutivos (ALDER, 1983), conforme mostra

a TABELA 2 (A - fisico e B - neurocomportamental).

A. Desenvolvimento Fisico

Foram anotados, por filhote, os dias respectivos ém que ocorreram abertura do ouvido
externo, o aparecimento de penugem, a erupgao dos dentes incisivos, o desenvolvimento de
pelo, o descolamento de orelha, a abertura dos olhos e a descida dos testiculos. De cada ninhada

estudada, foram sorteados dois filhotes cujos dados foram usados para fins de anilise

estatistica.
B. Desenvolvimento Neurocomportamental

Foram observadas a presenca, a auséncia e a quantidade de:

=> reflexo de endireitamento: o animal é colocado sobre a mesa, em decubito dorsal; mede-se

0 tempo gasto para que volte a posicao anterior, ou seja, apoiado sobre as quatro patas;

=> resposta de sobressalto: o animal é exposto a um som estridente e sibito, préximo a sua

orelha; verifica-se se o animal responde com sobressalto a esse estimulo;
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- atividade geral: observa-se a locomogido do animal em um campo aberto (descrito em
3.3.4) por 5 (cinco) minutos;

A atividade neuromuscular foi avaliada através da:

- resposta de agarrar: o animal € colocado somente com as patas dianteiras em um cilindro
de superficie lisa, de 5 (cinco) centimetros de didmetro e de altura superior a do seu corpo;
verifica-se se 0 mesmo agarra-se ao cilindro ou se cai na mesa;

-> resposta de subir: o animal € colocado em uma plataforma cuja superficie € feita com
uma malha fina de arame e que tem inclinagdo de 45% mede-se o tempo e a distancia que
0 animal sobe durante no maximo 3 (trés) minutos.

A seguir calculou-se o tempo efetivo de 50% (TEso) para os parametros testados do item

A, além das respostas de sobressalto e de agarrar, dentro de um mesmo grupo experimental.



TABELA 1 - Escala de escores proposta por Sodersten
& Eneroth (1984) para quantificar o
comportamento maternal

Escores Parametros Observados

0 Auséncia de ninho

1 Presenca de ninho

2 Todos os filhotes no ninho
3 Todos os filhotes no ninho,

com a mae

4 Todos os filhotes no ninho,
sendo amamentados

TABELA 2 - Periodo de observagdo para constatagdo do
aparecimento de diferentes parametros
relacionados ao desenvolvimento fisico e
neurocomportamental de filhotes de ratos

Parametros Periodo de observagao
(dias de vida)

A - Fisico

Descolamento de orelha 2
Aparecimento de penugem 2
Erupgdo do dente incisivo 4
Aparecimento de pelo 5
Abertura de ouvido 10
Abertura de olho 12

3
5
8
8
14
15
Descida do testiculo 20 26

(S I I I VI o VR oV 1

B - Neurocomportamental

Reflexo de endireitamento
Resposta de agarrar
Resposta de subir
Resposta de sobressalto
Atividade esponténea

O
14
22

HEREOLND
oo o

e
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3.3.4 - Estudo de Atividade Geral

A. Aparelhos

O aparelho utilizado no registro da atividade geral dos ratos adultos foi um campo aberto,
constituido de uma arena circular de madeira de 97,0 cm de didmetro por 32,5 cm de altura, pintada
de branco. O chédo dessa arena € dividido por trés circulos concéntricos e estes, por sua vez, sao
divididos através de segmentos de reta em dezenove partes. A parte superior desse aparelho, distante
74 cm do chéo da arena, contém uma ldmpada de 15 watts, que prové iluminagao constante no chao
da mesma. A face frontal do aparelho € aberta e recoberta por uma cortina, de modo a permitir ao
observador uma visio global da arena e do animal nela contido, dificultando a esse a percepgao
da presenga do observador.

O campo aberto utilizado para observagéao da atividade geral dos filhotes consiste em uma
arena de cartolina cinza claro e plastificada, com formato cilindrico. O corpo do cilindro tem
40 cm de altura e base circular com 40 cm de didmetro, feito do mesmo material, porém

colocado sobre um cilindro de madeira do mesmo didmetro com 2 ¢m de altura.

Desse modo, o corpo do cilindro (parede) apresenta um encaixe perfeito a base (chao),
podendo serem separados para efetivagdo da limpeza do aparelho. O chao dessa arena €
subdividido em 25 partes aproximadamente iguais, demarcadas por trés circunferéncias de
raios diferentes (8,14 e 20 cm), intersectadas por segmento de retas radiais. Estes aparelhos

foram construidos tendo como modelo aquele sugerido por BROADHURST (1960).

B. Parametros e Medidas

Os parametros observados e registrados no campo aberto nada mais sdo do que categorias
comportamentais do repertério dos animais nesse aparelho. A escolha deveu-se a estudos
anteriores que demonstraram ser tais parametros adequados aos estudos em questdo, devido
nao so a sua facilidade de registro e reprodutibilidade, mas também, e principalmente, a sua

ocorréncia freqiiente. Sdo eles:

= Locomogao: o0 animal, com o tronco afastado do chdo, apresenta movimentagao das quatro
patas, elevando-as e voltando a apoid-las em outro ponto, de maneira ordenada, resultando
em deslocamento do corpo sobre o chdao do campo @berto. Uma unidade de locomogio
corresponde a colocagio das quatro patas dentro do espago delimitado pelas quatro linhas

que compdem uma drea do aparelho, ou ao ato de o animal girar sobre si mesmo sobre a
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linha delimitante de dois espacos, ndo invadindo nenhum deles a seguir;

-> Levantar:uma unidade de levantar corresponde ao movimento do animal, apoiado no seu

trem posterior, erguer as patas anteriores; estas podem ou nao estar apoiadas nas paredes
laterais do campo aberto;

-> Parado: total auséncia de locomogao, levantar e limpeza (aqui incluida limpeza do corpo
e dos 6rgdos genitais). Registrou-se a duragdo em segundos de parado;

-> Defecagdo: numero de bolos fecais eliminados pelo animal, no final das observagdes.

Para a observagao destes parametros, os ratos foram colocados individualmente no centro
do campo aberto. Cada sessdo durou 6 (seis) minutos. O campo aberto foi limpo com uma
solug@o de agua e dlcool a 5% antes de cada sessdo, para eliminagao de possiveis efeitos de

odores deixados pelos animais ja observados, no comportamento emitido pelos ratos a serem

estudados.

3.3.5 - Estudo do Comportamento Exploratorio

A. Aparelho

O aparelho utilizado no registro do comportamento exploratdrio foi uma caixa de hole-
board, modificada, de FILE & WARDILL (1975), constituida de uma arena circular de madeira
de 90 cm de didmetro com 20 cm de altura, pintada de branco. O chdo dessa arena € dividido
por trés circulos concéntricos e estes, por sua vez, sdo subdivididos através de segmentos de
reta em partes proporcionais. No assoalho desta caixa existem quatro perfuragdes de 3 cm de

raio, equidistantes do centro do mesma. O aparelho é apoiado no chiao em pés de 20 cm de

altura.
B. Parametros e Medidas

Os parametros observados e medidos foram:

-> Frequéncia de observagio: nimero de vezes que o animal adentra a cabega no orificio,
de forma que as orelhas ai desaparegam;

-> Tempo de observagao: duragdo em segundos do tempo que o animal fica com a cabega
no orificio;

- Locomogao, Levantar, Duragao de parado e Defecacdo: conforme descrito no item 3.34
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Para observagao destes parametros, os ratos foram colocados individualmente no centro
da caixa de hole-board. Cada sessido durou 10 (dez) minutos. O aparelho foi limpo com uma
solugdo de dgua e dlcool a 5% antes de cada sessdo, para eliminagao de possiveis influéncias
de odores nos comportamentos emitidos pelos animais. Debaixo dos orificios do aparelho

colocaram-se alguns objetos para efeito de exploragdo pelos animais.

3.3.6 - Estudo do Comportamento Estereotipado

Para o registro quantitativo do comportamento estereotipado, os animais foram estudados
individualmente, em gaiolas metdlicas, sendo retirados de suas moradias sete dias antes do
inicio do teste, para efeito de habituagao a gaiola. Uma hora antes do teste, foram retiradas das
mesmas, os bebedouros e a ragdo, afim de evitar-se interferéncia destes elementos com as
observagdes comportamentais.

O comportamento estereotipado foi quantificado através de uma escala de escores (TABE-
LA 3) sugerida por SETLER et alii (1976); esta foi construida atribuindo-se valores crescentes
a0s possiveis pardmetros comportamentais apresentados pelos animais apds receberem apo-
morfina por via subcutanea (s.c.).

A avaliagao do comportamento estereotipado foi realizada a intervalos de 10 (dez) minutos,
durante 120 (cento e vinte) minutos consecutivos, e também aos 180 (cento e oitenta) minutos
apos o tratamento com apomorfina. No final das observagdes, somaram-se os escores atribui-

dos ao animal em teste.



TABELA 3 - Escala de escores proposta por Setler et alii
(1976) para quantificar o comportamento
estereotipado induzido pela apomorfina

Escores Parametros registrados

0 Adormecido

i Ativo

2 Predominantemente ativo, com periodos
curtos de farejar e/ou levantar
estereotipado

3 Atividade estereotipada constante, tal

como farejar, levantar ou balangar a
cabega, mas com atividade locomotora
ainda presente

4 Atividade estereotipada constante
realizada em sé um local

5 Atividade estereotipada constante, mas
com periodos curtos de lamber e/ou
roer e morder

Lamber e/ou roer as barras da gaiola
constantemente

(8

30
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3.3.7 - Estudo da Sensibilidade Convulsiva

A. Convulsao Audiogénica

Cada rato foi, individualmente, submetido a estimulagdo sonora em uma caixa com paredes
e teto de vidro. Apés um periodo de adaptagao de 30 segundos, um ruido de 100 db, mantido
por 120 segundos, era gerado por uma campanhinha colocada proxima ao teto da caixa, sendo
que durante este tempo quantificavam-se os comportamentos emitidos pelo rato em estudo.
Entre as observagdes, limpava-se a caixa com uma solugdo de dgua e dlcool a 5%, procuran-
do-se, assim, promover a homogeneidade da situagdo experimental.

Esta caixa de convulsdo estava colocada dentro de outra de madeira forrada com isopor ¢
espuma, de modo a permitir o isolamento da mesma do meio ambiente. Esta ultima caixa era
provida de uma parede frontal de vidro, que permitia a total visualizagdo do animal no interior
da caixa de convulsdo.

Para a avaliagdo quantitativa da convulsdo audiogénica, utilizou-se o sistema de escores
proposto por JOBE et alii (1973). De acordo com esse sistema, atribuem-se valores crescentes
(0 a 9 - escores de resposta audiogénica - ERA) aos comportamentos emitidos pelos animais

quando em observagdo na caixa de estimulacdo sonora (TABELA 4).
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TABELA 4 - Escala de escores proposta por Jobe et alii (1973)
para quantificar a convulsdo audiogénica em ratos

st gt e ———
Escores Resposta do ‘estimulo soffore (1)
0 Sem resposta
1 O animal corre, sem convulsdes
2 O animal corre duas vezes, separadas por um

periodo refratario; apresenta clono
generalizado que envolve os membros
anteriores, posteriores e vibrissas

3 O mesmo que em "2", somente que o animal
corre uma vez sdé

4 O animal corre duas vezes, separadas por um
periodo refratério; apresenta flexdo ténica
do pescogo, tronco e membros anteriores e
clono nos membros posteriores

L O mesmo que em "4", somente gue o animal
corre uma vez so

6 O animal corre duas vezes, separadas por um
periodo refratdrio; apresenta convulsdo final
semelhante a "4", exceto que os membros
posteriores estdo- em extensdo ténica parcial,
ou seja, clono sé dos pés

S O mesmo que em "6", somente gque o animal
corre uma vez sd

8 O animal corre duas vezes, separadas por um
periodo refratédrio; apresenta convulsdo final
semelhante a "4", exceto que os membros
posteriores estdo em completa extensdo ténica
(convulsdo méxima)

9 O mesmo que em "8", somente que o animal
corre uma vez so

(1) Se o animal apresenta 3 corridas separadas por 2
periodos refratédrios, desconta-se 0,5 ponto do escore a ele
atribuido
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B. Convulsido Quimica

A administragdo por infusdo continua das diferentes drogas foi feita por via subcutanea na
regido lombar dos animais. Para tanto fez-se nesta regido a tricotomia de uma drea de 4 cm?,
24 horas antes do experimento. Nesta drea livre de pelos introduziu-se uma agulha hipodérmica
de calibre 25 x 7, acoplada a uma cénula de polietileno apropriada, que por sua vez estava
conectada a uma seringa, no aparelho de infusdo (bomba de infusio Harward H-940, que
permite controlar o volume e a velocidade da solugdo aplicada). A agulha foi fixada por

esparadrapo, de forma tal que o animal ndo pudesse retird-la ou danificar a cénula.

As seguintes drogas foram usadas: pentilenotetrazol, estricnina e picrotoxina, em solugoes
aquosas de 50,0, 2,5 e 5,0 mg/ml, respectivamente, sendo a velocidade de infusao de 0,0136
ml/min. Os animais em teste, foram pesados imediatamente antes do experimento. Interrom-
peu-se a administragdo quando do aparecimento da convulsdo nos animais. O volume admi-
nistrado, foi entdo anotado, e posteriormente utilizado para o célculo da dose convulsivante
minima, em mg/kg

Os animais foram colocados nas gaiolas de experimentagédo, providas de tela de arame na
tampa e na parte frontal, 60 minutos antes do tgste e somente depois preparados para 0 mesmo,

conforme jd citado. Os animais foram observados individualmente.

3.3.8 - Determinagao da Responsividade ao Estimulo Térmico

Para a determinagéo da responsividade ao estimulo térmico, utilizou-se uma placa de
aluminio aquecida por banho-maria, a uma temperatura constante de 55°C, controlada por um
termopar. Cada animal foi colocado individualmente em cima desta placa, evitando-se a fuga
do mesmo por meio de uma caixa de vidro com teto de arame colocada imediatamente por

cima do aparelho.

Verificou-se a laténcia em segundos para a resposta ao estimulo térmico. A resposta
consistia no animal "sapatear" sobre a placa aquecida e logo em seguida lamber as patas
anteriores (CARLINI, 1973)
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3.3.9 - Medida do Desempenho de Ratos: Testes em Caixas de Esquiva

A. Medida de Esquiva Ativa

O desempenho de ratos em uma caixa de esquiva ativa de duas vias foi observado em um
aparelho automadtico Albarsch, constituido de um compartimento metélico medindo 50 x 25 x
29 cm. O chdo da caixa € constituido de barras metélicas separadas uma da outra por espago
de 1 cm. Estas barras permitiam a passagem de corrente elétrica, com sistema alternador de

polaridade, de intensidade programdvel (0-1 A).

A parede frontal da caixa é de acrilico escuro, mas transparente; desta forma permitindo a
visualiza@o/do animal no interior da mesma. A parte superior da caixa possui uma tampa de
acrilico fosco que a fecha. A caixa contém uma campainha fixa na porgdo traseira externa e
superior, cujo som passa para o interior da mesma através de pequenos orificios existentes
nessa parede. O som emitido pela campainha tem volume de (0 - 10 db) e frequéncia (0,06 -
1,50 Hz) controldveis. Na porgao inferior da caixa, ao nivel das barras do chdo da mesma, um
conjunto de células fotoelétricas permite detectar, tanto a passagem do animal de um lado para
outro da caixa como, também, em qual deles esse animal se encontra. Na parte interna superior

da tampa existe uma ldmpada de 25 W.

A caixa opera automaticamente através de um sistema que permite programar: os parime-
tros do choque (intensidade e esquema de liberagdo), o som emitido pela campainha (duragio,
frequéncia, volume, nimero e tipo) e o periodo de habituagio - (tempo em que o animal explora
a caixa antes do inicio dos choques). O mesmo sistema permite, também, registrar o niimero

total e a duragao de cada choque além do nimero de cruzamentos.

