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Resumo

Neste trabalho foi utilizado o modelo experimental de hiperzincemia ja
desenvolvido em ratas com 90 dias pds-natal que recebiam dose oral equivalente a
600 mg/kg ZnSO, , e que desenvolveram amiloidose. Foi feita a determinagédo das
concentracfes de zinco em amostras bioldgicas (sangue, fezes) e na glandula pineal
destes animais através da técnica de Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total
(TXRF). Outros enfoques associados a este trabalho permitiram avaliar por
microscopia eletrénica a localizagdo dos depositos amildides e verificar a sua
natureza através de meétodo histoquimico especifico (permanganato de potassio),
caracterizar na glandula pineal as areas positivas para zinco usando histoquimica
para zinco (TSQ e Neo-Timm), e confirmar resultados anteriores que apontavam
para o comprometimento da atividade motora na situacéo de hiperzincemia. Com 0s
resultados foi possivel concluir que a concentracdo aumentada do zinco na glandula
pineal caracteriza um desequilibrio homeostatico desse elemento traco, mas nédo no
soro sanguineo e fezes favorecendo a hipotese de que 0 zinco em excesso esta
sendo absorvido pelos tecidos, especialmente pela glandula pineal. De modo
semelhante, a hiperzincemia gerou desequilibrio homeostatico nas concentracdes
de ferro, célcio, potassio, cloro, manganés, titanio, enxofre (em correlacdo direta
com o0 aumento de zinco) e fosforo e niquel (em correlagdo inversa). Pela
microscopia eletrdnica foi possivel evidenciar nos espacgos perivasculares da
glandula pineal estruturas fibrilares com as caracteristicas descritas na literatura
para fibrilas amiléides. A andlise pelo permanganato de potassio mostrou que 0s
depdsitos amildides ndo eram do tipo AA (proteina associada a amiléide - amiloide
secundério). Pelo TSQ e Neo-Timm foi mostrado que o zinco estava presente nas
areas positivas para amildide. A diminuicdo na atividade motora dos animais
reforcou a hipotese da hiperzincemia causar esta alteracao, porém esta nao afetou o
comportamento alimentar e ndo provocou alteragao de peso corporal.



Abstract

An Experimental Model of Hiperzincemia was developed in rats (female Wistar
in postnatal age 90) who received oral dose equivalent to 600 mg / kg ZnSO4
(inorganic sulfate), and these animals developed amyloidosis. The present study
used this model to determine the concentration of the zinc in the biological samples
(blood, feces) and in the pineal gland (PG) of rats by the total reflection X-ray
fluorescence (TXRF). This work also allowed us to evaluate by electron microscopy
the localization of the deposits of amyloid. With optical microscopy the possible
nature of this amyloid was evaluated through the histochemical method of the
potassium permanganate (specific for amyloid AA). Histochemical techniques for zinc
(TSQ and Neo-Timm) were used to demonstrate the zinc positives areas. Maze test
were realized to confirm previous results that pointed to the impairment of motor
activity in the condition of the hiperzincemie observed. The results made it possible
to conclude that in conditions of hiperzincemia the increased concentration of zinc
cause homeostatic imbalance only in the GP (it does not occur in the sanguineous
serum and nor in excrements) favoring the hypothesis that zinc excess is being
absorbed by tissues. Similarly, the hiperzincemie generated imbalances in the
concentration of other trace elements: Fe, Ca, K, Cl, Mn, Ti, and S, in direct
correlation with the increase of zinc and, P and Ni in inverse correlation. The electron
microscopy showed in the perivascular space of PG several fibrillar structures with
features described in the literature as amyloid fibrils. The analysis by potassium
permanganate showed that the amyloid observed is not type AA. For the TSQ and
neo-Timm has been shown that zinc was present in areas positive for amyloid
deposits. The reduction in the motor activity of the animals strengthened the
hypothesis of the hiperzincemia to cause this alteration, however this did not affect
the alimentary behavior and it did not provoke alteration of corporal weight.



1.INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS

O modelo experimental de hiperzincemia comecou a ser desenvolvido no
Laboratorio de Neurobiologia em 2002, com o objetivo de encontrar dados sob o
ponto de vista histolégico que representasse possiveis danos para 6rgaos e tecidos
devido a administracdo de um excesso de zinco. A idéia de usar 0 zinco em excesso
tinha como embasamento relatos da literatura que mostravam um aumento na
concentracdo de zinco em regides cerebrais de pacientes com Doenca de
Alzheimer, e, em estudos in vitro que relatavam que 0 zinco em excesso era
neurotoxico para células nervosas. Varios experimentos pilotos foram realizados no
laboratorio usando diferentes sais de zinco e diferentes vias de administracédo, e
ainda, usando animais (ratos e ratas Wistar) em diferentes idades pds-natais a fim
de se obter uma dose de excesso de zinco que implicasse em algumas alteragdes
histopatolégicas possivelmente prejudiciais. Varias doses foram criadas e
consideradas como uma Terapia de Alta Dose. Dos resultados obtidos optou-se por
utilizar o sulfato de zinco (este possui melhor absorcdo pelo organismo e é o
composto mais utilizado por seres humanos), e a nova Terapia de Alta Dose passou
a ser testada com este composto. A opcédo pela via oral mostrou-se também mais
adequada fisiologicamente, e os melhores resultados foram obtidos em ratas adultas
jovens (PN 90). Estes animais apresentaram, com uma dose total de 600 mg/kg
ZnS0O,4 a 0,1 M, comprometimento histopatolégico evidente (presenca de amiloidose,
principalmente vascular) e alteracbes comportamentais bastante intrigantes. Deste
modo este experimento foi considerado como um Modelo Experimental de
Hiperzincemia desenvolvido no laboratério (FEREZIN-PINTO e CORREA-
GILLIERON, 2005, 2007 e 2009).

O presente estudo utilizou animais tratados do mesmo modo que aqueles
usados para desenvolver o modelo de hiperzincemia, com o propésito de ampliar o
conhecimento sobre a acdo do zinco na glandula pineal, através de técnica de
quantificacdo para elementos traco e andlises ultraestruturais.

Na literatura as referéncias que analisam metais como o0 zinco, nao o fazem
usando a técnica TXRF (HACKER et al., 1996; TAROHDA et al., 2004; DAMANTE et
al.,2008; MAYNARD et al., 2009). A aplicacdo desta técnica de analise de metais



pesados pelo feixe Sincrotron tem sido usada na avaliacdo do tecido nervoso de
ratos e humanos (autopsias) (TOMIK, 2006 ; McCREA et al., 2008; SERPA et al.,
2008) no entanto, foram feitas em ratos de espécies distintas, ou usando um tipo
diferente de abordagem, nenhuma se referia a glandula pineal, ou a amostras de
sangue e fezes de animais submetidos ao excesso de zinco por via oral.
Principalmente no caso da glandula pineal, dados quantitativos do contetdo de zinco
sdo escassos (WONG e FRITZE, 1969; AWAD et al., 1988; ZATTA et al., 2006).
Outra vantagem da técnica TXRF para determinar a concentracdo regional
elementar de metais pesados, diz respeito a sua capacidade de analisar diminutas
quantidades de amostras (na ordem de pl para amostras liquidas e pg para
amostras sélidas), o que torna a técnica ideal para analise de materiais muito
pequenos, como a glandula pineal.

N&o ha citagbes na bibliografia sobre a pesquisa ao nivel de microscopia
eletrénica para detectar amiloidose na pineal. Dados da literatura trazem apenas
informacdes sobre a disfuncéo da pineal em casos de uma amiloidose familiar (HIGA
et al., 2005). Outros estudos ou relatos sdo pouco claros sobre a existéncia de
depdsitos amildides em areas cerebrais desprovidas de barreira hematoencefalica
(BOHL et al., 1989) como a pineal.

1.2. GLANDULA PINEAL

A Glandula Pineal (GP) de mamiferos é uma glandula neuroendocrina que
secreta melatonina (REITER, 1981; SUGDEN, 1989; PANDI-PERUMAL et al., 2006).
Em humanos, a glandula inicia o seu desenvolvimento no segundo més embrionério
(36dia) atingindo as dimensdes adultas proximo aos sete anos de idade, quando
apresenta atividade marcante que vai até os quatorze anos (MOORE e PERSAUD,
2000; KIERSZENBAUM, 2004).

Em ratos adultos, a glandula pineal (2-3 mm) repousa no sulco formado pelos
corpos quadrigémeos e embriologicamente, o seu primordio € visto por volta do
décimo terceiro dia do desenvolvimento, como uma evaginacao do teto diencefalico.
Até o décimo sétimo dia a glandula pineal sofre espessamentos e dobramentos
(CALVO e BOYA, 1981; MOORE e PERSAUD, 2000; KIERSZENBAUM, 2004) e a
partir dai torna-se um 6érgdo solido. Assim, a comunicagdo (recesso pineal) do
interior da glandula com o terceiro ventriculo desaparece, por volta do vigésimo dia

(Fig.1). O mecanismo de formacdo de um parénquima soélido, decorrente dos



dobramentos de sua parede, possivelmente ocorre devido a limitacdo de espago em

relacdo as estruturas vizinhas.
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Fig.1 — A: Esquema ilustrativo do desenvolvimento da GP de ratos. Estagio de desenvolvimento
embrionério (E). Em E13 - Evaginacao do neuroepitélio (a) na linha média do teto diencefalico; E15-
E17 - Recesso pineal (rp) em comunicacdao com o 3° ventriculo (V). (d) Dobramento e espessamento
da GP. (L) - Lumen da pineal; E18, E19 - Diminuicdo do Iimen. E20 - Presenca de corddes de células
separados por septos de conjuntivo; (p) - parénquima pineal compacto. (Modificado de CALVO e
BOYA, 1981). B: Fotografia do encéfalo de rato mostrando a localizacdo anatdmica da glandula
pineal (seta) (SIBAROV, 2002).

