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Resumo

Todos os tecidos animais contém elementos inorganicos ou minerais em variadas quantida-
des e proporgoes.O tecido muscular é formado por células diferenciadas para uma utilizagao
otimizada da contratilidade, através da geragao de forgas pelos microfilamentos e proteinas,
capaz de impulsionar movimento O objetivo do presente trabalho trabalho é avaliar a influén-
cia da ingestéo alcodlica sobre a constituicao elemental do musculo mastigador masseter.
Neste estudo foram usado 20 ratos Wistar, macho, com oito semanas no inicio do estudo.
Os ratos foram distribuidos em dois grupos de 10 animais cada. O Grupo | constitui o grupo
controlo, mantido nas condigdes padrao do biotério, com agua e alimento a descrigdo. O
Grupo Il foi submetido a administragcdo de uma solucéao de etanol a 5% que substituiu a
agua de bebida, durante 4 semanas. Em todos os animais foram colhidos fragmentos do
musculo masseter para analise histopatolégica de rotina e fragmentos de musculo masseter
para analise de fluorescéncia de raios-X, com energia de 15 keV e com tempo de exposicao
de 200s. Nos espectros obtidos, foi removida a radiacdo de fundo, permitindo a andlise
individual com quantificacdo da presencga de aluminio (Al), fésforo (P), enxofre (S), cloro
(Cl), potéassio (K), célcio (Ca) e ferro (Fe). A andlise comparativa dos espetros elementares
do musculo masseter nos animais do grupo controlo e do grupo teste permite observar
alterac6es da composicdo atdomica entre os dois grupos, em particular do aluminio, fésforo,
enxofre, cloro, potassio e ferro. Todos os individuos submetidos a ingestdo experimental de
etanol nao apresentaram alteragcdes morfolégicas do musculo masseter. Foram observadas
alteragcdes da constituicao elemental dos musculos mastigadores neste modelo experimental

de alcoolismo.



Abstract

All animal tissues contain inorganic or mineral elements, in varying amounts. Muscle tis-
sue is composed of differentiated cells for optimal of contractility, by generating forces by
microfilaments and proteins, with the ability of propelling movement.

The aim of this work is to evaluate the influence of alcohol intake on the elemental
constitution of masticatory masseter muscle.

In this study 20 male Wistar rats, eight weeks old at the beginning of the study were
used. The animals were distributed into two groups of 10 individuals each. Group | was the
control group, maintained for 8 weeks without manipulation. Group Il was subjected to the
administration of a 5% ethanol solution as drinking water for 4 weeks.

In all animals were collected masseter muscle fragments for routine histopathological
analysis and masseter muscle fragments for fluorescence X-ray analysis with energy of
15 keV and an exposure time of 200s. In the spectra obtained, background radiation was
removed, allowing individual quantifying of the presence of aluminum (Al), phosphorus (P),
sulfur (S), chlorine (Cl), potassium (K), calcium (Ca), and iron (Fe).

The comparative analysis of the elemental spectra of the masseter muscle of the animals
in the control and test groups allows to observe changes in atomic composition between the
two groups, in particular aluminum, phosphorus, sulfur, chlorine, potassium and iron.

All animals undergoing experimental ethanol intake showed no morphological changes
of the masseter muscle. There have been changes of elemental constitution of the studied

muscle in this experimental model of alcoholism.
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Introducao

A origem do Universo e dos elementos quimicos

A origem do Universo situa-se hé cerca de 13,7 mil milhées de anos, formado a partir
de um estado de densidade e temperatura altamente elevadas. Nessa altura tera havido
uma grande exploséo e libertacdo de energia. Foram criados o espago e o tempo e com
o0 avancar do tempo gases, estrelas e planetas.'?) O Universo Primordial preencheu-se
de radiagao e particulas fundamentais, os "quarks", que se aglomeravam. Desde entao o
universo tem vindo a expandir, com a diminui¢cao progressiva da temperatura e da energia
acumulada. A matéria passou a predominar sobre a antimatéria.?3

Nos primeiros instantes da vida do Universo, a diminui¢cdo da temperatura permitiu a for-
magao dos protdes, neutrdes e eletrdes e uma consequente estabilidade eletromagnética.*
Pouco tempo depois uma forga nuclear muito forte, fez com que os protées e os neutrdes
se ligassem entre si para formar os primeiros nucleos; de deutério, o primeiro elemento
atémico existente. Designa-se esta génese por nucleossintese primordial.*® O deutério é
um isétopo do hidrogénio, o primeiro e 0 mais simples dos elementos, constituido, apenas
por um protdo e um neutrdo. A diminuicao progressiva da temperatura até cerca de um bilido
de graus centigrados, permitiu que o elemento deutério capturasse protdes e neutrdes e
permitiu a formacédo de um novo elemento, constituido por um nimero progressivamente
maior de protdes e de neutrdes: o hélio, litio e o berilio.?®

Os atomos formados pela nucleossintese primordial foram-se aglutinando em nuvens
de gas.'* A contragao gravitacional de hidrogénio e berilio e 0 aumento de velocidade da

nuvem de gas, permitiu a formagao de vastos aglomerados de matéria: as protoestrelas. -6
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A contracao das protoestrelas, por acdo da prédpria gravidade, provocou um aumento da
sua pressao e da sua temperatura.! Criaram-se, assim, condi¢des para a ocorréncia de
reacoes nucleares de transformacao de hidrogénio em hélio e a consequente libertagéo de
grande quantidade de energia sob a forma de radia¢des, com o aparecimento das primeiras

estrelas.®

A fase principal da vida da estrela termina quando todo o hidrogénio é utilizado e o hélio
se funde em carbono, azoto e oxigénio."” O hélio é demasiado estavel, a sua forca de
ligacdo é muito elevada e é capaz de capturar todos os neutrdes disponiveis.®® Quando

trés atomos de hélio se juntaram, formou-se o carbono.*’