Em cada sessdo experimental introduziu-se o animal aleatoriamente em um dos lados da
caixa. Apds o periodo de habituagdo de 1 minuto, a campainha era seguida de choque,
iniciando-se os registros dos pardmetros a serem observados. Assim, o animal ao ouvir o som
podia ou ndo atravessar para o outro lado da caixa, tentando escapar do choque. Se o rato
passava para o outro lado, esquivava-se do choque. O mesmo processo iniciava-se agora desse

novo lado.

O interior da caixa era limpo com uma solugéo de 4gua e dlcool a 5%, imediatamente antes
da introdugéo de cada animal, para que os odores de um rato ndo interfiressem no desempenho
de outro rato. Apds cada observagio consecutiva de 3 animais, as barras da caixa eram limpas

com uma solugdo de éter e 4gua, eliminando-se eventuais substincias gordurosas que poderiam
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interferir com a passagem da corrente elétrica. Neste caso, esperou-se a volatizagdo dessa

substéincia para a introdugdo de um novo rato.
Os seguintes pardmetros foram observados:
- nGmero de esquivas: nimero de vezes que o animal atravessa ao ouvir a campainha;

- laténcia de choque: tempo em segundos de choque recebido pelo rato, em cada campainha,
antes do animal atravessar para o outro lado da caixa;

= nidmero de cruzamentos: nimero de vezes que o animal atravessa de um para outro lado
da caixa.
Utilizou-se um esquema aleatério de liberagdo, tanto de choques de intensidade de 0,6 A,

como de duragdo de som - 5 s -, com frequéncia de 0,75 Hz e volume de 7 db. O nimero de

campainhas em cada sessdo foi de 25.

B - Medida de Esquiva Passiva

O desempenho de ratos em uma caixa de esquiva passiva de uma via foi observada em um
aparato Mowrer (FUNBEC), provido de cidmaras contiguas de dimensoes diferentes. A
primeira mede 21 x 43 x 14 cm, com paredes de acrilico branco e piso formado por barras
metélicas separadas de 1 cm. Esse compartimento € iluminado por uma lampada de 60 W,
colocada a 40 cm acima do nivel do piso. A segunda cdmara tem dimensdes de 21 x 43 x 14
cm, com paredes e tampa de acrilico preto e piso formado por barras metélicas ligadas a uma
fonte de choque. As duas cdmaras sio interligadas por uma porta em guilhotina através da qual

o animal pode transitar de uma cimara para outra.

Foi utilizado como fonte de choque um gerador de corrente elétrica alternada, regulavel,

que fornecia correntes de até 5 A. O choque utilizado foi 1,63 A, com 3 s de duragéo.

Em cada sessdo experimental introduziu-se o animal no compartimento claro com a cabega
voltada contra a portinhola, que permanecia aberta. A seguir, cronometrou-se a laténcia para
que cada animal entrasse no compartimento escuro (cruzamento), fechando-se imediatamente
a portinhola. Retirava-se o animal, posteriormente, desse compartimento. A laténcia méxima
esperada para esse cruzamento foi de 300 s.

Cada animal passou por uma sessdo de teste e duas de reteste, separadas por 7 dias. Na
primeira sessdo (teste), quando o rato penetrava no compartimento escuro recebia o choque
elétrico. Nas seguintes (retestes) apenas se observava se o animal passava ou ndo para o

compartimento escuro.
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A caixa e as grades eram limpas da mesma forma como ja descrito no item "A". Os

pardmetros medidos nas sessdes foram:
-> laténcia: em segundos para o cruzamento;

- namero de cruzamentos: nimero de animais que cruzaram de um lado para outro.

3.3.10 - Analise Histolégica do Tecido Cerebral

Os animais foram profundamente anestesiados com uma solugdo preparada no laboratdrio,
cuja composigdo € a seguinte: hidrato de cloral (4,25 g), sulfato de sédio (2,16 g), pentobarbital
(0,97 g), propilenoglicol (42,8 ml), dlcool 90% (11,5 ml) e dgua destilada q.s.p (...100 ml).

A perfusdo, feita em sequéncia, foi efetuada apds a abertura da caixa toracica e exposi¢ao
do coragdo do animal. Através de uma agulha foi entdo puncionado o ventriculo esquerdo e
infundido através dele solugdo salina (NaCl 0,9% sob pressdo) até que nao mais fosse
verificada a presenga de sangue (aproximadamente 5 minutos). A seguir, infundiu-se uma
solucdo de formol a 4% nas mesmas condigdes. Logo em seguida & pungdo do ventriculo era
feita uma incisao no atrio direito; desta forma, permitia-se a saida dos liquidos apds a circulagio

destes pelo organismo do animal.

O cérebro, ainda dentro da caixa craniana ficou no formol por 48 horas, sendo entéo,
removido da mesma; apds o que era colocado em outra solugdo de formol a 4% durante uma
semana, em uma geladeira a 4°C. Era, a seguir, lavado em 4gua corrente, desidratado em 4lcool
etilico a 70°, 809, 95° e absoluto, lavado em benzol puro e incluido em parafina a 60°C. Os
blocos de parafina, com os cérebros inclusos eram, entdo, cortados segundo o plano frontal,

em fatias de 15 mm de espessura por intermédio de micrétomo.

Os cortes passavam logo ap6s por um banho de dgua com gelatina (2,5 gde gelatina, 20
g de bicromato de potdssio em 800 ml de dgua destilada) a 37°C, por 1 a 2 minutos, até os
cortes se espalharem, sendo entdo levados a estufa também a 37°C, onde permaneciam por 24
horas. Finalmente os cortes eram montados e corados com violeta de cresil, sendo submetidos
a andlise histopatGgica em microscopia Optica. Procurou-se, entdo, possiveis alteragdes mor-

folégicas neuronais.
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3.3.11 - Determimacéo Plasmatica dos Niveis de Aldrin

A. Extracao

O método utilizado para a extragio do inseticida do plasma foi modificado de DALE et alii
(1970). Um resumo sintético deste método € apresentado no Esquema 1.

Introduziu-se uma modificagdo na primeira etapa da extragdo com n-hexano, adicionan-

do-se 1 ml do solvente, desde que a quantidade final obtida do mesmo era sempre inferior a 9

ml.
B. Dosagem

Para a dosagem dos niveis plasmaticos de Aldrin, utilizou-se uma técnica de cromatografia
gasosa com detector de captura eletrdnica e fonte de tritio. Para tanto empregou-se um
cromatégrafo CG provido de uma coluna OV-17-1,5%+0F-1,95%, utilizando-se como gés de
arraste nitrogénio ultrapuro.

As temperaturas utilizadas para a vaporizatao, para a coluna e para o detector foram 213°C,
183°C e 212°C, respectivamente; a velocidade do papel do registrador foi de 6 mm/min. e o
fluxo de nitrogénio de 45 ml/min. A sensibilidade do aparelho (0,8 x 10° A) foi ajustada de
modo tal a conseguir-se uma deflexdo de 60% da escala do registrador com 300 pg do padrdo

com ruido de 0,1 mm.

Estes parametros foram ajustados conforme experimentos prévios conduzidos em nossos
laboratérios, baseados no método proposto por AZEVEDQO (1979). Assim, calculou-se 0
nimero de pratos tedricos (n) e a altura dos mesmos (H) para o Aldrin e Dieldrin, o que.
possibilitou o cdlculo do melhor fluxo de N2. A temperatura da coluna foi escolhida dentre

aquelas que proporcionaram um tempo de retengdo conveniente para a situagdo experimental.

B.1 - Preparo das Solugdes Padries

Foram preparadas solugdes padroes_ (estoque) de aldrin e dieldrin em n-hexano nas
concentragoes de 10,0 mg/100 ml. A partir destas foram feitas solugdes intermedidrias. Para a
padronizagdo externa utilizaram-se 300 pg dos padrdes de aldrin e dieldrin. Todas as solugoes
padroes foram condicionadas em vidros com tampa esmerilhada e guardadas em congelador

a temperatura de -15°C.
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B.2 - Descontaminagido dos Reagentes e da Vidraria

Antes do uso, todos os reagentes foram convenientemente processados e testados de modo
tal a detectar a eventual presenga ou nio de inseticidas organoclorados nos mesmos. O
n-hexano foi redestilado com 50 ml de dlcool metilico e 0,5 g de sédio metilico, por litro. As
fragdes cabega e cauda, ambas de 100 ml, provenientes desta destilagdo, foram desprezadas.
Para o preparo da solugdo de K2CO3 a 5% utilizou-se dgua tridestilada, cuja primeira destilagao
foi feita com KMnO4 (0,2 g/1).

Todo material de vidro utilizado nas andlises foi, inicialmente, enxaguado em dgua corrente
imerso por 24 horas em solugdo sulfocromica, sendo novamente enxaguado em dgua tridesti-
lada e seco em estufa a 300°C. No momento do uso, procedeu-se 2 tiltima lavagem do material

quando era enxaguado com uma pequena quantidade de n-hexano j4 preparado.

B.3 - Teste da Corrente de Fundo do Detector

No cromatdgrafo, a corrente de fundo do detector oscilou entre 5 a 10 nA com a fonte de
tritio (HB); portanto, estava limpo e ndo desgastado

Entende-se como corrente de fundo aquela resultante da passagem do géas de arraste (sem

amostra) pela cdmara de ionizagao do detector. A corrente de fundo foi testada diariamente.

B.4 - Teste de Branco dos Reagentes

Para uma maior seguranga do grau de descontaminagdo dos reagentes foi feito, ainda, um
teste de branco dos mesmos. Assim, tomava-se em lugar do soro, 1 ml de dgua tridestilada

previamente e isenta de contaminagdo, prosseguindo-se normalmente a andlise até o final.

Nédo admitiu-se, nestas condigdes, deflexdes superiores a 1% da escala do registrador.

B.S - Recuperacgao

Amostras de plasma de animais ndo expostos ao pesticida e enriquecidas com o inseticida
foram usadas para testar a recuperagdo do método da seguinte maneira: aliquotas das solugdes
de uso padrao foram pipetadas para tubos de centrifuga com tampa esmerilhada; o n-hexano
dos mesmos era evaporado por incubagio a 80°C, em seguida, volumes de 1 ml das amostras

de soro eram transferidas para os tubos, sendo estes deixados em contato com os inseticidas
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em incubagio a 37°C, por 120 min., sendo agitados suavemente diversas vezes. A partir daf,

as amostras eram extraidas, conforme o método indicado.

B.6 - Coleta de Amostras

Para tanto, os animais foram anestesiados,sendo o abdomem aberto acompanhando a linha
branca; pele e musculagdo foram rebatidas e as algas intestinais afastadas para possibilitar
acesso a veia hepdtica

O sangue, colhido com seringa de vidro previamente heparinizada, foi transferido para
tubos de centrifuga com tampa esmerilhada, ambos previamente descontaminados e testados
para residuos de organoclorados. '

Imediatamente o sangue foi centrifugado e iniciou-se o processo de extragdo do inseticida,
conforme o Esquema 1, a seguir. As amostras ndo utilizadas foram marcadas em freezer a

-15°C por um periodo nunca superior a 15 dias.



ESQUEMA 1 - EXTRACAO DE ALDRIN E DIELDRIN DO PLASMA

{ L PLASHA

5

Remanescente

Adicionar § ml n=hexano
(agitar { min,)
Centrifugar 6 min, = 3.000 rpw
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Evaporar a §8°
3 secura
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3.3.12 - Determinagéo dos Niveis de Corticosterona

O método utilizado para a extragdo da corticosterona do plasma foi modificado de
GUILLEMIN et alii (1959). As amostras de sangue foram obtidas através da decaptagdo dos
animais em uma guilhotina, procedendo-se entdo a sangria, sempre no mesmo horério do dia.
O sangue era imediatamente centrifugado a 0°C por 20 min. na velocidade de 3.500 rpm.

As amostras eram estocadas por, no maximo, 6 meses em congelador, sendo submetidas,
posteriormente, a uma bateria de reagoes para desenvolvimento de fluorescéncia e posterior

leitura, que foi feita em um espectrofotofluorimetro Perkin-Elmer LS-3.

A. Avaliagio da Reprodutibilidade do Método

Para avaliar-se a reprodutibilidade do método, foram realizadas leituras de 10 solugdes

padrdes iguais. Considerou-se que elas ndo poderiam diferir em 10% de seus valores.

3.4 - ANALISE ESTATISTICA

3.4.1 - Teste "U" de MANN-WHITNEY (1947)

Este teste, para dados ndo paramétricos, foi empregado para verificar possiveis diferengas

entre os grupos experimentais e seus respectivos controles no estudo da convulsao audiogénica

e dos comportamentos estereotipado e maternal.

3.4.2 - Teste "t" de STUDENT (SPIEGEL, 1972)

Este teste, para dados paramétricos, foi empregado para detectar possiveis diferengas entre
0s grupos experimentais e seus respectivos controles no estudo da dose minima convulsivante
das diferentes drogas, na resposta ao estimulo térmico, na avaliagdo dos pardmetros de
desenvolvimento fisico e neurocomportamental de filhotes, na atividade geral de ratos e no
comportamento exploratdrio, bem como para alguns pardmetros nos testes de esquiva ativa e

passiva, além dos dados provenientes da quantificagdo da corticosterona plasmatica.
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3.4.3 - Teste "X*" (SPIEGEL, 1972)

Este teste, quantal, foi usado para verificagdo de possiveis diferengas entre os parametros

relacionados a reprodugdo de ratas e nos testes de esquiva ativa e passiva.

3.4.4 - Analise Fatorial de Dados Inteiramente Casualizados (STEEL &
TORRIE, 1980)

Este teste, para dados paramétricos, foi usado para a andlise da quantidade de esquivas no

teste na caixa de esquiva ativa, levando-se em consideragdo a frequéncia desse parimetro,

sendo cada rato seu préprio controle.

3.4.5 - Anilise Tempo Efetivo 50% (LITCHFIELD & WILCOXON, 1949)

Este teste foi utilizado para detectar possiveis alteragdes temporais no desenvolvimento
dos filhotes de ratas submetidas ou ndo ao aldrin, através da construgio de curvas tempo-efeito.
OBS.:
=» Em todos os testes foi considerada a probabilidade p < 0,05, como capaz de indicar

diferenga significativa.
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4 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1 - ESTUDO DA TOXICIDADE PERINATAL - ESQUEMA DE
TRATAMENTO

Ratas receberam 1,0 mg/kg de aldrin ou seu veiculo (grupo experimental e grupo controle,
respectivamente), em trés periodos distintos: antes da prenhez, durante a prenhez ou durante
a lactagao.

Para o acasalamento, os machos foram colocados em gaiolas que ja continham duas fémeas
cada. Essas fémeas, eram previamente examinadas e selecionadas para que se encontrassem
nas fases de proestro e estro, no momento do acasalamento. A presenga de espermatozoides
no lavado vaginal das fémeas foi considerada como indicativa como primeiro dia de prenhez.
Perto do final da prenhez no 15° dia as fémeas eram separadas em gaiolas individuais, de forma
a permitir que as ninhadas fossem estudas separadamente.

Todos os filhotes foram pesados ao nascimento ¢ ao desmame (21 (vinte e um) dias de
vida), calculando-se neste momento, a média de peso de cada grupo. O nimero de filhotes de
cada ninhada, foi padronizado em 8 (0ito) animais. As ninhadas que tinham 8 (oito) filhotes,
eram apenas manuseadas, enquanto que naquelas em que existiam mais ratos, retiravam-se 0s
filhotes excedentes. Estes animais eram entdo colocados com outros, de mesma idade e grupo
experimental, de forma tal a completar-se o nimero de 8 (oito) filhotes nas gaiolas que tinham

menor numero, nao levando-se em conta o nimero de fémeas ou machos.

O experimentador pegava os filhotes sempre apds a limpeza das maos em dgua corrente
seguida de contato com a comida e a maravalha da cama.

Apds o desmame, esses filhotes eram separados das maes sendo agrupados em nimero de
cinco, em gaiolas de polietileno, conforme idade, sexo e grupo experimental.