Histologicamente, a pineal de mamiferos € revestida por uma céapsula
conjuntiva originada da pia-mater (KIERSZENBAUM, 2004; KORF, 1994), e desta
partem septos que subdividem a glandula pineal em I6bulos pouco delimitados —
pseudolobulos, que abrigam 0s vasos sanguineos e as fibras nervosas simpaticas
(maioria) que se distribuem pela pineal. A maior parte dos vasos sanguineos do
parénquima pineal € considerada capilar sinusoéide, derivados de vasos sinusoides
da capsula e capilares que podem apresentar um endotélio com 2-3 células
endoteliais. Esses capilares sao fenestrados (com cerca de 70 nm de comprimento e
diafragmas de membrana Unica com 5 nm de espessura), ndo havendo a
propriedade de barreira hematoencefalica verdadeira na glandula pineal
(MATSUSHIMA e REITES, 1975; LUO et al., 1984). Uma caracteristica do capilar da
glandula pineal € a presenca de processos citoplasmaticos que se projetam para o

limen do vaso em um arranjo complexo de dobras. Nestes processos aparecem



algumas vesiculas alargadas e podem ocorrer fenestras entre as varias dobras.
Entre as células endoteliais ocorrem juncbes comunicantes (20 nm) e neste local as
membranas plasmaticas das células podem se sobrepor e se interdigitar. Na
glandula pineal, o fluxo sanguineo é um dos mais intensos no organismo por toda a
vida (s6 superado pelo do rim) (SCHARENBERG e LISS, 1965; MATSUSHIMA e
REITES, 1975; GARTNER e HIATT, 1999). Os capilares da glandula pineal sao
circundados por um moderado (5-20 pum de largura) espaco perivascular (EP)
(SORIANO et al., 1991; TAGUCHI et al.,, 2000), que € delimitado em ambos os
lados, do parénquima pineal e do capilar, por laminas basais. O espacgo perivascular
€ preenchido por material flamentoso isolado ou agregado que foram sugeridos
como sendo proteoglicanos que se associam as fibrilas colagenas finas
(possivelmente colageno tipo Il e IX). Estes proteoglicanos associados a agua
estariam ndo sé formando um gel hidratado que atuaria na manutencdo do préprio
espaco perivascular, mas também funcionando como um regulador seletivo (por
tamanho e carga) da passagem de moléculas (TAGUCHI et al., 2000). Pericitos
encontrados nas adjacéncias do endotélio capilar adluminal ao endotélio e luminal
ao parénquima (DORE-DUFFY, 2008), apresentam lamina basal e seus longos
processos celulares envolvem parcialmente o endotélio. Um Unico pericito pode
estar associado a dois capilares adjacentes (MATSUSHIMA e REITES, 1975).

No parénquima pineal, cerca de 95% das células sdo pinealdcitos (Fig.2), 0s
quais nos mamiferos, evoluiram de uma célula fotorreceptora para uma funcéo
neuroendocrina. A glandula pineal funciona como um transdutor neuroenddécrino,
onde uma estimulagdo neural é traduzida em secre¢do enddcrina. Isto ocorre sob
controle indireto do nucleo supraquiasmatico (KLEIN e MOORE, 1979). O percentual
restante (5%) corresponde as células nao residentes (do tecido conjuntivo e sangue)
e as células gliais (RIO HORTEGA, 1932; Mc NULTY et al.,, 1987; SHIH-YEN e
McNULTY, 1997).
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Fig.2 - Fotomicrografia do parénquima da glandula pineal de ratos PN 90. Setas apontam para
pinealdcitos, entre os septos do conjuntivo (*). Coloracdo picrossirius. Barra = 3,5 um

Acumulos ovdides formando anéis concéntricos de material hialino (areia
cerebral) estdo presentes na glandula pineal, tanto de humanos (mais em criangas e
adolescentes do que em adultos) quanto de animais. Estes sédo depdsitos de fosfato
e carbonato de célcio. Nao se conhece a funcédo desse material (SCHARENBERG e
LISS, 1965; HUMBERT e PEVET, 1994).

Os pinealdcitos (CALVO e BOYA, 1984) apresentam nucleos grandes,
esféricos, com cromatina palida, que podem ser lobulados ou indentados
(especialmente quando estdo com atividade neuroenddcrina ativa) (MILIN et al.,
1996), os nucléolos sao evidentes, tem o citoplasma com reticulo endoplasmatico
liso bem desenvolvido, pequena quantidade de reticulo endoplasmatico granular e
um aparelho de Golgi pouco desenvolvido (CALVO e BOYA, 1983; SHIH-YEN e
McNULTY, 1997). Pequenas vesiculas distribuem-se pelo citoplasma, algumas com
a aparéncia de lisossomos (CALVO e BOYA, 1983) e outras correspondem as
vesiculas sinapticas (apresentando centros claros ou densos, indicativos de
constituicdo quimica distinta) (REDECKER, 1993). Processos celulares tipicos
(curtos e finos ou longos e espessos) partem do corpo celular dos pinealdcitos e
terminam préximos aos capilares fenestrados, ou a outras células, através de
tumefacbes em forma de clava ou bulbos (SCHARENBERG e LISS, 1965).
Diferentes estudos sugerem uma heterogeneidade para a populacédo de pinealdcitos
(REDECKER, 1993; HIRA et al., 1998). Calvo e Boya (1981) identificaram dois tipos
de pinealdcitos: tipo | (95% das células) e tipo Il (5% das células). Em 1988, os

mesmos autores relataram que os pinealdcitos tipo Il eram células positivas para



GFAP" (astrocitos). Foram relatadas diferencas morfolégicas em pinealécitos de
acordo com estado funcional (REDECKER, 1993; HIRA et al., 1998).

A astroglia pineal é representada por astrécito anteriormente conhecido como
glia gigante ou “glia monstro” de Weigert (SCHARENBERG e LISS, 1965), porém
esta célula tem aspecto tipico de um astrécito. Seu ndcleo é pequeno e oval
diferindo dos nudcleos arredondados e maiores dos pinealécitos (SCHARENBERG e
LISS, 1965; CALVO et al., 1988). No rato, astrécitos positivos para GFAP foram
relatados por diferentes autores como estando presentes somente na area do
pedunculo da pineal, enquanto que astrécitos imaturos apareciam distribuidos por
toda a glandula. Ja outros autores relataram células positivas para GFAP por toda a
glandula (PAPASOZOMENOS, 1986; CALVO et al., 1988; PEDERSEN et al., 1993;
CORREA-GILLIERON, comunicagao pessoal).

Outro tipo glial encontrado na GP de rato é a microglia (TSAI e McNULTY,
1997), em especial nas adjacéncias dos vasos. Sua morfologia varia de uma célula
amebodide e com prolongamentos curtos (e poucos) a células de aspecto fusiforme
com poucos e longos prolongamentos. Acredita-se que estas células participam na
glandula como mediadoras em intera¢cées neuroimunes (SHIH-YEN e McNULTY,
1997; TSAlI e McNULTY, 1997). Ha relatos da presenca de oligodendrécitos, apenas
no pedunculo da pineal e associados a axénios mielinizados (LUO et al., 1984).

Estudos imunohistoquimicos tém demonstrado a presenca de substancias na
pineal que sdo produzidas na glandula (Tabela 1) ou que séo trazidas pelas fibras
nervosas até a glandula pineal. Algumas destas substancias funcionam como
neuromoduladores (REITER, 1981; REUSS, 1996) (Tabela 1). No entanto, o
principal produto de secrecdo da pineal é a melatonina (N-acetil-5-metoxi-
serotonina) (MEL) (Tabela 2) que é produzida pelos pinealdcitos (Fig.2), liberada no
espaco perivascular imediatamente apds a sua formacéo, ndo sendo estocada no
parénquima pineal (KORF, 1994; HISSA et al., 1998; TRICOIRE et al., 2003), e por

ser lipossolavel, se difunde na circulacéo ligada a proteinas (ex.: albumina).

" GFAP: Proteina acida fibrilar glial, que compde os filamentos intermediarios do citoesqueleto das
células astrogliais. E ideal para marcacao in situ e in vitro de astrécitos.