Com o aparecimento do carbono inicia-se uma nova fase de fusao nuclear no interior
das estrelas. Os nucleos de carbono combinam-se com nucleos de hélio para produzir o
oxigénio.* A nucleossintese desenvolve-se em diferentes camadas da estrela: no centro, o
hélio transforma-se em carbono e oxigénio; na parte superior, o0 hidrogénio transforma-se
em hélio. Dois nicleos de carbono juntam-se e desenvolvem energia.' A fusdo do carbono
produz a formacao de néon, oxigénio e magnésio e a fusao do oxigénio produz o silicio
e o enxofre.” O silicio e o enxofre produzem o ferro.® Ao mesmo tempo que no nicleo
da estrela se produz ferro, as reacdes nucleares prosseguem nas camadas exteriores,
que se expandiram devido a energia propagada a partir do interior. Os elementos mais
pesados estao situados no interior: uma camada de carbono rodeia uma camada de oxigénio,
que, por sua vez, rodeia uma camada de silicio, existindo um nucleo central constituido

essencialmente por ferro.®

Com a produgao de ferro, acabam as reacdes de fusdo no nicleo da estrela.® Nao é
possivel fundir nucleos de ferro para criar nacleos de elementos mais pesados, pois esse
processo requer energia, e em vez de a produzir, 0 processo culmina com a explosao de
uma supernova, que langa para o espaco interestrelar parte da sua matéria, contendo os
elementos pesados entretanto formados.®’ A supernova marca a morte de algumas estrelas,
e a producao de ingredientes para o desenvolvimento de vida: ferro, célcio e sddio, que

entram na composicdo de planetas, plantas e animais. 4>°
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Oligoelementos

Sao elementos de baixo peso molecular, podendo ser definidos como os catalisadores
no metabolismo das reagdes enzimaticas dos seres vivos. S&o sais minerais que estao
presentes no organismo em pequenas quantidades (alguns miligramas por quilograma de

peso corporal ou algumas partes por milhao). 101

O aluminio (Al) é o metal mais comum e o terceiro elemento mais abundante na crosta
terrestre. Esta presente nos pulmdes, tecidos moles e 0sso. Apenas uma pequena parte do
aluminio ingerido na dieta é absorvida pelo trato digestivo em individuos saudaveis, sendo
a maior parte deste excretada por via renal. Encontra-se também em medicamentos e
adjuvantes de vacinas. As particulas revestidas por aluminio sdo pouco biodegradaveis,
sendo imediatamente fagocitadas quando injetadas no tecido muscular, difundindo-se pelas

células do corpo. O aluminio quando em excesso induz neurotoxicidade. 1213

A maioria do fosforo (P) presente no corpo humano encontra-se no tecido 6sseo e
dentes, juntamente com o célcio. Apresenta um papel estrutural a nivel celular, predominan-
temente nos fosfolipidos, constituintes das membranas celulares. E um dos mais importantes
elementos e indispensaveis constituintes de todos os organismos vivos. E um elemento
nao-metalico com um papel fundamental para a célula, por contribuir para as transicées
bioquimicas necessarios para os processos metabdlicos, através da criagdo de ligagdes
altamente energéticas em moléculas de ATP e ADP. Constitui assim uma reserva celular
de energia. Na forma de fosfato, € uma contribuicao fundamental para a manutencao do
equilibrio &cido-base. O fosforo liga-se a elementos como o ferro e 0 magnésio tornando-os

menos disponiveis no corpo humano. 417

O enxofre (S) é um nutriente essencial, existente em concentragdes muito baixas no
organismo humano, disponivel no solo na forma de sulfato. As plantas sao capazes de
reduzir o enxofre inorganico, para utilizagdo num grande nimero de metabolitos primarios e
secundarios. A reducao de enxofre elementar em H2S fornece uma fonte de energia celular
e é antioxidante. Esta envolvido no controlo da sintese de proteinas através da modificagéo

do RNA de transferéncia e da regulamentacéo da atividade de enzimas. 1820
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Os ides de cloro sdo anides dominantes do liquido extracelular. A sua fungéo esta
subjacente ao equilibrio acido-base. A manutengao da quantidade ideal de i6es hidrogénio
nos liquidos intracelular e extracelular depende de um delicado equilibrio quimico entre os
acidos e as bases existentes no organismo e a manutengao de concentracées adequadas
de 4gua e eletrélitos num equilibrio celular.’ O ido cloreto é um oxidante forte, reduzindo
rapidamente outras substancias com libertacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
esgota os mecanismos de defesa antioxidantes como o glutatido e o 4cido ascérbico.?! A
exposicao a concentragdes elevadas (> 50 ppm) pode danificar o trato respiratério inferior
e 0 parénquima pulmonar causando pneumonia intersticial, edema pulmonar e morte por
insuficiéncia respiratoria progressiva.2? A sua toxicidade estéa ligada a lesdo oxidativa das
células epiteliais do pulmao, com perda de proteinas plasmaticas para os espagos alveolares,
a produc¢ao de mediadores inflamatérios, influxos de neutréfilos para o tecido pulmonar e
sindrome de doenca reativa das vias respiratérias. A manifestacao sistémica, caracteriza-se

por inflamac&o e inactivagao da enzima monéxido de azoto.?'

O potassio (K+) é o catido intracelular mais importante. E transportado para o interior
das células pelo mecanismo de transporte ativo, bomba de soédio, e tem acao fundamental
na conducdo do impulso elétrico e na contracdo muscular. Participa juntamente com o
calcio na atividade muscular e regula a estimulagdo neuromuscular. O potassio participa no
metabolismo dos hidratos de carbono, atua glicogénese, desempenha um papel importante
no armazenamento de hidrogénio nas proteinas musculares (formacédo de massa magra), e

participa na excrecéo renal de sédio. '

O calcio (Ca) é um elemento quimico importante para a formagéo de 0ssos e dentes, atua
na coagulagdo sanguinea, transmiss@o nervosa, contragdo muscular, libertagao e ativagao
enzimatica, sintese, secrecao e metabolismo de enzimas proteicas e permeabilidade da

membrana plasmatica. '*

O corpo humano adulto contém cerca de quatro gramas de ferro, dois tergos dos quais,
associados & hemoglobina.* O ferro € um 6xido, sendo facilmente reduzido. E téxico

quando presente em excesso. 23
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O tecido muscular