Procurou-se observar através de inspegdo visual, possiveis alteragdes grosseiras existentes

nesses filhotes.
A. Exposigao ao Inseticida Antes da Prenhez

As ratas receberam inseticida ou seu veiculo por 35 dias consecutivos, uma vez por dia,

sendo entao acasaladas.
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B. Exposicdo ao Inseticida Durante a Prenhez

As ratas receberam inseticida ou seu veiculo por 3 (trés) dias, imediatamente antes do

acasalamento, e também durante todo o periodo de prenhez, uma vez ao dia. O tratamento era

interrompido logo apés o parto.
C. Exposigao ao Inseticida Durante a Lactagio

As ratas foram tratadas com aldrin ou seu veiculo, uma vez por dia, do nascimento dos

filhotes até o desmame, totalizando um periodo de lactagdo de 21 (vinte e um) dias.

D. Animais de 2a Geragao

Estes foram obtidos através do acasalamento das fémeas de 1? geragdo (cujas mées haviam
sido expostas ao aldrin durante a prenhez ou durante a lactagdo), com machos que nao
receberam qualquer pré-tratamento. Estas fémeas de 1 geragdo, ndo receberam mais o
inseticida, sendo apenas manipuladas durante a fase perinatal.

Para um melhor entendimento do desenvolvimento®das experiéncias e participagido dos
respectivos grupos, adotou-se uma série de codificagoes, como estd explicitado na TABELA

5, no final deste capitulo.

Em todos os experimentos, foram utilizados 10 animais por grupo, com excecio da

experiéncia 3, quando foram usados 20 animais em cada grupo.
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TABELA 5 - Codificagdo dos grupos experimentais e controle

dos presentes experimentos

Grupo coédigo Tratamento
Antes Prenhez
Parental
(item 4.1) APP. veiculo
APPg 1,0 mg/kg de aldrin
Durante Prenhez
Parental
(item 4.1) DPP veiculo
DPP 1,0 mg/kg de aldrin
Durante a
Lactagao
Parental
(item 4.1) DLP, veiculo
DLPg 1,0 mg/kg de aldrin
Antes Prenhez
18 geragao
(item 4.1) APl veiculo
APlp 1,0 mg/kg de aldrin
Durante prenhez
18 geragao
(item 4.1) DP1, veiculo
DPlg 1,0 mg/kg de aldrin
Durante a
Lactagao
18 geragao
(item 4.1) DL1n veiculo
DL1g 1,0 mg/kg de aldrin
Durante Prenhez
28 geragao
(item 4.1) DP2 veiculo
DP2p 1,0 mg/kg de aldrin
Durante a
Lactacgao
28 geragao
(item 4.1) DL2 veiculo
DL2g 1,0 mg/kg de aldrin

45
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4.2 - EXPERIENCIA 1 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE ALDRIN
A RATAS NA TAXA DE GESTACAO E NA VIABILIDADE DA

PROLE

As taxas de gestagdo das ratas e as taxas de viabilidade de filhotes dos grupos APPE, APPc,
DPPEg, DPPc, DLPEg, DLPc, DP1E, DP1c, DL1E e DL1c, foram observadas como descritas
em 3.3.1.

4.3 - EXPERIENCIA 2 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE ALDRIN
NO COMPORTAMENTO MATERNAL DE RATAS

As ratas dos grupos APPE, APPc, DPPg, DPPc, DLPE , DLPc, DP1E, DPlc, DLIE e
DL1c, tiveram seu comportamento maternal observado, de acordo com os pardmetros descri-

L

tos em 3.3.2.

4.4 - EXPERIENCIA 3 - ANALISE DO DESENVOLVIMENTO FiISICO
E NEUROCOMPORTAMENTAL DE FILHOTES EXPOSTOS AO

ALDRIN

As ratas dos grupos APPE, APPc, DPPE, DPPc, DLPE , DLPc, DP1g, DP1c, DLIE e
DL1c, tiveram seus filhotes observados em relagdo ao seu desenvolvimento, de acordo com
os parametros descritos em 3.3.3.

4.5 - EXPERIENCIA 4 - EFEITOS DA ADMINISTRAGCAO DO ALDRIN
NA ATIVIDADE GERAL DE FILHOTES EM UM CAMPO

ABERTO

Os ratos dos grupos AP1E, AP1c, DP1E, DP1c, DL1E, DL1¢, DP2g, DP2¢c, DL2E e DL2¢C

tiveram sua atividade geral observada dos 21 aos 26 dias de idade, de acordo com os parametros

descritos em 3.3.4.B.
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4.6 - EXPERIENCIA 5 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO ALDRIN
NA ATIVIDADE GERAL DE RATOS ADULTOS (90 DIAS) EM UM

CAMPO ABERTO

A. Influéncia de Anfetamina

Os ratos dos grupos AP1E, AP1C, DP1Eg, DP1c, DL1E, DL1c, DP2E, DP2¢c, DL2E e DL2¢C
tiveram sua atividade geral observada, de acordo com os pardmetros descritos em 3.3.4, ap0s

30 ou 45 minutos da administracdo de 1,0 mg/ml de anfetamina ou solugao de cloreto de sodio

a 0,9%.
B. Influéncia de Apomorfina

Os ratos dos grupos AP1g, AP1c, DP1Eg, DP1c, DL1E e DL1c tiveram sua atividade geral
observada, de acordo com os parimetros descritos em 3.3.4, apds 45 minutos da administracao

de 0,2 mg/ml de apomorfina ou solugdo de cloreto de sédio a 0,9%.

4.7 - EXPERIENCIA 6 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO ALDRIN
NO COMPORTAMENTO EXPLORATORIO DE RATOS
ADULTOS (90 DIAS) EM "HOLE-BOARD"

Os ratos dos grupos AP1Eg, AP1c, DP1g, DP1c, DL1Eg, DL1¢, DP2E, DP2¢, DL2E e DL2¢

tiveram seu comportamento exploratério observado, de acordo com os parametros descritos

em 3.3.5.

4.8 - EXPERIENCIA 7 - EFEITOS DA ADMINISTRAGAO DO ALDRIN
NO COMPORTAMENTO ESTEREOTIPADO DE RATOS
ADULTOS (90 DIAS) INDUZIDO PELA APOMORFINA

Os ratos dos grupos AP1E, AP1c, DP1Eg, DP1c, DL1E e DL1c tiveram seu comportamento
estereotipado observado, de acordo com os parametros descritos em 3.3.6, ap6s a administra-

gao de 2,0 mg/kg de apomorfina ou solugio de cloreto de sdio a 0,9%.



48

4.9 - EXPERIENCIA 8 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO ALDRIN
NA SENSIBILIDADE CONVULSIVA DE RATOS ADULTOS (90

DIAS) AO SOM-

Os ratos dos grupos AP1E, AP1c, DR1E, DP1c, DL1E e DL1c tiveram sua sensibilidade

convulsiva ao som testada conforme descrito em 3.3.7.A.

4.10 - EXPERIENCIA 9 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO
ALDRIN NA SENSIBILIDADE CONVULSIVA DE RATOS
ADULTOS (90 DIAS) INDUZIDA POR DROGAS

Os ratos dos grupos AP1E, AP1c, DP1E, DP1c, DL1E, DL1c, DP2E e DP2c tiveram sua
sensibilidade convulsiva induzida pelo pentilenotetrazol ou estricnina testada; enquanto que,
os ratos dos grupos AP1E, APlc, DP1g, DPlc, DL1E e DLI1c tiveram sua sensibilidade

convulsiva a picrotoxina testada, estando os parametros descritos em 3.3.7.B.

4.11 - EXPERIENCIA 10 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO
ALDRIN NA RESPOSTA DE RATOS JOVENS (45 DIAS) AO
ESTIMULO TERMICO

Os ratos dos grupos AP1E, AP1c, DP1E, DP1c, DL1E e DL1c tiveram sua sensibilidade

térmica testada, conforme descrito em 3.3.8.

4.12 - EXPERIENCIA 11 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO
ALDRIN NO DESEMPENHO DE RATOS EM UMA CAIXA DE
ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS (90 DIAS)

Os ratos dos grupos AP1E, AP1c, DP1Eg, DP1c, DL1Eg, DL1¢, DP2E, DP2¢, DL2E e DL2¢
foram estudados para a verificagdo de seu desempenho em uma caixa de esquiva ativa de duas

vias, conforme descrito em 3.3.9.A.
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4.13 - EXPERIENCIA 12 - EFEITOS DA ADMINISTRAGCAO DO
ALDRIN NO DESEMPENHO DE RATOS EM UMA CAIXA DE

ESQUIVA PASSIVA (90 DIAS)

Os ratos dos grupos AP1E, AP1c, DP1g, DP1c, DL1E e DLI1c foram estudados para a

verificagao de seu desempenho em uma caixa de esquiva passiva, conforme descrito em

3:3.9.B.

4.14 - EXPERIENCIA 13 - EXAME HIST OPATOLOGICO DE CORTES
SERIADOS DO CEREBRO DE RATOS ADULTOS (90 DIAS)

Os ratos dos grupos AP1g, AP1c, DP1g, DP1c, DL1E e DL1c foram anestesiados e
sacrificados para retirada do cérebro, destinado a exames histopatélogicos em cortes seriados,

conforme descrito em 3.3.10.

4.15 - EXPERIENCIA 14 - DETERMINAGAO DOS NiVEIS
PLASMATICOS DE ALDRIN E DIELDRIN EM RATOS

ADULTOS (90 DIAS)

Os ratos dos grupos AP1E,AP1c, DP1g, DP1c, DL1ge DL1c .foram anestesiados e tiveram
amostras de 5,0 a 10 ml de sangue colhidas através da pung¢do da veia hepatica. Através de
técnica de cromatografia gasosa com detector de captura eletronica, foram determinados os

niveis plasmdticos de aldrin e dieldrin, segundo descrito em 3.3.11.

4.16 - EXPERIENCIA 15 - DETERMINAGAO DOS NiVEIS
PLASMATICOS DE CORTICOSTERONA EM RATOS ADULTOS

(90 DIAS)

Os ratos dos grupos AP1E, AP1c, DP1g, DP1c, DL1E, DL1¢, DP2E, DP2¢c, DL2E e DL2¢c
tiveram amostras de 2,0 a 3,0 ml de sangue colhidas através de decaptagdo. Imediatamente
apos a morte dos animais o sangue foi cenfrifugado para obtengdo do plasma, iniciando-se

entao a determinagao dos niveis de corticosterona, segundo descrito em 3.3.11.

Além dos machos foram utilizadas as fémeas dos grupos APPE, APPc, DPPE, DPPc,
DLPE, DLPc, DP1E, DP1c, DL1E e DL1c, para a dosagem de igual forma da corticosterona,

sendo que o sacrificio ocorreu somente apés a prenhez ou a lactagio.
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5 - RESULTADOS

5.1 - EXPERIENCIA 1 - EFEITOS DA ADMINISTRAGCAO DE ALDRIN
A RATAS NA TAXA DE GESTAGAO E NA VIABILIDADE DA

PROLE

A TABELA 6 mostra os resultados da avaliagdo do potencial embriofetotdxico do aldrin
em ratas dos grupos APPE, APPc, DPPE, DPPc, DLPE e DLPc. A aplicagdo do Teste X2
revelou diferengas significantes (p < 0,05) em relagdo a taxa de viabilidade ao desmame, com
consequente redugido do nimero de filhotes vivos ao desmame, do grupo DPPE. Nao foram

observadas alteragdes nos outros pardmetros testados (p < 0,05).

A TABELA 7 mostra os resultados da avaliagdo do potencial embriofetotéxico do aldrin
em ratas dos grupos DP1g, DP1c, DL1E e DL1c. Nota-se que, ao contrdrio dos grupos

anteriormente citados, ndo foram constatadas diferengas significativas nos pardmetros obser-

vados (Teste X7 p < 0,05).

5.2 - EXPERIENCIA 2 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE ALDRIN
NO COMPORTAMENTO MATERNAL DE RATAS

A TABELA 8 mostra os escores relativos ao comportamento maternal de ratas previamente
expostas ao inseticida ou a seu veiculo dos grupos APPg, APPc, DPPE, DPPc, DLPE, DLPc,
DP1Eg, DP1c, DL1E e DL1c; em todos os casos ndo foram observadas diferengas significativas
entre os grupos (Teste "U" de MANN-WHITNEY).

5.3 - EXPERIENCIA 3 - ANALISE DO DESENVOLVIMENTO FiSICO
E NEUROCOMPORTAMENTAL DE FILHOTES EXPOSTOS AO

ALDRIN

As tabelas 9 a 14 mostram os resultados da anélise do denvolvimento dos filhotes.

Assim pode-se observar na TABELA 9, um atraso nos seguintes parametros analisados
em relagdo aos seus respectivos grupos controle: (1) resposta ao sobressalto e descolamento
de orelha para os animais dos grupos DP2g e DL2E; (2) abertura de olho para os aimais dos
grupos DL1g, DP2E e DL2E; (3) reflexo de agarrar para os animais dos grupo DP1E; (4) descida
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dos testiculos para todos os grupos. Ao contrério, houve um adiantamento na erupgio do dente
incisivo para os filhotes dos animais dos grupos experimentais testados, & excegdo do AP1E
(TEso - p < 0,05).

Néo ocorreram diferengas significativas em relagio ao peso dos animais dos diferentes
grupos ao nascimento ou ao desmame (Teste t de Student - p < 0,05 - TABELA 10).

A exposigio ao inseticida causou prejuizo significante no reflexo de endireitamento dos
animais dos grupos DP1E (sessdes 1 a 4), DL1E (sessOes 2 a 4), DP2E (sessdes 2 a4) e DL2E
(sessdes 3 e 4), em relagdo aos seus respectivos grupos controle (TABELA 11 - Teste t de
Student - p < 0,05).

A laténcia para subir a plataforma em toda sua extensdo, em relagdo aos respectivos grupos
controle, foi maior na 3* sessdo para os animais do grupo DL1E, na 4* sessdo para os dos grupos
DP1Eg, DL1E, DP2g e DL2E e na 6* sessdo para os animais do grupo DP1E. Na 5* sessdo, os
animais do grupo DP1E ndo subiram a plataforma.

Ja os animais do grupo APIE, tiveram laténcia reduzida nas 5* ¢ 6* sessOes (Teste t de
Student - p < 0,05 - TABELA 12).

Quanto a-porcentagem de animais que subiram toda a plataforma, ocorreu uma diminuigao
no desempenho dos animais dos grupos experimentais em relagdo aos seus respectivos
controles em todas as sessdes, relacionando-se os grupos da seguinte forma: na 1* sessdo -
DP1g, DL1E € DL2E : na 2* sessdo - DPIE -, ma 3" sessdo - AP1E, DP1E, DLI1E € DL2E -, na
4% sessio - DPI1E -, na 5* sessdo - AP1E e DPIE -, e na 6 sessdo - AP1g, DP1Eg e DL1E (Teste
de X% -p <0,05 - TABELA 13).

A atividade geral dos animais dos grupos experimentais em relagdo aos seus respectivos
controles diminuiu na 1* sessdo, nos grupos DP2E e DL2E. Nas 2% e 3* sessdes, tal fato ocorreu
somente no grupo DP2E.

Ja nas 6%, 7%, 10*, 12* e 13" sessOes ocorreu um aumento da atividade geral para os animais
do grupo AP1E em relagdo ao seu controle, 0 mesmo se repetindo nas 6* e 7 e da 9* a 13*
sessoes para os animais do grupo DL1E e na 7* sessdo para os animais do grupo AP1E(TABELA
14 - Teste "t" de Student - p < 0,05).

®

EMBRAPA|
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5.4 - EXPERIENCIA 4 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO ALDRIN
NA ATIVIDADE GERAL DE FILHOTES EM UM CAMPO

ABERTO

Na 1* sessdo deste experimento, a duragao de parado sofreu um aumento entre os animais.
do grupo AP1g em comparagdo com seu controle, enquanto diminuiu nos animais do grupo
DL1E; a locomogdo dos animais dos grupos DP1g, DL1E e DP2E aumentou em relagao aos
animais do grupo controle € o levantar dos animais do grupo DL1E também sofreu aumento;

a defecagdo no entanto, diminuiu entre os animais do grupo AP1E, em rela¢do ao seu controle.

