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Pesquisas evidenciam os danos causados aos beltBse@méncia da ingestao
de etanol durante todas as fases do desenvolvirfetatoOs efeitos oriundos do alcool
na fase de lactacdo podem afetar o desenvolvinwgoitivo incluindo prejuizos em
diferentes tipos de memoria, no aprendizado e nzepedo visuoespacial podendo ser
observados, através dos testes comportamentargsauia fluorescéncia de raios X por
reflexdo total (TXRF). Por outro lado, sabe-se gurgestao de etanol altera o estado
dos micronutrientes, principalmente aqueles asdosiacom o0 desenvolvimento
cognitivo como o0 Zn e o Fe. Assim, este trabalhm fgor objetivo, analisar as
concentracdes de micronutrientes em tecidos cesatgaatos Wistar cujas méaes foram
submetidas a dieta liquida de etanol durante adadactacao, e associar em funcdo do
comportamento cognitivo. As medidas de fluores@fariam realizadas no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, Sao Paulore@sltados obtidos mostraram
que: 1°) A técnica de TXRF foi sensivel para deteelementos tracos em diminutas
regides do cérebro de ratos que foram expostosaaoleno periodo perinatal; 2°) no
cortex entorrinal dos animais do grupo etanol condi@s de idade, ocorre uma reducao
dos niveis de K, CI, P, Fe, Ca e Br e no hipocgmmpoaumento de Zn, K e Br. Essas
areas influenciam em todo o desenvolvimento cognitios animais; 3°) O teste do
labirinto aquético de Morris mostrou que 0s anintpie receberam etanol durante o
periodo de lactacéo tiveram, ao final do treinameotmesmo desempenho cognitivo
gue os animais sadios, entretanto, a aprendizagste grupo foi mais lenta tendo,

como uma possivel causa, a reducdo dos micronigsi@o cortex entorrinal.
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Researches evidence the damages babies suffeeth@amol ingestion during all
fetal development phases. The effects caused bpallin the lactation phase can affect
the cognitive development including damages inedéht types of memory, learning
and visualspacial perception, which can be obsemedugh behavior tests. Thus, this
present paper aims at analyzing the micronutrieotscentrations in cerebral tissues
Wistar rats whose mothers had been submitted tceth&nol liquid diet during the
lactation phase, according to cognitive behavioough the Total Reflection X-Ray
Fluorescence (TXRF). The measures of fluoresceackebeen carried at Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, Sao Paule. r€Bults had shown that the 90-
day-rats entorhinatortex ethanol groups, occurs a reduction in theléeof K, Cl, P,
Fe, Ca and Br and in the hippocampus, an increasgnoK and Br. These areas
influence in all cognitive developments of the aalsn The behavior test had been
carried at Laboratério de Neurobiologia da UFRJe Tésults presented at the Water
Maze of Morris had shown that the animals whicterezd ethanol during the lactation
phase got, at the end of the training, the samaitog performance as the healthy
ones. However, the learning in this group was stoaving, as a possible cause, the

reduction of micronutrients in the entorhicartex.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Uma variante da fluorescéncia de raios X por dsjede energia, denominada
de Reflexdo Total (TXRF), vem sendo utilizada gpatmente na analise de elementos
tracos (na faixa de ng®yem amostras liquidas (da ordem de pL) e em aamosfiidas
(ug) precedidas por digestdo quimica [01l], em peagqu relacionadas ao
Monitoramento Ambiental, Oceanografia, Biologia,dWéna, Industria e Mineralogia.
[02]. A amostra a ser analisada através da TXRFe sed considerada um filme fino,
uma vez gque esta técnica necessita de diminutadidades de amostra para a analise.
Dessa forma, os efeitos de absorcéo e os efeitosattez observados na Fluorescéncia
de Raios X por Disperséo de Energia (EDXRF) podenuesprezados, tornando-a uma
técnica bastante competitiva com outras técnicalteas.

Além disso, na TXRF, a determinacdo da concefdragementar é realizada
através do método da adicdo do padrdo interndgouado as instabilidades do sistema,
como flutuacdes no gerador de raios X, emissdaids X pelo anodo, deteccédo dos
raios X, e erros operacionais, como a posicao tlmefiformado no refletor,
posicionamento das amostras, dentre outros fajf@&€5].

De modo geral, os limites de deteccdo para a @cdéec TXRF sdo bem
menores que os limites de deteccao da fluorescéecraios X convencional EDXRF,
devido principalmente a trés fatores:

(1) reducédo da radiacdo de fundo, devido a minimaacd® da radiacédo

incidente com o suporte da amostra em relacdo aREDX



(2) o fluxo da radiacéo primaria disponivel para ategéo da amostra, devido
ao feixe refletido, € muito mais efetivo do quexir;

(3) a distancia entre a amostra (filme fino) e o detecem geral, € muito
menor do que na EDXRF, aumentando, portanto, &eti@ de deteccao dos raios X
caracteristicos.

O alcool tem sido relacionado aos efeitos advessdse 0s recém-nascidos.
Citacdes biblicas ja referiam proibicées ao consdeoerveja e de vinho por gestantes,
sendo ainda norma proibitiva em algumas cidadesntigliidade o brinde nupcial com
bebidas alcodlicas, no sentido de prevenir efééogénicos ja na concepcéao [06. Na
Grécia antiga os filosofos discutiam os possivéegas deletérios do alcool sobre os
filhos de mées que consumiam bebidas alcodlicantiia gravidez. [07].

Estudos clinicos e experimentais [08-11] tém aelat que o consumo de
bebidas alcodlicas durante a gestacdo causa malféome retardo do crescimento,
caracterizando a sindrome fetal alcodlica, cujaacteristicas mais importantes séo:
retardo do crescimento pré e pos-natais; alteragdesistema nervoso central, como
microencefalia; alteracdes faciais, como hipoplda@al e microftalmia. Sdo ainda
desconhecidos alguns dos principais mecanismos pelal o alcool induz tais efeitos,
e varios autores sugeriram que estes efeitos @com&ravés de mecanismos
metabdlicos atuando nos distintos estagios pré&aatais. [12-13]

Os efeitos decorrentes do uso de substancias ctanol.ecafeina, nicotina e
outras, cujo consumo deve ser socialmente com $€am@mumes, vém sendo
investigados por varios autores, com evidénciagueeo alcool interfere no processo de
lactacdo em grandes proporcdes, alterando a produgdvolume, o aroma, a
composicdo e a excre¢do do leite materno (LM), guamdo efeitos deletérios no

recém-nascido (RN). [14-21]



A maioria das gestantes tem conhecimento de gaedege consumir alcool
neste periodo, entretanto 0 mesmo néo ocorre dagéoeao periodo de lactacdo, uma
vez que a cerveja tradicionalmente e, em menor, grainho, sdo recomendados como
lactogbgos, fontes de vitaminas do complexo B eazep de provocar sensacdo de
repouso no bindbmio mae/filho.[22]

Menellaet al [23] investigaram os efeitos do alcool no lacteeddenciando
que o odor do LM é modificado imediatamente apdsgastdo alcodlica. Assim, 0
lactente, apesar de sugar de forma mais vigorog@gre menos leite por tempo de
succéo, fato ndo percebido pelas mées. Segundosakutores [24-27], 0 sistema
imunologico é afetado pela ingestdo alcodlica wéat@o, sendo observado déficit, a
longo prazo, na imunidade celular e no sistemaaservindicando sensibilidade ao
alcool em etapas precoces do desenvolvimento. Algdeitos sdo evidenciados nas
maes em decorréncia da ingestado de alcool na §edtctacio. As variagcbes no peso
feminino também afetam a desintoxicacéo alcoohieagssitando, as mulheres magras,
de maior tempo para metabolizar a mesma quantaiadécool. [22].

Segundo Silvat al[28], a absorcao do etanol entre mulheres lactantegnor
do que nas nao-lactantes (apds o grupamento pie,igaso e etnia). Assim, a taxa de
captacao de alcool pelo figado apresenta diferesmpaselacdo ao menor teor de alcool
circulante. As pesquisas pioneiras de Lawton [2Jenciaram que o teor de alcool no
LM é diretamente proporcional ao do sangue, e &esgendo € afetado pela sucg¢do ou
aleitamento pré ou pés-ingestado de alcool. Ou aejzedida que a droga é absorvida e é
encontrada no sangue, cresce a sua concentraggsiomidamente, um maior consumo

de etanol esta associado diretamente com o aurdarsioa concentragdo sanguinea.



Pesquisa realizada, em 1989, no Instituto Naciahal Saude Infantil e
Desenvolvimento Humano nos Estados Unidos, detedifevencas significativas no
desenvolvimento motor de RN de maes que bebiamardefregular [21].

Efeitos toéxicos do uso de alcool levam a alteragiie sistema nervoso central,
que dependem da idade da crianca (o figado ima&réoo mais afetado), do indice de
Massa Corporal (IMC) materno, da quantidade e curagio da bebida consumida, do
periodo de jejum ou pos-prandial e da quantidadgoddura consumida [30].

Reducao pondo-estatural e aumento da mortalideaieatal, foram encontrados
por diversos autores. [13, 30-36] Varias alteragietabdlicas e hormonais maternas e
consequentemente na composicdo do LM, bem como atabolizacdo do etanol,
repercutem de forma significativa no desenvolvimedf prole. Foram também
observadas alteragcbes nos RNs apos consumo de @08tcabl, pelas maes, com
reducdo do peso do figado e do cérebro, diminuigioonteddo protéico e do DNA,
bem como dos niveis de glicogénio hepatico (searaaltos niveis de lipideos destes
tecidos), elevacdo de colesterol, acidos graxog é-tidroxibutirato na circulagéo;
hipoglicemia e hiponatremia. [33]

Em funcédo, justamente da TXRF necessitar de dimshgantidades de amostra
para analise (em amostras liquidas, pL, e em aasosftidas,|g) e por ter um limite de
deteccdo da ordem de ng,gesta técnica foi empregada para determinar as
concentracdes elementares em regides cerebrais pagjtienas de ratos Wistar.

A fonte de radiacdo para a excitagdo utilizadaenestudo foi a radiacdo
sincrotron tendo em vista as suas caracteristicas:

a) Alta sensibilidade (1 nglypara fluorescéncia de raios Xpor dispersdo em
comprimento de onda e 10 ng.para fluorescéncia de raios X por dispersédo em

energia);



b) Pequena quantidade de amostra necessaria parksa;ana

c) Aplicacdo multielementar (diversos elementos podeser medidos
simultaneamente, levando em consideracdo as aasdcts do arranjo
experimental de cada centro de pesquisa);

d) Rapida obtencéo de resultados;

e) A possibilidade de medidas da distribuicdo elenrerdasuperficie e volume;

f) Aplicacdo em vérias areas da ciéncia e tecnolggialogia, industria, medicina

e meio ambiente [37].

Devido aos efeitos adversos causados pelo alcdwe sus filhotes das maes
alcoolizadas no periodo da lactacdo, este estudo ger objetivo, analisar as
concentracdes dos elementos no coértex temporaexc@ntorrinal e hipocampo de
filhotes de ratas Wistar submetidas a uma dietad&com etanol, aléem de avaliar o
desempenho cognitivo dos mesmos.

Este trabalho abrange o periodo da lactacdo temdasta que durante esta fase
0 crescimento e desenvolvimento cerebral dos @ose de maneira mais acentuada
que na fase pré-natal.

O estudo consiste em duas etapas:

(1) na primeira etapa as maes foram separadas isngrdpos. Apds 0 nascimento das
proles, as maes, a partir do 1° dia, estiveram stilas a dieta liquida sem a presenca
do etanol (grupo controle) e com a presenca dmkfgrupo etanol). No vigésimo dia,
10 filhotes fémeas e 7 filhotes machos de cada ogrigpam sacrificados, por
decapitacdo. O cortex temporal, o cortex entorenahipocampo de cada filhote foram

separados. ApOs a separacgdo, as regides foranadssoem um freezer a — 70°C, e logo



depois foram preparadas para uma analise elemainégaes da TXRF no Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron. Os espectros obtideanfcanalisados através do software
Sistema de Andlise Quantitativa de Raios X obtepdsieriormente as concentracdes

elementares. ;

(2) na segunda etapa foram separados 7 filhotebianate cada grupo. Os animais
estiveram submetidos a dieta liquida, através e heaterno, até os 20 dias e racao
comercial do 21° dia até os 90 dias de idade. Absli8s foram realizados os testes
comportamentais visando observar 0s aspectos oetabds a aprendizagem e a
memoria, através do labirinto aquéatico de Morri8][Em seguida foram sacrificados

por decapitacdo. O cOrtex temporal, o cortex eimare o hipocampo de cada filhote

foram separados. Apés a separacéo, as regides éstacadas em um freezer a — 70°C,
e logo depois foram preparadas para uma analiseertar através da TXRF no

Laboratério Nacional de Luz Sincrotron. Os espsctiatidos foram analisados atraves
do software Sistema de Analise Quantitativa de R&iocobtendo, posteriormente as

conce ntrac;@es elementares. ;

1.1 Objetivo Geral

Determinar a aplicacdo da TXRF em amostras deedifes regides do cérebro

(cértex temporal, cértex entorrinal e hipocampd)zaindo como modelo experimental

a administracdo de etanol, por dieta liquida, derarlactacao.



1.2. Objetivos especificos

(1)Avaliar, se a ingestdo materna de etanol durantgctacdo produz alteracbes nas
concentracdes dos elementos tracos no cortex tempwr cortex entorrinal e no
hipocampo dos filhotes com 20 dias de idade, coamgir-os com 0s animais controle

da mesma idade;

(2) Determinar, se na fase adulta dos filhotesd{@® de idade) de mées que ingeriram
etanol durante a amamentacéo, os teores de elesneatos no cortex temporal, no
cortex entorrinal e no hipocampo e o desempenho tesges comportamentais

comparando com os filhotes de mées que néo receleamol durante a lactacéo;

(3) Comparar as concentracdes de microminerais artexc temporal, no coértex
entorrinal e no hipocampo dos filhotes com 20 diasidade (intoxicacdo alcodlica)

com 90 dias de idade (ap06s a recuperacao nutrie@aaiastinéncia alcoolica;

(4) Correlacionar as informacgfes obtidas nos pes@lipracitados, discutindo as suas

causas e comparando com dados publicados naditrat



CAPITULO Il

2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

2.1 — O Alcool

2.1.1 — Aspectos sociais e epidemioldgicos

Atualmente, o consumo de alcool é um dos prinsigabblemas de saude
publica no mundo. De acordo com dados da Orgaroziizindial da Saude (OMS), o
consumo tanto moderado quanto excessivo de aléoobs maiores fatores de risco a
saude do brasileiro, sendo em média duas vezes upaéoos riscos decorrentes do
tabagismo [39]. Além disso, estima-se que o consdenalcool esteja relacionado com
a maioria dos suicidios, homicidios, agressfes #earas e criancas, estupros e
acidentes de transito fatais [40-42].

Obtido por fermentagcdo ou destilacdo da glicosegmte em cereais, raizes e
frutas, o etanol (ou &lcool etilico) € consumidolegivamente por via oral [43].

Em pesquisa realizada em conjunto com o CentesiBiro de Informacoes
sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID) e com a Sedaetiacional Antidrogas
(SENAD), envolvendo uma amostra de 8.589 brasgetam idade entre 12 e 65 anos,
foi estimado que 69% dos individuos eram usuar@$ebidas alcodlicas [44]. Neste
mesmo estudo, foi estimado que o percentual deithths que consomem alcool na
regido Norte é de 53%, na regido Nordeste de 68%egido Centro-Oeste de 60%, na
regido Sudeste de 71% e na regidao Sul de 69%. Alatka ressaltar que 11% dos
individuos foram considerados dependentes de alcool

O alcoolismo € caracterizado pelo uso repetido adopgado do etanol. De

acordo com o Conselho Nacional de Alcoolismo e Ddprcia a Drogas dos Estados



Unidos, a dependéncia para o alcool ou alcoolismonéa doenca primaria crénica,
sendo frequentemente progressiva e fatal. Nos Rld# pesquisa constatou que 80%
dos estudantes das escolas secundarias ja havigmdm bebidas alcoodlicas e 10%
precisaram de tratamentos para abandonar o akoedq].

O consumo de alcool por adolescentes no mundostdm um dos grandes
desafios para os gestores de saude publica [48hnSumo excessivo de alcool pode
estar associado a acidentes, suicidios, homicklig®mléncias, além de aumentar os
riscos de contracdo de doencas sexualmente traigenss (incluindo infeccéo pelo
virus HIV), gravidez e baixo rendimento escolar.“Fe European School Survey
Project on Alcohol and other Drugs”, pesquisou na@®0.000 adolescentes entre 15 e
16 anos de 30 paises e encontrou resultados peadespEm alguns paises da Europa,

25 % dos entrevistados afirmaram ja consumir aladebres de intoxicacdes [46].

2.1.2 — Manifestacdes clinicas

Na fase adulta, os efeitos gerados pelo consun@cdol também séo nocivos.
Os principais efeitos ocorrem no sistema nervostrale (SNC), onde suas acgles
depressoras assemelham-se as dos anestésicossv@atefeitos da intoxicacdo aguda
pelo etanol no homem dependem da tolerancia dentacao alcool, do volume, da sua
freqUéncia de ingestdo e de quanto e qual alim@arieumiu junto com o alcool e séo
bem conhecidos: lentiddo ao pensar, suscetibilidad®cional, comportamento
desinibido, euforia ou depresséo, agitacao, coéeundar instavel, tremores, nuseas,
vomito, hipotermia, vermelhiddo ou palidez, fracquezuscular, coma e até, morte por

insuficiéncia respiratéria [49].



Os sintomas dependem do nivel de alcool no sarigadabela 2.1 podemos

observar os valores de dose em g/l de etanol asocom os efeitos causados para um

individuo de 70 kg de massa corporal [49].

Tabela 2.1- Os efeitos do alcool em relacdo a dose consuenidg/| [43].

EFEITOS DO ALCOOL

DOSE (g/l)

EQUIVALENTE

EFEITOS

0,2a0,3

1 copo de cerveja ou 1 calice pequeng de comecam a ficar
vinho ou 1 dose de uisque ou de oufra

bebida destilada.

As funcgdes cerebrais

comprometidas. A
percepcéo da distancia e
velocidade séo prejudicad

da

0,31a0,5

2 copos de cerveja ou 1 calice grande deampo visual. O controle
vinho ou 2 doses de bebida destiladp. cerebral relaxa, dando

O grau de vigilancia
diminui, assim como o

sensacao de calma e
satisfagéo.

0,51a0,8

3 ou 4 copos de cerveja ou 3 copos

vinho ou 3 doses de uisque.

Reflexos retardados,
dificuldades de adaptacéa
da viséo e diferencas de
e luminosidade;
superestimacao das
possibilidades e
minimizagéao de riscos; e
tendéncia a agressividadg

=}

U

0,8lal>5

Grandes quantidades de bebida alcogtieaconcentracao e falhas

Dificuldades de controlar
automoveis; incapacidade

coordenacao
neuromuscular.

151a2,0

Grandes quantidades de bebida alcoglica

Embriaguez, torpor
alcodlico, dupla visao.

2,1a5,0

Grandes quantidades de bebida alco

plickmbriaguez profunda.

Acima de 5,0

Grandes quantidades de bebida aleoplic

Coma alcodlico.

Um grupo que merece cuidados especiais é o grupgatdantes. Na década de

60 surgiram as primeiras pesquisas, publicadasrarec& envolvendo o consumo de

alcool por gestantes com os danos causados afpfefl]. Grande parte das mulheres

consome etanol antes de saber que esta gravidégu@uauantidade de etanol, por
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menor que seja, pode pbér em risco o desenvolvimeatfeto, produzindo doencas
mentais e fisicas. Os efeitos podem ser leves m@ssigos, como a Sindrome Alcodlica

Fetal.

2.1.3 — A Sindrome Alcodlica Fetal

Criancas com Sindrome Alcodlica Fetal (SAF) ou teféilcoolico Fetal (EAF)
exibem numerosos problemas cognitivos, entretamomuitos casos as consequéncias
comecam a aparecer somente com uma idade maisag@ai@mbém é conhecido que
nem todas as mulheres que consomem alcool duragitavelez geram criangcas com
SAF ou EAF. Os fatores que determinam os efeitosaeportamento e patologias
anatémicas incluem o estagio de desenvolvimentetdodurante a exposi¢ao e o valor
da concentracdo de alcool no sangue [52].

As possiveis alteracbes causadas pela SAF duramegeatdo alcoodlica no
periodo fetal ou apds o nascimento estéo listaos @

a) Alteracdes craniofacial;

b) Mudancas no sistema nervoso central e alterag@@®comportamentais, tais como
retardamento mental de leve a moderado, (QlI ente a6 70), retardo do
desenvolvimento, alteracbes na coordenacdo, congpiraento cognitivo/sensorial,
irritabilidade e hiperatividade na infancia, defiecias de atencédo, comprometimento da
linguagem, convulsdes, paralisia cerebral;

c) Problemas cardiovascular, urolégico, gastrofimtal ocular e auditivo, tais como
anormalidade dos grandes vasos sanguineos, rinfereadura, hérnia, estrabismo,

catarata, glaucoma, surdez central;
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d) Associacdo do quadro com neoplasias, como, ®snendodéermicos, leucemia
linfética aguda [48,50-51, 63-80].