Tabela 1: Fatores Neuroquimicos na glandula pineal

Acetilcolina Histamina Prostaglandinas
GABA Neuropeptideo Y Serotonina
AMPc Noradrenalina Somatostatina

Dopamina Octopamina Transtirretina
Somatostatina Angiotensina Il leu-encefalina
Glutamato Orexinas/hipocretinas* beta-endorfina

* Neuropeptideo excitatério relacionado com o ciclo sono-vigilia entre outros. Em azul, fatores
neuroquimicos produzidos na GP. (Modificado de REITER, 1981; REUSS, 1996)

Comprovadamente, a melatonina é sintetizada na glandula pineal e na retina,
muito embora existam citacfes de sintese em outros locais (por exemplo, intestino e
células sanguineas) (PANDI-PERUMAL et al., 2006). A melatonina plasmatica reflete
a melatonina sintetizada na pineal, enquanto a melatonina sintetizada na retina tem
uma acao local. A producdo de melatonina é deflagrada na fase escura do ciclo
circadiano, e a luz (que inibe o processo de secrecdo da melatonina) atua
indiretamente como reguladora do ritmo circadiano de producao (PANDI-PERUMAL
et al., 2006). A secrecdo depende da ativagdo da divisdo simpatica do sistema
nervoso autbnomo, e, a consequente liberacdo de noradrenalina pelos terminais que
inervam a glandula, e que, ativando receptores pos-sinapticos adrenérgicos nos
pinealdcitos, leva a sintese de melatonina por uma via que se inicia com o triptofano
(triptofano - 5-hidroxitriptofano — serotonina - N-acetilserotonina - melatonina)
(REITER, 1991; VANECEK, 1998). Em humanos, o maior pico de producéo é
noturno (2:00 a 4:00h) chegando a ~ 80-100 pg/ml (GREEN et al., 1996). A
influéncia da luz é indireta, incidindo sobre a retina, que envia informacéo para o
nacleo supraquiasmatico (trato retino-hipotalamico), este se projeta para o nucleo
paraventricular, de onde através de uma cadeia polissinaptica se projeta para a
medula espinal, de onde fibras pré-ganglionares simpaticas se projetam para o
ganglio cervical superior, o qual envia fibras nervosas para a glandula pineal.

Ha duas vias principais de metabolizacdo da melatonina: no figado e no
cérebro. No figado é transformada por hidroxilagdo em 6-OH-melatonina (6-
hidromelatonina) que conjugada a sulfatos (ou glucoronato) € excretada na urina
(sob a forma primitiva e sob a forma de 6 - sulfatoximelatonina), onde pode ser
medida sua concentracdo (OZAKI e LYNCH, 1976 a,b) (sangue e saliva também
podem ser usados para avaliacdo dos niveis de melatonina — ERIKSSON et al.,
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2003). No tecido cerebral, a melatonina é convertida em N*-acetil-N*formil-5-
metoxiquinuramine, que ¢é transformada imediatamente a N'-acetil-5-
metoxiquinuramine (HISSA, 1998).

Tabela 2: Algumas funcdes relacionadas a melatonina

Funcbes Melatonina Referéncia
Protecéo contra estresse oxidativo no SNC Altos Niveis KARBOWNIK e REITER, 2000
Aumento da incidéncia de cancer de Baixos Niveis TAMARKIN et al., 1981
mama
Relacionados a quadros de depresséo Baixos Niveis Mc INTYRE et al., 1986
Diminui¢@o da produc¢éo de anticorpos Baixos Niveis CSABA et al., 1966
Proteg&o contra neurotoxicidade do A(3 Altos Niveis SKENE et al., 1990
Criancas que falecem de morte subita Baixos Niveis ALVES et al., 1998
Puberdade precoce Baixos Niveis WALDHAUSER et al., 1991
Diminui¢édo dos sintomas do Jet Lag Exogena MARKUS et al., 2003

1.3. AMILOIDOSE

O termo amildide (derivado do Latim amylum) foi introduzido em 1854 pelo
cientista fisico alem&o Rudolph Virchow (VIRCHOW, 1854 apud SIPE e COHEN,
2000) para designar os depositos conhecidos como corpos amilaceos que se
apresentam como camadas concéntricas e eosinofilicas. A resolucdo histologica so
foi possivel por Bennhold (BENNHOLD, 1922 apud HAZENBERG e RIJSWIJK,
1994) que introduziu a coloracdo pelo vermelho congo, o qual combinado a
microscopia de polarizacdo, se tornou o teste histologico mais eficiente para se
detectar depositos de amildide. Em 1959 (COHEN e CALKINS, 1959; HAZENBERG
e RIJSWIJK, 1994), analises ultraestruturais revelaram que o amildide era formado
por fibrilas (a morfologia fibrilar do amiloide foi confirmada em 1982) (COHEN, 1982
apud INOUE e KISILEVSKY, 1999; SIPE e COHEN, 2000; GOTO et al., 2008). O
critério para considerar um deposito como amiloide foi obtido em 1953, onde a
positividade ao vermelho congo e a birrefringéncia em verde maca passaram a ser
caracteristicas determinantes (SIPE e COHEN, 2000). Em 1968 foi visto , pela



técnica de difracdo de raio X ,que as fibrilas de amiléide apresentavam uma
estrutura B-pregueada (EANES e GLENNER, 1968; HAZENBERG e RIJSWIJK,
1994).

As diretrizes para a nomenclatura e classificacdo dos amildides e das
amiloidoses foram atualizadas pelo Nomenclature Committee of the International
Society of Amyloidosis. Os dep0ésitos amildides devem ser classificados utilizando a
letra maiuscula “A” como primeira letra de designacéo, seguida da designacdo da
proteina sem qualquer espaco entre estes (ex: “AL” - amildide que envolve as

cadeias leves de imunoglobulinas) (HUSBY et al., 1993).

1.3.1. Caracteristicas Gerais

A amiloidose é uma patologia onde ocorre a deposicao de material protéico
fibrilar, de composicdo quimica heterogénea, entre as ceélulas. Este material é
insolavel e resistente a degradagéo. No entanto comprovou-se bioquimicamente que
o amildide ndo contém apenas um componente fibrilar, mas também proteoglicanos
e derivados (proteina P) de uma proteina amildide do soro (SAP) (PEPYS, 1992
apud ASCENSAO et al., 1997; INOUE e KISILEVSKY, 1999; KUMAR et al., 2004).

Os depdésitos podem estar associados a alteracdes fisiopatolégicas graves,
mas a amiloidose ndo deve ser considerada uma doenca Unica, € sim um grupo de
doencas que tém em comum a deposi¢cdo anormal de proteinas (RIJSWIJK e VAN
HEUSDEN, 1979; KUMAR et al., 2004).

A amiloidose resulta de um enovelamento anormal de mondmeros protéicos
gue se associam e sdo depositados como fibrilas de amiléide na matriz extracelular
de diferentes tecidos (FRANKLIN e FRANKLIN, 1970; BELY, 2003; RAMBARAN e
LOUISE, 2008). Técnicas mais recentes demonstraram que a transformacédo do
estado de monbmeros sollveis para o de fibrilas insolUveis de proteinas distintas,
envolve intermedidrios, que sdo os oligbmeros, e depende ainda da concentracdo
destes. Os oligdbmeros se associam e formam fibrilas insolaveis, que também sé&o
depositadas nos tecidos (PODLISNY et al., 1995; DRAGO et al., 2008).

As proteinas formadoras de amiloidose sdo separadas em duas categorias
gerais: proteinas normais, quando produzidas em quantidades elevadas, tém uma
tendéncia inerente a se enovelar inadequadamente, associando-se e formando
fibrilas, e, proteinas mutantes, as quais sao estruturalmente instaveis e propensas a
se enovelar de forma incorreta (RAMBARAM e LOISE, 2008). Até o momento ha



mais de 20 formas de proteinas identificadas como formadoras de amiléide e que se

depositam por diferentes mecanismos patogénicos como descrito na tabela 3
(HUSBY et al., 1993; ASCENSAO et al., 1997; SIPE e COHEN, 2006; RAMBARAM

e LOISE, 2008).

Sob microscopia de luz e com coloragBes convencionais, o amildide aparece

como uma substancia extracelular amorfa, eosinofilica e hialina que, com acumulo

progressivo compromete as células adjacentes podendo produzir uma atrofia destas
por sua acao compressiva (PUCHTLER et al.,, 1961; WESTERMARK et al., 1999;
KHURANA et al., 2001; BELY, 2003).

Tabela 3: Nomenclatura e classificagdo dos amiléide s

Proteina

e Precursor Sindrome ou tecidos acometidos
Amiléide
Amiloidose secundéria reativa, Febre do
AA*' AA (Apo) sérica Mediterraneo Familiar
AApOAL * Apolipoproteina Al Polineuropatia amiléide familiar
AApoAll at apoAll Amiloidose senil (murinos)
AANF ? Fator natriurético auricular Amiléide atrial isolado
Abri * Proteina precursora de amiléide Bri Demeéncia Familiar Britanica
ACal 2 (Pro) calcitonina Carcinoma medular da tiréide
ACys ! Cistatina C Angiopatia amiléide cerebral hereditaria
AFib * Cadeia a do fibrinogénio Amiloidose familiar
AGel * Gelsolina Amiloidose sistémica hereditaria familiar
Amiloidose sistémica priméaria associada
AH*' Cadeia pesada de imunoglobulina ao mieloma
Polipeptidio amiléide dos ilhéus llhotas de Langerhans, Insulinomas ,
AIAPP ? pancreaticos Diabetes tipo Il
AKer ? Cerato — epitelina Coérnea
Amiloidose sistémica priméaria associada
AL?! Cadeia leve de imunoglobulina ao mieloma
Latrogénica - Amiloidose localizada em
Alns 22 Insulina locais de injecéo de insulina (murinos)
Amiloidose sistémica hereditaria ndo
ALys ! Lisozima neuropatica
AMed ? Lactaderina Adrtica senil, Tunica média
Envelhecimento da hipdfise,
APro ? Prolactina Prolactinomas
Amiloidose sistémica senil, Polineuropatia
ATTR* Transtirretina amildide familiar
Doenca de Alzheimer , Sindrome de
AB ? Precursor da proteina AR (APP) Down
ABM * B,-microglobulina Amiloidose associada & Hemodialise
Prp =2 Proteina priénica (PrPc) Encefalopatias espongiformes

2 N&o encontrado em humanos , - Amiloidose Sistémicas, © Amiloidose localizada . Retirado com
modificagdes de: SIPE e COHEN, 2000; KHAN e FALK, 2001; RAMBARAN e LOUISE, 2008.