A maior parte dos movimentos do corpo sao realizados pela contragdo muscular. O tecido
muscular possui como caracteristicas funcionais fundamentais contractilidade, excitabilidade,
extensibilidade e elasticidade. Tem a capacidade de gerar forgas mecanicas que tornam
possivel a locomogao, manipulacdo de objetos, circulacdo de sangue e propulsdo dos
alimentos através do tubo digestivo.'* Existem diferengas nos tecidos musculares que
condicionam a classificagao dos mesmos, segundo a sua morfologia, funcéo e constituigéo.
E um tecido que possui a capacidade de adaptacéo a diferentes condicdes fisiopatoldgicas

através da regulacéo de vias responsaveis pela sintese proteica e renovagao celular.?42°

Os microfilamentos e proteinas associadas geram as forcas necessarias para a contragao
celular.' A contracdo muscular é consubstanciada pelo deslizamento de dois conjuntos de
filamentos de actina e miosina.?® A contracdo muscular resultante das interagdes ciclicas de
actina e miosina resultam na libertacdo de energia sob a forma de adenosina trifosfato (ATP)

e calor.?”

De acordo com as caracteristicas morfologicas e funcionais, distinguem-se trés tipos
de tecido muscular: musculo estriado esquelético, musculo estriado cardiaco e musculo
liso.'*25 O musculo estriado cardiaco, cujas células apresentam estriagéo transversal, é
formado por células alongadas e ramificadas, que possuem uma disposicao paralela com
unido através de discos intercalares, encontrados exclusivamente no musculo cardiaco.2® A
contracdo das células musculares cardiacas é involuntaria, vigorosa e ritmica.?®> O misculo
liso desempenha contragdes ritmicas de baixa intensidade e de longa duracéo. E formado
por aglomerados de células fusiformes que nao apresentam estriagdo. Constitui a com-
ponente muscular das estruturas viscerais, vasos sanguineos, trato gastrointestinal, Gtero
e bexiga. A sua contracao involuntaria € dependente do sistema nervoso auténomo e do
sistema enddcrino. O musculo esquelético é o tecido mais abundante no corpo humano,
acompanhado por 0ssos, cartilagens e tenddes que constituem os meios de locomocéo, mas
também desempenha um papel importante na homeostasia metabélica.'#?® Encontra-se

revestido por uma lamina delgada de tecido conjuntivo, o perimisio, que se prolonga para
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interior da estrutura muscular, e o divide em feixes (primarios, secundarios, terciarios). Os
septos intramusculares de tecido conjuntivo que condicionam os feixes constituem o en-
domisio. '#2% O musculo esquelético é composto por feixes de células multinucleadas de
diametro variavel, cilindricas, alongadas, que apresentam estriacdo.%> A sua contracéo é
rapida, forte, e sob controlo voluntario, causada pela interagao de finos filamentos de actina
sobre filamentos espessos de miosina, cuja configuragdo molecular permite o deslizamento
de uns sobre os outros. As fibras musculares, dispostas paralelamente e separadas por
tecido conjuntivo rico em colagénio, agrupam-se em feixes que adotam a direcao de acao
do musculo que constituem. 42527 As miofibrilhas que conferem estriacdo ao musculo
esquelético e ocupam a maioria do espaco intracelular, condicionam a posigcéo periférica
dos nucleos e mitocondrias; sdo constituidas por unidades que se repetem ao longo de seu
comprimento, denominadas sarcémeros. Em torno do conjunto de miofibrilhas de uma fibra
muscular situa-se o reticulo sarcoplasmatico (reticulo endoplasmatico liso), especializado no

armazenamento de calcio. 142°

As faixas mais extremas e mais claras do sarcémero, designadas de bandas I, contém
apenas filamentos de actina. Nesta zona encontra-se a linha Z, que corresponde a varias
unides entre dois filamentos de actina. A faixa central, mais escura, designa-se de banda A,
cujas extremidades sao formadas por filamentos de actina e miosina sobrepostos. Na banda
A é possivel identificar uma regido mediana mais clara, a banda H, constituida apenas por
miosina. O sarcémero compreende 0 segmento entre duas linhas Z consecutivas e é a
unidade contratil da fibra muscular.'*25 A contragédo do musculo esquelético ocorre pelo
deslizamento dos filamentos de actina sobre os de miosina. Nas extremidades dos filamentos
de miosina existem pequenas proje¢des capazes de formar ligagdes locais especificas dos
filamentos de actina, quando o musculo é estimulado. Durante a contragdo muscular, o
sarcémero diminui de comprimento com aproximagéo de duas linhas Z, chegando mesmo
a desaparecer a zona H na contragdo maxima. A energia para a contragdo muscular é
fornecida por moléculas de ATP produzidas durante a respiragao celular. Quando nao
existe energia suficiente, a miosina mantém-se unida a actina, provocando o espasmo

muscular, 1427
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De acordo com sua estrutura e composicao molecular, as fibras musculares esqueléticas
podem ser identificadas como fibras do tipo |, ou de contragéo lenta e, fibras do tipo Il, ou
de contracao rapida. As fibras do tipo | apresentam coloracdo vermelha escura por um
sarcoplasma rico em mioglobina. Essas fibras sdo adaptadas para a contracdo mantida,
continuada. As fibras do tipo Il sdo adaptadas para contragdes rapidas e descontinuas.
Possuem pouca mioglobina o que lhes confere uma coloragéo mais palida. As fibras do tipo
Il podem ser subdivididas nos tipos IlIA, 1IB e IIC, de acordo com as suas caracteristicas
funcionais e bioquimicas. As fibras do tipo IIB sdo as mais rapidas e dependem principal-
mente da glicélise como fonte de energia. ' Cada musculo, enquanto unidade anatémica,
apresenta diferentes proporcdes destes tipos de fibras, dependente da sua localizacéo

corporal e da funcdo que desempenha. '