Para entender as alteracfes causadas em fetosnatogeaevido a ingestao
alcodlica devemos conhecer o desenvolvimento catrebr

O cortex e o nucleo subcortical da matéria cinzdetenvolvem, durante a vida
fetal, uma sequéncia de proliferacdo, migracao teinagio de células cuidadosamente
orquestrada. No momento do nascimento, este pmcessntinua com,
aproximadamente, 100 bilhdes de neurbnios. O cgrébrneonatos tem somente um
terco ou um quarto do volume adulto, e continuaresaer segundo o programa
genético, com modificacdes dirigidas por influésail@ ambiente que gira ao seu redor,
podendo ter contribuicdes produtivas ou destrufivak

Na década de 80 surgiram trabalhos que mostraraanoguarescimento ou
reducao sinaptica em cérebro humano variam bagtantegido. No cértex visual, toda
a producdo sinaptica alcanca o maximo, aproximadsmero quarto més apos o
nascimento. Ja no cértex medial pré-frontal, a dreaérebro que envolve as funcoes
de execucdo, atencdo e regulacdo, o pico ocorre 8ne 4 anos de idade e declina
substancialmente ndo ocorrendo mais apoés a adotesdé,3,5,8].

Os estudos que envolvem as mudancas devido o adgemento mostram que
o volume de matéria cinzenta geralmente declina &® anos de idade e continua
decrescendo durante a adolescéncia, enquanto plare de matéria branca aumenta
linearmente ano a ano [54].

Togaet al[54] observaram o cérebro de criancas e jovens aieremtre 4 e 21
anos. Foram mapeados formando imagens que pdssditi a observacdo da matéria
cinzenta em diversas regides ao longo dos anoee Erg 8 anos ocorre uma perda no

dorso pariental e regies sensorimotor primarioeadr envolvidas na orientacio
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espacial e linguagem (lobo pariental) iniciam, eegusda, a perda na idade da
puberdade (11-13 anos). Areas com fun¢des maissaslas — integrando informacdes
de sentido, reacéo e outras funcdes (em geraéxcpré-frontal) — maturam apos o fim
da adolescéncia.

Estudos confirmam que o cérebro apresenta anomrakd morfolégicas em
criancas expostas ao etanol ainda no ventre. N@x;60 lobo pariental apresenta
reducao significativa de volume. O desenvolvimentmmpleto da matéria branca tem
sido mais acentuado que a matéria cinzenta e eagarelao hipocampo, o volume
permanece inalterado. As alteracdes no lobo patiesdmprovam as deficiéncias
observadas nos testes neuropsicologicos [55-62].

As disfuncdes faciais, caracteristica da SAF, erordevido a exposicdo de
etanol durante o periodo embrionario, que abrangerceira e a oitava semana de
gestacdo. Segundo Floyet al. [61], neonatos nascidos de maes que consumiram
quantidades moderadas de alcool durante o prinnestre podem ter aumento das
taxas de aborto espontaneo, decréscimo de compdamenpeso, aumento das
anormalidades craniofacial e deficiéncias neuroartamentais.

Em animais, as pesquisas, em sua maioria, sdo zidaduem ratos em funcao
de seu curto periodo de gestacao (aproximadaménigag) e tamanho relativamente
pequeno. Por ter um periodo de gestacdo menor,sendalvimento cerebral dos
animais continua ap6és o nascimento, tendo aceleradeimento durante a fase pos-
natal. Com isso, o SNC continua sensivel a exposig@ drogas e agressdes
patofisiologicas. Contudo, ndo é possivel assegumis animais submetidos ao etanol
durante a fase pOs-natal, apresentarédo alteragfessmntes as causadas pela SAF.

Segundo a OMS, a cada ano, 12.000 neonatos no masdem com a SAF. No

mundo ocidental, sdo estimados 0,97 casos para ri@fimentos. No Japédo a SAF
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prevalece em menos de um caso para 10.000 nasosnessultado bem inferior ao de
paises europeus e os Estados Unidos da Américag8agiindo Mat al[82], a maior
frequéncia tem sido observada na Africa do Sul oodencas entre 5 e 9 anos
apresentam sintomas da sindrome numa proporcad,8ead446,4 casos para 1000
criancas investigadas. Alguns sintomas podem ndemsedbvios até o neonato
completar uma idade entre 3 e 4 anos.
Recentemente existem sugestdes que indicam queagesem SAF podem,

também, manifestar mudancas no comportamento sécedposicao ao etanol durante

o periodo pré e pos-natal pode provocar mudancesen#ria recognitiva social [83].

2.1.4 — Efeitos do alcool no Sistema Nervoso Centra

A substancia com propriedades psicotropicas preseas diversos tipos de
bebidas alcodlicas é o etanol. Por ser uma pegouehécula apolar solavel tanto em
agua como em lipideos, o etanol ultrapassa factenarbarreira hematoencefalica e
exerce boa parte dos seus efeitos no sistema oereosral [84].

Inicialmente, acreditava-se que o etanol, devidacilidade em atravessar a
membrana plasmatica, exercia efeitos generalizataando de modo nédo especifico
em muitos alvos celulares. Contudo, tem sido detremhs que o etanol afeta de modo
diferenciado, a transmissdo sinaptica, sendo qglgeins tipos de receptores poés-
sinapticos sdo particularmente mais sensiveis.r®eaiés, destacam-se, por exemplo,
os receptores GABA[85-86], os receptores NMDA para glutamato [87].

Os efeitos agudos da intoxicagdo com etanol em hasnsdo bem conhecidos, e
dentre eles podem-se destacar dificuldade naddleyldade na coordenacdo motora,

reducdo da discriminag@o sensorial e alteracadaudwh Em geral, € bem estabelecido
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que o alcool produz efeitos centrais bifasicos atarésticos, com fase estimulante
inicial (para baixas doses) seguida de depressasistema nervoso central (com o
aumento da dose). Com maiores niveis de intoxicdggmiientemente o humor tende a
tornar-se instavel, com euforia, melancolia, ages®e submissdo ocorrendo
sucessivamente.

King et al. [88] verificaram que individuos que esporadicameintgerem
grandes quantidades de alcool apresentam a fasalesite mais pronunciada e uma
tolerancia maior aos efeitos depressivos do aldootjue individuos que bebem em
menor quantidade e/ou frequiéncia. Tem sido sugegigo a fase estimulante pode
constituir um reforgo e, portanto, ter papel refgggoara a determinacdo de um padrao

de consumo crénico em humanos [89].

O consumo crénico de alcool pode produzir um anasioectro de efeitos no
sistema nervoso. Esses efeitos podem ser obsersabas ponto de vista morfoldgico,

neurofisiolégico e neuropsicolégico.

2.1.4.1 - Estudos morfolégicos

Diversas alteracdes morfoldgicas tém sido assogiaden 0 consumo abusivo
de alcool. A exposicdo afeta componentes quimicoselalares, cruciais para o
desenvolvimento do cérebro.

Entre os componentes celulares afetados estadudessagliais, que constituem o
tipo mais comum no cérebro. As células gliais s@fupdamente afetadas pelo etanol
na fase pré-natal, e é sugerido que alteracbe®guewm anormalidades no SNC, entre
elas, a ma formacédo congénita. A exposi¢cado ao lepanwoca efeitos no DNA, RNA e

sintese de proteinas, decrescendo o niumero dasétitbticas.
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Estudos em humanos demonstram que em alcodlicaseooma reducdo do
volume cerebral com dilatag&o ventricular e espasato das meninges. E possivel que
esta reducao esteja associada a alteracfes noofistabcelular e ndo a desnutricdo ou
que a desnutricdo deve-se a alteracdes no metabotisiular, em funcdo do consumo
de etanol que ja € sabido leva a saciedade e widndi ingere menor quantidade de
alimentos, mesmo tendo mesma densidade calori¢a [90

Harperet al.[91] descreveram uma reducdo média de 14% na sw@istidranca
dos hemisférios cerebrais. A sindrome de Marchefignami, outra sequela do uso
do alcool, é caracterizada pela desmielinizacdcatpo caloso e de outras estruturas
cerebrais como, a comissura anterior, os pedun@do=belares, os tratos Opticos, as
colunas posteriores da medula espinhal, o putanaéguenas areas do coértex cerebral.

Estudos neuropatolégicos tém descrito uma marcaitefia cortical em
cérebros de alcodlicos crénicos. A reducédo cortieia se mostrado mais pronunciada
no lobo frontal [92].

Esta reducédo deve-se ao aumento nas perdas neyrgnisao reportadas por
muitos autores em diferentes regides do cérebrmts jovens quando expostos ao
etanol durante o periodo pré-natal e neonatal.rf®&galguns autores, estes deficiéncias
neuronais sdo permanentes, estendendo-se até adialsa [93]. Harpeet al. [91]
demonstraram uma reducgdo significativa no numermeladnios do coértex frontal
superior em alcodlicos crénicos. Recentemente, d&fm sugerido que esses efeitos
podem estar relacionados ao aumento moderado daddde de receptores NMDA
para glutamato, observados no cértex frontal dedéttos cronicos [92]. Altera¢des no
cortex pré-frontal podem contribuir para defici@scobservadas na memoaria, atencao e
atividades locomotoras. Entretanto, de acordo coahlket al. [94], as mudangas no

cortex cerebral desaparecem com 70 dias ap0s meao.
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O cerebelo e o hipocampo séo regides bem vulneré&mirelacdo ao estresse
oxidativo e mecanismo que se agrava em funcéo gist&io alcodlica. Enquanto o
cerebelo é importante no controle de todo o desehgpenotor do organismo, o
hipocampo é crucial nos processos mnemonicos. Eeosp que as deficiéncias no
controle motor e cognitivo sdo as consequUéncias g@nuns da intoxicagdo com 0
alcool [93].

O cerebelo é mais vulneravel que o hipocampo quarpgosto ao etanol na fase
pré-natal e durante a fase pos-natal (periodo @cdere acelerado crescimento do
cérebro em ratos). As células Purkinje do cereté&torelacao funcional com o circuito
neuroanatdbmico, responsavel pela locomocdo e coamgde motora e sdo mais
vulneraveis nos lobos I, IX e X que nos lobos Wik

Klintsova et al. [52] demonstraram que 0s neurbnios Purkinje redusem
capacidade em realizar a plasticidade sinapticaragos recém-nascidos cujas maes
ingeriram alcool entre os dias 4 e 9 pos-nascimeptmém, quando este grupo foi
exposto a um programa de treinamento em habilidad®®ras foi observado um
aumento significativo nas sinapses das fibras @asal por neurdnios Purkinje,
apresentando também, uma evolucdo em seu desempkohimal de 10 dias de
treinamento, nenhuma diferenca foi observada quastiogrupo foi comparado com o0s
animais controle. Este estudo tem demonstrado gaguésicao de testes motores
complexos, ndo meros exercicios, pode reabilitatefisiéncias motoras, ocorridas no
periodo de desenvolvimento, geradas pelo consumaladml. Isto ocorre devido ao
aumento da sinaptogénese no coértex cerebral. @Qua@mais expostos ao etanol tém
rendimento pior na realizagédo de tarefas, mas diés@nca desaparece ao longo de

cursos de treinamento.
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A neurogénese hipocampal é afetada causando m®juz memoria e
aprendizagem, e humor, em casos de alta ingestadragdms, estresse e/ou danos
cerebrais. Os estudos em ratos adultos usando osoctah alta ingestao alcodlica, tém
observado reducdo na neurogénese hipocampal par iegiindo a proliferacdo de
células neurais e sobreviventes [52].

O numero de células é reduzido significantemengeragides CA1 e CA3 do
hipocampo durante o periodo equivalente ao terceé® de gestacdo. Em ratos, embora
a neurogénese nas células piramidais hipocampataoentre o periodo gestacional
(entre os dias 16 e 20), a exposicdo ao etanohttumaperiodo neonatal (os primeiros
12 dias pos-nascimento) ocasiona detrimentos ngiwae funcdes cerebrais. Tal fato
deve-se a rapida proliferacdo neuronal e acelamadeimento cerebral. De acordo com
O’leary-Mooreet al. [95], um estudo com ratos jovens demonstrou deftés no
aprendizado apos um dia de exposicao extrema nol dtasexto dia pos-nascimento)
ainda na fase da amamentacéo.

Contudo, ainda ndo é bem estabelecida a relacae @st prejuizos no
aprendizado espacial apenas com as alteracesmactio do hipocampo. E provavel
que o etanol, ou um de seus metabdlicos, estejad@giliretamente nas células
hipocampais causando alguns transtornos ou até anasmorte celular. Os efeitos
secundarios oriundos da ingestdo alcodlica podamacadeficiéncias nas células do

hipocampo e afetar neurénios em todos os estagidssknvolvimento.

2.1.4.2 — Estudos neurofisiolégicos e funcionais

A exposicao crbnica ao etanol produz uma sérieltdeagbes neuroadaptativas

que podem, ao longo do tempo, ter sérias consegidéna funcdo do sistema nervoso
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central. As deficiéncias eletrofisiologicas obseas em alcodlatras podem refletir o
inicio eminente de futuras mudancas da estruturabra [92]. Alteracbes do lobo
frontal também s&o descritas em estudos que emacdvanalise de imagens funcionais
do cérebro.

Kuruoglu et al. [96], com recursos da Tomografia Computadorizaden co
Emissdo de Féton Unico, verificaram que alcodlatas personalidade anti-social
apresentaram maiores evidéncias de hipoperfusddoblo frontal do que seus
respectivos controles.

George € al. [97], com recursos da Ressonancia Magnética Fualcion
demonstraram que alcoodlatras, diante de estimukgis relacionados ao alcool,
apresentaram aumento na atividade cerebral noxcgréefrontal e regides do talamo,
fato que ndo ocorreu com o grupo controle. Este dagarticularmente interessante,
pois sugere uma estrutura cognitiva desorganizagaatcodlicos, uma vez que as
regides pré-frontais e talamicas estdo em indiddnormais, relacionadas com o

equilibrio emocional, com o comportamento adapbativom a atencao.

2.1.4.3 — Estudo das deficiéncias cognitivas

Diversos estudos envolvendo técnicas neuropsia@aédém revelado um amplo
espectro de deficiéncias cognitivas associados eaomependéncia ao alcool. As
deficiéncias cognitivas incluem prejuizos em taefgue envolvem percepcéo
visuoespacial , aprendizado, diferentes tipos dendne@, incluindo memodria de
trabalho, memodria de curto prazo, memoria espaai@moria verbal, abstracdo e
resolucdo de problemas [98]. O consumo cronico ldeokh também tem sido

relacionado a diversos disturbios comportamentfis98-101].
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Deficiéncias mnemonicas sdo usualmente reconhecmas bons indicadores
dos prejuizos cognitivos decorrentes do alcooligh@@]. Particularmente as memorias
visuoespacial [98], auditiva [103] e verbal [10éht se mostrado mais afetadas. Os
prejuizos do alcool na memdria parecem variar ppoalmente com o grau de
consumo, sendo que, normalmente, observa-se a geng@raria na memoria de curto
prazo em consumo moderado de etanol, esquecimanmygpotario em alguns
alcoolatras, e até mesmo, a incapacidade permaeemteonsolidar memorias apés
alguns anos de uso crénico [102].

Ja a sindrome de Wernicke-Korsakoff € um disturi@orologico comum apos
muitos anos de consumo cronico de alcool, caiaaté por marcantes deficiéncias de
memoria [105].

Outro dado importante observado especialmentd@latras é que o consumo
cronico de alcool afeta predominantemente o pracessto da informacao visual.
Deficiéncias visuoespaciais sao observadas emlatca®e podem variar do periodo de
intoxicacao até prolongada abstinéncia [98,106].

Os alcodlatras apresentam deficiéncias no rastrgamaesual e aumento no
tempo de procura de pistas espaciais. Tem sidoidagambém, que o processamento
incorreto ou inadequado da informacéo visual, olagkr em alcoodlatras, decorre da
reducdo da atengdo a estimulos ambientais [106jtu@o, o abuso no consumo do
alcool também pode gerar disturbios nas vias \8sw@imo por exemplo, a ambliopia
toéxica que é uma neurite do nervo éptico que psmivamente compromete a visao
central, resultando em dificuldades de distingdo véomelho e do verde [107].
Provavelmente, estas alterac6es podem colaborapbamende niamero de acidentes de

transito envolvendo alcodlatras.
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Véarios autores tém sugerido que as deficiénciaqittegs decorrentes do
alcoolismo cronico se assemelham as observadasndmiduos com danos no
hemisfério direito. Em funcéo disso, foi proposto modelo de declinio cognitivo do
hemisfério direito relacionado ao alcoolismo. Esexlelo parte do pressuposto de que
as funcdes cognitivas em que o hemisfério dirertorénalmente especializado sdo mais
afetadas pelo alcoolismo do que as funcbes em quespecializacdo do hemisfério
esquerdo. De acordo com esta idéia, as habilidasiesespacias, que sdo normalmente
associadas a especializacdo do hemisfério dire#io, bastante comprometidas pelo
consumo cronico de alcool [106,108].

Para observar estes prejuizos na memoria e apagedizsao utilizados testes
comportamentais. As deficiéncias de aprendizagergdgs pelo efeito do alcool no
SNC, sdo processos complexos. Muitos testes codomes envolvem fortes reforgos
externos (privacdo de comida, estresse na piscimaue no p€) que podem interferir
nos resultados finais. O labirinto aquatico de der(teste de aprendizagem aquatico) é
um exemplo desta complexidade. E um teste que em\adtresse, integracéo visuo-
espacial e habilidades motoras. Alteracbes em slgigsses parametros podem
contribuir para a fraca performance, e confundintarpretacdo das deficiéncias de

aprendizado espacial [62].

2.1.5 — A importancia dos minerais no SNC

Alguns minerais (calcio, cobre, manganés, ferro¢cai cobalto e molibidénio)
sao essenciais nas funcdes do sistema nervosalcé&ieis tém grande importancia nas
funcdes cerebrais como catalisadores, entre ofimagdes e S80 necessarios para

ativacéo e estabilizagéo de enzimas [109].
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Por causa da sua alta razdo metabdlica e baiacidapge de regeneracao, o
sistema nervoso central é muito sensivel a disisirbas concentracdes de elementos
traco. Logo, as concentracdes de minerais no SNCqiée atingir niveis aceitaveis,
uma vez que a auséncia ou excesso pode resulEaacéies em suas funcoes.
Clinicamente, envenenamento com chumbo, mercurgrsénico tem demonstrado
induzir a destruicdo vascular e hemorragia cerdtbff]. Por serem essenciais para o
desenvolvimento do SNC, deve-se tentar entendenasheira mais profunda, a atuacao

dos elementos traco.

2.1.5.1 — O Zinco (Zn)

O zinco € um elemento traco essencial no sistemaos® Diversos
experimentos evidenciam um papel critico e Unicoapa zinco nas transmissdes
sinapticas no SNC e na morte de células neuroha®111]. O cérebro tem uma alta
quantidade de zinco quando comparado com outr@greA média da concentracdo
total de zinco no cérebro tem sido estimada enoxapadamente, 150mol/L. O zinco
tem uma predominancia maior na massa cinzenta emgumassa branca do cérebro e
quando analisado por regides fica evidente uma mwancentracdo deste metal nas
areas do hipocampo, amigdala e neocértex [110-111].

Histologicamente o zinco tem sido localizado exglrmente no cortex cerebral,
no nucleo da amigdala e na formacdo hipocampata®sorte do zinco no cérebro
ocorre via sistema de barreira cerebral.caréncia desse mineral, principalmente
observada em idosos, pode acarretar danos neurmitatjeos e estdo relacionadas as

deficiéncias de memdria e de aprendizado [110-111]
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O papel do zinco nas fungbes cognitivas e compentais tem sido estudado
em dietas com deficiéncias de zinco durante o debamento e na fase adulta. Os
sintomas mais comuns da deficiéncia de zinco nenledvimento cognitivo sao:
alteracbes na atencdo, no comportamento neuropgicol e no desenvolvimento
motor. Os periodos de crescimento intenso (gravediedancia) sdo mais suscetiveis a
deficiéncia de zinco na dieta.

Em estudos com camundongos, tem sido observada qaencia de zinco em
ratos jovens (62 dias de idade) acarreta sérioesdaos processos de memoria. Um
periodo de privacao de zinco durante o desenvohtiongode também ser crucial para o
comportamento, aprendizagem e memoria em idaddmsdbntretanto, nenhum efeito
quanto a memoéria de longo prazo tem sido apresedia@nte este periodo [111].

Em humanos, a deficiéncia de zinco tem sido vimtaula uma variedade de
anormalidades fisiologicas e comportamentais, carfarmacdes de hipogonodismo,
teste de acuidade anormal, geofagia e prejuizositoas. Enquanto uma recente
revisao de literatura mostra que os efeitos cogrstie psicoldgicos da deficiéncia de
zinco e suplementacdo de zinco em bebés e criam@aheterogéneos, em adultos,
deficiéncias severas de zinco tém sido vinculaddspaiesséo, parandia, alucinacdes e
esquizofrenia [112].

As primeiras observacdes de prejuizos nas funcdgsitivas relatando as
deficiéncias de zinco foram apresentadas em 19€dg(jisas em paises como Egito e
Iran) onde criangas tinham severos retardos neianesto, hipogonodismo e letargia
mental. Um estudo observou baixos niveis de ziaothém em crian¢as nascidas na
China, Guatemala, india, Brasil e México, devidalimentacdo pobre em zinco ou rica
em fibras, que induz a perda de zinco. Tratamewtoteado a adicdo de zinco

apresentou melhorias nas fun¢des neuropsicolég@asriancas chinesas, bem como
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desenvolvimento mental e psicomotor nas criancdsmnas e brasileiras. Contudo,
outros estudos reportam fracassos nestes tratasrjédty.

Também existe uma correlacdo entre o zinco e deidastudos tém mostrado
que com a idade, a caréncia de zinco passa a seaoc@mtuada causando deterioracao
da memodria e aprendizado em camundongos exibidotestes como o labirinto
aquatico. Isto deve-se as baixas concentracdemde za regides CA3 do hipocampo
guando comparado com ratos jovens. A concentragdairtto, medida por niveis
plasmaticos, € diferente nas doencas neurodegeasrém algumas ocorre 0 excesso

e em outras a caréncia) [111].