1.3.2. Natureza fisica do amil6ide

As caracteristicas ultraestruturais do amildide foram descritas primeiramente
em 1959 (COHEN e CALKINS, 1959) apresentando fibrilas ndo ramificadas de
comprimento indefinido e diametro de 7,5 a 10 nm aproximadamente para guase
todos os tipos de amildide (INOUE e KISILEVSKY, 1999; SIPE e COHEN, 2000;
KUMAR et al., 2004). A cristalografia por raios X e a espectroscopia infravermelha
demonstraram que o amiléide é uma proteina secundaria, que adquire uma estrutura
folha B-pregueada (EANES e GLENNER, 1968; KUMAR et al., 2004; GOTO et al.,
2008) (Fig.3).

Pontes de Hidrogénio

Fig.3 — Estrutura folha B-pregueada de uma cadeia polipeptidica que consiste em varias laminas de
polipeptidios, colocadas umas sobre as outras e dobradas sobre si, sendo que cada lamina esta
ligada a sua vizinha por pontes de hidrogénio (retirado de ALBERTS et al.,1994 apud XAVIER, 2008).

Esta conformacéo 3 € encontrada independentemente das condi¢des clinicas
ou da composi¢cdo quimica do amiléide, sendo observada tanto in situ quanto em
material onde as fibrilas foram isoladas (COHEN et al., 1982 apud INOUE e
KISILEVSKY, 1999). Esta conformacdo € responsavel pela coloracdo e
birrefringéncia caracteristicas do amildide quando corado pelo vermelho congo.
Grupamentos deste corante se orientam em paralelo com a estrutura fibrilar do
amiléide em sitios especificos (PUCHTLER et al.,, 1961; KHURANA et al., 2001;
KUMAR et al., 2004) (Fig.4).
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Fig. 4 - Estrutura de uma fibrila de amildide mostrando a estrutura folha B-pregueada e a interacdo do
vermelho congo com esta (retirado de KUMAR et al., 2004).

A amiloidose pode ser clinicamente classificada como: a) amiloidose
sistémica que se subdivide em: amiloidose primaria ou associada a mieloma,
amiloidose secundaria ou reativa e amiloidose familiar; b) amiloidose localizada que
se subdivide em: amiloidose localizada em 6rgaos enddcrinos, amiloidose presente
nas placas senis, angiopatia amildide cerebral, amiloidose por proteinas pridnicas e

amiloidose cardiaca, como segue:
1.3.3. Amiloidose Sistémica

1.3.3.a. Amiloidose Primaria (Idiopatica) ou amiloidose asso ciada a mieloma ou
Amiloidose AL: E a forma mais comum de amiloidose sistémica. A proteina é
produzida por células secretoras de imunoglobulinas monoclonais e sua deposi¢ao
esta associada a algumas formas de proliferacdo monoclonal de células B que
produzem os pequenos fragmentos protéicos. Histologicamente, embora possa
envolver qualquer tecido ou 6rgado, parece haver uma tendéncia para a deposicéo
nodular e o envolvimento dos pequenos vasos sanguineos (GLENNER et al., 1971,
LOPES et al., 1990 apud ASCENSAO et al., 1997; KHAN e FALK, 2001) .

1.3.3.b. Amiloidose Secundaria (adquirida) ou Amiloidose Sis témica Reativa ou
Amiloidose AA: Durante uma inflamacao, algumas citocinas (interleucina 1 (IL-1), 6

(IL-6) e o factor de necrose tumoral -TNF), estimulam a sintese hepatica da proteina



amiléide A sérica (SAA- associada a amiléide do soro, o precursor das fibrilas AA)
uma proteina da fase aguda, que circula no sangue em associagdo com a subclasse
HDL3. Os depdsitos envolvem, classicamente, os orgaos parenquimatosos (LEVIN
etal.,1972; GERTZ e KYLE, 1991; SHTRASBURG et al., 2005).

1.3.3.c. Amiloidose Hereditaria ou Amiloidose Famil iar: S&o transmitidas por
heranca autossémica dominante, em geral em associacdo a uma mutacdo que
intensifica o dobramento inadequado das proteinas e a formacdo de fibrilas
(ASCENSAO et al., 1997).

1.3.4. Amiloidose Localizada

A amiloidose localizada pode ser derivada de hormoénios, sendo comum
ocorrerem depositos amildides em tecidos produtores de horménios polipeptidicos.
Ex: calcitonina (ACal), prolactina (APro), etc. (ver Tabela 3) .

1.3.4.a. Amiloidose associada a Doenca de Alzheimer (amiloid ose localizada
nas placas senis): A proteina g-amildide (AB) € a principal proteina fibrilar
encontrada nesses depositos amildides, constituindo o nucleo das placas neuriticas
(senis). A proteina AR deriva de uma glicoproteina transmembréanica chamada
proteina precursora de amildide (APP). Esta patologia € em geral tardia (~ 60 anos
de idade), mas pode ser precoce (um terco dos casos, em torno de 40 anos), sendo
entdo considerada uma amiloidose familiar, que tem um padrdo de heranca
autossomica dominante (SMITH, 1999; MACCIONI et al.,, 2001; DRAGO et al.,
2008).

1.3.4.b. Angiopatia Amiléide Cerebral ou Angiopatia Congofilica: Refere-se a
uma amiloidose onde ocorre uma deposicdo de fibrilas amildides nas camadas
meédia e adventicia das pequenas artérias e arteriolas encefalicas ou leptomeninges.
Na doenca de Alzheimer (DA), a angiopatia amildide cerebral (AAC) esta sempre
presente. Entretanto, ela pode aparecer por outras razdes, ndo necessariamente por
esta doenca (OSUMI et al., 1995; ANDRADE et al., 2006).

1.3.4.c. Amiloidose por Proteinas Pribnicas ou Ence  falopatia Espongiforme: Os

prions sdo uma classe peculiar de proteinas infecciosas associadas a um grupo de
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doencas neurodegenerativas. A PrP°* é uma forma patogénica da proteina pridnica
(PrP), que difere desta pela presenca de uma elevada quantidade de estrutura em
lamina pregueada, bem como por ser insolUvel e resistente as enzimas proteoliticas
se agregando no espaco extracelular. As doencas pribnicas sdo algumas vezes
consideradas exemplos de amiloidose local (KUMAR et al., 2004; SIPE e COHEN,
2000; SILVA et al., 2008).

1.4. [ONS METALICOS

1.4.1. Metabolismo Mineral

Em relagéo ao conteudo mineral do corpo humano, 98% deste sdo elementos
nao metéalicos. Os outros 1,89% sao representados por quatro elementos minerais
principais (macronutrientes): soédio, magnésio, potassio e calcio e os 0,012%
restante sdo compostos pelos chamados elementos trago: cobre, cromo, cobalto,
ferro, iodo, manganés, molibdénio, niquel, selénio, estanho e zinco. Apesar dessa
pequena fracdo de elementos tracos, eles exercem uma forte influéncia em todo o
funcionamento do corpo humano (LINDH, 1995).

Os elementos traco estdo intimamente envolvidos com a fisiologia em todos
0s niveis de organizacdo nos seres vivos, e podem ser subdivididos em 3 grupos:
essenciais, possivelmente essenciais e ndo essenciais, de acordo com as
necessidades dietéticas dos eucariotos. S&o elementos traco essenciais
(micronutrientes): ferro, iodo, cobre, zinco, rubidio, cobalto, molibdénio, selénio,
cromo e fllor; sdo elementos traco possivelmente essenciais: manganés, niquel,
vanédio, boro e silicio e sdo elementos traco ndo essenciais: aluminio, germanio,
cadmio, arsénio, chumbo, litio,estanho e mercurio (HARPER et al., 1982; FAVANO,
1998; SPEICH et al., 2001).

O que determina o carater essencial de um elemento quimico é o grau de sua
participacdo em uma ou mais reagdes bioquimicas. Segundo a Organizacao Mundial
da Saude (WHO, 1973 apud LINDH,1995), o termo essencial ndo seria mais correto
para classificar os elementos traco, sendo mais adequado chama-los de “benéfico”
ao organismo - quando sua deficiéncia na dieta reduz o crescimento e a vitalidade
do organismo (humanos, animais e plantas) (LINDH, 1995). Baseado nesta definicdo
torna-se coerente que o carater essencial de um elemento é um conceito relativo, ou

seja, depende de sua concentracdo no organismo. Por exemplo, elementos que a



priori sdo conhecidos pela sua toxicidade, como o0 arsénio e o chumbo, sao
necessarios em diminutas quantidades para o funcionamento normal do
metabolismo celular, embora sejam altamente tOxicos em concentracdes elevadas
(LINDH, 1995).

Mais recentemente foram desenvolvidas técnicas analiticas bastante
sensiveis que sao utilizadas para quantificar e qualificar os elementos minerais em
amostras bioldgicas, como a fluorescéncia de raios X por reflexao total com radiacéo
Sincrotron (TXRF), que estabelece as concentracdes dos elementos quimicos
analisados nos tecidos e materiais bioldgicos (TOMICK et al., 2006; SERPA et al.,
2008).