Na 2* sessd@o, a locomogdo dos animais dos grupos AP1E e DL2E sofreu diminuigdo se
comparada com seu controle; o levantar dos animais do grupo DL1g aumentou, enquanto que
para o grupo AP1E diminuiu; a duragdo de parado dos animais dos grupos AP1E ¢ DL2E
aumentou, se comparada com seus respectivos controles e a defecagdo diminuiu nos animais
do grupo DP1E.

O pardmetro de locomogao aumentou nos animais do grupo DL1E na 4* sessdo, enquanto
o levantar diminuiu nos animais do grupo AP1E e aumentou nos animais do grupo DL1E; a
duragdo de parado aumentou nos animais do grupo APIE e a defecagdo aumentou nos animais

do grupo DL1E, sempre em relagdo aos respectivos animais dos grupos de controle.
O pardmetro de levantar aumentou entre os animais dos grupos DL1g e DL2E, na 6* sesséo,

a duragdo de parado também aumentou entre os animais dos grupos AP1E ¢ DP2E ¢ a defecagéo
diminuiu no grupo DP2g (GRAFICOS 1, 2, 3 ¢ 4 - Teste "t" de Student - p < 0,05).

5.5 - EXPERIENCIA 5 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO ALDRIN
NA ATIVIDADE GERAL DE RATOS ADULTOS (90 DIAS) EM UM

CAMPO ABERTO

A - Influéncia da Anfetamina

A TABELA 15 mostra a influéncia de 1,0 mg/kg de anfetamina na atividade de ratos
€xpostos ou nao ao inseticida.
Em relagdo aos filhotes das ratas dos respectivos grupos controle, os animais dos grupos

AP1E, DP1g e DL1E, bem como os animais do grupo DL2E, tiveram aumento significativo da

frequéncia de locomogéo, tanto nos animais ndo tratados com anfetamina quanto apés a
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administragdo desta droga, 45 minutos antes do teste. Os animais do grupo DP1E também
tiveram sua locomogdo aumentada apds 30 minutos da administragdo de anfetamina, enquanto
que os animais do grupo DP2E s6 a tiveram aumentada na auséncia da anfetamina. Nos outros

pardmetros ndo foram encontradas alteragdes (Teste "t" de Student - p < 0,05).

B - Influéncia da Apomorfina

ATABELA 16 mostra os efeitos da administragdo de 0,2 mg/kg de apomorfina na atividade
geral de ratos.

Os animais dos grupos DL1E ¢ DL2E nédo tiveram sua locomogdo diminuida dentro dos
parametros estabelecidos para a agdo da droga nos animais dos grupos controle. Os animais
do grupo DP2E tiveram sua duragdo de parado diminuida; enquanto que os animais do grupo
DP1E tiveram sua defecagdo diminuida em relagdo aos animais dos respectivos grupos controle

(Teste "t" de Student - p < 0,05).

5.6 - EXPERIENCIA 6 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO ALDRIN
NO COMPORTAMENTO EXPLORATORIO DE RATOS
ADULTOS (90 DIAS) EM "HOLE-BOARD"

Os animais submetidos a avaliacio de comportamento exploratorio em uma caixa de
hole-board foram testados em um dia (sessdo 1) e retestados 24 horas depois (sessdo 2),
conforme mostra a TABELA 17.

Os ratos de todos os grupos experimentais de 1* e 2* geracdo tiveram a frequéncia de
locomogdo aumentada em relagdo aos animais dos respectivos grupos controle, na primeira
sessao (Teste). E, os animais dos grupos DP1E, DL1E, DP2E e DL2E tiveram sua frequéncia
de locomogao aumentada em relagdo aos respectivos animais dos grupos controle, na segunda
sessao (Reteste). Entre a primeira e a segunda sessdes(Teste e Reteste) ocorreu uma diminuigdo
da frequéncia de locomogao nos animais dos grupos AP1g, AP1c, DP1g, DL1c, DP2c, DL2g
e DL2c.

Quanto ao pardmetro de levantar, ocorreu um aumento da frequéncia entre os animais dos

grupos DP2E e DL2E na segunda sessdo (Reteste), em relagdo aos seus respectivos controles.

Entre a primeira e a segunda sessoes (Teste e Reteste) ocorreu uma diminuigao da frequéncia

de levantar nos animais dos grupos AP1g, AP1c, DP1c, DP2¢, DL2E e DL2¢
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Na duragdo de parado foram registradas significincias nos animais dos grupos DPIE,
DL1g, DP2E e DL2E, tanto na primeira como na segunda sessoes (Teste e Reteste), em relagao
aos animais dos grupos controle. Entre a primeira e a segunda sessdes (Teste e Reteste) ocorreu
um aumento da duragdo de parado nos animais dos grupos AP1g, AP1¢, DP1E, DP1¢, DP2E,
DP2c, DL2g e DL2c.

Os animais dos grupos DLI1E (1* e 2* sessdes), AP1E, DP1g, DP2E e DL2E (2* sessdo)
tiveram o parametro de defecagdo aumentado em rela¢do aos animais dos respectivos grupos
controle. Entre a primeira e a segunda sessoes (Teste € Reteste) ocorreu um aumento da
defecagdo nos animais dos grupos AP1¢c, DP1c, DL1E, DL1¢, DP2¢c, DL2E e DL2c.

Na frequéncia de observagio detectou-se um aumento tanto na primeira e segunda sessoes,
nos animais dos grupos DP1E, DL1E e DL2E, em relag@o aos seus respectivos controles. Entre
a primeira e a segunda sessoes (Teste e Reteste) ocorreu uma diminuigdo da frequéncia de

observagao nos animais dos grupos AP1g, AP1c, DP1g, DP1c e DL2c.

Também ocorreu aumento no pardmetro tempo de observagdo nos animais dos grupos
DP1E e DL1E (1* e 2* sessOes) e DL2E (2* sessdo), em relagdo aos animais dos respectivos
grupos controles. Entre a primeira e a segunda sessoes (Teste e Reteste) ocorreu um aumento
do tempo de observagdo nos animais dos grupos AP1g, AP1c, DP1g, DP1c, DL1E, DLIc,
DP2g, DP2c e DL2c (Teste "t" de Student - p < 0,05).

5.7 - EXPERIENCIA 7 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO ALDRIN
NO COMPORTAMENTO ESTEREOTIPADO DE RATOS
ADULTOS (90 DIAS) INDUZIDO PELA APOMORFINA

A TABELA 18 mostra os efeitos da administragdo de apomorfina na intensidade do
comportamento estereotipado de filhotes de ratas expostas ou ndo ao aldrin. Nao foram
observadas diferengas significantes entre os escores de estereotipia atribuidos aos animais dos

diferentes grupos (Teste "U" - MANN-WHITNEY - p < 0,05).

5.8 - EXPERIENCIA 8 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO ALDRIN
NA SENSIBILIDADE CONVULSIVA DE RATOS ADULTOS (90
DIAS) AO SOM

Na TABELA 19 pode-se observar a sensibilidade de ratos ao som quanto testados aos 90

dias de idade, cujas maes foram expostas ou ao aldrin. Desta forma, verifica-se que os animais



dos grupos experimentais ndo apresentaram alteragdes significativas em seu comportamento
em comparagido aos dos grupos controle (Teste "U" - MANN-WHITNEY - p < 0,05).

5.9 - EXPERIENCIA 9 - EFEITOS DA ADMINISTRAGAO DO ALDRIN
NA SENSIBILIDADE CONVULSIVA DE RATOS ADULTOS (90

DIAS) INDUZIDA POR DROGAS

A exposigdo de ratos ao inseticida ndo alterou a sensibilidade convulsiva dos mesmos a
picrotoxina em relagdo aquela dos animais expostos dos grupos controle (Teste "t" de Student
-p < 0,05 - TABELA 20).

Os animais dos grupos DP1E apresentaram maior sensibilidade a convulsdo induzida pela
estricnina em relagéo aos animais do grupo controle e os ratos dos grupos DP1g e DP2E tiveram
seu limiar convulsivo ao pentilenotetrazol aumentando em relagdo aos animais do grupo
controle (Teste "t" de Student - p < 0,05 - TABELA 20).

5.10 - EXPERIENCIA 10 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO
ALDRIN NA RESPOSTA DE RATOS JOVENS (45 DIAS) AO
ESTIMULO TERMICO

A resposta a estimulagio térmica em uma placa a 55°C foi testada tanto em machos como
em fémeas de 45 dias de idade. Como pode ser observado na TABELA 21, ndo foram detectadas

alteragoes significantes neste parametro entre os animais dos diferentes grupos estudados

(Teste "t" de Student - p < 0,05).

5.11 - EXPERIENCIA 11 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO
ALDRIN NO DESEMPENHO DE RATOS EM UMA CAIXA DE

ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS (90 DIAS)

A TABELA 22 ¢ 0o GRAFICO 5 contém os dados referentes ao desempenho de ratos aos
90 dias de idade em um teste de esquiva ativa de duas vias. Assim verifica-se que a laténcia
de choque foi menor na 1%, 5" e 10 sessoes para os animais do grupo DLIE, na 1% ¢ 15 sessdes
para os animais do grupo DP2E e na 10* sessdo para os animais do grupo DL2E, sempre em

relagdo aos animais dos respectivos grupos corntrole (Teste "t" de Student - p < 0,05).

Os animais do grupo AP1E tiveram maior frequéncia de esquiva na 15* sessdo, enquanto

que os do grupo DP2E tiveram menor porcentagem de esquivas na 5* sessao, em relagdo aos
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animais dos respectivos grupos controle. Nao foram encontradas alteragdes nos demais grupos
(Andlise Fatorial de Dados Inteiramente Casualisados - p < 0,05).

Em outro pardmetro analisado - nimero de cruzamentos - ndo foram constatadas alteragoes

significantes entre os grupos (Teste "t" de Student - p < 0,05).

5.12 - EXPERIENCIA 12 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO
ALDRIN NO DESEMPENHO DE RATOS EM UMA CAIXA DE

ESQUIVA PASSIVA (90 DIAS)

A TABELA 23 mostra os efeitos da exposigdo de ratos ao aldrin quando testados em uma
caixa de esquiva passiva de uma via. Nela verifica-se que ocorreu diminuicdo da laténcia para
passagem para o lado escuro da caixa nos animais do grupo DL1E no Teste (Teste "t" de Student
-p <0,05).

Quanto a porcentagem de animais, que executaram a mesma tarefa ndo foram constatadas

alteragGes entre os diferentes grupos, tanto no Teste quanto no Reteste (Teste - p <0,05).

5.13 - EXPERIENCIA 13 - EXAME HIST OPATOLOGICO DE CORTES
SERIADOS DO CEREBRO DE RATQS ADULTOS (90 DIAS)

Foram realizados cortes histopat6logicos do cérebro fotal. Estes foram observados através
de microscopia 6ptica, ndo se constatando, no entanto, quaisquer alteragdes na morfologia do
SNC nos animais pertencentes aos diversos grupos de 1* geragao testados, como exemplificado

na ILUSTRACAO 1.

5.14 - EXPERIENCIA 14 - DETERMINACAO DOS NiVEIS
PLASMATICOS DE ALDRIN E DIELDRIN EM RATOS ADULTOS

(90 DIAS)

Os testes realizados apenas com os reagentes (teste de branco dos reagentes) nao mostraram
contaminagdes, ou seja, a auséncia de picos no cromatograma. A ILUSTRACAO 2 mostra, a
titulo de exemplificagdo, o cromatograma dos niveis plasmaticos de aldrin e dieldrin em
filhotes de ratas expostas ou ndo ao inseticida aos 90 dias de idade. Pode-se observar a auséncia

do inseticida no plasma destes animais nessa idade. A recuperagao do método foi de 82,00%.
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5.15 - EXPERIENCIA 15 - DETERMINAGAO DOS NiVEIS
PLASMATICOS DE CORTICOSTERONA EM RATOS ADULTOS

(90 DIAS)

Foi realizada a determinagdo dos niveis plasmaticos de corticosterona em animais machos
e fémeas. Apenas os animais machos, filhos de ratas tratadas durante a lactagdo apresentaram
diminuigdo significativa de tais niveis, em relagdo aqueles de seu respectivo grupo controle
(TABELAS 24, 25 e 26 - Teste "t" de Student - p < 0,05).
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TABELA 14 - Atividade geral de filhotes de ratos expostos ao aldrin, do 109 ao 22¢ dia
de vida. Sao apresentadas as médias e respectivos desvios padrdes;
Teste "t" de Student - p < 0,05

Dias GRUPOS J

de
- Vida APlgo APlp DP1, DP1g DL1s DL1g DP2, DP2g DL2n DL2g

100 12,50 9,20 15,33 14,90 16,72 25,44 15,75 4,544 17,03 4,10%
£TT,86 . 7,66 2 6567+ 12,58 $I0.0F. £ 24,83 £ 5,18 4 3,98 i 7,23 | £, .87

11% 37,00 36,40 39,80 24,45 35,24 37,56 38,41 14,91% 39,55 23,90
428,75 + 13,26 + 20,33+ 18,02 & 26,71  #£18,56 21,38 + 5,84 @ £29)16 & 14,41

129 42,60 az; 20 44,53 26,45 46,07 38,33 45,37 23,64% 50,21 48,10
s 27,67 + 22,28 & 25,36 418,90 &+ 28,16 & 22,46 + 25,08 & 14,33 £26,25 ¢ 24,24

130 71,17 68,00 67,84 55,18 56,52 48,00 65,81 54,45 61,32 42,40
+ 42,83 + 38,81 & 42,20 + 32,39 i 45,76 £ 30,00 £41,57 & 26,69 & 43,72 =2 26,16

.

149 72,30 92,70 71,24 81,00 76,54 96,00 69,06 62,09 66,74 42,70
£ 45,23  + 33,74 % 40,05 & 47,72 .+ 43,67 £ 57,08 % 42,71 & 52,67 % 42,30 + 22,56

15¢ 58,22 105,00 54,16 107,00% 51,20 108,33% 58,26 54,00 53,51 49,90
60,05 + 54,59 51937 +:49,89 52,06 + 56,04 58,32 29,96 57,50 29,19
0

162 57,32 109,00 55,30 150,10 58,48 119,89 59,60 78,00 56,20 37,20
42,15 + 39,91 43,00 + 89,21 45,04 + 39,17 41,30 46,72 46,40 17,00

17¢ 70,74 108,30 73,15 115,11 70,08 118,00 66,80 60,64 69,50 61,00
52,30 59,21 53,10 27,34

I+
I+
I+
I+
I+
I+
H+

I+
I+
I+
I+
I+
I+
I+

1+
I+
+
I+

+ 52,25 + 30,52 + 56,77 + 96,94 + 51,60 + 75,04
18e s U - 3 72,60 52,10 93,87 55,29 119,43+ 50,14 68,55 51,24 73,30
+ 33,72 + 23,2% + 34,50 105,97 # 32,18 + 87 %k7 + 33,18 -+ 45,09 + 35,61 + 62,88
19¢ 38,31 82,3C 61,20 130,75* 53,88 131,868 L ERHISENE 53,00 54,55 50,20
+ 42,37 + 24,92 % 38,76 £763,17 + 40,08 + 34,73 + 35,60 + 27,25 + 40,54 * 29,40
20¢ '61,73 73,40 63,23 115,50 62,70 133,14+ 59,62 54,91 60,76 55,10
+ 24,04 T -25,8% *+ 20,06 * 77,67 +.48,70 1+ 51,56 + 25,60 + 22,45 *,23,72 * 34,33
21e 64,80 70,20 63,46 123,37+ 62,87 127,71% 61,25 53,73 62,57 53,20
+ 21,30 + 20,87 * 22,74 + 55,60 + 21,54¢ £ 45,43 + 18,50 * 37,38 £ 19,73 + 22,02
22¢ 63,20 62,70 66,00 108,66% 65,72 124,43% 61,44 50,09 64,51 63,20
+ 26,52 & 15,09 + 18,87 2 22,58 + 27,56 + 44,70 + 28,05 + 18,68 + 31,30 * 36,05
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TABELA 18 - Efeitos do aldrin no comportamento estereotipado

induzido por 2,0 mg/kg de apomorfina em ratos aos

90 dias de idade. Sdo apresentadas as medianas dos
escores de estereotipia atribuidas em um determinado
periodo com seus respectivos limites inferiores e
superiores; Teste "U" de Mann-Whitney - p < 0,05

|

GRUPOS
Minutos

APl APlg DP1, DP1g DL1, DLl

10 4,5 4 4 4 4 4,5
{h = 8) (3 = &) (3 - 4) (3.7 5] (4 = 5) (4 - 5)