2.1.5.2 — O Manganés (Mn)

O Manganés € um elemento traco essencial que éteado em todos os
tecidos e é necessario para o metabolismo de aomiosa lipidios, proteinas e
carboidratos. A Academia Nacional de Ciéncias e&alku um consumo adequado
para manganés em homens adultos de 2,3 mg/dialemesladultas de 1,8 mg/dia. A
quantidade maior para os homens adultos deve-seamw decréscimo na absorcao do
manganés. Mulheres gravidas e lactantes devem mims2,0 e 2,6 mg/dia
respectivamente, uma vez que durante o periodcesendolvimento cerebral ocorre
uma necessidade maior de manganés. Neonatos dewsomadr 0,03 mg/dia enquanto
bebés entre 07 e 12 meses devem consumir 0,6 niyidial 14].

As deficiéncias de manganés podem iniciar multipkfeitos incluindo
alteracdes no crescimento, caréncia na formagdoosk®s tendo deficiéncias
esqueléticas, ataxia irreversivel, tolerancia amabrra glicose e alteragdo nos

metabolismos de lipidios e carboidratos. Ratas id@évsubmetidas a caréncia de
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manganés geram filhotes que desenvolvem ataxiaaseeeirreversiveis. Embora a
deficiéncia de manganés tenha gerado danos enertiéer espécies, em humanos,
apesar de alguns sinais clinicos e sintomas sebservados em individuos sujeitos a
dieta, os prejuizos ainda néo estao bem estabese|didi3-114].

O manganismo esta associado aos elevados nivermganés no cérebro. A
neurotoxidade do manganés € bem conhecida destieno géculo, sendo descrita e
caracterizada pelos transtornos nas células pieasniel sintomas neuropsiquiatricos
[115].

Estudos tentam comprovar a associacdo do mangamésacatividade dos
neurbnios. Sua funcdo ndo é totalmente compreendidigto deve-se a baixa
concentracdo nos tecidos. Em muitos tecidos humanasimais a concentracdo de
manganés é inferior ayigg* [113,114].

Como no SNC a eliminacdo do manganés requer uno ldegppo, efeitos
neurotéxicos podem ocorrer aumentando a frequéteidisturbios Parkisonianos em
individuos idosos. Concentragcdes anormais no agrespecialmente na regiao glial,
tém ocasionado, também, doencas com sintomas mlila de Parkinson. Esta
sindrome tem afetado trabalhadores que manufaturatarias e trabalham em
mineradoras, uma vez que o excesso deste elensentsido estimado por ressonancia
magnética sendo observado no sangue [114].

Mudancas comportamentais e disturbios na locomdgéthém podem ser

observados devido a intoxicagdo deste mineral [UE3-
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2.1.5.3 — O Aluminio (Al)

A toxidade do aluminio tem sido bem conhecida desddtimo século. A
presenca do aluminio pode causar ou contribuir gaesmcas especificas semelhante a
encefalopatologia e a doenca de Alzheimer. E mtopgue o nicleo celular pode ser
um importante alvo para o acumulo de aluminio porsa da alta densidade de fosfatos
no DNA e RNA. O acumulo deste elemento provavelmenicia uma série de
interferéncias bioquimicas afetando a atividadalgemas enzimas [116-117].

O excesso de Al foi considerada uma possivel cpaea a alta frequéncia de
esclerose e deméncia Parkisoniana entre os nateeerta regido do Oeste da india,
onde o solo é rico em Ale carente em M§e C&? [117].

O consumo diario de aluminio no homem &, aproximmatde, 3 mg por dia,
entretanto, apenas cerca de 0,06 a 0,1 da doseidmgé absorvida em vias

gastrointestinal [116].

2.1.5.4 — O Chumbo (Pb)

Metais pesados como chumbo e cadmio sao desprosd@fmcdes bioldgicas.
Ou seja, naturalmente, estes elementos ndo particidas reacdes bioquimicas
necessérias a manutencéo da vida. Contudo, umagressando no organismo através
de contaminacdo exdgena, estes elementos sdo dr@uss para diversos sitios,
interagem de varias formas com a maquinaria cekilgeram uma extensa lista de
efeitos toxicos. A carga toxica e o tempo de coimagdio sdo fundamentais na
determinacdo da qualidade e da intensidade dadasi@goes a serem apresentadas

[118].
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O chumbo pode ser absorvido através de ingest@lacéo ou através da pele e,
uma vez absorvido, pode se concentrar em diverg@®®. Sua vida média em tecidos
moles corresponde a cerca de 4 a 6 semanas, podemdir décadas quando
depositado no tecido 6sseo [119]. A toxicidade glmumbo afeta especialmente os
sistemas renal, endocrino e nervoso.

A penetracdo do chumbo no sistema nervoso cenbdé plar-se através de
lesbes da barreira hematoencefélica. De fato, onalci de chumbo em células
endoteliais destroi a barreira, criando uma podackesso do metal ao encéfalo. Em
criancas e animais jovens, a penetracdo do chunsbaérebro é facilitada pela
imaturidade funcional da barreira hematoencef§li2g].

Além disso, mesmo no cérebro adulto, 0 metal ptidgiaregides desprovidas
de barreira hematoencefalica ou penetrar por difys@ssiva lenta. A intoxicacéo
cronica por chumbo em humanos pode levar a distudgésistema nervoso central,
caracterizada como hiperatividade idiopatica, rédute QI , assim como dificuldades
auditivas, diminuicdo da atencdo e problemas mmhacios a linguagem e ao
aprendizado [120]. Do ponto de vista neuroquimécpresenca de chumbo no cérebro
perturba a funcdo de varios neurotransmissoresp cargerotonina, a dopamina, o

GABA, a noradrenalina e a acetilcolina [121].

2.1.5.5 — O Mercurio (Hg)

O mercurio pode facilmente cruzar as barreiras rtarface na placenta.

Consumo de altos niveis de metilmercurio (MeHg)adte a gravidez pode iniciar

encefalopatologia nas crias. Existem diferencasnmadancas patolégicas em jovens

quando comparadas com adultos expostos a MeHg.siE§ode MeHg em adultos
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danifica areas especificas do SNC como camadasrebeto e cortex visual. J& em
fetos afeta todo o SNC. A autopsia de uma vitimardeacidente mostrou alta taxa de
mercurio no cérebro ao longo dos 26 anos de exjpmsi@ deposito do metal tinha
histologicamente, se concentrado nas células giaism neurbnios de areas especificas
do cérebro e células epiteliais. Estudos com asirtraitados com mercurio também
demonstram significativos edemas cerebrais, mudavgscular, degeneracdo e perda

de parénquima [109].

2.1.5.6 — O Ferro (Fe)

A deficiéncia de ferro esta associada as anorntglaognitivas. O ferro €
essencial para o sustento de quase todos os orgenigisto que tem um papel
importante no neurodesenvolvimento através da feréacia em enzimas que
controlam a sintese de neurotransmissores, divisfidar, energia de metabolismo
neuronal e mielinizacdo. Nos casos de deficiéneiafalro, estes mecanismos séo
afetados [107,109, 122-123].

Estudos eletrofisioldgicos em criancas sugerersanrila caréncia de ferro. Esta
caréncia prejudica o desenvolvimento do hipocandpea responsavel pela memoria
cognitiva. O desenvolvimento do hipocampo se iniota feto e continua apos o
nascimento em humanos e ratos.

Em ratos, a continuacdo da neurogénese, a rengedeldas células piramidais,
as velocidades do pico de mielinizacdo e a pralff@o das sinapses resultam em
aumento exponencial do tamanho do hipocampo duemtguatro primeiras semanas
apos o nascimento. O crescimento rapido acompamhawmento no nivel de ferro,

necessario para o desenvolvimento do hipocampoegcente taxa de crescimento tem
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aumentado a vulnerabilidade do desenvolvimento daippal ocasionando varias
perdas pré e pés-nascimento. Logo, a alteracd@sendolvimento do hipocampo, por
deficiéncia de ferro, pode ter um papel importanate anormalidades cognitivas [122].

As mudancas neuroquimicas acompanham as alteras@resurais durante o
desenvolvimento regional do cérebro.

A deficiéncia de ferro ocorre em funcédo dos prolalemutricionais afetando
aproximadamente 2 bilhdes de pessoas em todo oanundleficiéncia de ferro &
também vista como um fator de risco para a toxiddlenetais (em geral, cadmio,
aluminio e chumbo). A caréncia de ferro tem umaca inversa com a absorcao
gastrintestinal de uma grande quantidade de mé&aisexemplo, alto consumo de ferro
decresce absorcdo gastrintestinal de manganésardgnqueficiéncia de ferro faz
aumentar a absorcédo. Além disso, ratos expostdtasadoses de manganés exibiram
alteracdo no metabolismo de ferro no cérebro. Armaa de ferro também esta
associada ao aumento de manganés no cérebro, ap@qona efeitos heterogéneos
[123].

De acordo com Eriksoet al. [123], a caréncia de ferro gera aumento nas
concentracdes de Zn e Mg no globo pélido. O glddalp € importante para o controle
motor e 0 aumento ou o decréscimo de zinco, nadeegerebrais, pode acarretar
danos severos. As regides mais afetadas devidoéacia nas concentragdes de ferro
sao o cerebelo e a regido do ganglio basal : onmrta

O acumulo de ferro no SNC estd vinculado a diversi®encas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de AlzheideeHuntington e a sindrome de
Hallervordewn-Spatz. A doenca de Parkinson estacasta a altas concentracdes de
ferro na substancia negra. A contribuicdo que oofeexerce nas doencas

neurodegenerativas deve-se a sua participacdo agde® ocorridas, que podem
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danificar o DNA, as proteinas, os lipidios e osraogansmissores semelhantes a

dopamina [112].

2.1.5.7 — O Cobre (Cu)

O cobre é essencial para o desenvolvimento e fesngdeSNC. E fundamental
para as enzimas uma vez que, com a sua presemgagalizam atividades catalisadoras
e ficam estaveis. Disturbios no funcionamento dagnegas podem contribuir para
severos sintomas neuroldgicos e doencgas neurosddi24].

Ele pode existir como Cuou Cu? nas condicdes fisiolégicas e é altamente
reativo, portanto, muito toxico para as céluldi|1l

Embora a presenca do cobre seja fundamental, s®xaxasiona danos no
DNA, propiciando doencas como a de Wilson, que ractarizada pelo acamulo de
cobre em oOrgaos e ceélulas. Enquanto esta desorgeeseata frequentemente
disfuncbes ou alteracbes hepdaticas incluindo hepairrose e edemas, € interessante
notar que, aproximadamente 20% dos pacientes, esypaes, inicialmente, sintomas
neurolégicos e espasmos musculares. Pacientes rtam#dédenciam sintomas
neuropsiquiatricos incluindo depressao, perda dmdria, ansiedade, manias e uma
variedade de tipos esquizofrénicos [112].

Recentes estudos relacionam o cobre na patogéedssam neuronal na doenca

de Alzheimer premeditando a encefalopatologia [112]
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2.2 — Memoria e Aprendizagem

2.2.1 — O condicionamento aversivo

O conhecimento sobre os mecanismos celulares ecufales, subjacentes aos
processos de aprendizagem e memoria, teve um gdas@éavolvimento, por meio de
estudos com modelos animais e de diferentes tipaegwhcdes de aprendizagem, dentre
as quais destacamos o condicionamento aversivg.[125

Posteriormente aos estudos referentes a amigdaipocampo passou a receber
maior atencao quanto ao seu envolvimento nesseggocle aprendizado e memoéria. A
amigdala e o hipocampo desempenham um papel importea organizacdo e no
controle de diversas respostas motoras e vegetatredtivas ao condicionamento
aversivo, como por exemplo, a locomocao, a hipateenas vocalizacdes ultrassbnicas
[126].

Segundo Sperandeo [127], o trabalho de Kim e Fangd 992) foi um marco
importante na analise do papel do hipocampo naotidagdo de memdria emocional
aversiva em ratos. Nesse trabalho, foi usado oapweto som-choque em ratos
submetidos a lesdes hipocampais 1, 7, 17 ou 28 a@ms o treino. No primeiro dia
apos a lesao, os animais tiveram menor intensidadépotermia no treino quando re-
expostos ao contexto. No teste realizado em ootntegto com reapresentagao do som,
todos os grupos apresentaram hipotermia. Esses daolstraram o papel dinamico do
hipocampo na formacdo de memoarias e indicaram woepsamento diferente para o
armazenamento das informacdes aversivas, relawgareamento dos estimulos num

contexto, e ao som, quando apresentado em outtexton
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Segundo Sperandeo [127], muitos trabalhos emerginansentido de analisar,
como o contexto ambiental influencia o aprendizadomemoria, e principalmente as
relacdes das funcbes do hipocampo na memoria caatekla espécie humana também
ja é bem conhecida a influéncia da informacao cud sobre o comportamento. A
informacé&o contextual € dada por um estimulo moldiah, dessa forma, o contexto €
caracterizado como uma configuracado de estimulssinA o condicionamento de um
contexto ambiental, implica na aquisicdo e na g&endo valor funcional de uma
situacdo ou contexto que foi associado a eventmdgrmo ambos, valor funcional e
eventos, serem positivos ou negativos.

De um modo geral, os estudos indicam que as mesndoidextuais podem ser
armazenadas em outras regides, além do hipocamillyOet al.[128] sugerem que,
em mamiferos, essas regibes seriam 0 hipocampmeoaortex, e que elas teriam
diferentes caracteristicas operacionais. Esseseautogerem que o hipocampo ¢€ ideal
para o aprendizado rapido e incidental que é naégespara 0 condicionamento
contextual. Similarmente, segundo Fanselow [12%fipocampo forma a representacao
contextual, entretanto, € possivel que o0 neocéterca essa fungcdo em sua auséncia.

Muitos estudos focalizaram os efeitos de alteracfiexionais em vias
neuroquimicas no hipocampo e abrangeram a ana&gsdiférentes neurotransmissores
gue atuam nos circuitos hipocampais. Contudo, whs& que na literatura sobre a
neuroquimica hipocampal, os circuitos glutamatésgiboram alvos de um elevado
namero de investigacbes, em diferentes laborat@owso reportado por Sperandeo

[127].
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2.2.2 — O labirinto aquatico de Morris

A memoria espacial e a atividade locomotora podenasgaliadas pelo labirinto
aquatico de Morris. Em ratos, a versdo espacidaliointo aquatico € um modelo de
memoria dependente do hipocampo. Nesta tarefanmabprecisa aprender a encontrar
uma plataforma submersa fixa e invisivel para pkrtindo de varios pontos do
labirinto [130]. Desta forma o animal aprende artgular as distancias entre as dicas
visuais do ambiente e a posi¢cdo da plataforma de fonma flexivel, como em um
mapa cognitivo.

Trabalhos anteriores mostram que mesmo um aninmal lesdo hipocampal
pode aprender a encontrar a plataforma se ele panmg@re de um mesmo ponto do
labirinto, pois desta forma ele ndo precisa usapnedades dedutivas do seu mapa
cognitivo para associar as dicas espaciais e, nargulacdo deduzir a posicao da
plataforma, independente de se liberado proximdistante de uma dica especifica. O
animal pode simplesmente aprender a se aproximamdsonjunto de dicas proximas a
plataforma [131].

Esta é uma tarefa que pode ser resolvida com vemdipado do tipo estimulo-
resposta, semelhante a versao do labirinto aquétioo dica visual, onde os animais
precisam aprender a associar uma dica visual (wieefizada em cima da plataforma)
com a resposta de se aproximar desta dica. J&fomstrado que o aprendizado do
labirinto aquatico com dica visual dependente didaek dorsal e da substancia negra, e
nao é afetado pela lesdo do hipocampo [132].

O labirinto aquético com plataforma submersa s@ituma como um modelo de
aprendizado espacial se o animal partir de varosggs, podendo, assim, tragar uma

relacéo entre as dicas. Espera-se, portanto, gpeeodizado (quando o animal parte de

33



um anico ponto com a plataforma fixa sempre na radewalizacdo) seja dependente
da substancia negra e do estriado, estruturasraeraiue medeiam o aprendizado
[132].

Santucciet al.[133], utilizando o teste de Morris, observaranxdaendimento
nos processos de aprendizagem em ratos que cons2ddérde etanol desde o 21° dia
pos-natal durante quatro meses. Em seu estudstes momportamentais asseguraram
que o alcool causa interferéncia na memoria, @stdt em danos na localizacéo
espacial.

Boulouardet al [134] ofereceram uma solu¢do com etanol por deagnas aos
ratos Sprague-Dawley e , em seguida, realizaragste tle Morris durante uma semana.
Eles observaram que o consumo crénico de alcoslglkg) resulta em deficiéncias de
retencdo de memoria, levando os animais a peragraedes distancias na piscina para
encontrar a plataforma.

Segundo Zimmerbergt al [135], animais submetidos a uma dieta liquida com
35% das calorias derivadas do alcool entre o 131°dia, submetidos ao teste de
Morris entre o 22° e 24° dia, apresentam deficEnatognitivas relacionadas a
“navegacao espacial”.

Todavia, o teste também mostrou que 0s animaiadivatcom etanol foram
capazes de aprender tdo bem quanto os animadosatiéeta normal apés 3 meses de
exposicdo ao etanol (10 a 12% na dieta) e tamb@nriandpossivel observar prejuizos

cognitivos [136].

34



2.3 - A Fluorescéncia de Raios X

A fluorescéncia de raios X (FRX) foi, efetivamerntgroduzida como técnica de
analise elementar na década de 50. A andlise mheuliémtar instrumental por
Fluorescéncia de Raios, X baseada na medida das intensidades dos raios X
caracteristicos emitidos pelos elementos quimicosmponentes de uma amostra,
quando devidamente excitados. O crescente desameoito dos detectores
semicondutores contribuiu para aumentar e divessifas aplicacdes dos sistemas de
fluorescéncia por dispersdo de energia da fluoneszéle raios X podispersédo de
energia (ED-XRF, energy dispersive X-ray fluorescefjceom instrumentacdo menos
dispendiosa e emprego mais pratico [137].

Esta técnica vem sendo utilizada principalmentea pamostras sdlidas,
permitindo a determinacdo simultdnea ou sequend@alconcentracdo de varios
elementos, sem a necessidade de destruicdo daranhmesseja, de modo instrumental,
sem nenhum pré-tratamento quimico. Para amostyaglds pode-se recorrer a uma
pré-concentracédo, empregando-se troca ibnica,gitagio, quelacao, etc.

Uma variante da fluorescéncia de raios X por dsjede energia, denominada
de Reflexdo Total (TXRF) vem sendo utilizada pipabtmente na andlise de elementos
tracos (na faixa de ng®yem amostras liquidas (da ordem de L) e em aasosfiidas
(ug) precedidas por digestdo quimica [32], em [eagqu relacionadas ao
Monitoramento Ambiental, Oceanografia, Biologia, dgna, Industria e Mineralogia
[33, 138-139].

A TXRF foi inicialmente sugerida por Yonedat al [140], sendo o seu
principio fisico definido claramente quatro ano$sapor Aigingeret al [141]. Entre

1978 e 1982, Schewenlet al. [142] deram um impulso nesta técnica, desenvolvendo
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um instrumento compacto, denominado Extra Il, RiSkifert & Co., Ahrensburg,
Alemanha, com grande melhoria na parte Otica ecisate estabilidade, surgindo
depois outros equipamentos visando a analise derftrip semicondutoras, como o
XSA 8000 produzido pela Atomika, Munique, e TREXOGiela Technos, Osaka.

As duas primeiras reunides internacionais parautiisesta técnica foram
realizadas em 1986 e 1988 na Alemanha, a terceird¥0 na Austria e a quarta
novamente na Alemanha, em 1992 [143-145]. Publesgdais recentes sobre o0s
conceitos fisicos e aplicacbes praticas da TXR$timrasomo detalhes sobre a geometria
do suporte da amostra, filtros de corte para rdide altas energias e tendéncias desta
nova técnica, estdo sendo apresentadas em reasgt@asializadas.

De acordo com Klockenkamper [34] em 1996, ja easfiaproximadamente,
20 laboratérios trabalhando com equipamentos coaerem uma variedade de
aplicacdes, envolvendo as areas de Oceanografiserdiogia, Biologia, Medicina,
Medicina Legal e Pesquisa Ambiental [146-147].

Em alguns casos é necessario um tratamento prévi@nadostra, como
liofilizacdo, incineracdo e técnicas cromatograicAmostras solidas e filtros de
aerossois sdo geralmente analisados apos digestéaaidos, com limites de deteccao
abaixo de pgg podendo-se também pipetar diretamente sobre artsualiquotas de
suspensdes de materiais em p6 muito fino [34].

As varias areas de aplicacdo da TXRF sédo despataklockenkampeet al.
[148], enfatizando-se a analise de agua, solceenavlonitoramento Ambiental; sangue,
fluidos corporais e tecidos na Medicina, e plantaslimentos na Biologia. A
diversidade nas areas de aplicacdo é muito ampiag concentracfes de elementos em
vinhos tinto e branco [149], em ossos de humans@][Em fumaca e cinza de cigarros

[151] .
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Para tecidos biolégicos € possivel analisar cdrigslogicos de 1um (200
Hg), colocados diretamente sobre o suporte [152:15dino ilustracdo desta técnica, a
Figura 2.1 mostra o espectro de raios X de um atetecido de pulméo de um pintor
de casas, obtido com excitacdo com tubo de Mo,mutdee visualizar claramente os
raios X caracteristicos K e L dos elementos Ti grBfpectivamente, provenientes de

tintas e vernizes [33].

energia (keV)

Figura 2.1 - Espectro de fluorescéncia de raios X de um aeteecido de pulméo de
pintor de casas, visualizando-se claramente astarainacdo por Ti e Pb, proveniente
de tintas e vernizes [33].