A verificacdo da distribuicdo espacial e da concentracéo local dos elementos
traco nos tecidos é relevante, uma vez que tanto a deficiéncia quanto o excesso
destes minerais podem se relacionar com o aparecimento de diferentes desordens
metabdlicas (BOHIC et al., 2001). Como exemplo, alteracdes nas concentracdes dos
elementos traco manganés, ferro, cobre e zinco, sdo observaveis em certas
neuropatias (CAMPBELL et al., 2001; BELAVARI et al., 2005; ZATTA et al., 2009).

1.4.2. ZINCO

1.4.2.a. Zinco no organismo humano

O zinco (Zn*?) (0,65 A, 0,065 nm) é considerado um elemento traco, ou seja,
um elemento que se apresenta em quantidades diminutas no organismo (LINDH,
1995; FAVANO, 1998; DUTRA et al.,, 2004). O zinco € um ion que se liga
principalmente aos doadores de nitrogénio e enxofre, no entanto, como tem baixa
energia de estabilizacdo, ele pode facilmente permutar entre diferentes
compartimentos celulares e ligantes. E considerado o segundo elemento traco mais
prevalente no organismo, e a Tabela 4 apresenta algumas concentracdes deste ion
em diferentes tecidos humanos (TASMAN-JONES, 1992 apud WYNGAARDEN et
al., 1992; FAVANO, 1998). Observa-se que em humanos, ha locais com expressivas
concentragcfes desse elemento traco como a prostata, a pele, o figado, pancreas,
0Ss0s e sangue. Estima-se que nos tecidos, apenas 2% apresentam-se na forma
livre (WAHID et al., 1988; PERSON et al., 2006).



Tabela 4: Concentra¢des normais de zinco no organis  mo

Orgéos Peso Seco Orgéaos Peso Seco
mg/g mg/g
Olho 281 Pancreas 29
Pele 151 Baco 21
Unha 151 Testiculo 17
Prostata 102 Pulméo 15
Rins 55 Cérebro 14
Figado 55 Adrenal 12 fresco
Musculo 54 Plasma > 70mg/dL
Coracéo 33 Corpo humano 29 a 43mg/kg

(Modificado de TASMAN-JONES, 1992 apud WYNGAARDEN et al., 1992; FAVANO, 1998)

O zinco € um importante componente estabilizador de macromoléculas e
membranas biologicas, sendo necessario em todas as fases da vida, em especial
durante o desenvolvimento fetal e a gestacdo (KOURY e DONANGELO, 2003;
PERSON et al., 2006). A Tabela 5 traz algumas das func¢des atribuidas a este metal.

Tabela 5: Alguns papéis do zinco no organismo humano

e Inicio e regulacdo da resposta imune e Metabolismo energético

« Estocagem e liberacdo de insulina e Sintese de proteinas

« Estabilizagcdo de macromoléculas » Sintese de metalotioneinas

« Espermatogénese e esteroidogénese e Acdo Antioxidante

« Regulacédo da transcricdo do DNA e Papel na divisdo celular

« Cicatrizacao * Modulador de resposta ao nivel de

e Papel estrutural receptores celulares (em especial

«  Metabolismo da vitamina A NMDA e GABA,, quando liberado
de terminais sinapticos)

(Retirado de KOURY e DONANGELO, 2003; PERSON et al., 2006)

Na sintese protéica e na expressao génica o zinco atua como cofator na
atividade funcional de diversas enzimas, como por exemplo: algumas enzimas
envolvidas na sintese de RNA e DNA, a alcool-desidrogenase de cadeia longa, a
fosfatase-alcalina, anidrase carbodnica, procarboxipeptidases ou carboxipeptidase A
e B, e a superoxido-dismutase do citossol (TUYA et al.,, 1996; POWELL, 2000;
KOURY e DONANGELO, 2003). O zinco também é necessario para manter as
concentragbes normais de vitamina A plasmética, e pode ser necessario para a



mobilizagdo da vitamina A contida no figado. Quando as concentra¢des de vitamina
A no plasma estdo abaixo do normal e ndo respondem a uma terapia com vitamina
A, a suplementacdo com zinco parece ser eficiente (HARPER et al., 1982;
CHRISTIAN et al., 2001). Na clinica médica, na nutricdo parenteral total (NPT), é
indicada a administragdo de elementos trago, entre eles o zinco (este em
guantidades bem precisas de 2,5 — 4,0 mg/dia) para minimizar as diminutas e
patoldgicas concentracfes desses elementos no plasma sanguineo.

O papel estrutural do zinco associado a proteinas que se ligam ao DNA, esta
relacionado a sua alta capacidade de ligacdo a cisteinas e histidinas, dando a estas
proteinas uma estrutura conformacional conhecida como “dedos de zinco” (zinc
fingers) (LEWIN, 2001) (Fig.5).
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Fig.5 - Esquema representativo de uma serie de trés dedos de zinco. Nos dedos de zinco, o ion se
liga a um grupo pequeno de aminoacidos através de seus residuos de cisteina (cys) e histidina (His),
e criam algcas de aminoacidos descritas como dedos Cys/His que representam dominios
independentes na proteina, e estes se ligam ao DNA (Modificado de LEWIN, 2001).

1.4.2.b. Sistemas de absorcédo, excrecdo e determina ¢&o dos niveis de zinco
em humanos

A absorcéo de zinco pelo sistema digestivo € dependente da concentracao e
ocorre através de todo o intestino delgado, sendo o jejuno e ileo o local de absorcdo
maxima (SANDSTROM, 1986). Quantidades diminutas sdo absorvidas no estémago
e intestino grosso. No intestino delgado ha uma grande expressao das proteinas
transportadoras de zinco, como o transportador ZnT1 (atua no efluxo de zinco para o
sangue) e ZnT 7 (atua na absorcdo de zinco). A presenca de glicose no Iimen
intestinal, na borda em escova das células do intestino delgado, auxilia a absorcéo
do metal (VALLEE e FALCHUK, 1993).

A absorcdo de zinco em humanos € um processo que ocorre tanto por

transporte passivo como por transporte ativo. O transporte ativo é saturavel em altas



concentragbes do metal no Iimen do intestino, e sua eficiéncia aumenta durante
periodos de baixa ingestdo de zinco. Ja o transporte passivo, € um mecanismo de
difusdo facilitada que permanece inalterado durante periodos de baixa ingestao do
metal, e cuja eficiéncia € proporcional a concentracdo de zinco no liumen intestinal
(SANDSTROM , 1986; LEE, 1989; KREBS et al., 1996, SALGUEIRO, et al., 2000).

O zinco administrado por solu¢cdo aquosa em individuos em jejum é absorvido
muito eficientemente (60 a 70%), e ndo ha indicacdo de saturacéo até doses de 10 a
15 mg do ion. A absorcao do zinco a partir de dietas soélidas € muito menos eficiente
(FAVANO, 1998).

A excregcdo de zinco é feita pelos rins, pele e intestino. A maior fragdo é
excretada pelas fezes, podendo variar de 0,5 a 3 mg/dia dependendo da ingestao de
zinco. Aproximadamente 0,7 mg de zinco sao perdidos por dia na urina de individuos
normais saudaveis. Exercicios extenuantes e temperaturas ambientes elevadas
podem levar a perdas maiores (TASMAN-JONES, 1992 apud WYNGAARDEN et al.,
1992; FAVANO, 1998; KOURY e DONANGELO, 2003).

A avaliacdo do estado nutricional em relacdo ao zinco é feita por métodos
laboratoriais onde o0s niveis desse elemento sdo determinados. Os principais
exames laboratoriais para determinacdo do zinco estdo listados na Tabela 6
(SALGUEIRO et al., 2000).

Tabela 6: Indicadores dos niveis de zinco em humano s

Concentracdo de zinco no plasma Concentracédo de zinco nos leucdcitos
Concentracdo de zinco no soro Metalotioneina no plasma
Metalotioneina nos eritrocitos* Concentracdo de zinco nos eritrocitos

Concentracdo de zinco nos neutréfilos | Atividade da 5’ nucleotidase

Atividade da fosfatase alcalina Concentracdo de zinco no cabelo

* Proposto como o melhor indicador para os niveis de zinco nutricional, inclusive usado na medicdo
de zinco na dieta de atletas (retirado de SALGUEIRO et al., 2000; DUTRA, 2004).

1.4.2.c. Biodisponibilidade do Zinco

As quantidades de zinco necessarias na dieta sdo determinadas pelas
necessidades teciduais, pela taxa de perda de zinco pelo organismo, e pelas
caracteristicas da dieta, que pode influenciar a absor¢cdo ou ndo do elemento
durante a digestdo (FAVANO, 1998).



Estudos experimentais apontam diversos fatores como promotores ou
antagonistas potenciais da absor¢cdo de zinco. Amino4cidos e hidroxiacidos sdo
ligantes de zinco e facilitam sua absorcdo, enquanto alguns compostos organicos
formam complexos estaveis e pouco soluveis com o zinco (ex: os fitatos) e podem
diminuir sua absor¢édo (PRASAD, 1996). InteracGes competitivas entre o zinco e
outros ions (em concentragdes excessivas) com propriedades fisico-quimicas
semelhantes (ex.: cadmio), também podem restringir a captacdo, o transporte, e
consequentemente a absor¢céo do zinco.