20 5 4,5 4,5 4 5 4,5
(4 - 6) (4 - 5) (4 - 5) (3 - 5) (3 - 6) (4 = 5)

30 4,5 5 4,5 4,5 4,5 4,5
(4 - 5) (5 -6) (4 - 5) (4 - 6) (4 - 5) (4 - 5)

40 5 5 4,5 4,5 5 5
(4 - 6) (5 -6) (4 = 5) (4 = 5) (4 - 5) (4 - 5)

50 5 5 5 5 5 5
(3 - 6) (5 - 6) (4 - 6) (4 - 6) (4= 5) (4 = 8)

60 4 4,5 4 4,5 4,5 5
| kn=i'4) (4 - 5) (Ja= 3) (4~ &) (4= D) (4. =-5)

70 3,5 4,5 3,8 4 4 4
(3 - 4) Bl " %8 LBrd) (4 - 5)

80 1 3 1 3 3 4
(0= 3) (3 i=.4) L (2 = 59 e i (3.4 &)

90 1 2 X 1 ) 2
(A 5=y d) ¢ 1= 3) (. 39 (1 =13) (X% -5) {8 =)

100 1 0,5 1 0 1 1,5
G =1 15 (0= 1) (9 = 1) (e =13) {0 =14 (L =g

110 0 0 0 1 0 1
i =n 1) (0 =+1) 0 =) {1~ 1) (0 = 1) (Q= 2

120 0 0 0 0 0 0

(0 - 1) (0 - 1) (0 - 1) (0 - 1) (0 - 1) (0= 1y
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TABELA 21 - Resposta ao estimulo térmico de animais aos 45

dias de idade, cujas mdes foram expostas ao

aldrin. Sdo apresentadas as médias das laténcias
em segundos e os respectivos desvios padrdes -

Teste "t" de Student - p > 0,05

Grupos Laténcia Grupos Laténcia
machos 45,13 machos 57,20
AP1, + 15,85 APlg + 10,73
fémeas 58,89 fémeas 59,30
+ 14,88 + 7,56
machos 44,20 machos 58,13
DP1 ¥ 12,32 DP1 02305

e E ’

fémeas 60,77 fémeas 64,00
+ 16,85 + 13,64
machos 46,12 machos 68,30
DLl + 119,51 DL1gp + 38,42
fémeas 60,76 fémeas 78,40
+ 19,64 + 21,30
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GRAFICO 5 - Efeitos da exposigdo ao aldrin no desempenho de

ratos em uma caixa de esquiva ativa de duas vias

aos 90 dias de idade - S3o a

presentadas as

P

médias do NGmero de Cruzamentos.

Teste "t" de Student - p < 0,05
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ILUSTRAGAO 1

Histologia de cortes seriados de cérebro de ratos expostos
perinatalmente ao aldrin, sem evidéncias de alteracOes
morfoldgicas (A = 100x)

A = Hipocampo

B = Neocortex

C = Niucleo da Base
D s Hipotdlamo



ILUSTRAGAO 2

Cromatogramas dos niveis
plasmaticos de aldrin e
dieldrin em ratos adultos

expostos perinatalmente.
Pode-se observar a auséncia
do inseticida no plasma.

1=API1g 2= APl

3=DPIE 4=DPlc

S=DL1E 6=DLic
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TABELA 24 - Niveis plasmaticos de corticosterona em
ratos adultos expostos ao aldrin aos 90
dias de idade. S3ao apresentadas médias e
respectivos desvios padrdes de cada grupo -
Teste "t" de Student - p < 0,05

Grupos Corticosterona Grupos Corticosterona
(machos) (4g/100 ml) (machos) (4g/100 ml)
9,73 13,62
AP1n # 1 Byl APlg + 4,30
20532 12,76
DP1q + 4,83 DPly  + 4,45
10,50 4,90%
DL1es i ol e DL1g b S X UL
9532 5,13
DP2n + 4,65 DP2g *+ 13,07
9,84 10,36
DL2 g DL2 o T
c E
TABELA 25 - Niveis plasmaticos de corticosterona
em ratas adultas expostas ao aldrin. A
determinacdo foi realizada apdés o termino
da prenhez. Sao apresentadas médias e
respectivos desvios padrdes de cada grupo -
Teste "t" de Student - p'< 0,05
GRUPOS CORTICOSTERONA GRUPOS CORTICOSTERONA
(fémeas) (g/100 ml) (fémeas) (#ug/100 ml)
15,84 16,47
APP, + 13,80 APPg * 15,96
15,57 14,73
DPP4 +* .12,24 DPPg = g Ly 9 .
16,10 15,76
DP1n G B0y 2 DPlE + 9,68
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TABELA 26 - Niveis plasmaticos de corticosterona
em ratas adultas expostas ao aldrin. A
determinagdo foi realizada apdés a lactagao.
Sdo apresentadas médias e respectivos
desvios padrdes de cada grupo -
Teste "t" de Student - p < 0,05

GRUPOS CORTICOSTERONA GRUPOS CORTICOSTERONA
(fémeas) (,g/100 ml) (fémeas) (#g/100 ml)
30,12 25,90
APPC B O 8 APPE i) B e o3
28,69 24,48
DPP + 14,23 DPPg + 10,72
g e 45,28
DLP~ =+, 18,86 DLPE &+ 918,78
: 2099 23870
DL1n + 19,65 DL1p +19,47
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6 - DISCUSSAO

A complexidade do SNC é um fato indiscutivel; os avangos tecnologicos na drea tém
trazido contribuigdes importantes para a compreensdo da expressao comportamental. Assim,
observagdes provenientes de técnicas sofisticadas tem mostrado ndo apenas a participagao de
neuropeptideos na transmissdo nervosa, mas também a possibilidade da coexisténcia dos

mesmos com 0s neurotransmissores cldssicos em sinapses (HOKFELT et alii, 1987).

Por outro lado, resultados nao menos importantes para esse entendimento tém surgido a
partir do emprego de metodologias mais simples como, por exemplo, aquelas decorrentes do
uso do campo aberto (BERNARDI & PALERMO-NETO, 1979). Os estudos comportamentais
sdo importantes na avaliagdo da toxicidade do SNC, porque alteragGes neste sentido sdo
passiveis de detecgdo mais precoce ao ocorrer contato com baixos niveis de agentes toxicos,
em relagdo a outros métodos, como por exemplo, estudos morfologicos. Estes testes, se
repetidos, podem medir a reversibilidade do insulto téxico e revelar prejuizos tardios e/ou
progressivos.

Em trabalho anterior observou-se que a administragdo de aldrin modificou o comporta-
mento de ratos adultos (CASTRO, 1985). Naquela ocasidao empregou-se, por via intraperitoneal
quatro doses do inseticida, a saber: 1,0, 2,0, 3,0 4;0 mg/kg. As constatagdes decorrentes dos
efeitos de tais doses nortearam a escolha daquela usada no presente trabalho, continuagio da
mesma linha de pesquisa. A dose de 1,0 mg/kg de aldrin ndo produziu nos experimentos
anteriores sinais evidentes de intoxicagdo, isto €, morte, alteragdes de peso, sinais clinicos,
abortamentos e mal-formagdes fisicas. Esta dose foi, pois, usada por via subcutinea nesta
sequéncia de avaliagdes toxicodindmicas perinatais. A via subcutinea foi selecionada por ser
aquela que permitia previsibilidade da quantidade do inseticida absorvido, como também a
absorgdo lenta e regular do mesmo. Ressalte-se que o inseticida agora empregado, assim como
o anteriormente, foi o Atafog®, formulagdo da Shell Quimica do Brasil S.A.. Desta forma,
todas as consideragoes a seguir dizem respeito a este inseticida e ndo especificamente ao aldrin
técnico. Manteve-se, no entanto, a denominagdo aldrin nos experimentos, uma vez que 0
veiculo do mesmo testado a posteriori, ndo produziu alteragdes significantes de per se, ja que
alguns pesticidas sdo adicionados de adjuvantes com a finalidade, entre outras, de aumentar a
sua absorgdo e consequentemente a toxicidade do ingrediente ativo (DOULL,1975). Uma vez
que o aldrin técnico ndo € usado rotineiramente como inseticida, preferiu-se no presente

contexto experimental ensaiar-se o principio formulado no emprego comercial.
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E o aldrin pesticida de geragdo antiga. A teratologia comportamental ¢ metodologia de
avaliagdo toxicolégica mais recente (KLASSEN et alii, 1986). Tornam-se pois os estudos de
reavaliagao de toxicidade cada vez mais necessérios, assim como também o sdo as investiga-

¢oes dos provdveis mecanismos envolvidos na intoxicagéao.

Nos presentes experimentos, o aldrin ndo interferiu com a prenhez das ratas, se adminis-
trado antes ou durante a mesma. De fato, ndo se observaram alteragdes, quer na taxa de prenhez
dos animais quer na viabilidade dos filhotes ao nascimento. De igual forma ndo se observaram
modificagoes produzidas pelo inseticida na duragdo da prenhez, no peso dos filhotes ao nascer,
no peso das ratas prenhes e ao desmame e no comportamento maternal das mesmas. No entanto,
a administragdo do organoclorado durante a lactagdo diminuiu a viabilidade dos filhotes ao
desmame. Este ultimo efeito embriofetotoxico s6 manifestou-se no estudo conduzido nos
filhotes de 1* geracdo. Ressalte-se ainda, que ndo se observaram abortamentos nem mal-for-
magoes fisicas macroscépicas nos filhotes.

A auséncia de modificagdes no comportamento maternal € dado de importdncia para
inferéncias a respeito de interagdes do pesticida com o desenvolvimento neurocomportamental
dos filhotes. De fato, diferentes processos fisiolégicos do recém-nascido sdo controlados por
aspectos da interagdo mae-filho, os quais sdo muito especificos indo desde o padrdo do sono
dos filhotes dado pela ritmicidade da secregéo‘de leite materna até a fisiologia cardiaca ou a
atividade do eixo hipéfise-adrenal (STANTON et alii, 1987). A sucgido, e principalmente o
contato materno elimina nos filhotes a resposta deste eixo ao stress (SMOTHERMAN, 1983).
Hé amplas evidéncias de que tanto nos roedores como nos primatas recém-nascidos o contato
com o corpo da mée, quente e confortdvel, € importante para a formagdo de respostas afetivas

além de desempenhar papel regulatério endocrinolégico do organismo em desenvolvimento.

Embora antiga, prevalece ainda a observagao feita por MORGAN (1973) de que podem ser
caracterizadas trés etapas no comportamento maternal dos roedores: constru¢do do ninho,
recolhimento dos filhotes e amamentagao. Na fémea',do rato, a construgao de ninhos relacio-
na-se as fases do ciclo estral e da prenhez. Durante a prenhez, cerca de cinco dias antes do
parto, observa-se um aumento do comportamento de construir ninhos, que persiste no periodo
pos-parto. Nesta ultima fase observa-se também comportamento de recolher os filhotes de
volta ao ninho

Numerosos estudos demonstram que a experiéncia prévia influencia o desenvolvimento
comportamental de neonatos e animais jovens. Diversas caracteristicas geralmente descritas
como hereditdrias, podem surgir logo apds o nascimento. A individualidade da mae e a

interagdo entre ela e a sua ninhada, contribuiriam para os padroes comportamentais na prole.
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Esse processo de transmissdo de caracteristicas de geragdo, descrita como transferéncia nao
genética é denominado de transmissdo cultural. A mie pode, assim, influenciar a velocidade
de maturagao dos filhotes por meio da organizagio sequencial da manipulagdo da ninhada,
mais que pela quantidade desta manipulagdo. O comportamento maternal em roedores nao
pode ser creditado como simples instinto, uma cadeia invaridvel de respostas, mas sim como
um programa complexo que estd sob o controle de vrias modalidades sensoriais (olfatorio,
auditivo, tatil, etc). Existem muitos fatores atuando sobre este comportamento, como nutrigao,
balango hormonal, motivagdo, experiéncia obtida pela fémea no curso de sua ontogenese
(FRANKOVA, 1985).

O cuidado que se teve, na presente situagio experimental, com as varidveis independentes
(alimentagio adequada, auséncia de estresse, fémeas nuliparas, etc) permitem inferir que o
pesticida ndo modifica a expressdo deste comportamento. H4 que ressaltar, no entanto, que
no presente trabalho utilizou-se da atribui¢do de escores para quantificar o comportamento
maternal (SODERSTEN & ENEROTH, 1984) e que esse sistema pode ndo ser sensivel o
suficiente para revelar alteragoes sutis do mesmo. Outras técnicas de avaliagdo como o uso de
labirintos (BRIDGES, 1984) ou o esquema de troca de maes (SAKATE, 1990) seriam nesse
contexto mais apropriadas, no entanto, estas sdo técnicas complexas que envolvem intensa
manipulagdo das maes e dos filhotes, fatos indesejdveis e nem sempre justificveis frente a
hipétese pretendida. Resultados conduzidos em experimentos deste tipo tém mostrado influén-
cias significantes da variavel troca de maes de per se, que dificultam a real interpretagao dos
efeitos da principal varidvel em estudo (CHIAVEGATTO & BERNARDI, 1991).

O aldrin administrado a ratas, antes ou durante a prenhez ou durante a lactagdo, modificou
diversos parametros ligados tanto ao desenvolvimento fisico como neurocomportamental dos
filhotes, conforme comentado no item 5.3 ¢ TABELAS 9.a 14. Historicamente, COHEN (1960)
verificou que certas fragdoes do extrato de glandula submaxiliar de camundongos, quando
injetadas diariamente em filhotes recém-nascidos desta espécie, produzia abertura precoce dos
olhos e adiantamento do aparecimento de dentes incisivos. Estas alteragoes morfolégicas, que
foram interpretadas como resultados do crescimento € queratinizagdo do tecido epidérmico,
induziram-no a isolar um polipeptideo denominado Fator de Crescimento Epidérmico - EGF.
Posteriormente, KING,Jr & CARPENTER (1983) descreveram o EGF no leite de fémeas de
camundongos que haviam recebido o mesmo pela via oral.

Diversos estudos mostram que o EGF é um potente agente mitégeno para células de origem
ectodérmica, mesodérmica e epidérmica, além de estimular a proliferagdo de células embrio-

nirias em cultura ou durante eventos morfogenéticos. Além da estimulagdo da proliferagao
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celular, sabe-se que o EGF influencia, também, a diferenciagdo celular, a organizacdo do
citoesqueleto e a migragdo celular, entre outros. As atividades do EGF sao compartilhadas pelo
Fator Transformador do Crescimento - tipo a - TGF-a, que estd presente na placenta e tecidos
embriondrios e se liga a0 mesmo receptor. Entretanto, a sintese do EGF a nivel de RNAm

ocorre posteriormente a do TGF-a (PARTANEN, 1990).

Em embrides de camundongo, o desenvolvimento dentdrio comega entre 0 9% e 0 11° dia
de prenhez e a resposta de estimulagdo ou inibi¢do aos fatores de crescimento em cada estdgio
determinam o desenvolvimento normal do dente. O EGF teria ainda um efeito inibitorio no

desenvolvimento do foliculo piloso (PARTANEN, 1990).

Os fatores de crescimento podem interferir com o desenvolvimento das células germina-
tivas. Assim, € que a redugio dos niveis circulantes de EGF ocasiona uma diminuig@o no nivel
de espermatogenese. O EGF ainda pode atuar ao nivel hormonal também em fémeas (ADAM-
SON, 1990).

Estes dados sugerem que o EGF atue diferentemente nos estigios da prenhez e que tenha
multiplas rotas no organismo. Seu papel preciso permanece ainda obscuro.