Chwiej et al.[155] analisaram, através @¥RF, tecidos do sistema nervoso
central de pacientes com desordem neurodegene(atigkerose) e pacientes normais.
Observaram as concentracoes de P, S, CIl, , CaCleZn e Br e os resultados
indicaram diferencas significativas no acumulo tementos nos tecidos analisados
(matéria cinzenta, matéria branca, células neryosas

Serpa et al. [156] compararam as concentragcOesentanes em diferentes
regides do cérebro de ratos normais da linhagentavVientre elas, cortex temporal,
cortex entorrinal, cértex visual e hipocampo, danais jovens, adultos e velhos por

TXRF com Radiacdo Sincrotron. Concluiram que, noteg0 entorrinal, alguns
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elementos decrescem com a idade, como o Zn, ¥,GTa e Br. Ja no hipocampo
ocorreu aumento de Al, P, S, K, Fe, Cu, Zn e Rb aadade dos animais.

Magalhdes et al.[157] estudaram as distribuicbeseldenentos em tecidos
normais e cancerosos de mulheres em 7 cidadegzbtad na Alemanha por TXRF. As
amostras dos tecidos carcinomatosos (do colo, daaneado Utero) tiveram maiores
concentracdes de P, S, K, Ca, Fe e Cu e decrésigrdo e Br quando comparado com
os tecidos normais. As deficiéncias de Zn poderr estsociadas a inibicdo de funcdes
dos elementos essenciais, alteracdes do metaboksmaodificacdes da funcdo das
proteinas no transporte de certos numeros de etesadPor outro lado, o aumento de
alguns elementos pode estar associado a mecanigmm@sldgicos quando estes
elementos estdo em excesso. Em associacdo comasnzimoléculas biologicas, eles
podem mudar sua reatividade e originar mudancaseagées quimicas.

Liu et al [158] determinaram as concentracdes dmehtos traco, através da
XRF com Radiacdo Sincrotron, em secfes do cérebroatbs Wistar que foram
submetidos a dieta com deficiéncia de iodo em @elaps animais controle. Os niveis
de Ca no talamo e Cu e Fe no cortex cerebral deasisubmetidos a dieta foram
significativamente menores quando comparado coanwsais controle, enquanto que
o P, S, KRb, Br, Cl, Zn, Ca e Cu, no hipocampaarosignificativamente maiores.

Serpa et al. [159] determinaram deficiéncias cogastem ratos Wistar idosos,
avaliando também as concentra¢cBes de elementas dmacseis diferentes regides do
cérebro através da TXRF com radiacdo Sincrotronde@empenho cognitivo foi
avaliado através da aplicacdo do Teste do Labifgeéatico de Morris, sendo os ratos
Wistar separados em dois grupos, um grupo saudavel outro com deficiéncia
cognitiva. O hipocampo dos animais com deficiénaagnitiva apresentou

concentracdes superiores de Al, Fe, Cu, Zn e Bredégag&do ao hipocampo dos animais
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saudaveis. Todavia, a concentracao de K foi maiortalas as regides dos animais
saudaveis.

Czarnowski et al. [160] encontraram as concentsagigediferentes elementos
traco em tecidos normais e cancerosos do tratestdige do colo e do estomago de
humanos através da TXRF. Foram observadas dimiesiigds niveis de Cr, Fe e Ni no
carcinoma do estomago e um acumulo significante e tecidos cancerosos no colo.

Ektessabi et al. [161] investigaram os elementagotiem cérebro de pacientes
com doencas neurodegenerativas, como deménciagattlauXRF com Radiacao
Sincrotron. As regides analisadas foram o cortexpteal, frontal e occipital e os
resultados apresentaram maiores concentracbes de(@b O Pb € a substancia que
apresenta maior neurotoxidade no SNC e este exgesde ser um dos fatores
etiologicos.

Marco et al. [162] determinaram as concentrac6éegnde Cu, atraveés da TXRF,
em diferentes regibes do cérebro de humanos queraof morte acidental e
instantanea. Os resultados analiticos foram cordparaom amostras certificadas e
com os dados obtidos utilizando a Espectrometrigllgorcdo Atdémica. O método

proposto foi eficiente apresentando resultadosfafdrios quando comparado.
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CAPITULO Il

3 - FUNDAMENTOS TEORICOS
3.1 — Sistema nervoso

3.1.1 — Neurdnios e Células Gliais

Para compreendermos melhor as fungdes de coordeaage@ulacédo exercidas
pelo sistema nervoso, precisamos primeiro conheestrutura basica de um neurénio
€ Como a mensagem nervosa é transmitida.

Um neurénio é uma célula composta de um corpoare{ahde esta o nucleo, o
citoplasma e o citoesqueleto), e de finos proloreydos celulares denominados

neuritos, que podem ser subdivididos em dendritagémios, como representado na

figura 3.1.
hucleo
Mucldolo
Conpo
caliilar
Bainha de
mislina
Célula
d. il
Schwann
Axtinio — Dendrites

Nbdulo de Rarmviar

Figura 3.1 —Os componentes basicos de um neurdnio [163]
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Os dendritos sdo prolongamentos geralmente muitdficados e que atuam
como receptores de estimulos, funcionando, portaotao "antenas” para o neurénio.
Os axbnios sdo prolongamentos longos que atuam amndutores dos impulsos
nervosos. Os ax6nios podem se ramificar e essadicagies sdo chamadas de
colaterais. Todos os ax6nios tém um inicio (conargeantacdo), um meio (o axénio
propriamente dito) e um fim (terminal axonal oudwmoterminal). O terminal axonal € o
local onde o ax6nio entra em contato com outrosamens e/ou outras células e passa a
informacé&o (impulso nervoso) para eles. A regiapaksagem do impulso nervoso de
um neurdnio para a célula adjacente chama-se sinAps/ezes os axoénios tém muitas
ramificacbes em suas regifes terminais e cadaicagidio forma uma sinapse com
outros dendritos ou corpos celulares. Estas raagifies sdo chamadas coletivamente de

arborizacao terminal [163].

O axonio estd envolvido por um dos tipos celulaseguintes: célula de

Schwann (encontrada apenas no SNPYImodendrdcito(encontrado apenas no SNC)

Em muitos axonios, esses tipos celulares determaformacao da bainha de mielina -
invélucro principalmente lipidico (também possuimmo constituinte a chamada
proteina basica da mielina) que atua como isolg@nteico e facilita a transmissao do
impulso nervoso. Em axodnios mielinizados existemides de descontinuidade da
bainha de mielina, que acarretam a existéncia de constricdo (estrangulamento)
denominada nodulo de Ranvier. No caso dos ax6nieBnimados envolvidos pelas

células de Schwann, a parte celular da bainha dinani onde estdo o citoplasma e o

nacleo desta célula, constitui 0 chamado neurilgié3].
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3.1.1.2 — Tipos de Neurdnios
De acordo com as func¢des na conducdo dos impuwdsaseurdonios podem ser
classificados em:
1. neurdnios receptores ou sensitivos (aferentes): csiaue recebem estimulos
sensoriais e conduzem o impulso nervoso ao sistemvaso central;
2. neurdnios motores ou efetuadores (eferentes): migg® 0s impulsos motores
(respostas ao estimulo);
3. neurdnios associativos ou interneurdnios: estabeldgacdes entre 0s neurbnios

receptores e 0s neurdnios motores. [163]

3.1.1.3 - Células da Glia

As células da neuroglia cumprem a fungfes de rstastgroteger, isolar e nutrir
0s neurbnios. Ha diversos tipos celulares, digimjoanto a morfologia, a origem
embriondria e as funcdes que exercem. Distingueneste elas, 0s astrocitos,
oligodendrocitos e microglia. Tém formas estrelaglggolongacdes que envolvem as
diferentes estruturas do tecido.

Os astrocitos sdo as maiores células da neurogliestéo associados a
sustentacdo e a nutricdo dos neurdnios. PreencBersmacos entre 0S neurdnios,
regulam a concentracdo de diversas substancias podemcial para interferir nas
funcdes neuronais normais (como, por exemplo, a&erdracdes extracelulares de
potassio), regulam os neurotransmissores (resimrgelifusdo de neurotransmissores
liberados e possuem proteinas especiais em suasbramas que removem
neurotransmissores da fenda sinaptica). Estudestex também sugerem que podem
ativar a maturacdo e a proliferacdo de célulasztramervosas adultas e ainda, que
fatores de crescimento produzidos pelos astropitoem ser criticos na regeneracao

dos tecidos cerebrais ou espinhais danificadogr@omas ou enfermidades [52,163].
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Os oligodendrdcitos sdo encontrados apenas no $@m exercer papéis
importantes na manutencdo dos neurdnios, uma vezsgun eles, 0s neurdnios nao
sobrevivem em meio de cultura. No SNC, sdo asaghdsponsaveis pela formacéo da
bainha de mielina. Um Unico oligodendrdcito coniripara a formacdo de mielina de
varios neuronios.

A microglia € constituida por células fagocitariasalogas aos macrofagos e

que participam da defesa do sistema nervoso.

3.1.2 —A Estrutura do Sistema Nervoso

3.1.2.1- As Funcdes e Divisdes do Sistema Nervoso

O sistema nervoso capacita 0 organismo a perceberadacdes do meio
(interno e externo), a difundir as modificacbes @ssas variacdes produzem e a
executar as respostas adequadas para que sejalanargguilibrio interno do corpo
(homeostase). Sao os sistemas envolvidos na cawd@lere regulacdo das fungdes

corporais.

No sistema nervoso diferenciam-se duas linhagelntaces: os neurdnios e as
células da glia (ou daeurdglia) Os neurbnios sdo as células responsaveis pela
recepcdo e transmissao dos estimulos do meio Hnerexterno), possibilitando ao
organismo a execucao de respostas adequadas parutencdo da homeostase. Para
exercerem tais funcdes, contam com duas proprisdadeamentais: a irritabilidade
(também denominada excitabilidade ou responsividade a condutibilidade.
Irritabilidade € a capacidade que permite a umaaébsponder a estimulos, sejam eles
internos ou externos. Portanto, irritabilidade ddoma resposta, mas a propriedade que

torna a célula apta a responder. Essa proprieda&ukerénte aos varios tipos celulares
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do organismo. No entanto, as respostas emitidas piplos celulares distintos também
diferem umas das outras. A resposta emitida petnsonios assemelha-se a uma
corrente elétrica transmitida ao longo de um fiadtdor: uma vez excitados pelos
estimulos, os neurbnios transmitem essa onda dégi@ - chamada de impulso
nervoso - por toda a sua extensdo em grande valtecid em um curto espaco de

tempo. Esse fenbmeno deve-se a propriedade detdohdiade [164].

O SNC recebe, analisa e integra informacdes. ar londe ocorre a tomada de
decisbes e o envio de ordens. O SNP carrega inf@@sados 6rgaos sensoriais para o
sistema nervoso central e o do sistema nervosaatepara os oOrgados efetores

(musculos e glandulas)

3.1.2.2— A formagao do Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso origina-se da ectoderme embigoasdse localiza na regido
dorsal. Durante o desenvolvimento embrionario, tadeszme sofre uma invaginacéo,
dando origem a goteira neural, que se fecha, fadmantubo neural. Este possui uma
cavidade interna cheia de liquido, o canal ne@&M[63].

Em sua regido anterior, o tubo neural sofre difadadano origem ao encéfalo
primitivo. Em sua regido posterior, o tubo neurlodigem a medula espinhal. O canal
neural persiste nos adultos, correspondendo adsictéas cerebrais, no interior do
encéfalo, e ao canal do epéndimo, no interior ddutag52,163].

Durante o periodo embrionario, verifica-se que dirpéda vesicula Unica que
constitui o encéfalo primitivo, sdo formadas tréstras vesiculas: a primeira,
denominada prosencéfalo; a segunda, mesencéfdkreeaa, rombencéfalo [52,163].

O prosencéfalo e o rombencéfalo sofrem estranguiton dando origem, cada
um deles, a duas outras vesiculas. O mesencéfaleendivide. Desse modo, 0 encéfalo

do embrido é constituido por cinco vesiculas ehalireta. O prosencéfalo divide-se em
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telencéfalo (hemisférite ce.cuiwne, « wiciiverwmenwe < hipotalamo); o mesencéfalo
nao sofre divisdo e o rombencéfalo divide-se emenuegffalo (ponte e cerebelo) e
miencéfalo (bulbo). As divisdes do SNC se defin@ma sexta semana de vida fetal

[52,163].

3.1.2.3 — A estrutura do Sistema Nervoso Central

O SNC divide-se em encéfalo e medula. O encéfailesponde ao telencéfalo
(hemisférios cerebrais), diencéfalo (talamo e lilamho), cerebelo, e tronco encefalico,
que se divide em : bulbo, situado caudalmente; noé$alo, situado cranialmente; e
ponte, situada entre ambos. As divisdes do encéfaoano estdo representadas na

figura 3.2

Figura 3.2 —As divisdes do encéfalo humano [163]
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No SNC, existem as chamadas substancias cinzebtanea. A substancia
cinzenta é formada pelos corpos dos neurbnios marecd, por seus prolongamentos.
Com a excecao do bulbo e da medula, a substamzienta ocorre mais externamente e
a substancia branca, mais internamente [52,163].

Os 6rgaos do SNC sao protegidos por estruturasiésigas (caixa craniana,
protegendo o encéfalo; e coluna vertebral, pro@genmedula, também denominada
rague) e por membranas denominadas meninges, astsath a protecdo esquelética:
dura-mater, aracndide e a pia-mater. Entre as mesiaracnéide e pia-mater ha um
espaco preenchido por um liquido denominado liqudfalorraquidiano ou liquor

como pode ser observado pela figura 3.3 [52,163,165

MEDULA ESPINAL

Figura 3.3 —As estruturas esqueléticas e as membranas quesenvolencéfald165]

3.1.2.3.1 — O Telencéfalo

O encéfalo humano contem cerca de 35 bilhdes dedmes e pesa
aproximadamente 1,4 kg. O telencéfalo ou cérebrdiviélido em dois hemisférios
cerebrais bastante desenvolvidos. Nestes, situaas-sedes da memoria e dos nervos

sensitivos e motores. Entre os hemisférios, estdweeatriculos cerebrais (ventriculos

46



laterais e terceiro ventriculo); existe ainda urartpuventriculo, localizado mais abaixo,
ao nivel do tronco encefalico. Sdo reservatoriosligqoido céfalo-raquidiano, que
participam da nutricdo, da protecéo e da excregdistema nervoso [166].

A regiao superficial do telencéfalo, que acomodiadies de corpos celulares de
neurdénios (substancia cinzenta), constitui o coderebral, formado a partir da fusao
das partes superficiais telencefalicas e diencafliEm seu desenvolvimento, o cortex
ganha diversos sulcos permitindo a compactaca@di na calota craniana, que néao
acompanha o seu crescimento. Em funcdo destenfatcerebro adulto, apenas 1/3 de
sua superficie fica “exposta”, pois o restante pe@ce entre os sulcos. A espessura do
cortex cerebral varia de 2 a 6 mm. O lado esquerdireito do cortex cerebral sdo
ligados por um feixe grosso de fibras nervosas eldande corpo caloso [166].

Os lobos séo as principais divisdes fisicas daegdarerebral. O lobo frontal € o
responsavel pelo planejamento consciente e pelwob®motor. O lobo temporal tem
uma funcéo importante no desenvolvimento da mengda audicéo, o lobo pariental
lida com os sentidos corporal e espacial e o lafwipdal direciona a visdo. Na figura

3.4 é possivel observar as localizacdes dos lobagmex cerebral [163].
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Figura 3.4 —A localizac&o dos lobos no cortex cerebral [163]

O cortex recobre um grande centro medular bramcoddo por fibras axonais
(substancia branca). Em meio a este centro braraoprofundezas do telencéfalo), ha
um agrupamento de corpos celulares neuronais queaf os nucleos (ganglios) da
base ou nucleos (ganglios) basais — caudato, potamiebo palido e nucleo
subtalamico, envolvidos em conjunto, no controle owmvimento. Tem sido
determinado que os ganglios da base também particgle um grande numero de
circuitos paralelos, entretanto, em relacdo a fonp@tora a participacdo nédo é tao
intensa. Diversos circuitos estdo envolvidos erntosaaspectos da memaria e da funcao
cognitiva.

As funcbes mais especificas dos ganglios basasioehadas aos movimentos
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a) nacleo caudato: controla movimentos intencionaisggiros do corpo (isso
ocorre a nivel sub-consciente e consciente) eiauxil controle global dos
movimentos do corpo;

b) Putamen: funciona em conjunto com o nucleo caudatocontrole de
movimentos intencionais grosseiros. Ambos 0s n&cleocionam em
associacdo com o coOrtex motor, para controlar sbgerpadrbes de
movimento;

C) Globo palido: provavelmente controla a posicdo plascipais partes do
corpo, quando uma pessoa inicia um movimento corplsto é, se uma
pessoa deseja executar uma funcdo com precisameiajma de suas maos,
deve primeiro colocar seu corpo numa posi¢cao aaagpe, entdo, contrair a
musculatura do braco. Acredita-se que essas fungégsn iniciadas,
principalmente, pelo globo palido;

d) Nucleo subtalamico: e areas associadas: controlassiyelmente o0s
movimentos da marcha [167].

O cortex cerebral esta dividido em mais de quarémeas funcionalmente
distintas, sendo a maioria pertencente ao chamedoodrtex. Cada uma das areas do
cortex cerebral controla uma atividade especifiegsas regides estdo representadas na

figura 3.5 [163].
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Figura 3.5 —As atividades especificas de cada regido do céamsbral [168].

O hipocampo esta localizado na base do lobo terhdoradrtex cerebral perto
de muitas associacdes nervosas. Seu home deveshaega ao formato de um cavalo-
marinho (hipo = cavalo).Uma das razdes para odsser no estudo do hipocampo foi
que desde o inicio da década de 50, ele tem s@mhmecido como tendo um papel
fundamental em algumas formas de memoria e aprmlizO grande interesse no
entendimento dos mecanismos cerebrais envolvidosmeandria e aprendizado
ocasionou um aumento nhas pesquisas envolvendo ocdmpo nos niveis
neuroanatémicos, fisiolégicos e comportamentaisbr&odo, o que é conhecido
atualmente sobre a fisiologia e a farmacologia rdasmissdo sinaptica do sistema
nervoso central deve-se a estes estudos [166].

O hipocampo possui uma camada de células prisciganominada camada
celular piramidal (estrato piramidal), e ela podedaramente dividida em duas regides

principais, uma regido de ceélulas maiores proxim@asiro denteado e outra regido
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distal de células menores. Lorente de N6, em 1@i8d&liu o hipocampo em trés regides
(CAl, CA2 e CA3). As regidbes CA3 e CA2 equivalenmegido de células maiores
engquanto que a regidao CA1l, as células menores.[166]

O hipocampo, assim como outras partes do sistembickh, trocam sinais
constantemente com todo o coértex cerebral. Temdedwonstrado que o hipocampo €
uma estrutura importante para a consolidacdo dadmemecente. Em contrapartida, o

armazenamento da memaria de longo prazo estaaedata ao cortex cerebral [166].

3.1.2.3.2 - O Diencéfalo

Todas as mensagens sensoriais, com excecao dasiprides dos receptores do
olfato, passam pelo talamo antes de atingir o x&regebral. Esta é uma regido de
substancia cinzenta localizada entre o tronco ahcefe o cérebro. O tdlamo atua
como estacao transmissora de impulsos as regiGeprigglas do cérebro onde eles
devem ser processados. O tdlamo também esta reldoiocom alteragcbes no
comportamento emocional; que decorre, ndo s6 daripratividade, mas também de
conexdes com outras estruturas do sistema limbie®regula as emocdes ) [163].

O sistema limbico é um grupo de estruturas quotiiirhipotalamo, talamo,
amigdala, hipocampo, os corpos mamilares e o giroiggulo. Todas estas areas séao
muito importantes para a emocao e reacfes emosiermadem ser observadas através

da figura 3.6[166].
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Varmis corsbalar

Figura 3.6 — Regibes do encéfalo [163]

O hipotadlamo é constituido por substancia cinzenté o principal centro
integrador das atividades dos érgaos visceraigjosem dos principais responsaveis
pela homeostase corporal. Ele faz ligacdo entreistensa nervoso e 0 sistema
endocrino, atuando na ativacéo de diversas glasduriddcrinas. E o hipotalamo que
controla a temperatura corporal, que regula o &petio balanco de agua no corpo, o
sono e esta envolvido na emocao e no comportansexioal. Tem amplas conexdes
com as demais do prosencéfalo e com o mesencéfalmem estabelecido que o
hipotdlamo desempenhe, ainda, um papel nas emoE8escificamente, as partes
laterais parecem envolvidas com o0 prazer e a ranguanto que a porcdo mediana
parece mais ligada a aversdo, ao desprazer e &nt@adao riso (gargalhada)

incontrolavel. De um modo geral, a participacaohiwotdlamo é menor na génese
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(“criacd0”) do que na expressado (manifestacéewrmsidticas) dos estados emocionais

[167].

3.1.2.3.3 — O Cerebelo

Situado atras do cérebro esta o cerebelo, quananmmente um centro para o
controle dos movimentos iniciados pelo cértex m@passui extensivas conexdes com
0 cérebro e a medula espinhal). Como o cérebrobéamesta dividido em dois
hemisférios. Porém, ao contrario dos hemisférioshrais, o lado esquerdo do cerebelo
esta relacionado movimentos do lado esquerdo dmcenquanto o lado direito, com
0s movimentos do lado direito do corpo [166]. Oebeto e seu hemisfério esta

representado na figura 3.7.