Também se considera que a absorcdo do zinco pode ser influenciada por
fatores dietéticos, porém, a diminuicdo de sua absorcdo pode ocorrer devido a
doencas intestinais, e, um aumento de sua excrecao (hiperzinciuria) pode ser
decorrente de patologias renais (PRASAD, 1996). A Tabela 7 mostra as

concentracdes de zinco em determinados alimentos.

Tabela 7 : Concentracdo de zinco (mg) nos alimentos

Alho 1,00 Carne de boi 1,80
logurte 0,38 Germe de trigo 3,70
Nozes 2,70 Feijdes/Lentiihas 2,60
Banana 0,22 Camarao/Ostra 2,00
Leite 0,38 Cereais Refinados 0,50
Milho 2,50 Figado de boi 5,10
Gemade Ovo 4,00 Chocolate 1,00-2,00
Frango 1,00 Amendoim 2,00-3,00
Racédo Nutrilab. 70 g/Kg

Todos os valores séo referentes a mg zinco / 100 g de alimento (retirado de PRASAD,
1996; FAVANO, 1998)

A tabela 8 apresenta as concentracfes recomendadas de ingestdo de zinco

para humanos.

Tabela 8: Recomendacéo da ingestdo de zinco em huma  nos

Recém Nascidos 5 mg/dia Gravidas 15 mg/dia
Criancas 1- 10 anos 10 mg/dia Lactantes no 1° semestre 19 mg/dia
Homens > 10 anos 15 mg/dia Lactantes no 2°se mestre 16 mg/dia
Mulheres > 10 anos 10 mg/dia

(Retirado de PRASAD,1996; FAVANO,1998)



1.4.2.d. Acao antioxidante do zinco

Um estresse oxidativo pode surgir no organismo devido a diminuicdo das
defesas em relacdo aos processos metabdlicos de oxidagBes (ex: reducdo do
oxigénio a agua) ou ao aumento na producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS
— reactive oxigen species) e radicais livres (ex: O, - anion superéxido; H,O, —
peréxido de hidrogénio; OH — radical hidroxila). Portanto, organismos que usam
oxigénio estdo sujeitos a enfrentar a ameaca de uma producéo intracelular de ROS,
que poderia trazer consequéncias para as ceélulas, ndo fossem o0s sistemas
enzimaticos de defesa, capazes de atuar nestas situacfes. Os organismos sem
estes sistemas de defesa devem se limitar a ambientes anaerobicos. A participacéo
do zinco em relacdo as defesas contra um estresse oxidativo foi estudada in vivo e
em estudos in vitro, onde foi demonstrado que a deficiéncia de zinco poderia estar
associada a presenca de lesdes relacionadas a acdo de espécies reativas de
oxigénio, tanto em animais quanto em humanos (KOURY e DONANGELO, 2003;
POWELL, 2000a; POWELL et al., 2000b). A literatura relata que a presenca de ROS
e de radicais livres pode desencadear uma cascata de eventos capazes de gerar,
por exemplo, neurodegeneracédo (SINGH et al., 2004). O papel exato do zinco como
antioxidante ainda néo foi elucidado. A acdo antioxidante desse mineral € indireta,
uma vez que 0 ion zinco ndo é ativo em reagbes de Oxido-redugcdo, mas as
evidéncias indicam acdo desse ion em varias situacdes como na regulacdo da
expressdo de metalotioneinas, na atividade da enzima superdxido dismutase e na
protecdo de grupamentos sulfidrila de proteinas de membranas celulares por
antagonismo com metais pro-oxidantes como cobre e ferro (POWELL,2000a;
KOURY e DONANGELO, 2003).

Metalotioneina (MT), € uma familia de proteinas de baixo peso molecular (6-7
kDa), rica em residuos de cisteina (25%-30%) e serina e/ou lisina (12-18%), e com
capacidade de ligacdo de 5-7 &tomos de zinco por molécula (POWELL, 2000a). A
proteina apresenta propriedades antioxidantes em uma diversidade de condigbes
tais como exposicao a radiacdo, drogas e metais pesados, podendo ser considerada
um agente desintoxicante em relacdo aos radicais livres e ROS (SATO et al., 1984;
MATSUBARA, 1987; LAZO et al., 1998). A metalotioneina, por ligar zinco, limita a
concentragdo desse ion livre e tem importante papel em sua biodisponibilidade. No

cérebro, as areas ricas em zinco também apresentam sintese de MT, como na



glandula pineal (AWAD et al., 1989), no entanto, verificou-se que a administracao de
zinco (como sulfato de zinco - 7,5 mg/kg por via intraperitoneal ou intravenosa em
dose Unica ou 1 dose/10 dias), ndo estimula a sintese desta enzima. No entanto
quantidades menores de zinco administradas por via intraventricular por 48h induz
esta sintese (AWAD et al., 1989). A MT Ill € um membro da familia que regula a
homeostase do zinco, e esta enzima aparece em grandes quantidades em neurdnios
que apresentam um pool de zinco vesicular (neurbnios ZEN — neurdnios ricos em

zinco).

1.4.2.e. Histoquimica do zinco

O zinco considerado como quelavel, aquele passivel de ser aprisionado por
agentes especificos — quelantes (que tem afinidade pelo ion podendo abstrai-lo de
complexos que ligam o zinco, como as metaloproteinas), é aquele que é identificado
histoquimicamente. As principais fontes de zinco queldvel sdo: o pool vesicular , o
zinco fracamente ligado a proteinas e o zinco livre (FREDERICKSON et al., 1983;
PEREZ-CLAUSELL e DANSCHER, 1985). No sistema nervoso central o zinco
quelavel é principalmente identificavel no hipocampo (em terminais de fibras
musgosas). Algumas técnicas histoquimicas revelam o zinco quelével, entre elas o
Neo-Timm (DANSCHER, 1981; HAMANI et al., 2005) e o TSQ (N-(6-methoxi-8-

quinolil)-p-toluenosulfonamida) (FREDERICKSON et al.,1987 apud KOH, 1996).

1.4.2.f Compostos de zinco

Varias consideracfes precisam ser feitas para se escolher o melhor sal de
zinco a ser utilizado em experimentos e estes sao: solubilidade, biodisponibilidade,
efeitos adversos, custo, frequéncia da dosagem e o grau de toxicidade. Os sais de
zinco mais utilizados, por exemplo, na suplementacdo em dietas sdo: sulfato de
zinco (mais utilizado), acetato de zinco, gluconato de zinco, carbonato de zinco,
cloreto de zinco e 6xido de zinco (ALEN, 1998).

A solubilidade dos sais de zinco em solucfes aquosas varia em relacao ao sal
utilizado: sulfato e cloreto sdo os mais sollveis, o acetato de zinco € fracamente
solavel e o carbonato e éxido de zinco sao praticamente insolUveis logo, 0s menos
absorviveis pelo organismo (BUDAVARI, 1989).



1.4.2.g. Uptake do zinco no cérebro

No cérebro ha trés fontes principais de zinco: a) o pool vesicular encontrado
em vesiculas sinapticas nos terminais de neurénios ZEN e que liberam este zinco
durante a atividade sinaptica. No hipocampo esta liberacédo corresponde a 8% do
zinco total desta regiao (CUAJUNGCO e LESS, 1997); b) o pool de zinco acoplado a
metaloproteinas ligadas a membranas ou acoplado a complexos metal-proteina
envolvido em reagbes metabdlicas, ou, servindo como suporte estrutural de
biomembranas; c) o pool iénico livre (0 que apresenta as menores concentracdes no
cérebro) ou fracamente ligado a constituintes citoplasmaticos.

O zinco € necessério para a maturacdo e funcdo cerebral, estando o maior
percentual ligado a proteinas, enquanto um menor percentual esta como zinco
vesicular e zinco quimicamente reativo (FREDERICKSON,1989). O zinco vesicular
tem sido considerado um neurotransmissor (HUANG, 1994) ou um neuromodulador
enddgeno de importantes receptores sinapticos como: receptores AMPA, NMDA e
GABA (FREDERICKSON e DANSCHER, 1990). Na transmissao sinaptica,
neurbnios que sequestram zinco em vesiculas, o liberam da mesma maneira que
liberam neurotransmissores, ou seja, de forma calcio-dependente.

A concentracdo de zinco no cérebro aumenta durante o desenvolvimento e se
mantém constante na vida adulta (TAKEDA, 2001). No sistema nervoso o turnover
de zinco é mais lento do que nos demais tecidos em fungédo das barreiras hemato-
encefalica (BHE) e hemato-liquérica (BHL), deste modo, estas barreiras sao
importantes para a manutencdo da homeostase deste ion (FRANKLIN et al., 1992).

Estudos utilizando inje¢cbes parenterais e intraventriculares de zinco
mostraram que, para o parénquima cerebral, o uptake deste ion seria
aproximadamente de 6-10 dias. A vida média de eliminacdo do zinco radioativo do
cérebro de ratos foi estimada como variando de 16 a 43 dias, dependendo da regiédo
cerebral, e sendo realizada através das vilosidades aracnédides, via liquido
cefalorraquidiano (TAKEDA,2001).

A concentracdo do zinco intracelular é regulada através do influxo e efluxo
deste ion, um sistema que é auxiliado pela quelacao fisiolégica do ion a complexos
protéicos (e aminoacidos) sequestradores do metal (KING et al., 2000).