Musculos mastigadores

Os musculos mastigadores permitem a realizacdo dos movimentos do aparelho es-
tomatognatico, entre os quais 0s da mastigagao e tém origem no cranio e inserem-se na
mandibula. Os musculos mastigadores sdo: o temporal, 0 masseter (ambos musculos
elevadores da mandibula), o pterigoideu medial e o pterigoideu lateral. Embriologicamente
séo derivados do primeiro arco branquial, inervados pelo nervo trigémeo (V par craniano),
através do nervo mandibular. S&o irrigados por ramos da artéria maxilar.%°

O musculo temporal tem origem na fossa temporal e a sua inser¢ao é na porgao anterior
do ramo mandibular e na apéfise coronéide. O musculo temporal tem como funcéo elevar e
retrair a mandibula. O musculo pterigoideu lateral tem origem na apéfise e grande asa do
esfendide com insergdo na apéfise condiliana do disco articular, com a fungdo de projecao e
depressao da mandibula. O musculo pterigoideu medial tem origem na apoéfise pterigoideia
do osso esfendide e tuberosidade maxilar com inser¢do na face interna da mandibula, com
a funcéo de projecéo e elevacao da mandibula. 152°
O musculo masseter tem como funcgéo a elevagdo e proje¢do da mandibula. E um

musculo espesso e apresenta uma forma retangular; apresenta dois feixes com fibras com
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diferentes orientagdes: um feixe superficial e um profundo. O feixe superficial tem origem
nos dois tergos anteriores do arco zigomatico e o feixe profundo na superficie média do arco
zigomatico. Os dois feixes inserem-se na superficie lateral externa do ramo e angulo da
mandibula, que se estendem do arco zigomatico ao ramo da mandibula. A sua face medial
relaciona-se com o ramo da mandibula e as suas estruturas associadas, superiormente
relaciona-se com o musculo temporal e anteriormente com o musculo bucinador. A face
lateral do musculo masseter esta coberta posteriormente pela glandula parétida e a sua
fascia, anteriormente pela fascia massetérica. Esta face é cruzada pelo ducto parotideo,
pela artéria transversa facial e pelos ramos terminais do nervo facial. O musculo masseter
€ irrigado pela artéria massetérica, ramo da artéria maxilar e drenado posteriormente por
veias massetéricas, que seguem o trajeto inverso da artéria. A inervagao é feita pelo nervo

massetérico, um ramo do nervo mandibular. 303

O etanol

O etanol é uma substancia depressora do SNC e afeta a presenga e agéo de diver-
S0s neurotransmissores no cérebro, entre eles, o acido gama-aminobutirico (GABA) e o
glutamato 3233,

E uma substancia absorvida principalmente no intestino delgado e em menores quanti-
dades no estémago e no célon. Acompanha os movimentos da 4gua, de modo que difunde
em todos os tecidos, com excecdo de 0ssos e tecido adiposo.®* E uma molécula que atrav-
essa facilmente a membrana celular, pelo que o equilibrio de concentragdes entre o sangue
e os tecidos é atingido rapidamente.3* A velocidade de absor¢do aumenta com o rapido
esvaziamento gastrico e com a auséncia de proteinas, lipidos ou hidratos de carbono que
interfiram com a absorcdo. A intoxicagcao pelo alcool, especialmente em pessoas subnutridas
ou em jejum, pode causar hipoglicémia.3®

O etanol é metabolizado, principalmente pelo figado, através de trés vias metabdlicas. A
mais importante tem lugar no citosol: o etanol é oxidado em acetaldeido por a¢éo da desidro-

genase alcoolica (ADH). O acetaldeido é depois convertido em acetato (no citosol ou nas
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mitocondrias) por agdo da aldeidodesidrogenase. Cada uma destas reagdes requer NAD+,
com aumento da relagdo NADH/NAD+. Outra via de metabolizagio do etanol é microsso-
mal.33:36:37 Esta via é ativada quando ha um consumo excessivo de &lcool. Este sistema tem
como co-fator NADPH e utiliza o citocromo P450 (CYP3E1), a NADPH- citocromo redutase e
fosfolipidos. Esta via utiliza o oxigénio e a NADPH n&o gerando componentes formadores de
energia, mas antes consome energia. A terceira via de metabolizagao do etanol ocorre no
interior dos peroxissomas, através das catalases. 333" Todas as vias metabdélicas do etanol
tém como produto final o acetaldeido, responsavel pelos efeitos adversos do etanol no
organismo: aumento significativo da geragao de espécies reativas de oxigénio e diminuigao
da fungao mitocondrial. 3839

As repercussdes metabdlicas do etanol mais relevantes, decorrem na alteragdo da
oxidacdo-reducdo com a modificacdo da relagdo NAD+/ NADH.3%4% Um dos efeitos desse
desequilibrio metabdlico é a diminuicdo da gliconeogénese por impedir a oxidagao do lactato
a piruvato, que se manifesta sob a forma de hipoglicémia.*' (A acumulacéo de acido latico
pode atingir niveis excessivos e interferir na excre¢do de &cido Urico, competindo pelo
mecanismo de transporte no tubulo renal e assim precipitar um ataque de gota em individuos
susceptiveis.#'*? O excesso de NADH inibe a oxidagao de &cidos gordos, com acumulagéo
hepatica de lipidos, que se manifesta sob a forma de esteatose hepatica.*>43

O etanol inibe a formacao de acetil-CoA, inibe o ciclo do acido citrico ao inibi a -
cetoglutarato.® A diminuicao de ATP tem consequéncias importantes na célula, pois interfere
com a integridade da membrana, funcionamento de bombas idnicas, sintese proteica. A
producao de citocinas (por células de Kupffer e outras células do figado) e espécies reativas
de oxigénio (ROS) por macrofagos ativados e através do efeitos do metabolismo do etanol
desempenham um papel importante no desenvolvimento e progressao da doenga hepatica.
As ROS promovem a formacao de produtos de peroxidacao de lipidos, o que resulta num
desequilibrio do equilibrio oxidativo, conduzindo assim a alteragbes estruturais e funcionais

dos hepatoécitos. **



OBJETIVOS

Objetivos

O objetivo do presente trabalho é procurar reconhecer os efeitos sobre a composi¢cao
atomica, nomeadamente em relagdo aos elementos quimicos aluminio, fésforo, enxonfre,
cloro, potassio, calcio e ferro dos musculos mastigadores, num modelo experimental de
alcoolismo.