Vermis

Hemisfério
cerebelar
esquerdo

Hemisfério
cerebelar
direito

L E.A\“;‘ Medula espinhal

Figura 3.7— O cerebelo [163]

O cerebelo recebe informacdes do cértex motor géoglios basais de todos os
estimulos enviados aos musculos. A partir das nméigbes do cortex motor sobre os

movimentos musculares que pretende executar efoemiggdes proprioceptivas que
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recebe diretamente do corpo (articulacbes, muscillomsas de pressdo do corpo,
aparelho vestibular e olhos), avalia o movimentalmente executado. Apos a
comparacdo entre o desempenho e aquilo que seetaveista realizar, estimulos
corretivos sdo enviados de volta ao cortex paracgdesempenho real seja igual ao
pretendido. Dessa forma, o cerebelo relaciona-s@ 08 ajustes dos movimentos,

equilibrio, postura e tdnus muscular [166].

3.1.2.3.4 - O Tronco Encefalico

O tronco encefélico interpBe-se entre a medula dieacéfalo, situando-se
ventralmente ao cerebelo. Possui varias estrutoa® o bulbo, o0 mesencéfalo e a
ponte. O bulbo recebe informacgdes de varios 6rdaosorpo, controlando as fungdes
autbnomas (a vida vegetativa): batimento cardiaespiracdo, pressdo do sangue,
reflexos de salivacdo, tosse, espirro e 0 ato delenA Ponte participa de algumas
atividades do bulbo, interferindo no controle dsprmacéo, alem de ser um centro de
transmissdo de impulsos para o cerebelo. Servea aledpassagem para as fibras
nervosas que ligam o cérebro & medula.

Possui trés funcdes gerais;
a) recebe informacdes sensitivas de estruturadao@ e controla os musculos da
cabeca,;
b) contém circuitos nervosos que transmitem infgdea da medula espinhal até outras
regides encefélicas e, em direcdo contraria, défalecpara a medula espinhal (lado
esquerdo do cérebro controla os movimentos do da@ito do corpo; lado direito do

cérebro controla os movimentos do lado esquerdmgm);
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c) regula a atencéo, funcao esta que € mediaddquaiacéo reticular (agregacdo mais
ou menos difusa de neurdnios de tamanhos e tipeedies, separados por uma rede
de fibras nervosas que ocupa a parte central dodrencefalico) [163].

Além destas trés funcbes gerais, as varias divigliestronco encefalico

desempenham fun¢des motoras e sensitivas espegcifica

3.1.2.4 — Sistema Nervoso Periférico

O sistema nervoso periférico € formado por nervosamegados de fazer as
ligacOes entre o sistema nervoso central e o cdpozo € a reunido de varias fibras
nervosas, que podem ser formadas de axoénios eitds{8a].

Os nervos que levam informacgdes da periferia dpacqrara o SNC sédo os
nervos sensoriais, que sao formados por prolongasete neurbnios sensoriais.
Aqueles que transmitem impulsos do SNC para osufasou glandulas sdo os nervos
motores. Ainda existem 0s nervos mistos, formadosaponios de neurbnios motores e
sensoriais[53].

Quando partem do encéfalo, os nervos sdo chamaslagadianos; quando
partem da medula espinhal denominam-se raquidianos.

Do encéfalo partem doze pares de nervos craniaiods deles sao
exclusivamente sensoriais, cinco sdo motores euasra) restantes sao mistos. Os

nervos e suas fungdes podem ser visualizados atdaviigura 3.8.
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Tabela 3.1- As func¢des dos nervos cranianos

Nervo craniano Funcao
| - OLFATORIO sensitiva Percepcéo do olfato.
Il - OPTICO sensitivg Percepcao visual.
Il - OCULOMOTOR | motora Controle da movimentagao do_glol:o
ocular, da pupila e do cristalino.
IV - TROCLEAR motora Controle da movimentacéo do glodo
ocular.
Controle dos movimentos da
V - TRIGEMEO mista masf'gagao (ra!m.o motor), .
Percepcdes sensoriais da face, sejos
da face e dentes (ramo sensorial).
VI - ABDUCENTE motora Controle da movimentacédo do glodo
ocular.
Controle dos musculos faciais —
VII - FACIAL mista m|m|~ca facial .(ramo motor); .
Percepcao gustativa no terco anterjor
da lingua (ramo sensorial).
. Percepcéao postural originaria do
Vil - VESTIBULO- sensitiva labirinto (ramo vestibular);
COCLEAR o "
Percepcéao auditiva (ramo coclear).
IX - Percepcéo gustativa no terco posterior
GLOSSOFARINGEO mista da Ilngu_apercepgoes sensoriais da
faringe, laringe e palato
Percepcdes sensoriais da orelha,,
X - VAGO mista farlngeLIannge,'torax e visceras.
Inervacao das visceras toracicas |e
abdominais.
] Controle motor da faringe, laringe
Xl - ACESSORIO motora palato, dos musculos
esternoclidomastoéideo e trapézio
Controle dos musculos da faringe, da
Xl - HIPOGLOSSO | motora laringe e da lingua
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Figura 3.8 —Os nervos crénianos e suas funcdes [169]

Com base na sua estrutura e fungcdo, o sistemaseepariférico pode ainda
subdividir-se em duas partes: o sistema nervosoatimone o0 sistema nervoso
autdbnomo.

O SNP somaético tem por funcéo reagir a estimuloggmientes do ambiente

externo. Ele é constituido por fibras motoras qoadazem impulsos do sistema
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nervoso central aos musculos esqueléticos. O amiptar de uma fibra motora do SNP
somatico fica localizado dentro do SNC e o ax@r@bdiretamente do encéfalo ou da
medula até o 6rgao que inerva [163].

O SNP autébnomo, como o proprio nome diz, funciordependentemente de
nossa vontade e tem por funcdo regular o ambiet¢éend do corpo, controlando a
atividade dos sistemas digestorio, cardiovasc@acretor e enddcrino. Ele contém
fibras nervosas que conduzem impulsos do SNC acsuius lisos das visceras e a
musculatura do coracao.

O SNP autbnomo divide-se em sistema nervoso siogpétisistema nervoso
parassimpatico.

O SNP autbnomo simpatico estimula acdes que mabilignergia, permitindo
ao organismo responder a situacdes de estressexBmplo, o sistema simpatico é
responsavel pela aceleracdo dos batimentos, pelerda da pressédo arterial, da
concentracdo de acucar no sangue e pela ativagaetdbolismo geral do corpo [163].

JaA o SNP autdbnomo parassimpatico estimula prinograte atividades
relaxantes, como as reduc¢des do ritmo cardiacqpeedado arterial, entre outras [163].

O hormoénio secretado pelos neurénios do SNP autdénmemassimpatico € a
acetilcolina, razdo pela qual esses neurdnios BAmados colinérgicos, enquanto os
neurbnios do sistema simpatico secretam principaineoradrenalina, razdo por que a
maioria deles é chamada neurdnios adrenergicosetlalina e a noradrenalina tém a

capacidade de excitar alguns 6rgaos e inibir outt®snaneira antagonica [165].

3.1.2.5 — Os Neurotransmissores

A maioria dos neurotransmissores situa-se em taésgerias: aminodacidos,

aminas e peptideos. Os neurotransmissores aminga@daminas sao pequenas
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moléculas organicas com pelo menos um atomo degeitio, armazenadas e liberadas
em vesiculas sinapticas. Sua sintese ocorre nontraxonal a partir de precursores
metabolicos ali presentes. As enzimas envolvidasimase de tais neurotransmissores
sdo produzidas no soma (corpo celular do neurémithansportadas até o terminal
axonal e, neste local, rapidamente dirigem a gntesses mediadores quimicos. Uma
vez sintetizados, 0s neurotransmissores aminoa@dasiinas sao levados para as
vesiculas sinapticas que liberam seus conteludoseyacitose. Nesse processo, a
membrana da vesicula funde-se com a membrana ragtisa, permitindo que os
conteudos sejam liberados. A membrana vesiculaoséepormente recuperada por
endocitose e a vesicula reciclada é recarregadaneamtransmissores [163].

Os neurotransmissores peptideos constituem-se @adas moléculas
armazenadas e liberadas em granulos secretore$ntédses dos neurotransmissores
peptideos ocorre no reticulo endoplasmatico rugessoma. Apos serem sintetizados,
séo clivados no complexo de golgi, transformandersaneurotransmissores ativos, que
sdo secretados em granulos secretores e tranggodadterminal axonal para serem
liberados na fenda sinaptica [163].

Diferentes neurdnios no SNC liberam também diteemeurotransmissores. A
transmissao sinaptica rapida na maioria das sisapee SNC € mediada pelos
neurotransmissores aminoacidos glutamato, gamaeauriinico (GABA) e glicina. A
amina acetilcolina medeia a transmissdo sinaptégida em todas as juncdes
neuromusculares. As formas mais lentas de tran8m@&saptica no SNC e na periferia
sdo mediadas por neurotransmissores das trés gaged®3].

O glutamato e a glicina estao entre os 20 amidoédjue constituem os blocos

construtores de proteinas. Consequentemente séalatias em todas as células do
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corpo. Em contraste, o GABA e as aminas sdo prddazapenas pelos neurdnios que

os liberam [163].

O mediador quimico adrenalina, alem de servir camarotransmissor no

encéfalo, também é liberado pela glandula adrearal @ circulagdo sanguinea.

Abaixo séo citadas as funcdes especificas de algurstransmissores.
Endorfinas e encefalinas: bloqueiam a dor, agingmralmente no corpo como
analgésicos;

Dopamina: neurotransmissor inibitério derivado olastna. Produz sensacdes de
satisfacdo e prazer. Os neurbnios dopaminergicognposer divididos em trés
subgrupos com diferentes funcdes. O primeiro gmggula 0os movimentos: uma
deficiéncia de dopamina neste sistema provoca lacdade Parkinson, caracterizada
por tremuras, inflexibilidade, e outras desordergonas, e em fases avancadas
pode verificar-se deméncia. O segundo grupo, o lingsico, funciona na
regulacdo do comportamento emocional. O terceupa@ro mesocortical, projeta-
se apenas para o coOrtex pré-frontal. Esta areaddexcesta envolvida em varias
funcdes cognitivas, memoria, planejamento do cotapwnto e pensamento
abstrato, assim como em aspectos emocionais, abpenie relacionado com o
estresse. Disturbios nos dois ultimos sistemasceskis estdo associados com a
esquizofrenia;

Serotina: neurotransmissor derivado do triptofaegula o humor, o sono, a
atividade sexual, o apetite, o ritmo circadiano, far¢cdes neuroendocrinas,
temperatura corporal, sensibilidade a dor, atividatbtora e fungdes cognitivas.
Atualmente vem sendo intimamente relacionada aasstiornos do humor, ou
produzindo um aumento da disponibilidade dessat&utia no espaco entre um

neurdnio e outro. Tem efeito inibidor da condutenedulador geral da atividade
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psiquica. Influi sobre quase todas as fun¢des @selinibindo-a de forma direta ou
estimulando o sistema GABA,

* GABA: principal neurotransmissor inibitério do SNEle presente em quase todas
as regides do cérebro, embora sua concentracde eanforme a regido. Esta
envolvido com o0s processos de ansiedade. Seu efpgimlitico seria fruto de
alteracdes provocadas em diversas estruturas demsislimbico, inclusive a
amigdala e o hipocampo. A inibicdo da sisntese 4845 ou bloqueio de seus
neurotransmissores no SNC, resultam em estimulia¢@osa, manifestada através
de convulsdes generalizadas;

* Glutamato: principal neurotransmissor estimuladn68IC. A sua ativagdo aumenta
a sensibilidade aos estimulos dos outros neuratliassres.[165]

3.2 - O alcool

3.2.1 — A Farmacologia do Alcool

O etanol (EtOH), ou élcool etilico, € um depreskmSNC e, em doses altas, é
também um agente anestésico. Tém propriedades izami@ms e inebriantes,
conhecidas desde a antiguidade. Estudos antropokKgiemonstram que, com
rarissimas excecdes (algumas tribos australiaalgies esquimas), todos os grupos
humanos estiveram em contato com o etanol. Tex&rgog e egipcios comentavam
os efeitos do alcool e distinguiam seus efeitosaddyreis, quando usado com
moderacéo, dos efeitos provenientes de uso abesik@nico [171].

O Alcool etilico € um produto da quebra naturatatboidratos em plantas. No
processo de fabricacdo de bebidas alcodlicas poreféacdo podem-se alcancar
concentragdes de etanol de aproximadamente 10%ce@wacdes maiores sao

obtidas por destilacdo, processo descoberto pétoicpupersa Rhases em 800 A.C.
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No Brasil, como na maioria dos paises ocidentais{@H, em suas diversas
preparacdes, € a substancia psicoativa mais ammi@nudéilizada. Seu consumo
aumentou significativamente nas ultimas décadadicp@rmente nos paises de

Terceiro Mundo [172].

3.2.1.1 - A Absorcéo

O alcool, por sua alta lipossolubilidade, € facidoenpletamente absorvido por
todo o trato gastrointestinal. O alcool distribairapidamente para todos os tecidos
e fluidos corporais, sendo rapida sua difusdo ésalas barreiras hemato-cerebral e
placentaria. Como consequéncia, as concentracd688i@oe na circulacao fetal sdo

similares as do sangue [171].

3.2.1.2 - Biotransformacéo

A quase totalidade do etanol ingerido sofre bigi@macao, sendo a oxidagéo
hepatica a principal via metabdlica. A taxa maxaeabiotransformacéo é de 20 ml
de etanol por hora, para homens adultos sem tciargmédia de 30 ml cada 3

horas) [171].

O etanol é oxidado a acetaldeido, principalmenka @leool desidrogenase, e
em menor quantidade pelas oxidases microssOmicasireprocesso dependente da
transformacéo de NAD em NADH. Esta segunda via ndditza € a responsavel pela
interacdo do &lcool com outras drogas cuja metadigiio se da por via oxidativa
hepética [171].

O acetaldeido é o responsavel por algumas maniestalesagradaveis do uso

do etanol (rubor facial, nauseas) e possivelmeotelgumas de suas agles toxicas
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nos tecidos. Normalmente, o acetaldeido € coneeeid Acetil-CoA, que € usada

como substrato em diversas vias metabdlicas [171].

3.2.1.3 — Modo de Agéao
A hipoétese de que o etanol agiria sobre as memb@ialares do SNC data de
1901. Hoje parece claro que ele ndo interage commume “sitio especifico” ou
receptor no SNC.
O etanol diminui a liberacdo de neurotransmissagedenda sinaptica. Isso
parece decorrer de alteracOes induzidas na estreitiluidez da membrana neuronal,
com consequente interferéncia com as trocas iorecgsopagacado do impulso

nervoso. Certas regides do cortex sao particulaeradatadas [171].

Outro modo de atuacao do etanol no SNC ¢ indiegtayés de deficiéncias do
estado nutricional do individuo. Os dependentese@d®ol costumam apresentar
algum grau de deficiéncia nutritiva, especialment@minica, prejudicando o
funcionamento do sistema nervoso, pois o cérel@spénsavel por 25-30% do
metabolismo basal do individuo) depende de aflfsiante e ininterrupto de, @

nutrientes. Em dependentes, h& deficiéncia devasertricional [171].

3.2.2 - O Alcool e os Neurotransmissores

O etanol afeta diversos neurotransmissores no reerébtre eles o acido gama-
aminobutirico (GABA). Existem dois tipos de recept deste neurotransmissor: 0s
GABA-alfa e os GABA-beta, dos quais apenas o prinéiestimulado pelo alcool, o

que resulta numa diminuicdo de sensibilidade pait@® estimulos [172].

O resultado é um efeito muito mais inibitério noret¥o, levando ao

relaxamento e sedacdo do organismo. Diversas pdotegrebro relacionadas ao
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movimento, a memoaria, ao julgamento, a respiragéotre outras sdo afetadas pelo

efeito sedativo do alcool.

O sistema glutamatérgico, que utiliza glutamato @omeurotransmissor,
também parece desempenhar papel relevante nagcakernervosas promovidas
pelo etanol, pois o alcool também altera a acé@psica do glutamato no cérebro,

promovendo a diminuicdo da sensibilidade aos e&gi72].

3.2.3 — Os efeitos causados pela ingestao de etanol

Usado com moderacdo, o etanol exerce uma sérigfeiteseconsiderados
agradaveis pela maioria dos individuos: desinibmemtando a socializagéo, produz
euforia e estimula o apetite. O efeito euforizant® embriaguez inicial é
classicamente atribuido a inibicdo da atividade sisgemas inibitérios. Com o
aumento da alcoolemia, o efeito é sempre de déwess SNC. Além dos danos
causados no SNC, o etanol afeta o aparelho castiola, causando vasodilatagao
com aquecimento, ruborizacdo e perda de calor ceop® aparelho digestivo,
aumentando os niveis plasmaticos de secretina,egoestemente o estimulo a
producdo protéica pancreatica; aparelho genituonapresentando um efeito
diurético; sistema enddcrino agindo praticamenb¥estodo o sistema reduzindo os

niveis de testosterona sérica [172].

O consumo crénico do etanol esta associado a divefadromes psiquiatricas
e a varios quadros neuroldgicos. Embora existaméacias clinicas e patoldgicas
sugerindo que aspectos nutricionais tém grandevanetéa nestes disturbios,
atualmente, & excecdo de quadros especificos, @ufirntagcdo como agentes

etiolégicos principais é bastante complicada.
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3.3 — Memoria e Aprendizagem
3.3.1 — Introdugéao

No inicio do século XX pouco se sabia sobre a r®olmgia da memoria.
Alguns modelos teoricos foram entdo concebidos pplicar a operagdo dos
mecanismos da memdria, principalmente por uma &sdel pensamentos que se
originou na década de 20 com o0s experimentos amlpgo experimental americano
Karl Lashley (1890 - 1958) [53].

Lashley concluiu que a memodria tinha localizacastribuida no sistema
nervoso. E foi além: prop6s que também as demaigbés neurais careciam de
localizag&o precisa, sendo representadas igualreentedas as regioes.

Um aluno de Lashley, o canadense Donald Hebb (19@85) levou a frente a
sua concepc¢ao. Imaginou que, quando um evento fomsebido por uma pessoa,
certos circuitos do neocortex seriam ativados. €£6Beuitos, entdo “representariam” o
evento, e a sua evocacao (a lembranca) consistiniaativacado deles. Com a repeticéo,
a ativacdo de apenas alguns componentes do cijéusteria suficiente para evocar o
evento. A memdria, entdo, seria uma propriedaderite a todos 0s circuitos neurais.
Na década de 40, quando Hebb criou o seu modelgjnapses eram ainda uma
hip6tese, mas ele imaginou que as conexfes maiasateriam fortalecidas e
estabilizadas, enquanto o contrario ocorreria camc@nexfes que permanecessem
inativas. Essas novas idéias estabeleceram asdmsmstuais da plasticidade sinaptica,
comprovadas nos mais recentes experimentos cedidarmleculares [53].

Outro psicélogo, David Marr, ja no final da décalda70, elaborou um modelo
computacional a partir dos conceitos de Hebb. 8lenido a idéia de redes neurais, isto

é, circuitos de neurénios capazes de aprenderzamaado informacdes a cada passo
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para serem utilizadas para a construcdo de congetaddaptativos, a ultima geracao
de maquinas com capacidade de aprendizagem [53].

O modelo de Hebb/ Marr foi criticado porque o néonge eventos que SOmos
capazes de memorizar exigiria um numero enormerdeitos, talvez acima da nossa
real capacidade biologica. Além disso, a evocagd@fivacao parcial poderia resultar
em erro, ja que eventos diferentes poderiam saraelos pelo mesmo conjunto parcial
de componentes. Em resposta a essas criticas, ddgeriu a existéncia de um
processador separado que armazenaria as memong®régiamente para depois
transferi-las ao cortex. Esse processador fund@naomo a memoéria RAM dos
computadores, e tornou-se uma explicacdo aceitioral a descoberta de que havia
realmente regides cerebrais — no lobo frontal éobo temporal — envolvidas com o

armazenamento temporario das informacdes novas [53]

3.3.2 — Memoria

A sobrevivéncia de individuos de todas as espéepsnde, em grande parte, da
sua habilidade em reagir adequadamente aos pedagesjesafios e as ameacas a sua
integridade fisica e comportamental. Esta habibdegta diretamente relacionada com a
capacidade de prever eventos aversivos e de cardsnreacdoes defensivas diante
deles. Nesse sentido a previsdo e a antecipac&@esdeventos tém importancia
fundamental, de tal forma que os animais aprenderita-los, usando as informacdes
referentes as associa¢gfes dos estimulos as qoassilsi@etidos e as caracteristicas do
ambiente no quais lhes sdo apresentados. Com@a&eardstico da aprendizagem, esse
tipo de habilidade decorre de uma interacdo doviddo com o meio ambiente pela
qual o ambiente altera 0 comportamento e esteaatieambiente. As informacdes

relativas aos eventos e as experiéncias da vidaratis por meio da aprendizagem sao
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armazenadas no sistema nervoso central e podeneveeadas. Essa capacidade
caracteristica do encéfalo, que € conhecida comodm, constitui uma das mais
importantes formas de plasticidade do sistema servoentral. A memoria é

criticamente dependente do hipocampo e de estslfinnicas relacionadas, tal como a
amigdala [53,163].