Os fatores de crescimento tem sido envolvidos em processos genéricos. A sinalizagdo
intercelular, em geral, e os fatores de crescimento, em particular, sdo de importancia critica no
sistema nervoso, onde existem mecanismos de comunicagdo intercelular especificos. Nesse
sentido, o Fator de Crescimento Neuronal - NGF contribui para o desenvolvimento normal e
a funcgdo do sistema nervoso. Entretanto, mﬁltiplos fatores, como a insulina, regulam a

proliferagdo neuroblastica e seu ciclo mitético (BLACK et alii, 1990).

Pode-se, portanto, supor que as alteragoes no desenvolvimento dos filhotes tenha correla-
¢do com interferéncias em tais fatores. Entretanto, torna-se dificil de precisar o possivel
mecanismo ai envolvido, devido a complexidade, sendo necessarios conhecimentos mais
profundos sobre este assunto.

Ja o desenvolvimento sensorial pode ser mensutado através da resposta ao sobressalto a
um som subito e préximo ao animal. A resposta a este tipo de som pode ser usada ndo somente
para testar como as drogas modulam o reflexo per se, mas também para verificar como elas
afetam o desenvolvimento e/ou expressao dos tipos de plasticidade inata ou aprendida (DAVIS,
1980). O sobressalto pode também ser utilizado para verificagdo de mudangas no desenvolvi-
mento, na excitabilidade reflexa ou na plasticidade comportamental. Os animais dos grupos

DP2E e DL2E desenvolveram esta resposta depois dos animais dos grupos controle.



Entretanto, quando mais velhos, aos 45 dias de vida, ndo se constataram diferengas quanto

a sensibilidade a um estimulo térmico/doloroso, como a placa quente.

A descida dos testiculos estd ligada a liberagdo de testosterona, que por sua vez depende
dos niveis circulantes de Horménio Luteinizante - LH, que no macho é denominado Fator
Estimulante das Células Intersticiais (DESJARDINS, 1985). O aldrin retardou este parimetro
quando administrado antes ou durante a prenhez ou durante a lactagdo; o efeito manteve-se’
nos filhotes machos de 2* geragdo. A esse respeito € interessante notar as informagoes de
BRAND & SLOB (1988) de que as secregdes testiculares na puberdade, provavelmente a
testosterona, "organizam" a locomogdo no campo aberto. Nesse contexto, a testosterona
masculiniza o hipotdlamo em fase precoce de vida (MOYER, 1976; RHEES et alii, 1990) ¢ €
de conhecimento geral que machos e fémeas apresentam dimorfismo sexual em relagdo ao
comportamento no campo aberto e nos esquemas de aprendizagem (HITHCHOK, 1925;
MCcGIVERN et alii, 1984; 1986; HEINSBROEK et alii, 1988).

O desenvolvimento neurolégico do cérebro de ratos pode ser avaliado através da andlise
de alguns reflexos e da atividade geral (ALDER, 1983). O aldrin administrado perinatalmente
alterou este desenvolvimento, uma vez que atrasou o aparecimento da resposta de sobressalto,

-do reflexo de agarrar e aumentou a laténcia de endirgitamento. Em particular, o desenvolvi-
mento neuromuscular pode ser avaliado através da resposta de subir em plataforma e da
atividade geral de filhotes. A laténcia para subir na plataforma diminuiu nos animais do grupo
‘AP1E e aumentou naqueles dos grupos DP1g, DL1g, DP2E e DL2E. A atividade geral estava
aumentada nos animais dos grupos AP1g, DP1g e DLI1E e diminuida naqueles dos grupos
DP2g e DL2g. Tomados em conjunto, estes resultados parecem indicar um prejuizo no
desenvolvimento neuroldgico induzido pelo pesticida. A observagdo da redugdo da porcenta-

gem de animais que sobem na plataforma nos grupos DP1g, DL1E e DL2E refor¢gam esta nogéo.

Os dados de atividade geral de animais adultos medida no campo aberto concordam com
aqueles observados anteriormente do 21 ao 26° dia de vida dos animais de 1* geragao, visto
que observou-se aumento da frequéncia de locomogao e de levantar e concomitante, redugao
na duragao de parado. Os efeitos do aldrin administrado durante a lactagdo foram mais intensos
nessa situagdo experimental. Estes resultados sugerem diferengas toxicocinéticas ligadas ao
aldrin no organismo das maes e dos filhotes, de forma tal que os niveis do pesticida no SNC

dos filhotes sejam diferentes nos animais tratados durante a prenhez ou durante a lactagao.

" As agdes perinatais do pesticida na atividade geral de ratos permaneceram até a idade

adulta, uma vez que a frequéncia de locomogao dos animais dos grupos experimentais estava
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maior que a daqueles dos grupos controles na 1* geragéo (AP1E, DP1E e DL1E) e na 2* geragao
(DP2E e DL2E).

As frequéncias de locomog#o ¢ levantar ¢ a duragdo de parado, expressdes da atividade
geral de ratos em um campo aberto, tem sido consideradas como indicativas do estado de
ativagiio dos sistemas neurais centrais ligados a fungdo motora (MASON, 1984).

O campo aberto presentemente usado representou uma situagdo nova para os animais. Na
auséncia de estimulagfio aversiva, a atividade geral no campo aberto nada mais € do que o
comportamento exploratério provocado por uma situagio nova. A esse respeito BARDO et alii
(1990) mediram os efeitos da exposigdo de animais tratados ou ndo com anfetamina, a uma
situagdo nova, na sintese de dopamina medida a nivel do sistema nigroestriatal e mesolimbico;
nessa situagdo, s6 encontraram diferencas significantes apés o uso de anfetamina, que eviden-

ciava os efeitos da situagio nova no sistema nigroestriatal.

O comportamento exploratério, geralmente, é descrito como um comportamento cuja

consequéncia € a aquisigdo de informagdes. Os aspectos significativos do ambiente e suas
relagdes espaciais sdo codificadas de alguma forma no SNC do animal. Desde 1948 que
TOLMAN propunha que ratos formam mapas espaciais ou cognitivos de seu ambiente. Ao
serem expostos ao estimulo, os animais podem formar representagoes internas deles. Assim,
a exploragdo é um comportamento que envolve a assimilagdo de informagdes quanto a forma
dos objetos e quanto 2 sua disposigio espacial. E necesséria uma interagéo entre os dados
sensoriais e o repert6rio de movimento para identificar a sequéncia de lugares 2 medida que
um animal se desloca em seu ambiente.

As reagdes dos animais a estimulos novos tem sido interpretadas em termos de curiosidade
e medo. De acordo com MONTGOMERY (1955), o nivel de comportamento exploratério
exibido por um individuo € o resultado da competi¢do entre a tendéncia de se aproximar de
estimulos novos e complexos (curiosidade) e a tendéncia de evitd-los (medo). RUSSELL (1973)
considera a exploragdo uma resposta especifica a ngvidade, que compete com 0 medo e traz
como subproduto uma redugdo do medo. O’KEEFE & NADEL (1978) consideram que o
comportamento exploratdrio é emitido em resposta a estimulagdo externa, e que seu resultado
€ a coleta de informagses sobre o ambiente. Este comportamento finda quando a novidade é
incorporada ao mapa cognitivo do animal:

ADAMS et alii (1985) sugeriram o uso de substincias quimicas para evidenciar, como um
desafio, as alteragdes teratogénicas comportamentais. Os presentes dados mostram aumento

dos efeitos da anfetamina nos grupos AP1g, DP1E, DL1E e DL2E, que sugerem a participagao
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dos sistemas catecolaminérgicos nos resultados agora descritos. De igual forma, a redugio dos
efeitos de uma dose pequena de apomorfina, tida como capaz de atuar em auto-receptores
pré-sindpticos, diminuindo a frequéncia de locomogdo (BERNARDI & PALERMO-NETO,
1980; STAHLE & UNGERSTED, 1986), reforca esta premissa e indica aumento de atividade
neuronal dopaminérgica nos filhotes do grupo experimental. Nesse sentido, GEYER et alii
(1987) mostram que uma dose baixa de anfetamina (1,0 mg/kg), como a presentemente usada,
induz a liberagdo de dopamina ao nivel estriatal. A constatagdo de que uma dose grande de
apomorfina (2,0 mg/kg) ndo produziu comportamento estereotipado diferente em qualidade e
quantidade nos animais dos diferentes grupos experimentais, afasta alteragdes de sensibilidade
de dopaminoceptores pos-sinapticos produzidas pelo aldrin. De fato, um aumento do nimero
e/ou afinidade de receptores a esse nivel (supersensibilidade) seria detectado por alteragdes na
intensidade e/ou duragao do comportamehto estereotipado induzido pela apomorfina (BER-
NARDI & PALERMO-NETO, 1979; STAHLE & UNGERSTED, 1986). Por outro lado, desde
que um dos possiveis mecanismos de agdo do aldrin em terminais pré-sindpticos € aumentar
a liberagao de neurotransmissores através do aumento dos niveis de Ca*? disponivel (SHANK-
LAND, 1982) € possivel sugerir uma interagao destes efeitos com aqueles da anfetamina e da

apomorfina em doses pequenas na sintese e/ou liberacao de dopamina.

Nesse momento vale lembrar que os sitios de ligagdo D1 jd existem precocemente,
aumentando em densidade mas nido em afinidade do nascimento até os 35 dias de idade; a
estimulagdo da formagdao de AMPc, por outro lado, estd completa até o 14? dia de vida
(GEORGI et alui, 1987).

A administragdo de apomorfina induz o comportamento de subir devido a estimulagao de
receptores dopaminérgicos centrais. Ha fortes evidencias de que este comportamento requer
a estimulagao de receptores D1 e D2. A estimulagdo de D2, mas nao de D1, pode induzir uma
resposta fraca ou descontinua, enquanto que a concomitante estimulacao de D1 potencia esse
efeito. Este comportamento também requer que o sistema noradrenérgico esteja intacto. De
fato, nem sempre agonistas dopaminérgicos induzem tal comportamento, que, portanto, nao
estd simplesmente relacionado ao grande grau de estimulagdo de D1 € D2. Uma possivel
explicagdo para aqueles que ndo sobem € a falta de uma interagdo dopamina-noradrenalina
necessaria para induzir o comportamento de subir (DAVIS et alii, 1990).

Assim, os presentes resultados, associados a aqueles da resposta de subir em uma plata-
forma quando filhotes, apontam uma provavel influéncia do aldrin na formagéo e/ou fisiologia
de sistemas catecolaminérgicos.

Os ciclodienos sdo um grupo de inseticidas organoclorados que possuem potente a¢ao
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excitatoria nervosa. No entanto, os mecanismos bioquimicos dos quais decorrem esta agdo
ainda ndo estdo satisfatoriéﬁente esclarecidos. Procurou-se estabelecer um possivel envolvi-
mento dos diferentes sistemas de neurotransmissdo, além do catecolaminérgico, nas alteragdes
decorrentes da administragdo perinatal do inseticida. Desse modo, quando mediu-se a dose
convulsivante minima de picrotoxina, ndo foi possivel detectar diferengas em ratos expostos
ou ndo ao aldrin. Estes dados concordam com aqueles obtidos anteriormente (CASTRO &
PALERMO-NETO, 1989), aonde ndo foram encontradas diferengas quanto 8 DCs¢ do 4cido
3-mercaptopropionico em animais tratados prolongadamente com aldrin, mas discordam de
CARLSON & ROSELLINI (1987) e WAFFORD et alii (1989), pela ocorréncia de adaptagoes
plésticas dos filhotes.

Per outro lado, quando realizamos a infusdo subcutinea de estricnina, observamos que os
filhotes de ratas tratadas durante a prenhez apresentaram um limiar menor para o aparecimento
desta convulsdo, comparativamente aquelas do grupo controle sugerindo, assim, um possivel
envolvimento (direto ou ou ndo) da glicina neste tipo de intoxicagdo, jé4 que tal fendmeno s6
foi constatado nos animais de 1* geragdo.

E interessante notar que observagdes na regulagio das vias de atividade dos aminoécidos
excitatdrios potencialmente prejudica processos criticos de desenvolvimento e pode levar a
desordens neurolégicas no desenvolvimento do SNC. Estes aminodcidos desempenham papel
importante na formagéo da circuitaria neuronal e no aprendizado ¢ meméria (McDONALD &
JOHNSTON, 1990).

Contudo, CASTRO & PALERMO-NETO (1989) ndo encontraram alteragdes nos parame-
tros da convulsdo por eletrochoque, quando os animais adultos foram tratados prolongada-
mente com aldrin. Assim, podemos supor que suas agdes estejam relacionadas com alteragGes
fisiologicas destes receptores no cortex, e ndo na medula espinhal. Sabe-se que a duragdo de
flexdo € aumentada e a de extensdo diminuida por agentes que aumentam a inibigéo espinhal
(WOOLEY, 1970); desta forma, pode-se supor que <’>,jnseticida, ou ndo possue agdo principal
anivel espinhal, ou entdo que seus efeitos ndo sio observiveis neste tipo de teste, sem qualquer
desafio farmacolégico.

Em relagdo a sensibilidade convulsiva ao pentilenotetrazol (PTZ), observou-se que os
animais de 1* e 2* geragdes expostos ao aldrin, mostram-se menos sensiveis que os dos grupos
controles (DP1g e DP2E). JOY (1973) sugeriu que o aldrin e o PTZ atuariam nas mesmas vias.
De acordo com YOKOI et alii (1986) um aumento de NA ou DA elevaria o limiar para a
convulsido ao PTZ e pequenos niveis de serotonina diminuiriam o limiar ao PTZ. Além disso,

o PTZ parece interferir com os canais de Ca*? ¢ Na* (PAPP et alii, 1987; SUGAYA et alii,
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1987 e 1989), realizar interagdes competitivas com o receptor GABA, mas que ndo teriam
papel importante na agdo convulsiva (CHAVOIX et alii, 1988), promover a liberagdo do calt?
armazenado no reticulo endoplasmético através de fosforilagdo protéica AMPc-dependente
em neurdnios corticais (ONOZUKA et alii, 1989) e aumentar o metabolismo de NA e DA (RAY
& PODDAR, 1985).

Se por um lado, o aumento de NA ou DA poderia explicar essa menor sensibilidade a
convulsdo, assumindo que o aldrin realmente aumente a liberagdo catecolaminérgica, por
outro, o aumento dos niveis de Ca*? poderia levar a um aumento na sensibilidade convulsiva,
jd que o aldrin aumentaria os niveis de Ca*? para a liberacdo excessiva dos neurotransmissores.
Nesse sentido, CASTRO & PALERMO-NETO (1989) observaram também protec¢do do aldrin,
quando os ratos eram tratados com 2,0 mg/kg por 20 dias, na convulsdo induzida pelo PTZ.

Pode-se supor, entio, ou que o aldrin produz esta alteragdo permanentemente (no genétipo)
quando da exposigdo perinatal, ou que o animal ainda tenha inseticida suficiente, armazenado
na gordura, sendo liberado lentamente, até a idade adulta. Por outro lado, na ocasido dos testes
(90 dias de idade), ndo foi detectado inseticida no plasma ou mesmo seu metabdlito (dieldrin).

De fato, de acordo com DEICHIMANN et alii (1975) a retengio de dieldrin apds a ingestdo
destes inseticidas na dieta de ratos por quatro geragdes (P, F1, F2 e F3) leva a um aumento em
sua concentragdo no tecido adiposo. No entanto, a quinta geragdo, cujos pais tinham quanti-
dades razodveis destes pesticidas, mas que ndo ingeriram os mesmos apds seu desmame,
apresentaram deplegio de niveis dos organoclorados, mesmo recebendo-os in-itero e via
lactagdo.

Levando-se em consideragdo que hd um equilibrio dindmico entre o tecido adiposo e o
plasma em relagdo a concentragdo de substdncias, e que diversos trabalhos sugerem a ndo
existéncia de efeitos teratogénicos por este inseticida, ter-se-ia que assumir que quantidades
diminutas, provavelmente ndo detectdveis, através da cromatografia gasosa (ao menos, sem
prévio enriquecimento das amostras armazenadas) nas fémeas de 1* geragdo poderiam ser
responsdveis pelas alteragdes observadas nos animais de 2* geragdo.