Pretende-se avaliar de forma comparativa a patologia identificavel do ponto de vista

morfoldgico com a detegado/quantificagédo dos referidos elementos quimicos.
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Materiais e Métodos

Preparacao e distribuicao dos animais

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados 20 ratos Wistar macho, com
oito semanas de idade no inicio do ensaio, mantidos em condi¢des padrdao de manipulagao
€ manutencgao, de acordo com a legislagao em vigor. Os animais foram divididos aleato-
riamente em dois grupos com igual nimero de individuos: o grupo controlo mantido com
acesso a agua e comida ad libitum e o grupo teste com acesso livre a biberdo de bebida

com uma solucéo de etanol a 5% .

Sacrificio, colheitas e registos

Todos os animais foram sacrificados findo o periodo experimental de oito semanas, por
sobredosagem anestésica. Foi realizada a necrépsia completa de cada um dos individuos,
com recolha de fragmentos para andlise histolégica e para congelagéo a -80°C. Na necrépsia
foram registados os dados referentes a observagéo do habito externo, observagao detalhada
do hébito interno e fragmentos de tecidos colhidos e respectiva finalidade, em modelo proprio

em utilizagdo no Servico de Patologia Experimental.

Histologia

Em todos os animais foram colhidos para histologia de rotina fragmentos do musculo

masseter, tendo sido a fixagao realizada com recurso a formaldeido neutro tamponado a
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Figure 1: Equipamento de andlise por Fluorescéncia de Raios-X (Hitachi modelo SEA 6000VX) Fonte: imagem fotografada

pelo autor.

10%. Todos os fragmentos colhidos para histopatologia foram incluidos em parafina, tendo
sido realizados cortes de cerca quatro micrometros de espessura para coloracao de rotina

de Hematoxilina e Eosina.

Analise de fluorescéncia de raios-X (XRF)

De todos os animais foram colhidos fragmentos de musculo masseter e conservados a
-80°C.

A técnica de andlise de fluorescéncia de raios-X (Hitachi modelo SEA 6000VX Figura
1) consiste em fazer incidir o feixe de raio-X colimado (com uma area de 0,5x0,5mm), com
energia de 15 keV e com tempo de exposicao de 200s a cada uma das amostras (Figura 2).
A energia de 15 keV tem capacidade de detectar elementos atdmicos.

Nos espectros obtidos, foi removida a radiacao de fundo, permitindo a andlise individual

com quantificagao da presenca de aluminio (Al), fésforo (P), enxofre (S), cloro (Cl), potassio
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Figure 2: llustragao do local de incidéncia do feixe de raio-X. Fonte: imagem fotografada pelo autor.
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Figure 3: Grafico do espectro de energias criado pelo software do equipamento de andlise por Fluorescéncia de Raios-X

(Hitachi modelo SEA 6000V X) Fonte: imagem fotografada pelo autor.
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(K), calcio (Ca) e ferro (Fe) (Figura 3).

Analise estatistica

A analise estatistica foi feita com o programa estatistico R. O programa R é uma apli-
cacao de distribuicao livre dedicado a estatistica computacional e grafica. Este programa
utiliza a linguagem R (0 mesmo nome do programa), derivada da linguagem S criada no
laboratorios Bell, pertencendo actualmente & Lucent Technologies. O R fornece varias re-
cursos estatisticos (modelos lineares, modelos néo lineares, testes estatisticos, analises de
séries no tempo, “clustering”,...), ferramentas graficas e programagao orientada a objectos,
podendo ser estendido através da instalagao de médulos.

As fungdes utilizadas no programa R para o célculo da média e do desvio padrao foram
a funcdo mean() e a fungao sd(), respectivamente. A fungédo mean() calcula uma média
aritmética a partir de um vetor que recebe como argumento, implementando a (equacéao
1), onde u é a média, n 0 nUmero de amostras e n; amostra de indice i . A fungdo sd()
calcula o desvio padrdo de um vetor que recebe como argumento, implementado a equacgéo
(equagao 2), onde ¢ é o desvio padrao, N o numero da amostra, it a média e x; a amostra

de indice i.

1 n

1 ¥ 5
o= Nlﬂ(xi —u) (2)

Para calcular os teste t-Student, utilizou-se a funcdo ttest(). Esta funcéo recebe
dois vectores como argumentos, mantendo-se as opg¢oes por defeito que sdo: teste de
duas caudas, correcgao de Welch para a nao homogeneidade da variancia e intervalo de

confianca de 95%. O teste t de Welch é definido pela seguinte formula:
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onde X é a média da amostra, s> é a variancia da amostra e N o tamanho da amostra.
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Resultados

O valor médio das contagens por segundo para o Al foi de 0,70+0,63 no grupo controlo e
de 0,47 + 0,55 no grupo teste, ndo evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa.
O P mostrou um valor médio de contagens por segundo de 8,76 + 3,70 no grupo controlo,
diminuido em relagédo ao grupo teste 18,10 v+ 11,91, evidenciando uma diferenga estatisti-
camente significativa (p<0,0018). O S mostrou um valor médio de contagens por segundo
de 85,04 + 12,14 no grupo controlo, com valarores diminuidos em relagdo ao grupo teste
107,32 + 18,92, evidenciando uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001). O
valor médio das contagens por segundo para o Cl foi de 0,18 + 0,52 no grupo controlo e
de 14,44 4+ 10,25 no grupo teste, evidenciado uma diferencga estatisticamente significativa
(p<0.0001). O K mostrou um valor médio de contagens por segundo de 51,15 + 31,54
no grupo controlo, aumentado em relagao ao grupo teste para 1,58 + 0,83, evidenciando
uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001). O Ca obteve um valor médio de
contagens por segundo de 30,03 4+ 4,80 no grupo de controlo e 27,95 + 14,21 no grupo
de teste, ndo evidenciada uma diferenca estatisticamente significativa. Por ultimo o Fe
obteve os valores de 29,32 + 8,84 no grupo de controlo e 22,57 + 11,30 no grupo de teste,

evidenciada uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,027).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre Al/K foi de 0,32 +
0,50 no grupo de controlo e de 0,02 4+ 0,02 no grupo de teste, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0,008). O r4cio médio do valor médio das contagens por
segundo entre P/K foi de 15,36 + 12,46 no grupo de controlo e de 0,22 + 0,12 no grupo de

teste, evidenciado uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001). O racio médio
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Table 1: Média e desvio padrao das contagens por segundo obtidas nos grupos controlo e teste, com a respetiva significancia

estatistica (valor de p).