A memoria das relacdes aprendidas estabelece-segiorde interacdes entre
um numero de estruturas que compdem um circuitsaheou seja, 0 conjunto de
entradas e saidas neurais, e de sistemas de aamez#n que garantem a organizagao
de respostas de adaptacédo ao meio ambiente [53,163]

A memoria de eventos aversivos, tal como qualquéraomemoria, pode ser
classificada em duas formas distintas quanto agcdaranemoria de curto-prazo, com a
duracdo de segundos, minutos e horas; e memoriande-prazo que persiste por
horas, dias e mesmo semanas com a duracdo de pmlosnR4 horas. Uma
caracteristica fundamental que distingue a mend®iaurto e a de longo-prazo é que
esta ultima depende de mecanismos de sintese @ pooteinas. As memorias de
curto-prazo devem ser consolidadas para se tornaremoérias de longo-prazo. Esse
fato relaciona-se diretamente a existéncia de falégtintas de processamento da
memoria que sdo: a codificacdo ou aquisicdo, aolidagédo, e a recuperacao ou
evocacgao [53, 163].

A codificacao se refere aos processos pelos qeargs@macdes sao recebidas,
transformadas em codigos neurais (padrées de paiterte acdo) e processadas no
sistema nervoso central. A informacgé&o codificadaredser associada de forma
significante e sistematica com 0s conhecimentossjdbelecidos na memoria, de tal

forma a permitir que se integre a nova informag#n o que j4 é conhecido.
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A consolidacéo se refere aqueles processos quanalis informacdes recém-
armazenadas e ainda instaveis, de forma a tormadmsestaveis para 0 armazenamento
de longo-prazo. Pode-se, assim, considerar quasoldacdo é o processo pelo qual as
memorias transientes tornam-se persistentes demrgsis a desorganizacdo. Para que a
memoria seja consolidada e armazenada por longeo pganecessario que haja a
expressdo de genes e a sintese de novas protinds, origem a mudancas estruturais
gue armazenam a memoria estavelmente ao longomm 53,163].

A recuperacdo ou evocacdo da memoria se refererau®gso que permite
acessar e usar informacdes armazenadas em diteregiées neurais. A recuperacao
da informacédo é mais efetiva quando ocorre no mesmtexto no qual a informacao
foi adquirida e na presenca das mesmas pistaagpiE recuperacdo) que estavam
disponiveis durante o aprendizado. Pode-se coasidpre quando uma memoria
consolidada € evocada, novamente ela se tornavéhstdpassa por um processo de
reconsolidacdo. A reconsolidacdo permitiria que umeandria ja formada se altere, e,
assim, poderia requerer uma outra fase de sintes&ga, tal como na consolidagéo.
Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa irgastn se as mesmas moléculas e

vias medeiam a formacdo de uma memoaria e a suas@macao [53,163].

3.3.3 — A importancia dos neurotransmissores nos pcessos de aprendizagem,
memoria e plasticidade neuronal.

Dentre o0s varios neurotransmissores ja descritom gresentes no hipocampo de
mamiferos destacam-se o glutamato, o qual pareeearxpapel fundamental nos
processos de aprendizagem e memoéria. O glutamatassificado como um

neurotransmissor Tipo |, porque é um aminoacid@ks como a glicina e 0 GABA
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(acido gama-amino butirico), perfazendo, em coojucerca de 90% das sinapses
existentes em todo o SNC de mamiferos [173].

A importancia da acdo de sinapses glutamatérgioaso sendo o sitio de
desencadeamento do processo de potenciacdo sindéetitonga duracdo cresceu a
partir da descoberta de Bliss e Lomo (1973) de wqueestimulo breve, mas de alta
freqUiéncia, em qualquer uma das trés principass siigapticas do hipocampo aumenta
a amplitude do potencial excitatorio pos-sinapti®@EPS) no neurdnio alvo. O
hipocampo de mamiferos tem trés principais viagpioas: a via perfurante oriunda do
cortex entorrinal (principal via de entrada de infacfes para o hipocampo) para o giro
denteado, a via das fibras musgosas que contémboga das células granulares que
direcionam para as células piramidais na regidao @&Bipocampo e a via colateral de
Schaffer, constituida por axénios glutamatérgiass aklulas piramidais da regido CA3,
que fazem sinapses com as células piramidais @&or€@\1 do hipocampo [173].

As evidéncias indicam uma importante participaca®s dcircuitos
glutamatérgicos hipocampais nos processos de m&mae, envolvem a aquisicao,

consolidacéo.

3.4 — Espectrometria de Raios X
3.4.1 — A Fluorescéncia de raios X

A partir das bases analiticas dos espectros des Raiproposta por Moseley em
1913, relacionando o comprimento de onda a linla@acteristicas com os elementos
atdmicos dos elementos, é que surgiram os trabgli®sonsideravam a fluorescéncia
de raios X como um processo analitico [33].

A andlise por fluorescéncia de raios X é um méimpali-quantitativo baseado

na medida das intensidades (nimeros de raios Xtddts por unidade de tempo) dos
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raios X caracteristicos emitidos pelos elementos cpnstituem a amostra, quando
devidamente excitada. Os raios X emitidos por tdeoaios X, ou raios X ou gama por
uma fonte radioativa, podem ser utilizados na egéi dos elementos, 0s quais, por sua
vez, emitirdo linhas espectrais com energias caigtitas e cujas intensidades estao
relacionadas com a sua concentracdo na amostta [34]

Quando um atomo de um elemento presente em umstrangoexcitado,
este tende a ejetar os elétrons dos niveis inteenoemo consequéncia disto, elétrons
dos niveis mais afastados realizam um salto quAptaca preencher a vacancia. Cada
transicdo eletrénica constitui uma perda de engrgira o elétron, e esta energia €
emitida na forma de um foton de raios X, de energieacteristica, podendo ser
utilizado para a identificacdo do elemento emisQadiagrama de energia para as linhas

K, L, M e N estéa representado atraves do figur@.3.1
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Figura 3.9— Diagrama de energia para a linha K, L, M e N [33]
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Assim, a analise por fluorescéncia de raios X isteem trés fases:
a) Excitacdo dos elementos que constituem a aaostr
b) Disperséo dos raios X caracteristicos emitidos;

c) Deteccao e medida desses raios.

a) Excitacdo dos elementos
Para provocar a emissdo dos raios X caractedgsfmlos elementos que
constituem a amostra, a excitacdo pode ser fe@ries modos:
(1) por particulas carregadas aceleradas;
(2) por raios X e gama, particulas alfa e beta, ensitpta radionuclideos;

(3) por raios X gerados em tubos.

Deste modo, as maquinas geradoras de raios X tBarasimais utilizadas, mas
em analises de amostras com altos teores tem-seegsap fontes radioativas.
Dependendo da energia da radiagcdo X ou gama enpiéldaradionuclideo utilizado,
pode-se enfocars elementos de interesse.

O tubo de raios X é a fonte mais utilizada par&magho de energia necessaria
para excitagdo. Um tubo com alto vacuo contendeatwdo formado por um filamento
de tungsténio (W) e um anodo macicgo (alvo). Ciozudistintos servem para aquecer o
filamento e acelerar os elétrons emitidos peloditem direcdo ao alvo. No processo
de interacdo com o alvo, os elétrons transferemg@ne momento para os atomos do
alvo. O resultado é a emissao de raios X na fornana espectro continuo [34-36].

Para existir a producdo de raios X caracteristammre a necessidade de se

retirar elétrons localizados nos niveis mais imdsrdos atomos, por exemplo, camada
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K, e para isto a energia minima para excitacao dewsuperior a energia de ligacédo do
elétron nesta camada, denominada energia de ligalgnica. Apds ocorrer a

ionizacdo, um elétron mais externo tende a ocupacancia, havendo desse modo a
emissdo de raios X da energia caracteristica,val@ depende da diferenca da energia

de ligacdo do elétron nos dois niveis eletrénicos.

b)Disperséo dos raios X

Os métodos de dispersdo usados na maioria dostréspetros de raios X
podem ser classificados em duas categorias: d&pguer comprimento de onda
(WDXRF) e disperséo por energia (EDXRF), tambémrado ndo-dispersivo.

Na WDXRF existe a necessidade de um instrumentecésm, onde os raios X
caracteristicos sao selecionados por um cristahcdedo com seus comprimentos de
onda, obedecendo a lei de Bragg da difracdo. No daseEDXRF, os raios X sao
selecionados através de pulsos eletrénicos prooizich um detector apropriado, sendo

as amplitudes destes pulsos diretamente propoisiasa&nergias dos raios X.

c) Detectores

Os detectores mais utilizados na WDXRF sdo 0s pcopmais a gas e 0s
cintiladores solidos de Na(Tl), denominados de daesolucdo (a separacdo dos raios
X é feita pelo cristal difrator), e na EDXRF, osmseondutores de Si(Li) e Ge
hiperpuro, denominados de alta resolugéo, poisaté@bilidade de separar diretamente
0s raios X caracteristicos.

Na EDXRF, o detetor semicondutor de Si(Li) € empdegna deteccdo de raios
X de energia entre 1 a 25 keV, ou seja, raios Xahaada K para a camada L, emitidos

pelos elementos de numero atémico na faixa de 21 &0 (Sn) e raios X da transi¢ao
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M — L dos elementos pesados, na faixa de 31 (G&) (&)). Para os raios X da camada
K de alta energia, emitidos pelos elementos de mum@mico alto (Z>50), sdo mais
aconselhados o uso dos detectores de Ge hipegenimo a sua maior eficiéncia de

deteccao nesta regiao [35].

3.4.2 — A Fluorescéncia de Raios X por Reflexao Tt

O fendmeno da reflexdo total para raios X tinha sldscoberto em 1923 por
Compton. Ele encontrou que a reflexibilidade de usogerficie plana atingida
aumentaria estando o alvo a um angulo critico abde<0,1°. Mas em 1971, Yoneda e
Horiuchi apresentaram a aplicacao desta técnia paRF. Analisando uma pequena
quantidade de material aplicado em um suportetoeffgano. Esta técnica passou a ser
chamada de fluorescéncia de raios X por reflex@@ ® se baseia no processo de
reflexdo total onde o angulo de refracéo tende@[38-34, 140].

Ao contrario da XRF, que utiliza o feixe da radma@adcidindo na amostra com
um angulo em torno de 45°, a TXRF utiliza um fecan um angulo de incidéncia
menor que 0,1°. A TXRF difere da XRF, em relacéotipo e preparo da amostra,
calibracdo, analise de dados e limites de deteccéo.

A técnica de TXRF pode ser aplicada para matesaigdos como solo,
sedimentos, filtros de ar, materiais particuladogutros, devendo ser antecedida de
digestédo quimica e/ou diluicdo apropriada, comotégigzadas em fotometria de chama,
espectrometria, absor¢cao/emissao atomica (AESA gaiantes (ICP-AES, ICP-MS), e
para este tipo de amostra apresenta a vantagenecdssitar de quantidades muito
peguenas para a digestao [34,36,141] .

Os efeitos de absorcdo, comuns na WDXRF e EDXRé&-joearrem na TXRF,

pois sdo utilizadas massas pequenas de amostrasdepositadas em um suporte,
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formam um filme fino. Portanto, ndo é necessambuelr correcdes para o efeito matriz,
e desta forma, na analise quantitativa, pode $ab&scer uma regressao linear entre a
intensidade dos raios X e a concentracéo dos etemeks analises de amostras solidas
por TXRF, geralmente, sdo realizadas apdés a dmesién acidos, com limites de
deteccdo abaixo de pg.gA figura 3.11 apresenta um esquema experimersa p

analise de amostras através da TXRF.

detector

Feixe refletido

L_' refletor

Figura 3.10— Arranjo experimental da TXRF [175]

A equacdo que envolve os indices de refracdo dbsdins meios e feixes

incidente e refratado € dada pela equacao de Bastlartes.

n1.sené; = n,. senb, [3.1]

onde :

N, e n sdo os indices de refracdo dos meios 1 e 2, definpela razdo entre a

velocidade da luz no vacuo e a velocidade no meio.

01 € 0 angulo incidente
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0, € o0 angulo refratado.

Na regido do espectro de energia dos raios Xdmdnde refracdo pode ser
derivado da teoria de Lorentz. Considerando-sesargho, este indice deve ser escrito

como uma quantidade complexa, sendo definido como:

n=1-3-iB [3.2]

onde: i é a unidade imaginaria
A parte real de n € dada por:

n=1-5 [3.3]
onde:d é termo associado com a dispersado de raios X rorafeatado.

Para raios X com energias maiores que a bandastdecab do material do meio

refratado, este termo pode ser representado por:

N Z
0= z—grepxﬂz [3.4]

Sendo:
A — comprimento de onda dos feixes primarios
p - densidade do material (g/&n

Z - nimero atbmico;
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A - massa atbmica (g/mol);

E - energia dos raios X incidentes (keV)

O termof} esta relacionado com a absorcdo dos raios X no mgiode ser

expresso por:

B = i(ﬁ}o [3.5]

Onde:
W/ p - coeficiente de absorcdo do material do mei@tafto (crg) para a energia dos

raios X incidentes.

Para os raios X, a quantidadedé da ordem de 10. O valor muito pequeno é
justificado pela baixa amplitude de oscilacdo dés@ns. A quantidade d& é ainda

menor que a dé, na regido dos raios X.

Existe um angulo de incidéncia minimo, que € chand®langulo critico, e, a
partir deste, a refracdo ndo ocorre e toda a radimgidente sofre reflexdo total. Entéo,
podemos entender que a reflexdo total de raios ofr@@penas quando o angulo de
incidéncia for menor que o angulo critico. Paraaoni dos refletores utilizados em

TXRF este valor € menor que 0,1° [34,36,141].

Existem também dois parametros importantes naxéefléotal:

a) o coeficiente de reflexao total (R), que € 1@4ixo do angulo critico;
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b) o poder de penetragao,(Zque é reduzido a nandmetros neste caso.

a)o coeficiente de reflexao total (R)

O coeficiente pode ser definido pela intensidadeiaméo feixe refletido e o
feixe incidente e pode ser derivado da formula desrkel. O valor de R pode ser
calculado para trés situacoes.

12 situacdo — Quando o angulo de incidéncia fotamaenor que o angulo critico.

2
o << gritico R=1- ggal 3.4]

22 situacdo — Quando o angulo de incidéncia faliga angulo critico.

) o O+ B-\(2pd)
a = critico S+ ﬂ+m [B.7

32 situacdo — Quando o angulo de incidéncia fotamaior que o angulo critico

52
- da

R

a >>d critico 4 [3-8]

b) o poder de penetracéo (g
O poder de penetracao é definido sendo a profuddidicancada pela radiacao
incidente em um meio homogéneo quando a sua idesiesta reduzida por um fator

de 1/e ou 37% do seu valor inicial. Novamente, tedgres podem ser dados:

1 do a << Z= A1 3.9
n critico - T = .
) quando a << d ¢t 47_[@ [3.9]
S A1
2) quando o = critico R [3.10]
arr /B
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3) quando o >> A itico L= 4_ [3.11]
VB

Por apresentar uma geometria diferente em relacA® R e diferencas em
relacdo a intensidade da radiacdo, podemos citpmmas vantagens da técnica de

TXRF em relacéo a intensidade:

* redugéo ddackground

* dupla excitacdo dos feixes incidente e refletido;

* pequena distancia entre a amostra e o detectoor(ltan de aproximadamente 1
mm) gerando um grande angulo solido;

* necessidade de amostras em pequenas quantidades;

« limites de deteccdo da ordem dé*4f [35]

Enquanto que na XRF a intensidade da radiacdo &tasda e diminui
exponencialmente ao interagir com um material, K&H, a intensidade de radiacéo
esta relacionada a interferéncia e a formacéao dasomstacionarias. A reflexdo total
ocorre num campo nao homogéneo de ondas estaa®nari

Pesquisadores da Universidade da Antuérpia, naidd¢lgesenvolveram um
software para o ajuste dos espectros de raios atha de QXAS (Quantitative X-ray
Analysis System) [33].

Os parametros do ajuste se referem a area, a pasgcdargura das funcdes, que
sdo basicamente gaussianas e que descrevem oscpremseristicos e a funcédo do

modelo do background. Apds o término do ajusteailesrX, o programa fornece um
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relatorio contendo as informacfes referentes agenea area liquida do pico e os
desvios padrdes para cada linha caracteristicaléagentos selecionados no espectro

de pulsos.

3.4.2.1 - Analise quantitativa

Uma das grandes vantagens da técnica é a pequen#idgde de amostra
necessaria para a analise. Normalmente, uma aiqiets s 50 pL da amostra “in
natura” ou digerida € colocada no centro de umrsepefletor e seca.

Dentre os suportes refletores para as amostragnosddestacar o quartzo, que
tem uma excelente superficie para a reflexdo eite|uque tem um alto coeficiente de
reflexdo além de um custo muito baixo.

O filme fino obtido, com massa entre picograma$@ anicrogramas, cobrindo o
circulo com aproximadamente 5 mm de diametro, pstato para ser analisado por
TXRF. Com isso, as amostras sdo consideradas cdmesffinos e a analise
quantitativa torna-se mais facil uma vez que ostasfede absorcdo passam a ser
desprezados. Nesse caso, a concentracdo elemendigteréninada através de uma
relacdo entre a intensidade da radiacao fluoresatum determinado elemento i, a
sensibilidade do sistema de espectrometria pagaeé=mnhento, o coeficiente de reflexdo

do refletor e a transmisséo da radiagdo no ar @ atadvés da equacéo 3.12.

|, (@)=K 0O, s W i+ R(a) T, [3.12]

onde:
K é uma constante que depende apenas de fatoreegeos;
I, é a intensidade da radiacdo incidente;

S é a sensibilidade para o elemento i na amostra,
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W, é a concentracdo do elemento i;

Tar € a absorcao da radiacdo no ar para o feixe mede o feixe de radiacao
fluorescente;

R (a) é o coeficiente de reflexdo do material utilizadono refletor para a energia
da radiacao incidente

a o angulo de incidéncia da radiagéo.

Como, normalmente, a amostra ndo apresenta umaeg@onmegular (as
intensidades de raios X dependem de sua posicacefteior), é adicionado um
elemento ausente na amostra e com concentracaeaidal{o padréo interno). Assim,
€ possivel normalizar as linhas elementares de Kaem funcao do padrédo interno.

Os elementos a serem utilizados como padréesnodendo devem estar
presentes e/ou devem ocorrer em concentracfesdiaigas nas amostras. A funcéao do
padrdo interno como mencionado acima, € corrigirefastos de geometria. Dessa
forma, a contagem obtida na irradiacdo da amosfpardle da posicdo em que esta for
colocada no suporte. Com a adicdo do padrao intermesultado obtido sera sempre
em relacdo a este padrédo. Desta forma, a equatdp fhde ser escrita da seguinte

forma em relacdo a um padréo com intensidade |

I, _ Ky [S W1+ R(a)]t

Tar
IS K Do [SS |jNS[l"' R(C()] DI_ar

[3.13]

onde:
li e W sdo a intensidade da radiacao fluorescente e @ertvacdo do elemento i na

amostra,;
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Ise Ws a intensidade da radiacéo fluorescente e a caacéot do padrédo interno na
amostra;

S e S sao as sensibilidades para o elemento i e paadr@ interno.

Logo:
I—iWNs=—'NNi [3.14]

A equacéo 3.14 pode ainda ser escrita como:

i =S [W, [3.15]

onde:

: : l;
|, échamado de intensidade relatﬁl?l— I]NSJ
S

S.i sua sensibilidade relati{ag—sj .

A relacédo 3.15 € a equacédo basica da TXRF quandbliga um padréo interno.
Ela mostra uma relacdo linear bastante simplese eatrintensidade relativa e a
concentracdo de um elemento i. Na pratica, o pdramee se deseja determinar é a
concentracdo elementar ;WA intensidade relativa € obtida experimentalmenta
sensibilidade relativa € obtida através de padnidielementares, com concentracdes
conhecidas.
E interessante saber que existe uma relacio matensditre a sensibilidade

relativa e o numero atbmico dos elementos. Assiom dase nas sensibilidades

relativas calculadas para os elementos contideslngdo padrao multielementar, pode-
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se estimar a sensibilidade para um elemento ddteci@ amostra, mas, nédo contido na
solucéo padrdo e consequentemente estimar a coag@&nna amostra de interesse. De
maneira analoga, as mesmas equacfes podem seadatdipara a linha,Ke outras,

como L e M, onde logicamente as sensibilidadesivaiterdo outros valores.

3.4.2.2 - O Limite de Detecgcdo em TXRF

O limite de deteccéo (LD) representa a menor gdadé (concentragdo, massa,
volume, etc) que pode ser discriminada estatisecéienem relagcéo dmackgroundde
uma medida. A figura. 3.12 mostra, esquematicamenieespectro em energia com um
anico pico de fluorescéncia de raios X, onde, &Na contagem liquida egNé a

contagem relativa aoackground.

A
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>
Energia

Figura 3.11 -Representacdo Esquematica de um espectro emapargium
pico de fluorescéncia de raios X.
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O limite de deteccao (LD) é obtido a partir da e§wa3.16 [175], sendo ele

extrapolado em um tempo de medida de 1000 s.

LD =3, i(BG) Cea [3.16]
t IGaS

Onde:

li (BG) é a intensidade dmackgroundoor unidade de tempo (fétons/s);

lca € a intensidade da radiacdo fluorescente relativpadrao interno (fétons/s), galio
(Ga);

Cgaa concentracao do padréo interno;

S a sensibilidade relativa (adimensional) para melgo i e t o tempo de medida.

Normalmente, o limite de deteccdo é determinad@ @dguns elementos e
depois por extrapolagéo (curva do limite de detecdatermina-se o limite de deteccéo
para os elementos de interesse. O limite de detenmal XRF é da ordem de ng.g

Este limite pode ser expresso como uma concentralgioentar (g.g) que

resulta em uma intensidade liquida igual a 3 vazatensidade do BG (cps):

LD, (ppn’) = @

[3.17]

Onde, $i representa a sensibilidade relativa, ja definida.