Uma outra possibilidade a ser levantada € a de que estes animais poderiam desenvolver
tolerdncia metabdlica cruzada ao PTZ, ja que os inseticidas organoclorados siao indutores
enzimaticos (DEAN et alii, 1980) e € possivel a indugdo do citocromo P-450 em embriGes
(BROWN et alii, 1989).

Este efeito ocorreria nos animais do grupo DP1E, enquanto que nos do grupo AP1E, os

niveis necessdrios para a tolerdncia ndo seriam alcangados. Entretanto, ndo se explicaria
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satisfatoriamente, como os filhotes de ratas tratadas na lactagdo ndo desenvolveriam tal
tolerdncia, j4 que a administragdo desse inseticida pré-natal .e, principalmente, durante a
lactagiio, pode causar alteragdes metabdlicas nos filhotes. Sabe-se que os organoclorados sdo
produtos mediadores de indugdo das monooxigenases hepdticas, elevando assim a atividade
destas enzimas no neonato (DEAN et alii, 1980). Por outro lado, permanece sem explicagao,
se aceita esta hip6tese, como foi reduzida a locomogdo de ratos expostos ao inseticida por uma
dose de apomorfina 10 vezes menor que aquela que ndo produziu efeitos na estereotipia destes
mesmos animais, apesar de ndo ter reduzido a mesma nos filhotes de 1* geragédo de ratas tratadas
na lactagéo.

E importante, contudo, ressaltar que diferentes substincias podem ou ndo evocar modula-
gOes idénticas nas monooxigenases do citocromo P-450 (KELLEY et alii, 1990), e que estes
encontram-se primariamente no corpo celular neuronal e em quantidade menor nos axdnios
em diversas regides do SNC (RAVINDRANATH et alii, 1989). Estas observagdes indicam que

o cérebro pode estar envolvido no metabolismo de xenobidticos via citocromo P-450.

De inicio, a hipGtese de que o inseticida provocaria alteragdes pldsticas no sistema nervoso
central, j4 que quando filhotes os animais apresentaram algumas alteragdes em seu desenvol-
vimento, principalmente no que se refere a fungdes bdsicas do organismo, parece atraente. No
entanto, quando os animais de 1* e 2* geragdes sdo colocados no campo aberto, ocorre uma
maior atividade dos animais expostos ao aldrin, indicando assim influéncia do inseticida em
comportamentos primordiais para os animais, como sdo o de locomogdo e exploragéo,
essenciais para o conhecimento do meio ambiente que os cerca (TOLMAN, 1948; MONTGO-
MERY, 1955).

O fato destes mesmos filhotes ndo apresentarem convulsdo ao som indica que estes
estariam adaptados funcionalmente, a0 menos para determinadas fungbes importantes do
organismo, e que outras alteragdes necessitariam de métodos mais sutis de avaliagdo para se
manifestar.

Dessa forma, evidencia-se mais ainda ser o periodo perigestacional de importdncia critica
para o aparecimento de alteragdes comportamentais quando da exposigdo ao inseticida. O
aldrin, administrado neste periodo, causaria mudangas sutis na ciruitaria neuronal e/ou endé-
crina, talvez por alcangar niveis bastante téxicos em periodos cruciais no desenvolvimento do
concepto e afetar a integragdo animal/ambiente através da qual ele explora, reconhece e se

habitua ao meio que o cerca.

Em 1936 HALL utilizou o termo "emocionalidade" para descrever as alteragdes compor-
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tamentais e periféricas que acompanhavam a ativagdo do Sistema Nervoso Simpético. Os testes
de "emocionalidade" tem sido extensivamente utilizados no estudo de comportamento em
roedores. No entanto, existem pontos de vista conflitantes a respeito da utilidade e validade
de tais testes. Entre eles um dos mais utilizados e o teste de campo aberto, que consiste na
exposi¢do de animais a um novo ambiente (ARCHER, 1973). O que tem sido proposto a
respeito deste teste € a existéncia de uma relagdo inversa entre a locomogéo e a defecagio; o
aumento de "emocionalidade" seria refletido por uma redugdo na locomogdo ¢ um aumento
na defecagdo.

A locomog¢do em um meio novo tem sido usada ndo s6 como medida inversa de emocio-
nalidade, mas também para mostrar exploragdo em sentido tanto descritivo quanto motivacio-
nal. Ndo € somente a locomogdo que pode ser tomada como pardmetro, mas também outros
comportamentos, como levantar, farejar, movimentos de cabega, etc.

Nesse sentido, construiu-se a caixa de hole-board. Este aparelho oferece um método
simples de medida de resposta a uma situagdo nova.

A repeti¢do da colocagdo da cabega do animal no orificio da arena (caixa de hole-board)
pode refletir uma grande curiosidade ou um desejo de escapar. O comportamento neste
aparelho refletiria, entdo, os fatores de atividade e exploragdo. A exposi¢ao ao estimulo
(objetos colocados sob os orificios) pode resultar em armazenamento da informagéo, a qual

pode refletir-se na habituag@o quando da reexposicdo a caixa hole-board (FILE & WARDILL,
1975).

A esse respeito observamos um aumento significativo nos parimetros estudados na caixa
hole-board, principalmente nos animais dos grupos DP1g, DL1E e DL2E, em relagdo aos
animais dos respectivos grupos controle. Pode-se, entdo, supor que os animais de 1° ¢ 2°
geragoes apresentaram exploragdo acentuada, o que poderia ser interpretado como uma
emocionalidade (medo) diminuida, talvez por alteragdes catecolaminérgicas no SNC ocorridas
durante o desenvolvimento dos mesmos. Este teste demonstza, entretanto, que a habituagio
dos animais, a0 menos aparentemente, nao é afetada, ja que os parimetros testados mostra-
ram-se diminuidos significativamente, no caso do reteste em relagdo ao teste, dentro do mesmo
grupo.

Recorde-se o fato de que o pesticida retardou a'descida dos testiculos, visto que também
este guarda correlagao com a atividade de sistemas catecolaminérgicos, pois a mesma regula
as secregoes de LH e FSH (KYZER & YOUNGBLOOD, 1978; RAUM et alii, 1990; STEGER

et alii, 1990). Manipulagdes farmacoldgicas que interrompam a neurotransmissio catecolami-
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nérgica no SNC bloqueiam a expressdo de fendmenos que dependem da liberagdo de LH e
FSH como a ovulagdo (McCANN & MOSS, 1975) e a descida dos testiculos (MARIC et ali,
1974). Embora esses fatos sejam amplamente verificados, existem ainda considerdveis con-

trovérsias a respeito de qual catecolamina é responsédvel pelos efeitos observados.

Assim, o retardo na descida dos testiculos € as alteragdes con.zportamentais de ratos adultos
e filhotes observadas no presente trabalho teriam uma base comum: modifica¢des produzidas
pelo pesticida nos niveis de neurotransmissores ou na sensibilidade dos receptores de cateco-
laminas. Tais alteragdes poderiam ser devidas, portanto, ao anacronismo entre a maturacao do

SNC e os padrdes de secregdo de testosterona.

Atualmente acredita-se que todo comportamento € reflexo da fungdo cerebral. A agdo do
cérebro nao se correlaciona somente com comportamentos tipo comer e beber, mas também
com fungdes como pensar, aprender e sentir emogdes. Desta forma, as desordens emocionais

e cognitivas seriam resultantes de distirbios cerebrais, a0 menos parcialmente.

O cérebro € constituido de unidades - células - que de alguma forma controlam o
comportamento. Em dltima andlise, portanto, estas células seriam influenciadas por outras (um
individuo - a sociedade), ou ainda, por fatores ambientais.

Apesar da evidéncia de localizagdo de algumas fungdes cognitivas como a linguagem,
permanece a idéia de que as fungdes afetivas ou emocionais ndo sio localizdveis. O compor-
tamento deve ser a expressdo da atividade de todo o cérebro como um conjunto. Talvez as
fungdes mais essenciais, como a preservagdo da vida, sejam determinadas por pequenas
porcoes do mesmo, enquanto que as faculdades mais elaboradas provéem, mais provavelmen-

te, da interconexdo de muitas regides cerebrais (KANDEL, 1985).

Comportamentos mais refinados, que dependem de integragdes de diversas vias nervosas,
seriam mais facilmente afetados, justamente por receberem inimeras influéncias de diversas
regides cerebrais.

Dados de literatura indicam que a habilidade do dieldrin em afetar o comportamento animal
€ relacionado com a complexidade do mesmo, ou seja, ele produziria efeitos comportamentais
somente em tarefas aonde estaria envolvida a capacidade adaptativa do organismo, desafiada
pela exposigdo a estresse ndo controldvel pelo individuo.

Este estresse ndo controldvel, tem sido relacionado a alteragdes na sintese e na utilizagdo
de NA e DA. Mais ainda, a hiperexcitabilidade comportamental produzida pelo dieldrin, tem
alguns aspectos similares aquela induzida por agentes estimulantes e neuroexcitatorios, como
a anfetamina e o PTZ (CARLSON & ROSELLINI, 1987). Talvez os presentes dados reflitam
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uma combinagio de mudangas pelo estresse e pelo aldrin, na fungio neurotransmissora, em
especial catecolaminérgica, diretamente ou néo (testosterona, LH), onde o inseticida aumen-
taria as mudangas vistas em situagdes de estresse.

A corticosterona, o principal glicocorticéide de ocorréncia natural no rato, possui pronun-
ciadas influéncias no condicionamento e em diversos comportamentos. Uma pequena dose de
corticosterona, administrada imediatamente ap6s a adrenalectomia, normaliza a extingdo. Ja
foi demonstrado que o comportamento exploratério em um campo aberto € diminuido apGs a
adrenalectomia, sendo que a administragdo deste glicocorticéide faz retornar esta atividade ao
normal (VELDHUIS, 1982). A corticosterona estd igualmente envolvida em situagdes de
estresse (DUNN & KRAMARCY, 1984) ditadas, neste caso, pelo envolvimento do animal nos
testes realizades (choque, meio ambiente novo, etc.).

Os primeiros trabalhos publicados sobre o estresse pré-natal em ratos procuraram verificar
os efeitos do trauma materno nas caracteristicas funcionais da prole.

Boa parte das observagdes do efeito do estresse pré-natal, sobre a resposta emocional da
prole, baseiam-se na andlise de comportamentos emitidos no campo aberto. No entanto, varias

medidas fisioldgicas sdo também capazes de refletir a resposta da prole adulta ao estresse.

Tem sido observadas alteragdes seletivas das taxag metabdlicas de dopamina no cortex
frontal e no sistema limbico do hemisferio direito de seres humanos com alto estado ansioso
(KUHAR, 1986). Portanto, os achados de alteragdo do sistema dopaminanérgico, tanto em
fémeas quanto em machos estressados, pré-natalmente ou quando adultos, sdo consistentes,
com a expectativa de que a atividade cerebral deva ser afetada pelo estresse (DUNN &
KRAMARCY, 1984; CABIB et alii, 1987, CARLSON & ROSELLINI, 1987).

Realmente, os inseticidas organoclorados, além de afetarem diversos sistemas centrais,
podem aumentar os niveis de corticosterona plasmética (BHATIA, 1972). Este aumento de
niveis de corticosterona poderiam implicar em uma maior responsividade a uma situagao nova
e estressante (por exemplo: a caixa de esquiva € estressante, jd que o animal recebe choque
nas patas), resultando, entdo, em menor habituagdo ou maior resposta a esta situagao por parte
dos animais testados.

Baseados em todos estes fatos, propds-se realizar a dosagem de niveis plasmaéticos de
corticosterona em fémeas apds o parto ou a lactagdo, e em filhotes machos, quando adultos,
de 1* e 2* geragoes, dos diferentes grupos experimentais.

Apesar de ndo se ter evidenciado alteragdbes no comportamento maternal, poder-se-ia

pensar que se o inseticida fosse um fator estressante para a fémea, afetando o desenvolvimento



97

da ninhada, através de mecanismos intrinsicos a esta condi¢do. Atualmente sabe-se que os
niveis séricos de corticosterona aumentam siginificativamente ao redor dos 10-20 dias de idade
em ratos lactantes (FINKEL et alii, 1987). A partir do fato de que a interagdo maée-filho €
extremamente importante para o desenvolvimento deste ultimo, fémeas submetidas a um

estresse podem prejudicar suas ninhadas.

No entanto, a Unica alteragdo observada nos presentes experimentos quanto aos niveis
plasmaticos de corticosterona foi uma diminuigdo dos mesmos, naqueles animais expostos ao
inseticida, enquanto lactantes. As fémeas - maes - ndo foram afetadas. Segundo BERRIDGE
& DUNN (1986) o comportamento exploratério medido pelo tempo durante o qual o animal
investiga objetos em um ambiente novo, é diminuido pela exposigdo a vérios estressores. A
administragdo intracerebroventricular do fator de liberagdo de corticotrofina reduz o tempo
médio no qual o animal passa em contato com o estimulo novo. Por outro lado o estresse

pré-natal é capaz de aumentar aquele desencadeado pelo campo aberto (PETERS, 1982).

Em ratos estressados cronicamente, hd uma reducao significativa da resposta plasmatica a
corticosterona (ARMARIO et alii, 1984; McCARTY et alii, 1988), ou seja, haveria um
decréscimo na resposta neuroendécrina a exposi¢do ao mesmo estressor. Por outro lado, se
este animal cronicamente estressado € submetido a um estresse novo, ele mostra uma resposta
exagerada do sistema simpdtico-adrenal (McCARTY et alii, 1988). Estes fatos, talvez em parte,
estejam implicados com os presentes dados, uma vez que o inseticida realmente pode funcionar
como um estressor em uma fase na qual o animal estd se desenvolvendo. Apesar dos niveis

nao se apresentarem alterados, nada pode ser afirmado quanto a afinidade dos receptores.

De acordo com GELLERT & WILSON (1979) machos e fémeas de seis meses de idade,
cujas maes foram expostas ao aldrin ou dieldrin (3,0 mg/kg) durante a prenhez (dias 14-20)
apresentaram aumento do peso das adrenais.

Assim ndo podemos incriminar o fator estresse materno e/ou dos filhotes como sendo o

principal promotor das alteragdes observadas neste estudo.

Desta forma, os resultados obtidos indicam alteragdes, tanto metabdlicas, como funcionais
decorrentes da exposigdao ao inseticida, mas ndo mudangas morfoldgicas, ja que ndo foi
possivel detectar danos as c€lulas nervosas quando foram realizados cortes histologicos
seriados. De fato, apesar da evidéncia clinica de disturbios nervosos centrais, a intoxicagao
com dieldrin nao foi associada a mudangas moforlégicas, em mamiferos ou em aves. No
entanto, GILMOUR & SYNGE (1987) descreveram a presenga de lesdes focais cérebro

corticais em um cdo intoxicado por este inseticida.
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A resposta a novidade parece envolver a operagdo de diversos mecanismos, como a
coordenagdo sensorial e motora, motivagéo, cognigdo/aprendizado ¢ memoria.

Normalmente, as tarefas de esquiva so classificadas em ativa e passiva. Na ativa o animal
somente pode evitar o choque através de algum comportamento ativo, enquanto nas tarefas de
esquiva passiva ele pode evitar o choque mantendo-se imével ou ndo entrando em contato com

determinadas partes do aparelho experimental.

Nesse sentido verificou-se diferente comportamento dos animais dos diversos grupos na
caixa de esquiva ativa e na laténcia na caixa de esquiva passiva. Os modelos experimentais
ligados ao aprendizado e memdria sdo bastante sensiveis para detectar alteragdes produzidas
por agentes toxicos.

Como aprendizagem podemos considerar todos os processos biolégicos que envolvem
aquisigdo de informagdo, ¢ como meméria todos aqueles envolvendo manutengédo e subse-

quente evocagdo da informagdo, que ocorre apds terminada a situagdo de aprendizagem.

Atécnica de esquiva ativa de duas vias engloba aspectos sensoriais, motores e associativos.
Assim, substancias que interferem com a fungdo motora ou sensorial sdo capazes de introduzir
um desvio nos resultados obtidos.