Elementos Controlo Teste valor de p

Al 0,70 + 0,63 0,47 + 0,55 0,123
8,76 + 3,69 18,10 £+ 11,91 0,001

S 85,04 £ 12,14 | 107,32 £ 18,92 | <0,0001

Cl 0,18 + 0,52 14,44 £ 10,25 <0,0001

K 51,15 + 31,54 1,58 + 0,83 <0,0001

Ca 30,04 4,80 | 27,95+ 14,21 0,28

Fe 29,32 + 8,84 | 22,57 + 11,30 0,027

do valor médio das contagens por segundo entre S/K no grupo de controlo foi de 86,20 +
37,98 e no grupo de teste foi de 2,54 + 1,64 , evidenciado uma diferenga estatisticamente
significativa (p<0,0001). O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre CI/K
foi de 10,98 + 7,81 no grupo de controlo e de 0,01 £ 0,03 no grupo de teste, evidenciado
uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,0001). O racio médio do valor médio das
contagens por segundo entre Ca/K no grupo de controlo foi de 23,46 + 18,01 e no grupo de
teste foi de 0,91 + 0,74, evidenciado uma diferencga estatisticamente significativa (p<0,0001).
O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre Fe/K no grupo de controlo
foi de 18,94 4+ 13,88 e no grupo de teste foi de 1,00 £ 0,98, evidenciado uma diferenga
estatisticamente significativa (p=0,00001). Relativamente ao racio entre médio do valor
médio das contagens por segundo entre Al/P no grupo de controlo foi de 0,03 + 0,03 € no
grupo de teste foi de 0,01 + 0,13, evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa
(p=0,04). O racio entre médio do valor médio das contagens por segundo entre S/P no grupo
de controlo foi de 8,40 + 4,66 e no grupo de teste foi de 12,14 4+ 7,67, evidenciado uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001). O racio entre médio do valor médio das
contagens por segundo entre CI/P no grupo de controlo foi de 1,13 + 1,02 e no grupo de

teste foi de 0,03 + 0,09, evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,0001).
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O racio entre médio do valor médio das contagens por segundo entre K/P no grupo de
controlo foi de 0,15 + 0,17 e no grupo de teste foi de 6,29 + 3,82 , evidenciado uma diferenga
estatisticamente significativa (p<0,0001). O racio entre médio do valor médio das contagens
por segundo entre Ca/P no grupo de controlo foi de 2,46 + 2,13 e no grupo de teste foi de
4,80 + 5,10, evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,03). O racio entre
médio do valor médio das contagens por segundo entre Fe/P no grupo de controlo foi de 1,54
=+ 0,69 e no grupo de teste foi de 5,01 + 6,34, evidenciado uma diferenca estatisticamente
significativa (p=0,011). O racio entre médio do valor médio das contagens por segundo
entre Al/S no grupo de controlo foi de 0,004 + 0,005 e no grupo de teste foi de 0,008 +
0,007, evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,03). O racio entre médio
do valor médio das contagens por segundo entre P/S no grupo de controle foi de 0,16 +
0,09 e no grupo de teste foi de 0,10 + 0,04 , evidenciado uma diferenga estatisticamente
significativa (p<0,009). O récio entre médio do valor médio das contagens por segundo
entre CI/S no grupo de controle foi de 0,13 + 0,08e no grupo de teste foi de 0,01 + 0,01,
evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,0001). O racio entre médio
do valor médio das contagens por segundo entre K/S no grupo de controle foi de 0,01 +
0,008 e no grupo de teste foi de 0,60 + 0,37, evidenciado uma diferencga estatisticamente
significativa (p<0,0001). O racio entre médio do valor médio das contagens por segundo
entre Ca/S no grupo de controle foi de 0,27 + 0,15 e no grupo de teste foi de 0,36 + 0,09,
evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,02). O racio entre médio do
valor médio das contagens por segundo entre Fe/S no grupo de controle foi de 0,21 + 0,11
no grupo de teste foi de 0,36 + 0,14, evidenciado uma diferenca estatisticamente significativa
(p=0,0005).

Na Figura 4 esta representada a distribuicao dos valores obtidos para os elementos P, S

e K no gurpo de teste e grupo de controlo.
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Table 2: Média e desvio padrédo obtidos a partir dos coeficientes entre os varios elementos e o potassio, fésforo e enxofre no

grupo controlo.

Elementos /K /P /S
Al 0,32+ 0,49 | 0,03+ 0,03 | 0,004+ 0,005
P 15,364 12,46 - 0,16+ 0,09
S 86,20+ 37,98 | 8,40+ 4,66 -
Cl 10,98+ 7,81 | 1,13+1,02 | 0,13 + 0,09
K - 0,15+0,17 | 0,02 £ 0,01
Ca 23,45+ 18,01 | 2,464+ 2,13 0,27+ 0,15
Fe 18,944+ 13,88 | 1,54+ 0,69 | 0,21£ 0,11

Table 3: Média e desvio padréo obtidos a partir dos coeficientes entre os varios elementos e o potassio, fésforo e enxofre no

grupo teste.