De modo geral, os limites de deteccéo para a t@dacl XRF sdo bem menores
que aqueles da fluorescéncia convencional EDXRWjddeprincipalmente a trés

fatores:
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* baixa intensidade do background, devido a redutrigiasferéncia de energia ao
suporte da amostra em relacdo a EDXRF;

» 0 fluxo da radiacéo primaria disponivel para atexéo da amostra, devido ao feixe
refletido, € muito mais efetivo do que na XRF,;

« a distancia entre a amostra (filme fino) e o detede Si € muito maior que na

EDXRF, aumentando portanto a eficiéncia de detedgdoaios X caracteristicos.

3.4.2.2 — Radiagéo Sincrotron

A radiacdo sincrotron é a radiacdo eletromagnétitatida por particulas
carregadas aceleradas em direcdo ao centro da @ibiular. Ao sofrerem desvios
devido a presenca de campos magnéticos, elas emitikagao eletromagnética que séo
chamadas de radiagdo sincrotron. Esta radiacaom d& ser colimada na direcao
tangencial da 6rbita dos elétrons, também € paldaizA polarizagdo pode minimizar o
espalhamento quando a amostra € analisada ao ttngaa direcdo. A utilizacdo de
uma fonte de luz sincrotron permite alcancar lismde detec¢do mais baixos que um
tubo de raios X com alta poténcia. Segundo Klocierger [34], o uso dessa fonte
apresenta algumas vantagens:

* Um alto brilho espectral, que deve-se a baixa déucia vertical;

* Um baixo background espectral devido a polarizacao.

O sincrotron consiste em um acelerador circulaelé&ons, compreendendo
uma camara de vacuo, onde os elétrons relativisseomovem numa O6rbita fechada
durante muitas horas; imas dipolares, utilizadosa paanter os elétrons em 6érbita
circular; cavidades de radiofreqiiéncia, onde ésrais sdo acelerados por campos

eletromagnéticos resistentes. O anel de armazemardenelétrons tem por objetivo
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armazenar uma alta corrente de elétrons a enaxigieadas, possuindo, alem dos imas
dipolares, imas quadrupolares e sextupolares, adifiocalizar e reduzir aberracdes do
feixe eletrénico. []

A luz sincrotron produzida abrange o infravermelfi@ixa energia, alto
comprimento de onda ), os raios X, o ultravioletaa €faixa de luz visivel. As
caracteristicas dessa luz a tornam uma ferramesdar@gsa que permite estudar as
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas dersibeecomponentes da natureza.

A estacdo experimental é instalada em uma linhaludee formada por
equipamentos e instrumentacdo que inclui o conjydda-amostra, local onde é
colocada a amostra; aparelhos que permitem o positiento da amostra com o intuito
de receber incidéncia de luz adequada; detect@dgixkes de fotons espalhados ou
transmitidos que armazenam 0s acontecimentos gigjc@ ocorrem nos atomos e

moléculas do material em estudo.
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Figura 3.13- Vista superior do anel de armazenamento do LNEStacéao da
Fluorescéncia de Raios X.
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CAPITULO IV

4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 - Animais e Condi¢des Experimentais

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar com 3esele idade, provenientes
do Biotério do Instituto de Nutricdo da Universiddeederal do Rio de Janeiro. As ratas
foram acasaladas com machos da mesma linhagemtBur&studo, os animais foram
mantidos no biotério, em gaiolas individuais, enb@mte com temperatura em torno

de 25 °C, em ciclos de 12 /12 horas (claro e e¥curo

4.2 - Delineamento experimental

No dia do nascimento (primeiro dia de lactacaojjuetro maes foram pesadas e
divididas em dois grupos, cada uma com oito fileote
* Grupo etanol — ratas maes que receberam a diatddide etanol durante 21 dias, a
partir do primeiro dia de lactagéo.
» Grupo controle — ratas maes que receberam a digtiad, isocaldrica, durante 21

dias, a partir do primeiro dia de lactagéo.

4.3 - Controle do consumo alimentar
As dietas foram oferecidas diariamente, no mesmariog em bebedouros. Para
calcular a quantidade de dieta ingerida era reddiza diferenca entre o volume

oferecido e a sobra. Para nao ter como variaveleaedca energética, cada méae do
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grupo controle foi pareada com uma méae do grupmwkteecebendo o volume da dieta
consumido no dia anterior (os filhotes do grupmetaasceram um dia antes).

As maes e os filhotes foram pesados nos dias ponepiinto, décimo e décimo
quarto-dia da lactacdo, em balanca digital marckertan, modelo PW -1100, com

capacidade de 1100 g e preciséo de 0,1g. Por naore distinguir os filhotes, foi

considerado a média de seus pesos.

4.4 - Composicéo e Preparacao da dieta liquida

A composicao das dietas liquida com etanol e samokencontra-se na tabela

4.1.

Tabela 4.1- Composicao das dietas com e sem etanol (dopteld — AIN 93G)

Ingredientes Dieta sem etanol (em g/L) Dieta comaatol (em g/L)
Caseina 53,00 53,00
L-cisteind 0,80 0,80
Celulos€ 13,30 13,30
Malto-dextrind 135,40 43,30
Sacarosé 26,50 26,50
Oleo de soj& 18,60 18,60
Mistura de Vitaminds 2,65 2,65
Mistura de Minerais 9,28 9,28
Bitartarato de colirfa 0,66 0,66
Goma xantana 3,0 3,0
Etanol - 65,40

3empresa Dytes(USA)? empresa Rhoster (Brasificelulose cristalina ph101, Farmos (BrasiBgticar Unido® éleo de soja

Liza; f etanol a 95 %, VETEC.
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As dietas liquidas foram preparadas, de acordoa@®procedimentos usuais de
assepsia. Para facilitar o preparo, foram confeedas misturas dos ingredientes em
po, utilizando-se um misturador em V, para cada tip dieta. Apos a preparacéo, as
dietas foram colocadas em local refrigerado comp&atura em torno de # 1°C.
Antes da oferta aos animais, as misturas eram dasngm temperatura ambiente
visando um equilibrio térmico. Posteriormente edcianado o 6leo de soja na dieta
sem etanol e 0 6leo de soja mais o0 etanol na dieta etanol. Procedeu-se a
homegeneizagdo em liquidificador da marca Walltadelo W20 por cinco minutos,
para garantir a completa dispersao do estabiliz@pona xantana). A seguir, as dietas
foram colocadas em bebedouros graduados, com a dpidma proveta graduada em
200ml, nas gaiolas individuais. Os ingredientearfopesados em balanca digital marca
Gehaka, modelo BG 440, com capacidade de 4000geeisfo de 0,01g. Este

procedimento foi realizado durante todos os 21 dealsctacao dos filhotes.

4.5 - Sacrificio dos animais e Coleta das amostras

Aos 21 dias de lactacdo, 10 animais fémeas de gragheo foram sacrificados
por decapitacdo em guilhotina, tendo o cérebradeapéente removido e separado por
regides de interesse para o estudo. Com o objdavedo ter perdas significativas em
relacdo as concentracdes dos micronutrientes, astes foram armazenadas em

freezer a temperatura de — 70°C visando a prepapgal XRF.
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Apbs o desmame 7 animais machos de cada grupo &eparados em gaiolas
individuais e a partir de entédo, todos os animagsaram a ser alimentados com a racao

comercial até os 90 dias de vida.

4.6 . Estudo comportamental

Ao completar a idade desejada, os animais dos grafamol e controle foram
transferidos para o Laboratério de NeurobiologidJ&#&J, onde foram aclimatados nas
condicOes de temperatura, iluminacdo e umidaderitlessanteriormente e submetidos
ao teste do labirinto aquatico de Morris tendo pbjetivo o estudo dos efeitos
comportamentais.

Uma piscina circular, com 180 cm de diametro e i0de altura, foi utilizada
para o experimento. Preenchida por uma camadaOdenB de agua opaca, a
temperatura de 21 2°C, acrescentou-se, a ela, uma plataforma de 8echiametro
com altura inferior a superficie da agua em 1 ayiijdéstante do centro e da borda em

um dos quadrantes de acordo com a figura 4.1.

Hidden platform

Wading pool Trial 1 Tiial 2. Trial 3 Trial 4 Tial 5

(a) Before leamning (b) After learning 1 SESSION PER DAY; DURING 4 CONSECUTIVE

(a) (b)
Figura 4.1 - (a) Labirinto Aquatico; (b) Diagrama das diferentesipbss de largada

do animal.
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O animal foi colocado na piscina com a face frénberda e foi medido o tempo
levado pelo animal para encontrar a plataformao@aanimal levasse mais de 120s
para encontrar a plataforma, ele era colocado rsn@elurante 10s e entéo retirado da
piscina. Foram realizadas cinco tentativas porddiante cinco dias consecutivos com
um intervalo de 40 minutos entre cada uma. Cadatiea era realizada de um ponto
diferente (na borda da piscina tinhamos as locd@lezs das largadas). A figura 4.3

apresenta um dos animais realizando o teste.

Lahirinto Plataform:

Figura 4.2— Experimento realizado no labirinto aquatico

Apos a realizac@o dos testes, os animais foranifisados, de maneira semelhante a
descrita anteriormente, também objetivando o estdde concentracbes dos

micronutrientes por TXRF.
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4.7 — Determinacao dos teores de micronutrientes p@XRF

4.7.1 — Preparacao das amostras

O cérebro foi separado em sete regifes: hipocacqutex temporal, cortex
entorrinal, cortex visual, cortex frontal, colicidoperior e cerebelo. A separacao dessas
regides foi feita com o auxilio de um bisturi, @ate Petri e um microscépico optico.
Algumas amostras tinham regides com quantidadesndssa tdo pequenas que
acabaram sendo desprezada. As regides foramdiigegm meio acido: acido nitrico —
65% (HNQ-65%) e aquecidas a uma temperatura @€ @lirante duas horas. Apés a
digestdo quimica, o volume foi ajustado com aguanieada (18 M2). Uma aliquota
de 500uL foi colocada emeppendorfadicionando-se 5@QiL de gélio (102,5 ppm)
utilizado como padréo interno.

As amostras foram preparadas em triplicatas. Emide@uL foram pipetados

no centro de um suporte refletor, lucite, secargised luz infravermelha.

4.7.2 - Branco

Com o intuito de corrigir efeitos referentes a pasis contaminacdes, amostras

foram preparadas de maneira analoga as amostraisatise, contendo apenas agua e

demais reagentes. Este procedimento permite \arifec qualidade dos materiais

utilizados na dissolucdo das amostras.
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4.7.3 - Amostras Certificadas

A acuréacia das medidas foi verificada através darognacdo da concentracéo
elementar em uma amostra certificada de figadonbo{iNIST1577b), preparada por
digestdo, seguindo o mesmo procedimento usado @agreeparo das amostras de

cérebro.

4.7.4 — A Instrumentacao

As amostras foram medidas no més de abril de 26Q&bhoratério Nacional de
Luz Sincrotron, Campinas — Sao Paulo (Linha: Flec#acia de Raios X). Cada
amostra foi posicionada horizontalmente ao detadtogerméanio hiperpuro (HPGe) —
resolucdo de 140 eV em 5,9 keV e excitada atraésrdfeixe branco de irradiacdo de
energia maxima igual a 20 keV, filtrado por 0,5 mdealuminio com um angulo de
incidéncia de 1,0 mrad. O intervalo de tempo prappara a medida das amostras e dos
padrbdes foi de 100s e os espectros de raios Xtesisdizos obtidos foram analisados
através do software Sistema de Analise Quantitatigaraios X (AXIL), que é
distribuido pela Agéncia Internacional de Energtandica (AIEA), obtendo assim, as

intensidades dos raios X para cada elemento, asoaiuma incerteza.

A estrutura experimental para as medidas por TXBéfepser observada na

figura 4.3.
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Figura 4.3 - Arranjo experimental para as medidas de TXRF.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

CAPITULO V

5.1 - Analise Quantitativa por TXRF

Os fundamentos da analise quantitativa por TXR&oedéscritos no capitulo 3.
A concentracao elementar, de acordo com a equat&pé3obtida a partir da medida da

intensidade da radiacdo fluorescente emitida por elemento i em funcdo da

sensibilidade do sistema.

5.1.1. Sensibilidade do Sistema

A curva de calibragdo € determinada através dadaedée cinco solugdes

padrbes multielementares com concentracdes diewemtconhecidas. A tabela 5.1

mostra 0s elementos e suas respectivas concergratibeados na determinacédo da

curva de calibracéo para a série K. A figura 5.5tnaoa sensibilidade para a série K.

Elementos| Padrdo 1K Padrdao 2K  Padrao 3K Padrao|4K adraP 5K
Al 3,50 6,12 12,25 18,38 24,51
Si 3,54 6,20 12,40 18,60 24,80
K 0,59 1,03 2,07 3,11 4,14
Ca 0,59 1,04 2,08 3,12 4,15
Ti 0,58 1,02 2,05 3,07 4,09
Cr 0,58 1,02 2,05 3,07 4,09
Fé 0,59 1,03 2,05 3,08 4,10
Ni 0,59 1,03 2,06 3,08 4,11
Zn 0,58 1,02 2,05 3,07 4,09
Se 0,58 1,01 2,01 3,02 4,03
Sr 0,59 1,03 2,07 3,10 4,13
Ga 4,88 4,88 4,88 4,88 4,88

Tabela 5.1.Concentracéo final (mg.mf) os elementos utilizados na solucdo padréo
para a determinacao da curva de sensibilidadegsaeiementos da série K.
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Figura 5.1- Curva de calibracdo para os elementos da séridikantio TXRF.

Utilizando a equacédo 5.1, obtém-se quaisquer \&ldee sensibilidade para a

série K, em fungéo do nimero atémico (Z).

S (2)=log (4,22 + 0,04 * Z + 0,01 * 7— 2 41E-4 * 7) [5.1]
R =0,99

5.2 - Limite de Deteccao (LD)

A tabela 5.2 mostra os limites de deteccao calogladilizando a equacéo 3.16

para os elementos da série K nas amostras de célelpatos.

Tabela 5.2 -Limite de deteccdo para os elementos da série amepstras de cérebro
de rato utilizando SR-TXRF.
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Elementos| LD para a série K (ng.g)
Al 181
P 49
26
Cl 14
K 5
Ca 3
Ti 1
Cr 0,5
Fe 0,3
Ni 0,2
Cu 0,2
Zn 0,2
Br 1
Rb 2
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Com os dados apresentados na tabela 5.2, obtérigseaa5.2.

1

10' g

Limite Minimo Detectavel ( pg.g™)

10° T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

Numero Atémico (2)

Figura 5.2 -Limite de deteccao dos elementos da série K nastamsale cérebro de
rato, utilizando TXRF.

Utilizando a equacéo 5.2, obtém-se quaisquer va&lmaea o LD em funcao de Z.

LD(Z) = log1o (2,71484 - 0,19752 * Z - 0,00890 ¥ 2 2,79444E-4 * 2 [5.2]

R?=0,998

5.3 - Andlise Estatistica

Os resultados da TXRF estdo dispostos como médiesyio padrdo. Os
resultados foram comparados utilizando uma anéksgariancia (ANOVA) com um
nivel de significancia de 5% . As médias entre asres foram comparadas utilizando
0 teste Bonferroni. Todas essas analises estafisfaram realizadas através do

programa de Bioestatistica Primer.
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5.4 - Concentracdo elementar nas regides cerebrale filhotes de mées controles e
tratados com etanol

E bem estabelecido que a ingestdo de uma dietaostange aproximadamente
um terco de suas calorias provenientes do etan@nte o periodo de lactacdo, reduz a
producdo de leite, alterando também sua composga@lém disso, retarda o
desenvolvimento do sistema nervoso [31].

Para promover uma discussdao mais clara, objetieaneisa, as concentracoes
elementares obtidas através da TXRF foram sepaeadasias vertentes:

1) ConcentragBes elementares no cortex temporal, mgxc@ntorrinal e no
hipocampo durante a intoxicacao alcodlica matet@aapimais fémeas com 20
dias de cada grupo que estiveram expostos ao etarigl ao 20° dia de nascido
através do leite materno);

2) ConcentracBes elementares no coOrtex temporal, mxc@ntorrinal e no
hipocampo durante o periodo de recuperacdo com dtmal/controle dos
filhotes adultos com 90 dias de idade (7 animaishos de cada grupo que
estiveram sujeitos a ingestdo alcoodlica do 1° dod2® e a racdo comercial do

21° ao 90° dia de nascido);

Sendo assim, as figuras 5.3 a 5.11 comparam asempacdes para cada
elemento determinado em diferentes estruturas r@@setdos ratos Wistar fémeas do
grupo controle e do grupo alcool com 20 dias decim@nto, como ja mencionado

anteriormente.
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Figura 5.3. Concentracéo de fésforo nas regides cerebraigake \Wistar fémeas do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.4.Concentragao de enxofre nas regides cerebraidae\Wastar fémeas do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.5.Concentragao de cloro nas regides cerebrais de \Witdar fémeas do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdsgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.6. Concentracao de potassio nas regides cerebragaieWistar fémeas do
grupo controle e do grupo &lcool. Letras difereimdgam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.7.Concentragdo de célcio nas regides cerebrais o \Nistar fémeas do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.8. Concentracao de ferro nas regides cerebrais de\Wiar fémeas do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdgam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.9 -Concentracdo de cobre nas regifes cerebrais deViastar fémeas do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.10.Concentracdo de zinco nas regides cerebrais de\WWagtar fémeas do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdsgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.11.Concentracao de bromo nas regides cerebrais deWastar fémeas do
grupo controle e do grupo &lcool. Letras difereimdgam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.

1) Concentracdes elementares no cortex temporal, no reg&x entorrinal e no
hipocampo durante a intoxicacdo alcodlica maternalQ animais fémeas com 20
dias de cada grupo que estiveram expostos ao etamt 1° ao 20° dia de nascido

atraves do leite materno);

Avaliando as figuras 5.3 a 5.11, observamos quenosais expostos ao etanol,
atraves do leite materno (uma vez que a mae era qgeria a dieta liquida de etanol)
apresentaram aumento significativo nas concentsagéd®, S e Cl no cortex temporal,
no cortex entorrinal e no hipocampo comparado caimas controle. Aléem destes
elementos, no cortex entorrinal ocorreu tambémaumento nos teores de K, Ca, Ti e
Cu. Entretanto, a administracdo alcodlica provogma reducdo nos niveis de Ca, Ti,

Cu, Br e Rb tanto no cortex temporal como no hipgza O coOrtex temporal também
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teve reducdo nas concentracdes de Fe e Zn enguamio hipocampo teve reducéo de
K.

Apesar da influéncia do etanol na alteracdo desisiide certos elementos no
cérebro, as concentracbes de Fe e Zn nado sofrelamacées estatisticamente
significativas no cortex entorrinal e no hipocangas fémeas. Os niveis de Br e Rb
também ndo apresentaram mudancas significativasredagdo aos dois grupos
estudados.

Contudo, a dieta alcodlica influenciou no aumernds miveis de Mn, Ni e Co em
relacdo ao grupo controle das fémeas, pois neageaaia, ndo foi nem mesmo possivel
detectar esses elementos, por estarem abaixo itie dendeteccéao.

Na pesquisa realizada por Serpaal, [156] foi analisada a concentracéo
elementar em diferentes regibes de ratos Wistaredénjovens, adultos e velhos.
Comparando as concentracdes elementares enconti@lé&meas jovens com 0 grupo
controle desta pesquisa ndo foram observadas niffEsesignificativas dos elementos
Cl, K, Cu, Zn e Ca. Entretanto, elementos comorodBS, e o Cl tiveram valores
maiores neste estudo.

Tahohdaet al[176] determinaram as concentracfes de elemenmtogaéos
Wistar normais com 1,3,5,7,14,21,42, 87 e 147 agaa técnica ICP-MS em diversas
regides cerebrais. Ao observar a concentracdo dexddnanimais com 21 dias neste
trabalho, conclui-se ndo existir diferencas sigativas quando comparado com o
grupo etanol com 20 dias desta pesquisa. A corag&dr de Zn dos animais
supracitado na pesquisa de Tahobétal.[176] também n&o apresenta diferencas com o
grupo controle.

O cortex entorrinal, regido de extrema importarnmdaa a aprendizagem e a

memoaria, comprova ndo sentir o efeito do etandlenestudo, tendo em vista que todos
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0s elementos ou apresentaram concentracfes maione8o apresentaram diferencas
significativas ao serem comparados com 0s aninoaisale.

As figuras 5.12 a 5.20 comparam as concentracoeas pada elemento
determinado em diferentes estruturas cerebraisraios Wistar machos do grupo

controle e do grupo alcool com 20 e 90 dias deedad

106



5000
Fosforo # M-20d-Controle
% M-20d-Alcool

# M-90d-Controle
= M-90d-Alcool

4000

3000

2000

1000

Concentracéo elementar ( pg/g)

cortex temporal cortex entorrinal hipocampo

Regides cerebrais

Figura 5.12 Concentracao de fosforo nas regides cerebraigaie \Wastar machos do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.13.Concentracao de enxofre nas regides cerebraidaeWastar machos do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdscam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.14.Concentragao de cloro nas regides cerebrais de\Wigiar machos do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdsgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.15.Concentracdo de potassio nas regides cerebraggateWistar machos do
grupo controle e do grupo &lcool. Letras difereimdgam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.16.Concentracao de calcio nas regides cerebrais ae \Wastar machos do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdsgcam diferencas estatisticamente

significativas, p< 0,05.
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Figura 5.17.Concentracao de ferro nas regides cerebrais de\Waiar machos do
grupo controle e do grupo &lcool. Letras difereimdgam diferencas estatisticamente

significativas, p< 0,05.
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Figura 5.18.Concentracao de cobre nas regides cerebrais deVkastar machos do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.19.Concentracdo de zinco nas regides cerebrais de\Wisgtar machos do
grupo controle e do grupo &lcool. Letras difereimdgam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.
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Figura 5.20.Concentracao de bromo nas regides cerebrais de\iastar machos do
grupo controle e do grupo alcool. Letras difereimdsgcam diferencas estatisticamente
significativas, p< 0,05.