No caso do sistema nervoso central o ion absorvido, depois de cruzar as
barreiras (BHE — a maior parte, e BHL) (FRANKLIN et al., 1992), se concentra



principalmente no parénquima da regido hipocampal e areas adjacentes como a
amigdala-hipocampal (TAKEDA, 2001).

No sangue, o zinco € carreado preferencialmente pela albumina (PERSON et
al.,2006) e o complexo no sangue pode ser subdividido em duas fracbes: uma de
alto peso moleceular (98% de zinco ligado a proteina) e uma de baixo peso
molecular (2% de zinco ligado a constituintes de baixo peso), sendo carreado para o
parénquima cerebral através de transportadores e cruzando as barreiras cerebrais
(Fig.6). A absorcdo e liberacdo do zinco pelas células do parénquima cerebral
(neurdnios e glia) é pouco entendida, mas pode envolver a presenga de alguns
transportadores como o ZIP (familia de proteinas transportadoras de zinco)
(COUSINS e McMAHON, 2000; KAMBE et al., 2004).
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Fig. 6 - Esquema ilustrativo do transporte de zinco para dentro do cérebro. O zinco é transportado no
plasma sanguineo (PS) ligado a albumina (A) ou a ligantes de baixo peso molecular (LBP). O ion
atravessa o sistema de barreira cerebral (BHE) via transportadores de zinco. O zinco é transportado
para dentro das células gliais e neurdnios via transportadores especificos. Nos citoplasmas pode se
ligar a proteinas (metalotioneinas). No caso dos neurdnios, parte do zinco pode ficar no corpo celular
(papel funcional) enquanto outra é transferida para vesiculas sinapticas. Este zinco vesicular pode
ser, por exemplo, liberado para fenda sinaptica junto com o glutamato (papel de neuromodulador).

1.4.2.h. Toxicidade do zinco

Metais pesados sdo considerados neurotdxicos quando em concentracdes
muito aumentadas. No cérebro bovino, um estudo feito em 11 regides cerebrais

diferentes ressaltou, em especial na glandula pineal, uma concentracdo mais alta de



alguns metais, entre eles o zinco (95 ug/g peso seco), em relagdo as demais regides
analisadas, inclusive o hipocampo (70 pg/g peso seco) (WONG e FRITZE, 1969). No
entanto, estes valores ndao foram associados a henhum grau de toxicidade. Porém,
ha dados da literatura sobre toxicidade oral aguda com o zinco mas este efeito
toxico so foi considerado em relacdo ao crescimento e anemia (OPRESKO, 1992).
Nesse estudo, foram considerados como LDsy doses variando entre 30-600 mg/kg
de peso corporal, porém, isto seria dependente do sal de zinco administrado.
Estudos sobre a toxicidade do zinco em roedores (e outros animais) estabeleceram
ainda um “nivel ou concentracdo na qual ndo se observava efeito toxico" (representa
um indice — NOEL, no-observed-adverse-effect levels), e para o caso do sulfato de
zinco da dieta, este indice correspondeu a valores < 100 mg/kg de peso corporal
(OPRESKO, 1992).

1.4.2.i. Toxicidade do zinco e sua contribuicdo ad  oencas neurodegenerativas

WEISS et al. (2001), afirmaram que alteragbes na homeostase do zinco
podiam contribuir para algumas condicdes degenerativas (neuropatias
degenerativas). Em situacdes especiais, como a epilepsia e a isquemia global
transitoria, o zinco acumulado nas sinapses contribui para a perda neuronal seletiva
a qual ocorre nestas condi¢cdes agudas.

Varios estudos relatam que o zinco, o cobre e o ferro favorecem a agregacgéo
de BA, sugerindo que esses metais possam contribuir para o processo de formacéo
das placas senis (ATWOOD et al., 1998; BUSH et al.,1994; CUAJUNGCO e
LESS,1997). Exames de cérebros de pacientes com doenca de Alzheimer revelaram
zinco quelavel em placas senis e emaranhados neurofibrilares (CUAJUNGCO e
LESS, 1997; MISHIMOTO et al, 1993). Em 1992 foi demonstrado que
proteoglicanos como a heparina e o heparan sulfato, contem sitios de ligacao para
metais (WHITFIELD e SARKAR,1992), e alguns autores sugeriram que O
proteoglicano heparan sulfato contribui para a ligacéo do zinco as placas de BA (LEE
et al., 1999).

A importancia dos transportadores de zinco (Tabela 9) para a formacao das
placas senis foi observada através de um estudo que mostrou diminuigdo acentuada
na deposicdo de BA, em ratos que ndo possuiam o transportador ZnT3 (PALMITER

et al., 1996). Este transportador faz parte de uma familia de transportadores de zinco



(ZnT1-6) (KAMBE et al.,, 2004) que estdo presentes em terminais sinapticos de
neurdbnios ZEN (do hipocampo, entre outros). Sua presenca, na membrana de
vesiculas sinapticas sugere que este transportador esteja envolvido no transporte de
zinco para dentro da vesicula (PALMITER et al., 1996).

Tabela 9: Principais transportadores de zinco e suas respecti vas funcbes e localizacdes

Transportador Funcbes Localizacao Referéncia
i . intestino (duodeno e jejuno), rins e PALMITER e
ZnT-1 Efluxo de zinco figado FINDLEY, 1995
Acumula zinco em . . . LIUZZI et al.,
ZnT-2 . intestino e rins
vesiculas ou organelas 2001

ZnT-3 Tran§porta zinco para cérebro e testiculos PALMITER et al.,
vesiculas sinapticas 1996
ZnT-4 Envolvido na secrecao glandulas mamarias, coracéo, COUSINS e
de zinco no leite figado, pulmao, rim, baco McMAHON,2000

Evidéncias para a toxicidade do zinco surgiram principalmente com o0s
estudos que mostravam acumulos deste ion em certas regides cerebrais, como, por
exemplo, no caso dos terminais sinapticos das fibras musgosas do hipocampo no
rato, onde ha uma alta concentracdo de zinco (SATO et al.,, 1984). Esse pool de
zinco pode ser liberado para a fenda sinaptica sob estimulagéo elétrica, chegando a
uma concentracado entre 220 a 300 uM (FREDERICKSON et al., 1983). Estudos in
vitro mostraram que ceélulas nervosas tinham sua sobrevivéncia comprometida
gquando eram expostas a concentracdes de zinco entre 225 a 1000 uM (KOH e
CHOI, 1994). Assim é essencial o controle homeostatico do zinco no sistema
nervoso central (PALMITER et al., 1996).

Diante da existéncia de um modelo de hiperzincemia onde se mostrou
claramente alteracdes histopatolégicas e comportamentais expressivas era
fundamental ampliar o estudo, usando o modelo desenvolvido, para outros tipos de
avaliacdo cientifica. Portanto, no presente estudo, foram utilizados animais
submetidos as mesmas condicbes utilizadas no Modelo Experimental de
Hiperzincemia com o propdsito de ampliar o conhecimento sobre a a¢do do zinco na
glandula pineal, através de técnicas de quantificacdo para elementos quimicos, e
analises ultraestruturais. A relevancia do presente estudo estad nas respostas que
ele trara como por exemplo, os dados ainda ndo citados na literatura sobre
elementos traco na glandula pineal avaliados pela técnica do TXRF. Do mesmo
modo, os resultados fornecerdo dados de microscopia eletrbnica nesta glandula

esclarecedores sobre o material fibrilar considerado como depdésitos amiloides, e



gue surgiram devido a um excesso de zinco, dados estes que nao foram
encontrados na literatura cientifica até o presente. E mais, o estudo trara
esclarecimentos sobre uma possivel natureza protéica dos amildides observados, e
possiveis alteragcdes no equilibrio homeostéatico de diversos elementos quimicos,
gue podem ainda contribuir para 0 comprometimento na atividade motora dos
animais. Assim, os dados obtidos no presente estudo ampliam o conhecimento
sobre a glandula pineal e contribuem para diversos estudos histopatologicos

envolvendo metais pesados e outros ions importantes para a homeostasia.



2.0BJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos:

Objetivo geral :

Avaliar nos animais submetidos ao excesso de zinco através da técnica
de Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo total, a concentracdo de
zinco na glandula pineal e no sangue e a concentracdo de zinco

endbégeno excretada por esses animais.

Objetivos especificos

Caracterizar na glandula pineal as areas zinco positivas, usando
histoquimica para zinco (TSQ e Neo-Timm) e compara-las com as
marcacgdes positivas para amiloidose.

Confirmar os resultados anteriores (FEREZIN-PINTO, 2007) que
apontavam para o comprometimento da atividade motora, em animais
submetidos ao excesso de zinco , e avaliar o comportamento alimentar

destes animais.

Avaliar por Microscopia Eletronica a ultraestrutura e localizagcdo dos
depdsitos amildides previamente evidenciados em animais submetidos

nao excesso de sulfato de zinco.

Verificar a natureza protéica dos depdsitos amildides usando o método

histoquimico especifico do permanganato de potassio.



3.MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais utilizados (Conforme as normas do Comité de Etica para uso de
animais")

Foram utilizadas um total de 48 ratas albinas da linhagem Wistar, com 90 dias
pés-natais que foram mantidas sob ciclo claro-escuro (12-12h), em gaiolas
bioldgicas. As ratas foram divididas em 3 grupos: grupos para terapia de alta dose
(GTAD), grupos controles com solucéo salina (GC) e grupos controles neutros sem
solucdo salina (GCN). Os animais destinados as diferentes técnicas de analise,

foram distribuidos como segue:

Técnicas GTAD GC GCN
AM 11 11 4
TXRF 9 9 4

AM = Analises por microscopia Optica, fluorescéncia e eletronica
TXRF = Analises por Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total

Os animais controles neutros foram utilizados para a técnica de TXRF com o
intuito de analisar se a solucdo salina administrada no grupo controle alteraria a
concentracdo dos elementos quimicos nas amostras biologicas (glandula pineal,
soro sanguineo e fezes).