As fungbes mais complexas sdo, em geral, mais facilmente prejudicadas que as mais
simples e, portanto, bdsicas para a sobrevivéncia do animal. A arquitetura funcional dos
neurdnios também parece desempenhar importante papel nesta intoxicagdo. Células que sao
sinapticamente ativadas por poucas células exibem um pequeno grau de mudangas; enquanto
que neurdnios que tém grande nimero de sinapses funcionam como integradores de impulsos
de muitas fontes simultaneamente e exibem maiores mudangas. As vias neurais polissindpticas
parecem mostrar-se mais sensiveis a mudangas da resposta durante a intoxicacgao que aquelas
monossinapticas (JOY, 1982a).

Pode-se supor que esteja envolvido nos resultados na caixa de esquiva ativa, apenas o
aumento da fungdo motora. Todavia, a ndo ocorréncia de diferepgas no nimero de cruzamentos
efetuados durante o teste realizado na caixa de esquiva ativa e a falta de alteragbes do
comportamento estereotipado, corroboram com a nogao de que os efeitos no desempenho dos
animais nos diversos testes ndo se deve unicamente a um aumento da atividade motora. Além
disso, a exploragdo ndo condicionada no aparelho ndo influencia marcadamente o desenvol-
vimento temporal da resposta (LORENZIM et alii, 1986). Além disso, observamos menor

laténcia para passagem para o lado escuro na caixa de esquiva passiva dos animais do grupo

DLI1E.
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Deve-se considerar que talvez os resultados fossem mais consistentes se se tivesse adotado

um nimero maior de animais por grupo ou um outro delineamento experimental.

Muitas formas primitivas de aprendizado aparecem muito cedo na ontogenese do rato. A
esquiva passiva em sua expressio primitiva, como movimentos para evitar um evento aversivo,
é estabelecida nas primeiras horas pés-natais (KOLLNER et alii, 1988). O aumento da
aquisi¢do no processo de aprendizagem se dd entre a 3* e 5* semana de vida, e reflete o
enriquecimento do repertério comportamental dependente da maturagéo da atividade do SNC.
H4 um envolvimento de receptores dopaminérgicos em processos de aquisigdo e retencdo de
memoria (ARCHER et alii, 1982; ICHIHARA et alii, 1988; CORNWELL-JONES et alii, 1989).
E interessante notar ainda, que segundo VAN OYEN et alii (1980) a presenga de testosterona
parece serde particular relevincia na diferenga de comportamento de ambos os sexos no teste
de esquiva passiva.

Poder-se-ia tentar explicar os dados encontrados na esquiva ativa por alteragdo da sensi-
bilidade do animal, no caso titil, ao choque. No entanto, quando realizou-se o teste de
sensibilidade térmica na placa quente, ndo observou-se alteragdes significativas quanto aos
parametros testados. Dessa forma, ao saber-se que os fatos do meio ambiente sao codificados
(aquisi¢do de informagdo) e armazenados no SNC, e um maior comportamento exploratdrio
poderia provocar uma maior interagdo do animal com o meio e, portanto, facilitar a associagdo
de estimulos e a aquisi¢ao de informagdes, € possivel inferir que a presenga do aldrin no animal
interfira nesta interagao.

Tomados em conjunto os resultados aqui expostos, sugerem alteragao a nivel da diferen-
ciagdo sexual no periodo perinatal, uma vez que as fémeas demonstram maior locomog¢ao no
campo aberto e uma menor laténcia na caixa de esquiva passiva, fatos ocorridos entre os
animais presentemente estudados, aliado ao retardo da descida dos testiculos dos filhotes
observado neste trabalho. O sistema catecolaminérgico estaria envolvido em tais alteragoes.
Os efeitos interativos, entre hormdnios € monoaminas no desenvolvimento do sistema nervoso
sdo de importancia na diferenciagdo sexual do cérebro. H4 evidéncias de que interferéncias
com sistemas aminérgicos, durante periodos criticos de diferenciagdo sexual, podem alterar a

expressao esteréide dependente de comportamentos relacionados com o sexo na idade adulta.

O 18° dia de desenvolvimento pré-natal representaria o ponto critico no processo de
diferenciagdo sexual do cérebro de fetos de ratos (WARD, 1977), estendendo-se até os

primeiros sete a dez dias de vida (RHEES et alii, 1990).

Manipulagées que interfiram com os niveis de testosterona nos dias 18 e 19 de prenhez,
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ou apés o nascimento, resultariam em desmasculinizagdo incompleta ou feminilizagdo de
comportamentos sexualmente dimérficos, observados em machos quando adultos (RAUM et
alii, 1990).

Outros testes poderdo confirmar tal hipétese, como o estudo do comportamento sexual,
atividade geral e o desempenho de fémeas em uma caixa de esquiva passiva, ou mesmo a
dosagem de niveis hormonais e de catecolaminas nos animais; bem como dos niveis de
inseticida na gordura de fémeas de 1* geragdo (no caso de alteragdbes na 2* geragdo). Tal
alteragdo dar-se-ia de modo sutil, evidenciando-se através de comportamentos mais elaborados

e sem sinais evidentes de toxicidade materna ou dos filhotes na dose aqui empregada.

Os presentes experimentos demonstram envolvimento do aldrin em uma série de alteragoes
no desenvolvimento de ratos expostos perinatalmente, o que evidencia possibilidade de danos
em organismos, principalmente os imaturos, quando aplicados indiscriminadamente no meio
ambiente. As alteragdes observadas nos animais de 2* geragdo, demonstram a sensibilidade da
metodologia comportamental, na detecgio de alteragdes sutis, determinadas por xenobi6ticos.
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7 - CONCLUSOES

A exposigdo de ratas ao aldrin ndo causou prejuizo na taxa de prenhez e ndo produziu qualquer
indicio evidente de toxicidade materna.

A exposigio ao aldrin diminuiu a taxa de viabilidade ao desmame de filhotes de 1* geragéo,
mas ndo apresenta efeitos nos filhotes de 2* geragéo.

O aldrin ndo afetou, de modo grosseiro, o comportamento maternal de fémeas adultas e de 1*
geragao.

A exposicio ao inseticida afetou o desenvolvimento fisico ¢ neurocomportamental de filhotes
de1® e 2* geragdes. Foi observado adiantamento na erupgio do dente incisivo, atraso na descida
dos testiculos e na exteriorizagdo de alguns reflexos, além de alteragdes na atividade geral; de
filhotes.

A exposigdo perinatal ao aldrin ndo afetou a sensibilidade térmica de ratos de 1* geragéo, aos
45 dias de idade.

O aldrin, se administrado perinatalmente, ndo alterou a sensibilidade convulsiva ao som de
ratos adultos de 1* geragdo, aos 90 dias de idagde.

Os animais adultos submetidos perinatalmente ao aldrin apresentaram um limiar maior para a
convulsdo induzida pelo pentilenotetrazol nas 1* e 2* geragbes e menor no que se refere a
estricnina na 1° geragdo. Nao foram constatadas diferengas quanto a convulsdo por picrotoxina
nas duas geragdes estudadas.

Os ratos, de 1°* e 2* geragdes, quando adultos, apresentaram locomogao aumentada no campo
aberto. Estalocomogio foi significativamente maior apés 45 minutos, mas nao ap6s 30 minutos,
da administragdo de anfetamina. A apomorfina (0,2 mg/kg) ndo foi capaz de reduzir tanto a
locomogdo dos animais expostos ao pesticida, como a dos que perteciam aos grupos controles
na 1% geragao.

Nao foram constadas diferengas na estereotipia de ratos de 1* geragao, expostos ou ndo ao aldrin.
A exposigao ao aldrin alterou os pardmetros observados em uma caixa de esquiva ativa de duas
vias, em relagdo aos animais de 1* e 2* geragdes. Houve mudangas na porcentagem de esquivas,
além de uma menor laténcia de choque no aparelho.

A exposigao de ratos, enquanto lactantes, ao aldrin, diminuiu a laténcia para o cruzamento em

uma caixa de esquiva passiva, nos animais de 1* geragao.

6 )
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A exposi¢do ao aldrin aumentou o comportamento exploratério (frequéncia e tempo de
observagdo de objetos) em uma caixa de hole-board, nos animais de 1* e 2* geragGes.

A exposi¢do de ratos, enquanto lactantes, ao aldﬁn, diminuiu os niveis plasméticos de
corticosterona nos machos de 1°* geragéo.

Niéo foi constatada a presenga de aldrin, ou de seu principal metabdlito, o dieldrin, no sangue
de animais adultos de 1* geragdo.

Néo foram constatadas alteragdes morfolégicas no cérebro de ratos de 1* geragdo, quando
adultos.
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8 - RESUMO

Propds-se estudar alguns dos efeitos da administragio perinatal de aldrin em ratos de 1° e
2! geragdes. Procurou-se dessa forma evidenciar ndo s6 possiveis alteragdes neurocomporta-
mentais e reprodutivas induzidas pelo pesticida, como também efeitos deste no desenvolvi-

mento fisico dos animais, quando jovens e quando adultos (90 dias).

Para tanto, tratou-se fémeas com 1,0 mg/kg de aldrin em trés fases distintas: 35 dias antes
do acasalamento e prenhez durante a prenhez ou durante a lactagdo. Para a obtengdo da 2!
geragao, fémeas, filhas destas ratas tratadas com o inseticida, foram cruzadas com machos
integros, ndo recebendo qualquer tratamento adicional.

Nos filhotes até 26 dias de vida, estudou-se os efeitos do aldrin em seu desenvolvimento
fisico e neurocomportamental, como também na atividade geral. Nesta ocasido, observou-se
alteragdes no tempo efetivo 50% - TEsq, para o aparecimento de pardmetros fisicos, princi-
palmente em relagdo ao adiantamento da erupgao dente incisivo (com excec¢ao de AP1E) € no
retardo da descida dos testiculos, para os filhotes expostos ao aldrin. Foi evidenciando ainda,
atraso no aparecimento de reflexos, como endireitamento e de subir (DP1g, DPL1E, DP2E e
DL2E); além de alteragbes na atividade geral dos filhotes expostos ao pesticida. Aos 45 dias
de idade, os filhotes de 1* geragdo tiveram sua sensibilidade térmica avaliada; ndo se
constatando qualquer prejuizo.

Nos animais adultos, realizaram-se diferentes testes, constatando-se o seguinte: a) os
animais (AP1g, DP1E e DPL1E) ndo sdo sensiveis a convulsdo por som ou quando esta é
induzida pela picrotoxina, no entanto, podem ser sensiveis a estricnina (DP1E), enquanto que
o PTZ aumenta o limiar convulsivo (PD1g ¢ DP2E); b) os animais apresentaram maior
atividade locomotora em um campo aberto, éom ou sem a influéncia de drogas, como a
anfetamina (AP1E, DP1E, DL1Eg, DP2E e DL2E) ou apomorfina (DL1g e DL2E); ¢) o inseticida
ndo afetou o comportamento estereotipado induzido pela apomorfina; d) em uma caixa de
esquiva ativa de duas vias ocorreu uma diminuigdo da laténcia de choque (DL1g, DP2E e
DL2E) e alteragdo quanto a porcentagem de esquiva (AP1E ¢ DP2E); €) em uma caixa de
esquiva passiva os ratos (DL1E) apresentaram menor laténcia para o cruzamento; f) apresen-

taram, ainda, maior frequéncia e tempo de observagdo na caixa de hole-board (DP1E, DL1E
e DL2E).
Nao foram observados prejuizos decorrentes da a¢do ao aldrin com excegio da taxa de

viabilidade de filhotes ao desmame, no que se refere a 1* geragio.
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Estas alteragdes, possivelmente, sdo devidas a agdo do aldrin no desenvolvimento do SNC
dos filhotes cujas maes foram tratadas nas fases de prenhez e lactagdo, jd que ocorreu maior
nimero de alteragdes nos filhotes de ratas expostas nestas fases. Além disso, ndo foram
constatadas aberragdes no comportamento maternal, bem como a auséncia de mal-formagdes
morfolégicas no cérebro. Neste sentido, ndo se constatou a presenga de aldrin ou dieldrin no
plasma. Pode-se supor, assim, que as alteragdes observadas, sdo importantes e se ndo todas,

pelo menos algumas, sdo permanentes, jd que sdo verificadas nos filhotes quando adultos.

Poder-se-ia imaginar que o aldrin produziria efeitos em tarefas aonde estariam envolvidas
primordialmente a capacidade adaptativa do organismo, atuando como fator estressor, no
desenvolvimento animal; o que causaria alterages semelhantes as encontradas neste trabal ho.
Assim evidenciou-se que o aldrin poderia servir em parte como um estressor, ja que diminue

os niveis de corticosterona em animais a ele expostos, mas sé enquanto lactantes (1* geragao).

Procurou-se entdo explicar os danos obtidos através do anacronismo entre a maturagdo.do
SNC, no que se refere, principalmente, ao sistema catecolaminérgico, € os padroes de secregéo
de testosterona; ja que hd evidéncias de que interferéncias com este sistema durante o periodo
de diferenciagao sexual pode alterar o desempenho dos animais, em testes cujo comportamento
¢ sexualmente dimérfico, além disso, muitos dos testeg aqui empregues servem como indica-
dores de alteragdes no sistema catecolaminérgico, que, também, estd envolvido com a descida
dos testiculos.

As alteragdes observadas nos animais de 2* geragdo, podem ser devidas a niveis de aldrin
ou dieldrin nao detectdveis pela metodologia empregada em fémeas de 1* geragdo; ou a uma
alteragdo no genétipo (embora trabalhos recentes questionem os efeitos mutagénicos do aldrin,
ao menos em doses como as aqui utilizadas), ou a uma alteragdo sutil no comportamento

maternal devido a estresse, o que desmaculinizaria os filhotes machos.
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10 - SUMMARY

The effects of perinatal aldrin administration - a cyclodyene organochlorinated insecticide
- on behavioral and physical development or rat’s litter of the 1°' and 2™ generations were
studied to detect the possible persistence of these observed effects,‘animals were also tested
in adulthood.

Rat dams were at random divided into three experimental groups, being subcutaneously
and long-term treated with aldrin (1.0 mg/kg) before the pregnancy, during the pregnancy and
during lactattion, respectively. In each group, control females were treated during the same
period and for the same time with control solution, i.e., NaCl 0.9% + Tween-80. Some control
and experimental female rats remained undisturbed till adulthood, when they were mated to
give the pups of the 2™ generation.

The litters of the 1°* and 2™ generations derived from those dams, were observed for
several parametters, ranging from the onset and maturation of reflexes, signs of physical and
neurobiological developments to the highly integrated affective and cognitive functions such
as learning and memory.

The pesticide was not able to change rat’s materndl behavior. Nevertheless, aldrin admi-

nistration during the lactation period decreased pup’s survival at weaning.

Results showed also that aldrin perinatal administration was able to cause a deficit in rat
pups neuromuscular and physical development; thus, the medium effective time 50% (TEs0%)
for ears and eyes openings as well as for testes descent were decreased in experimental pups
provided from dams treated with the pesticide during the pregnancy or during lactation. Several
reflexes were also decreased in these animals. On the contrary, the TEs50% for foretooth

eruption was increased in the perinatally treated litters.

Furthermore, the following was observed in adulthood: a) enhancement of the threshold
for pentylenetetrazol-induced seisures; b) increase in locomotion frequency in the open-field;
c) changes in performances in a two-way avoidance test and also in an inhibitory avouidance
test; d) increase in the exploration time measured in hole-board apparatus. Nevertheless, no
changes were observed in apomorphine-induced stereotyped behavior and also on C.N.S. cells
morphology, histopathologically studied. Furthemore, aldrin and dieldrin were not observed
in plasmatic samples of the experimental and perinatally treated animals and corticosterone

levels were decreased in male animals exposed to aldrin during lactation.
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These results suggest that aldrin perinatally administered to rats maight cause not only
physical but also functional and persistent alterations. The present findings maight reflect an

anachronism among C.N.S. maturation, catecholaminergic systems and testosterone secretion.
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