Elementos /K /P /S
Al 0,022+ 0,024 | 0,10+ 0,03 | 0,0084 0,007
P 0,23 +0,12 - 0,10+ 0,04
S 2,54 +1,64 12,144 4,66 -
Cl 0,01 £0,03 0,03 +1,02 | 0,002+ 0,006
K - 6,29+ 0,17 0,60+ 0,37
Ca 0,91 £0,74 4,80+ 2,13 0,36 £0,07
Fe 1,00+ 0,98 5,01+ 0,69 0,36+ 0,14
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Table 4: Valores de p obtidos a partir dos coeficientes dos varios elementos com o potassio, fésforo e enxofre, entre o grupo

controlo e teste.

Elementos /K /P /S

Al 0.0254 | 0.0087 | 0.0082
P 0.0088 - <0,0001
S <0,0001 0.040 -

Cl <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
K - <0,0001 | <0,0001

Ca 0.020 0.037 | <0,0001
Fe 0.0005 | 0.0116 | <0,0001

Table 5: Alteragao dos elementos - Concluséo.

Elementos | Controlo | Teste
Al Normal T
P Normal 4
S Normal 4
Cl Normal 4
K Normal T
Ca Normal =
Fe Normal T

20



RESULTADOS

50
45

Fasforo - controlo

Fésforo - teste

40 * 40
35 < > 35
30 30
2 N A4 * @ Fosforo 5 @ Fésforo
20 O PN 20
15 < I S —
0 e o ® . e
1: p < - <& ° 1(53 T e L 2 Y °
© L4 <
0 T T T T d 0 T T y d
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
(a) Fésforo - controlo (b) Fésforo - teste
Enxofre - controlo Enxofre - teste
160 160
140 <& & 140
’ ~
120 e‘ . ..Q 120
100 -—Q—‘—Q—‘—.—’—’ o 100 +—¢ '. .o ..‘ o
&
80 < < @ Enxofre 8 ® XY <& ® @ Enxofre
60 60 L 2
40 40
20 20
0 T T T d 0 T T d
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
(c) Enxofre - controlo (d) Enxofre - teste
Potassio - controlo Potassio - teste
120 120
S
100 100 L Py
<
80 80 L4
60 @ Potéssio &0 e ® @ Potéssio
40 40 o® L o 0
20 20 o%e®
0 H0000000009000000000¢ 0 , . ,
[} 5 10 15 20 25 [} 5 10 15 20

(e) Potassio - controlo

(f) Potéssio - teste

Figure 4: Distribuicao dos resultados dos elementos P, S e K do grupo de controlo (esquerda) e do grupo de teste (direita).
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Discussao

A andlise de fluorescéncia de raios-X permite a identificagao de quase todos os elementos
da tabela periédica. Elementos com numero atomico inferior a 11 (sédio) apresentam
energias de emissao de raios-X caracteristicas inferiores a 1 keV, ndo detectaveis na maioria
dos equipamentos. As vantagens principais deste método de identificagcdo sédo o facto de nao
ser destrutivo, ndo ser necessario tratamento prévio de amostra, € seguro, rapido, simples, e
permite a identificacdo de varios elementos numa sé medida, em amostras soélidas, liquidas
ou gasosas. A grande limitacdo da técnica de Fluorescéncia de Raios-X sera a complexidade
da interpretacdo dos espectros bem como a quantificacdo da abundéancia de cada elemento.
Em amostras irregulares e com distribuicao elementar heterogénea, torna-se impossivel

uma determinag&o quantitativa.

A radiagao de fundo também pode ser considerada uma desvantagem, pois esta sempre
presente em cada determinacdo. Esta consiste numa emissao de radiacao pelos elementos

constituintes do equipamento, da fonte de Raios-X e plataformas de colocacdo de amostra.

Para energias mais baixas, como o exemplo dos 15 keV utilizou-se o gas inerte hélio
(He), para que interferéncias relativas ao ar atmosférico, especificamente do gas argon (Ar),
sejam anuladas. A andlise comparativa dos espetros elementares do misculo masseter
nos animais do grupo controlo e do grupo teste permite observar altera¢cdes da composicéo
atomica entre os dois grupos, em particular do aluminio, fésforo, enxofre, cloro, potassio e

ferro.

O enxofre é o &tomo que tem o nimero atémico 16 e apresenta 32 uma, encontrando-se

no estado sélido & temperatura ambiente, sendo insollvel em 4gua. E um elemento muito
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importante para todos os seres vivos. No caso do corpo humano este elemento encontra-
se com muita frequéncia na constituicdo de compostos organicos integrando moléculas
de alguns aminoacidos. A sua presenca é essencial para a construcdo de proteinas.
Podemos encontrar este elemento em vérios alimentos como: verduras, frutas, carne, leite,
alho. O sistema ferro-enxofre (Fe-S) interfere com proteinas envolvidas em processos
celulares fundamentais, tais como a transferéncia de eletrdes em mitocéndrias, formacao de
ribossomas e replicacéo e reparacéo de DNA.3#%. O 4lcool suprime a sintese de proteinas

e sinalizagdo mediada por mTORC1.446

O potassio é 0 4&tomo que possui 0 nlimero atémico 19 e tem 39 uma. E um metal alcalino,
no estado solido a temperatura ambiente, com uma estrutura cristalina no sistema cubico.
Cerca de 98% do potéassio do corpo humano ¢é intracelular. Os ides K+ e Na+ sdo mantidos
na célula essencialmente pela bomba de sédio potassio. Os ides K+ sdo transportados para
o interior da célula e os ides Na+ sdo transportados para o seu exterior. Uma diminuicdo
da concentracdo extracelular dos ibes K+ aumenta a diferenca da concentragdo entre o
interior e o exterior da célula, aumentando assim o gradiente de concentracao dos ides K+,
com maior tendéncia de difusdo destes ides para o espaco extracelular e com necessidade
de uma maior carga negativa no interior da célula para contrariar a difuséo esta difusdo
de potassio. A maioria das células animais contém elevadas concentracoes de potassio
€ baixas concentragdes de sbédio em relagcdo ao meio externo. Com a inducéo de alcool
ha um excesso de NADH e consequente diminuicdo de ATP, energia esta que controla
o equilibrio da bomba de transporte ativo de sédio/potassio. Este desequilibrio celular
implica a perda da homeostase celular e consequente aumento da concentracdo de potassio
intracelular. O ADH aumenta a forga propulsora eletroquimica para a saida de potassio
através da membrana luminal das células principais do tabulo renal a partir da estimulagao
da captacao de sédio através da mesma. O aumento na captagéo de sodio reduz a diferenca
de potencial elétrico através da membrana luminal. Apesar desse efeito, a hormona anti-
diurética (ADH) diminui o fluxo tubular renal, estimulando a reabsorgédo de agua, com
diminui¢cdo consequente da secrecao de potéssio. O efeito inibidor do fluxo tubular reduzido