2)Concentracdes elementares no cortex temporal, noortex entorrinal e no
hipocampo durante o periodo de recuperagcdo com deetnormal/controle dos
filnotes adultos com 90 dias de idade (7 animais mlaos de cada grupo que
estiveram sujeitos a ingestao alcodlica do 1° ao°20ia e a racdo comercial do 21°

ao 90° dia de nascido);

O objetivo de comparar apenas o cértex entorrimalhgpocampo dos animais
com 90 dias deve-se a importancia dessas regida@prendizado e para a memoria
tendo, também em vista, uma comparacdo com ostaedssl obtidos no teste

comportamental realizado no labirinto aquatico dbdratério de Farmacologia .
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* Hipocampo

Nos animais do grupo etanol foi observado um aumeas niveis de Z, K e Br e
uma reducédo de Br. Elementos como o S, P, Fe, Qa®io apresentaram diferengas
significativas.

Ao comparar a concentracéo do Fe e o Cu no mpoeecalos animais com 87 dias
da pesquisa de Tahohdaal.[176], com os animais dos grupos controle e etaooi
90 dias deste estudo, observa-se nao haver diteresignificativas entre os resultados
obtidos.

A pesquisa de Rajaet al[177] apresenta a distribuicdo de elementos emnedides
do cérebro de 8 homens adultos normais (ndo tintmstoricos de doencas
neuroldgicas, neurodegenerativas e psiquiatricas).concentracdes de Fe e P nédo
proporcionam diferencas significativas quando olzs#y os resultados deste estudo.
Contudo, os niveis de K, Ca e Zn sdo maiores meb#s dos homens adultos.

Comparando os resultados das concentracées de nébsmeo hipocampo dos
animais com 90 dias do grupo controle desta pesquisn as concentragdes dos
animais normais, adultos de oito semanas da pesdeiSerpa&t al[156], conclui-se
gue os niveis de Fe, Ca e K, apresentam valoregaaaentretanto, na mesma ordem
de grandeza. O Zn, Cu, S e P ndo apresentam digresignificativas ao serem

comparados com 0s animais controle desta pesquisa.

» Cortex entorrinal
Ao comparar os animais com 90 dias de vida ficdewiado que os niveis de K,
Cl, P, Fe, Ca e Br diminuiram nos animais do greamol nos 90 dias de vidae o S, o

Zn e o Cu nao apresentaram diferencas significativa
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Comparando os resultados das concentracdes denttesnm® cOrtex entorrinal dos
animais com 90 dias do grupo controle desta pesquisn as concentracdes dos
animais normais, adultos de oito semanas da pesdeiSerpa&t al[156], conclui-se
que os niveis de CI, K, Ca e Fe, apresentam \@lma@ores, entretanto, na mesma
ordem de grandeza. Ja os niveis de Zn, Cu, e Rdosis controle desta pesquisa
apresentam valores menores e 0s niveis de S ea®rapresentam diferencas

significativas ao serem comparados com os aninoaisale deste estudo.

e Cortex temporal

As concentracdes de Fe, Ca e Br aumentaram enqgaat@s niveis de Cl e K
diminuiram nos animais do grupo etanol . Todaws, niveis de S, P, Na e Cu néo
sofreram variagdes significativas.

Ao comparar os niveis de P, S, Cl, K, Ca, Fe, @Que Br dos animais controle com
a 0s animais adultos da pesquisa desenvolvida @qra®t al[156], que estuda os
niveis de diversos elementos em diferentes regi®esbrais em idades variadas,
conclui-se que as concentragfes de Cl, S, K e @agmrtaram significativamente.

Todavia, os niveis de P, Fe, Cu e Zn néo indicatiferencas.

Uma outra proposta levantada por esta pesquoisa fealizagdo de um teste
comportamental com os animais com 90 dias de vakagitupos controle e etanol
durante quatro dias consecutivos, tendo em vista ecomparacgéo entre as laténcias de

escape dos animais.
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As informacfes da laténcia (em segundos) em fudedotentativas aparecem no
gréfico 5.21. O resultado da laténcia (em segunesjuncédo dos dias de treinamento

€ apresentado na figura 5.22

Laténcia de escape em cada tentativa - grupo

120 -
contole x grupo etanol
100 - Diferenca significativa observada n
tentativa 5 do 1° dia de treinamentd
80 -

laténcia (s)
D
o

40 +

20 +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

tentaivas

Figura 5.21— Laténcia de escape (em segundos) em funciemasivas de cada
grupo durante os quatro dias de treinamento
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Figura 5.22— Laténcia de escape (em segundos) em funcadatodaltreinamento
de cada grupo.

Na figura 5.21 o grafico permite observar a laténde escape, que foi
determinada através do valor médio de cada grupotrde e etanol), para cada
tentativa, durante os quatro dias de treinamentolatdncia de escape indica o
aprendizado do animal, em funcdo do intervalo aepte gasto para o encontro da
plataforma.

Os resultados obtidos pelos grupos indicam que antbm desempenhos
semelhantes desde o primeiro dia de treinamentcarfdsais, no decorrer do teste,
mostram aprender a atividade proposta, entretaotmleservar o grupo controle,
conclui-se que este chega préximo a laténcia finab primeiro dia de teste, fato ndo
observado no grupo etanol. A figura 5.22, reforgi@ €onceito a partir do grafico do
tempo gasto para cada grupo encontrar a plataferméuncéo do dia de treinamento.

Fica explicito a diferenca significativa entre asigps atraveés do teste da andlise de
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variancia no primeiro dia 1, porém esta diferengexal de existir a partir do segundo
dia. A diferenca do primeiro dia deve-se a tentaby sendo também detectada pelo
teste de Mann-Whitney (Rank Sum test ) ao compararediana dos grupos, uma
medida de tendéncia central. Nos outros dias dtsst@do foram observadas diferencas
significativas (p<0,05).

Lukoyanov ¢ al. [179] analisaram as consequéncias do consumocordte
etanol em 17 animais machos que foram submetidostaaml aos 2 meses de idade
ingerindo uma dose de 5%, aumentando progressitamiét a cada dia chegando até
0s 20° de solucao alcodlica. Apés duas semanasirderdo progressivo, 0 consumo
continuou durante 12 meses em ratos da linhagenakVis ndo foram observadas
deficiéncias cognitivas significativas nos animasitinuamente expostos ao etanol de
acordo com o protocolo utilizado descrito por Mdreteal[180] e Nettoet al[181].
Neste protocolo, os animais foram submetidos de thgante cinco dias consecutivos
de tratamento tendo quatro tentativas por dia.sSangmais, durante 60 segundos, nao
encontrassem a plataforma, eles eram gentilmeiteamns na mesma durante 15 s. A
localizacédo da plataforma encontrava-se a 2 cnxalida agua. Segundo este teste, a
memoria de trabalho ndo sofreu alteracdes sigtifaca apesar da grande perda de
células da regido hipocampal CA1(18%) e CA3(19%puddo os autores, 0s animais
dos grupos controle e etanol obtiveram resultadoigonproximos do presente estudo.
No ultimo dia de treinamento, os animais do gruama@, segundo Lukoyavnov al.
[179] tiveram uma laténcia de escape de, aproximadge, 25s considerando uma
média entre as quatro tentativas . Neste estudaniosais do mesmo grupo concluiram
este o ultimo dia do teste com um resultado depxapadamente 20 s de laténcia

considerando a media das 5 tentativas.
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Boulouardet al. [134] também observaram os efeitos causados naorieem
espacial de ratos machos Sprague-Dawley em fudedadministracdo de etanol
durante duas semanas de administracao alcoolicaeQta e quatro ratos machos foram
separados em dois grupos (controle e etanol ). fdeasé do grupo etanol foram
submetidos a uma dieta liqguida com 10% de etanchnde as duas semanas que
antecederam os testes comportamentais. Todos wsianfioram estiveram sujeitos a
uma injecéo intraperitonial com 1,5g/kg de etartohta minutos antes da primeira
tentativa. Os animais foram treinados durante cdias consecutivos realizando quatro
tentativa em cada dia. Se ao final de 90 segunbiss rélo tivessem encontrado a
plataforma, os animais eram colocados na mesmateél28 segundos. Apos o teste, foi
observado que o grupo etanol encontrou a platafemrmam intervalo de tempo menor
que 0 grupo controle.

Santinet al[182] analisaram os efeitos causados pelo consudmico de etanol
durante quatro meses. Para esta pesquisa, ossautiizaram 26 ratos Wistar machos
sendo separados em dois grupos (etanol e cont®lgatamento com etanol ocorreu
em periodo de cinco meses e vinte sete dias. @ganinicialmente estiveram sujeitos
a uma concentracdo de 2% de etanol que foi sendwrdaada gradativamente até
chegar a 20%. Assim, 0s animais continuaram aimgestanol durante quatro meses.
O teste comportamental foi realizado, segundo witéd aquatico de Morris, durante
guatro dias consecutivas sendo realizada quattatiteas a cada dia de quadrantes
diferentes. Os animais que n&o encontravam a etataf num intervalo de 60
segundos, foram colocados na mesma durante 15d&Egulpis esses quatro dias o
treinamento continuou com outros objetivos. Osltadas comprovam que ambos 0s
animais foram capazes de assimilar a localizaciopldéaforma em diferentes

localidades, sem diferencas significativas entri@aténcia de escape. Este resultado

117



sugere que o consumo crénico de etanol ndo afepaemdizado espacial dos animais,

assim como os trabalhos propostos por diversosesub83-185].
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CONCLUSAO

Ao comparar os animais com 20 dias de nascimem®,giupos controle e
etanol, observamos, no coértex entorrinal, um aumeos niveis de K, Ca, Cu, P, S e
CIl. Nenhuma regido do cortex entorrinal dos anirdaigrupo etanol sofreu reducdo em
nas concentracdes elementares (Br, Zn e Fe naseapaeam diferencas significativas).
No cortex temporal, ocorreu um aumento de K ,@&, ¥ e uma reducéo de Ca, Fe, Br,
Cu e Zn comparando os animais etanol com os asia@igrupo controle. Ja no
hipocampo, observamos um aumento nos niveis de €5, e uma reducéo de Ca, Cu e

K (Zn e Fe ndo apresentaram diferencas signifiaga}iv

Comparando as concentracfes elementares nos angoais 90 dias de
nascimento, observamos que, no coliculo supersoniweis de P, Fe, K e Cl do grupo
etanol aumentaram e a concentracdo de Br diminginifisativamente em relacdo aos
animais controle. Os niveis de Ca, S, Zn e Cu apmsentaram mudancas

significativas ao comparar os dois grupos.

As concentracdes de Fe, Ca e Br aumentaram engga@tos niveis de Cl e K
diminuiram no cortex temporal nos animais do grefamol . Todavia, 0s niveis de S,

P, Na e Cu nao sofreram variacdes significativas.

Nos animais do grupo etanol foi, também, observad@aumento nos niveis de

Z, K e Br e uma reducao de Br na regido do hipocafafementos como o S, P, Fe, Ca

e Cu nao apresentaram diferencas significativas.
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Nos animais com 90 dias de vida do grupo etanatj\wes de K, Cl, P, Fe, Ca e
Br diminuiram e 0 S, 0 Zn e o Cu néo apresentalifgnencas significativas no cortex

entorrinal.

No cerebelo, o nivel de Fe dos animais do grupaot@umentou enquanto que o
nivel de CI diminuiu, entretanto as concentractedsS, P, Ca, Br, Zn e Cu dos

grupos nao sofreram diferencas significativas.

Em suma os resultados apresentados nesta pesqudaern que, de acordo
com o protocolo utilizado, os animais que foramnsetidos a dieta liquida de etanol
durante os primeiros 20 dias de vida, ao recebeagdo comercial durante os 70 dias
seguintes, ndo apresentaram diferencas em relag@&gsta comportamental do labirinto
aquatico de Morris nos 90 dias de vida.

Entretanto, os animais do grupo etanol, ao fimapdmeiro dia, tiveram maior
dificuldade para encontrar a plataforma. Isso psele justificado pela reducdo das
concentracdes elementares de quase todos os etsmentortex entorrinal, no periodo
de 90 dias. Essa regido tem grande importanciapmendizado e na memoria e
variacbes nos niveis de elementos podem acarratarsdnos processos cognitivos.
Todavia, é possivel também concluir, que essasaaftes ndo comprometem
completamente as a¢des cognitivas, pois ja nanslegtia de treinamento os resultados
dos testes comportamentais, dos grupos etanol teolgrmostram néo ter diferencas
significativas.

Com isso, conclui-se que a dieta liquida de etammwl,relacdo a concentracao
alcodlica proposta por este trabalho, ndo alteestigturas cerebrais das proles de uma

mae que consome alcool durante o periodo da amagaent
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Com o objetivo fazer uma anélise mais profundaenassunto propomos as

seguintes sugestdes para enriquecimento destéhmaba

* Ingestdo alcodlica, com diferentes concentracdda peie em diferentes
periodos para analisar as concentracdes elemeuni@seiihotes e compara-las
com o0s animais do grupo controle;

» Utilizacdo de outras técnicas analiticas, comoXEPICP-MS além da TXRF,
para a determinac&o das concentracdes elementares;

» Determinacdo da concentracdo dos micronutrientesliferentes periodos, apos
o consumo de outras drogas psicotropicas, que epees altos niveis de
aceitacao;

» Avaliacdo cognitiva dos animais submetidos as pstgsosupracitadas, através

do labirinto aquatico e de outros testes.
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Apéndice A.Concentracéo elementar (L§@m regides cerebrais de ratos Wistar machosufmgrontrole e do grupo &lcool, utilizando TXRF.

Elementos Coliculo Superior Cértex Temporal
20 dias 20 dias 90 dias 90 dias 20 dias 20 dias 90 dias 90 dias

Grupo controle  Grupo alcool Grupo controle  Grupo alcool  Grupo controle  Grupo alcool Grupo controle Grupo alcool
P RNA 1375+ 310 4727 + 687 6616 + 590 923 £ 235 424 338 3533+ 733 3931 + 476
S RNA 1579 + 286 3658 + 518 4010 + 623 1067 £ 253 7911+ 433 2920 + 627 2138 + 578
Cl RNA 814 +1 786 + 94 908 £ 90 32172 529 + 22 775+ 80 541 + 36
K RNA 5448 + 386 6614 + 405 8075 + 439 2827 + 365 20%+ 730 7757 + 428 5206 + 655
Ca RNA 320+11 1303 + 228 1439 + 323 4387 126 + 349 £50 574 £53
Ti RNA 5+1 6,5+0,3 6,4+04 <LMD 1,4+0,2 55+ 0,3 28+0,6
Cr RNA <LMD <LMD 31+£0,2 <LMD <LMD 24+04 164
Mn RNA 1,8+0,2 <LMD 12+04 <LMD 0,7+0,1 1400,4 1,4+0,2
Fe RNA 25+6 52+ 6 837 66 £5 301 35+6 79
Co RNA 0,28 + 0,03 04+0,1 1,7+0,2 <LMD 0,19.04 <LMD 0,3+0,05
Ni RNA 0,31 + 0,05 04+0,1 0,21+0,01 <LMD 0,39,03 0,31+ 0,04 1,8+0,1
Cu RNA 3,3+0,5 4,3+0,5 4+1 4+1 2,7+0,5 82,0,5 28+04
Zn RNA 21+3 204 19+4 31+4 27+3 22+4 23
Br RNA 0,91 +0,01 1,0+0,3 0,44 £ 0,02 3+1 029,04 0,39+ 0,02 0,6 +0,2
Rb RNA 34+0,5 3,1+0,5 3,2+0,5 7+2 3,332, 3,2+0,5 4+1
Sr RNA 0,8+0,2 <LMD 0,6+0,1 <LMD 0,6+0,1 0460,2 0,41 + 0,03

Valores: media * desvio padrdo. Os indices igumiam diferenga estatisticamente significativaeens grupos controle e alcool em uma mesma regid@bral, para g

0.05. RNA: Regido ndo analisada; LMD: Limite Minimie Detecc¢éo.



Apéndice A. (Continuac&o). Concentracdo elementar (f)gemn regides cerebrais de ratos Wistar machosufmgrontrole e do grupo alcool, utilizando TXRF.

Elementos

Cortex Frontal

Cortex entorrinal

20 dias 20 dias 90 dias 90 dias 20 dias 20 dias 90 dias 90 dias
Grupo controle  Grupo alcool Grupo controle  Grupo alcool  Grupo controle  Grupo alcool Grupo controle Grupo alcool
P RNA 2111 + 389 4697 + 803 4016 + 434 978 + 288 8P4 126 3439 + 394 2217 + 550
S RNA 1541 + 126 3795 + 654 3014 + 391 1122 +275 3881+ 382 2685 + 329 1818 + 685
Cl RNA 730+ 14 1391 + 277 676 £ 97 332+84 17387+ 2155 + 314 578 £ 69
K RNA 2337+ 84 8444 + 874 10436 + 1984 2882 +685 8630+ 16 6376 + 274 4369 + 694
Ca RNA 331+29 431 £61 423 £ 64 583 £ 122 1363+ 443 £ 76 182 + 37
Ti RNA 1,1+0,1 3,3%£0,6 3,8+04 <LMD 31+1 151 1,9+0,3
Cr RNA <LMD 23+1 25+3 <LMD <LMD <LMD <LMD
Mn RNA 0,68 + 0,04 1,0+0,4 <LMD <LMD 05+0,1 #ID 0,43 0,04
Fe RNA 27 x4 416 42 +5 53+8 50+1 45+5 28
Co RNA 0,15+ 0,02 0,6 £0,2 0,3+0,06 <LMD 0,2D.84 0,27 £ 0,01 0,14 £ 0,03
Ni RNA 0,14 + 0,03 0,52 + 0,02 0,17 + 0,06 <LMD 5,12 0,06 0,14 £ 0,04 0,057 + 0,005
Cu RNA 22+04 3+0,2 39+0,5 4+1 1,7+05 24+0,2 2,1+0,2
Zn RNA 19+1 23+4 23+5 35+2 49+1 205 23
Br RNA 1,1+0,1 0,43+ 0,04 0,25 + 0,06 4+1 2,05 1,1+0,3 0,22 + 0,02
Rb RNA 43+0,2 34+0,6 3,5%+0,9 7+2 3,240, 24+0,6 3,2+0,5
Sr RNA 0,63 + 0,02 0,6+0,1 <LMD <LMD <LMD 0,9 £D 0,23+0,01

Valores: media * desvio padrdo. Os indices igumiam diferenga estatisticamente significativagens grupos controle e alcool em uma mesma regid@bral, para g

0.05. RNA: Regido ndo analisada. LMD: Limite Minihe Deteccao.



Apéndice A.(Continuacéo). Concentracdo elementar (f)gegn regides cerebrais de ratos Wistar machosumgrontrole e do grupo &lcool, utilizando TXRF.

Elementos Hipocampo Cerebelo
20 dias 20 dias 90 dias 90 dias 20 dias 20 dias 90 dias 90 dias

Grupo controle  Grupo alcool Grupo controle  Grupo alcool  Grupo controle  Grupo alcool Grupo controle Grupo alcool
P 1043 + 134 1714 £ 122 2889 + 743 3083 + 625 RNA 1872+ 94 4176 + 791 4240 + 490
S 1036 + 298 1289 + 153 2133 + 556 2730 + 502 RNA 0871+ 38 2303 + 384 2334 + 281
Cl 450 + 90 465 £ 69 859 + 73 510 + 46 RNA 267 £ 24 399 + 53 177 +13
K 3623 + 726 2752 + 291 4659 + 143 8301 + 514 RNA 992+ 373 7189 + 579 7028 + 742
Ca 767 £128 406 £5 212 £ 37 198 + 57 RNA 115+8 179 + 38 132 + 36
Ti <LMD <LMD 1,7+0,2 <LMD RNA 0,8+0,2 <LMD <MD
Cr <LMD <LMD <LMD 14+1 RNA 1,13+0,2 7+1 144
Mn <LMD 0,8+0,1 <LMD <LMD RNA 0,34 + 0,04 0,84 8,05 0,7+0,1
Fe 49 +11 17+1 26+2 28+4 RNA 19+4 314 8 #2
Co <LMD 0,14 + 0,03 <LMD 0,25+ 0,03 RNA 0,089 #0q, 0,18 + 0,05 0,24 + 0,02
Ni <LMD 0,16 + 0,04 <LMD 0,11+ 0,01 RNA 0,23 +02 1,4+0,1 1,9+0,2
Cu 5+1 1,7+0,1 25+0,5 3,1+04 RNA 2,630 34+0,5 3,8+0,3
Zn 43 +11 15+1 16 +3 25+4 RNA 15+1 18+3 6 #42
Br 4+1 2,3+0,3 0,22 + 0,04 0,36 + 0,02 RNA 1,01 0,28 £ 0,04 <LMD
Rb 8+2 3,5+0,2 3,3+0,5 5+1 RNA 4,2+0,5 64,05 45+05
Sr <LMD <LMD 0,4+0,1 0,5+0,1 RNA <LMD 0,22 +@5 0,22 + 0,04

Valores: media + desvio padrdo. Os indices igumlam diferenga estatisticamente significativaeens grupos controle e alcool em uma mesma regid@bral, para g

0.05. RNA: Regiao néo analisada. LMD: Limite Minimhe Deteccéo.
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