compensa o efeito estimulador da ADH sobre o gradiente eletroquimico favoravel a saida de
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potassio através da membrana luminal. O etanol faz com que haja uma redugédo de ADH,
que resulta no aumento da retengao de potassio e diminuigao de cloro intracelular. O cloro
tem como principal fungdo a manutencéao do equilibrio quimico com os catides presentes. O

cloro participa ainda nos efeitos tampao do sangue em intercambio com o bicarbonato.

O aluminio é o atomo que possui o nimero atémico 13 e tem 37 uma. E o metal mais
abundante e o terceiro elemento mais comum da crosta terrestre. Devido a sua baixa
solubilidade e porque se deposita como um sedimento (hidroxiapatite de aluminio), apenas
pequenas quantidades de aluminio sdo encontradas em solugdo na agua (0,1-0,4%). A
biodisponibilidade oral de aluminio é aumentada por citrato, pH acido, e urémia e pode
ser diminuida pela presenca de silicio.” A biodisponibilidade oral de aluminio a partir de
hidréxido de aluminio é < 0,1%. O aluminio esta presente em alguns alimentos e estima-se
que a ingestao normal deste elemento deva rondar os 4-9 mg/dia . Cerca de 60, 25, 10, 3 e
1% do peso de corpo de aluminio esta presente no 0sso, pulméo, muasculo, figado e cérebro,
respetivamente. No presente estudo observou-se um aumento da concentracao relativa de
aluminio na ingestao experimental de etanol. Nos musculos, sabe-se que o consumo de
alcool provoca inflamagao, degenerescéncia e atrofia de fibras musculares, particularmente
do tipo II, por vezes com necrose.? O aluminio no organismo esta intimamente ligado ao ferro,
o que também justifica 0 aumento deste no organismo. Em média, apenas 4% da quantidade
total de aluminio ingerido é absorvido pelo intestino, sendo depois armazenado no 0sso,
0 seu principal reservatério corporal. Todas a etapas metabdlicas do etanol necessitam
de NAD+. Quantidades pequenas de etanol sdo excretadas na urina e o metabolismo em
acetato é responsavel pela excrecao de 90-98% do etanol ingerido, principalmente devido

ao metabolismo hepatico pela ADH e pela ADLH.?3

O ferro é um atomo com numero atémico 26 e 56 uma. Encontra-se na natureza no
estado soélido. Na dieta pode ser encontrado na carne, gema de ovo e leguminosas. O ferro
participa no transporte de oxigénio e diéxido de carbono pelo sangue, como constituinte da
hemoglobina. E um importante constituinte de enzimas e fundamental para o desenvolvi-
mento fisico e intelectual, bem como para a capacidade de defesa do organismo perante o

risco de infegoes.
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DISCUSSAO

O fésforo € um atomo que possui o numero atémico 15 e tem 31uma. E um nao-metal.
Cerca de 5% do fosfato existente no organismo encontra-se no 0sso e dente, sob a forma
de hidroxiapatite, e o restante encontra-se no interior das células. Constitui um componente
importantes do ADN, ARN e ATP. Muitos dos ides fosfato asseguram ligacdes covalentes
com outras moléculas organicas. O consumo de alcool implica uma diminui¢do do ido fosfato
no organismo sob a forma de sais fosfato.

O célcio é um atomo que possui 0 numero atémico 20 e tem 40 uma. E um metal da
familia dos alcalinos terrosos. Esta presente no leite e derivados, frutos secos e alguns
legumes. Participa na constituicdo do tecido dsseo e dentes. Intervém em diversas fungdes
organicas e na contracdo muscular. A contragdo muscular é ativada por uma elevacao
abrupta no nivel de célcio no citosol. O relaxamento muscular depende da rapida acumulagao
de célcio no reticulo sarcoplasmatico. O etanol provoca atrofia do tecido muscular.*’
No entanto ao haver uma compensacado com a alteracdo da quantidade e qualidade da
dieta ingerida que compense e eventualmente anule a acgao do etanol sobre o musculo
esquelético. 46

Para funcionarem perfeitamente, as células necessitam de um meio ambiente constante.
Para um bom funcionamento celular, € necessério manter o meio interno constante. O termo
homeostase define as condigbes de equilibrio, que sdo mantidas por processos fisioldgicos
coordenados. Alguns mecanismos de controlo homeostatico sdo aqueles responsaveis
pela manutencao das concentracées normais dos elementos sanguineos, da temperatura

corporal, do volume e pH dos liquidos corporais, da pressao arterial e da frequéncia cardiaca.
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CONCLUSOES

Conclusoes

A realizacao do presente trabalho permite observar alteragcdes da constituicao elemental
dos musculos mastigadores num modelo experimental de alcoolismo. A comparagao entre
o grupo de controlo relativamente ao grupo de teste permitiu verificar um aumento da
concentragdo relativa de aluminio, potassio e ferro; diminuicdo do fésforo, enxofre e cloro e
manutencgao da concentragdo de célcio inalterada entre os dois grupos.

Todos os individuos submetidos a ingestao experimental de etanol ndo apresentaram
alteracdes morfolégicas do musculo masseter, o que leva a pensar que neste modelo, a data
do sacrificio, existem apenas altera¢des elementais deste misculo mastigador.

Este estudo deve ser completado com outros estudos comparando o que acontece
noutros musculos nas mesmas condi¢cdes experimentais, nomeadamente musculos da
respiracdo e musculos da marcha. E também muito importante avaliar e comparar outras

condicdes de alcoolismo e tentar perceber da possivel reversibilidade destas alteragoes.
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