Todos os animais receberam ragéo (Nutrilab) controlada (100 g a cada dois
dias, total de 500 g em 10 dias) contendo quantidades pré-determinadas de zinco
(7 mg de zinco/100g racdo) e 4gua ad libitum. No primeiro dia do experimento (DO)
0s animais haviam ingerido cerca de 58 g de racdo (4,1 mg de zinco). Todos 0s
animais foram pesados antes (DO0), durante (D5) e ap6s cada experimento (D10).

Os animais utilizados nos experimentos eram colocados em gaiolas bioldgicas
(gb) uma semana antes da idade pos-natal 90, com o objetivo de ambienta-los neste
tipo de habitat, procedimento necessario para obtencao de uma resposta adequada
quando das analises em labirinto de campo aberto. As gaiolas biologicas eram
duplas (com separacédo interna), permitindo que cada rata ficasse isolada no seu

compartimento.
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3.2. Administracdo das doses de zinco

A dose hiperzincémica total (DH) usada em todos os animais, correspondeu a
600 mg/kg (dose padréo) de uma solucéo de sulfato de zinco (ZnSQ,) 0,1 M (Sigma)
(1000 mM). A administracéo foi por via oral (V.O.) durante 10 dias, ou seja, a dose
total foi dividida em dez subdoses, sendo administrada 1 subdose/dia.

As doses eram administradas sempre na parte da manha (~10h), sem
anestesia, com auxilio de agulha de gavagem para ratos (8 =1,2 mm com esfera)
embebida em glicerina, e de acordo com as normas e procedimentos referentes a
Etica Experimental*.

ApoOs a ultima dose, os animais sobreviviam por 48h e eram sacrificados
conforme as normas e procedimentos referentes & ética experimental” e sob
profunda anestesia com 0,3 ml da solugcdo com Ketamina (2,14 ml), Xilasina (2,15

ml) e Acepromazina (0,7 ml).
3.3. Andlise pela técnica de fluorescéncia de raios X por reflexd@o total (TXRF)

As doses foram administradas de acordo com os procedimentos relatados no
item 3.2. Utilizou-se uma relacdo peso X dose para 0s animais como segue na
tabela 10:

Y Riviera, E.A.B. Etica, bem-estar e legislacdo. In: Manual para técnicos em bioterismo. 2. ed. S&o0
Paulo: EPM, 1996.



Tabela 10: Relacao entre o peso do animal e a dose  administrada

s | peso | 2108 | Coeemietiode |
(ml) total
GTAD 1 188 7,4 48,1 ZnS0,0,1M
GC1 202 7.4 X Salina
GTAD 2 211 6,7 43,55 ZnS0,0,1M
GC2 200 6,1 X Salina
GTAD 3 194 7,2 46,8 ZnS0,0,1M
GC3 136 51 X Salina
GTAD 4 220 8,2 53,3 ZnS0,0,1M
GC4 209 7,8 X Salina
GTAD 5 198 7,4 48,1 ZnS0,0,1M
GC5 190 7,1 X Salina
GTAD 6 189 7,0 45,5 ZnS0,0,1M
GC6 184 6,9 X Salina
GTAD 7 208 7,7 50,05 ZnS0O, 0,1M
GC7 201 7,5 X Salina
GTAD 8 180 6,7 43,55 ZnS0,0,1M
GCs8 176 6,5 X Salina
GTAD 9 151 5,6 36,4 ZnS0O, 0,1M
GC9 145 5,4 X Salina
GCN1 188 X X X
GCN2 200 X X X
GCN3 202 X X X
GCN4 164 X X X

GTAD - terapia de alta dose; GC - solucéo salina 0,9%; GCN - nada foi administrado.

3.3.1. Perfusao e retirada do material

Os animais, sob anestesia profunda, foram perfundidos por via intracardiaca
com solucao salina 0,9% em tampao fosfato (PBS) 0,1M.

Imediatamente apdés a perfusdo, os animais foram decapitados, as caixas
cranianas dissecadas e os encéfalos removidos. Foram colhidos para andlises: as
glandulas pineais, as quais foram envoltas em papel aluminio, congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a - 70°C até a sua analise, as fezes e o



sangue. As fezes de cada animal foram coletadas antes, durante e apds a
administracdo das 10 doses (total de 3 amostras por animal), eram secas e
armazenadas (em eppendorfs) sob refrigeracdo. O sangue de cada animal, coletado
no momento da perfusdo, foi armazenado em eppendorfs sem anticoagulante e

congelado.
3.3.2. Procedimento para a digestdao quimica em meio  &cido

Todas as glandulas pineais foram pesadas como uma amostra Unica (GTAD
= 3 mg; GC= 3,3 mg), e colocadas em eppendorfs com 100 pL de &cido nitrico
(HNO3) a 65%. As amostras das fezes foram pesadas e digeridas com HNO3; a 65%.
A digestao ocorreu em estufa a 60C durante duas horas. ApOs a digestao quimica
pelo &cido, o volume das amostras era ajustado com agua deionizada e solucdo de
Galio (102,5 ppm) para um volume final de 550 puL. As amostras de sangue foram
centrifugadas (2.500 rpm por 15 minutos) e 200 uL de soro foram retirados de cada
amostra. Para o soro sanguineo, sem digestdo acida, o volume de 200 pL era
ajustado do mesmo modo.

Todas as amostras foram preparadas em duplicata com a finalidade de
aprimorar os resultados. De cada amostra do material coletado, eram retirados 5 pL,
e estes microlitros eram colocados no centro de cada suporte refletor (lucite). Cada
lucite era seco sob luz infravermelha (Fig.7).

Foi preparada, para cada material coletado, uma amostra-controle (“branco”)
contendo apenas agua, galio e HNO3; (sem o acido no caso do sangue).

Nesta técnica, em geral, a quantificacdo € realizada através do método da
adicdo do padréo interno (KLOCKENKAMPER, 1996). Este método € baseado na
adicdo de um elemento que ndo esta presente na amostra, como por exemplo, o
galio. Isto é utilizado porque o fino filme formado no suporte refletor (lucite) néo
possui uma geometria regular e as intensidades dos raios X dependem da posicao
do filme fino. Este efeito de geometria pode ser corrigido normalizando-se cada linha
elementar de raios-X pelo padrdo interno adicionado em todas as amostras e
padroes (KLOCKENKAMPER e VON BOHLEN, 1996).
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Fig.7 - Esquema ilustrativo dos procedimentos para obtencdo do material analisado pela técnica
TXRF. Cada lucite obtido, contendo a amostra seca, era submetido a excitacdo pelo feixe de
radiacao.

3.3.3. Utilizag&o de amostras certificadas

A acuracia das medidas foi verificada através da determinacdo da
concentracdo elementar em uma amostra certificada de figado bovino (NIST1577b),
preparada por digestdo, seguindo o0 mesmo procedimento usado para o preparo das

amostras do experimento.
3.3.4. Instrumentagao

As medidas foram realizadas no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron,
Campinas — Sao Paulo pela pesquisadora Dra. Renata Barbosa Serpa.

Utilizou-se para tal um detector de germanio hiperpuro (HPGe) (resolucdo de
140 eV em 5,9 keV) onde as amostras a serem analisadas séo colocadas e



excitadas através de um feixe branco de irradiagdo, com energia maxima igual a 20
keV (feixe filtrado por 0,5 mm de aluminio com um angulo de incidéncia de 1,0
mrad). O tempo de irradiacdo de cada amostra e de cada padréo é igual a 100 s.

Os espectros de raios X obtidos e caracteristicos de cada elemento quimico
foram analisados através do software Sistema de Analise Quantitativa de raios X
(AXIL) (Quantitative X ray analysis system (QXAS) software package, IAEA, Vienna),
distribuido pela Agéncia Internacional de Energia Atémica (AIEA), para estabelecer

as intensidades de cada elemento quimico encontrado.

3.3.5. Analises estatisticas

Os resultados apresentados como média + desvio padrdo foram comparados
pela analise de variancia (ANOVA) com um nivel de significancia de 5 %. As médias
foram comparadas pelo teste Bonferroni. Todas as analises estatisticas foram

realizadas através do Programa de Bioestatistica Primer.

3.4. Andlise da glandula pineal pelas técnicas hist  oldgicas, histoquimicas e

ultraestruturais
3.4.1. Administracdo das doses:

Os animais destinados a microscopia oOptica e eletrénica, foram submetidos a
terapia de alta dose (TAD) de modo similar ao explicado anteriormente no item 3.2.
A Tabela 11 mostra os valores das doses administradas em relacdo aos pesos,

como segue.



Tabela 11: Relagéo entre o peso e dose administrada

por animal

s | peso | 25108 | Coeemiestode | e
(ml) total
GTAD 10 156 5,81 37,76 ZnS0,0,1M
GC10 174 6,48 X Salina
GTAD 11 185 6,9 44,85 ZnS0,0,1M
GC 11 190 7,08 X Salina
GTAD 12 184 6,86 44,59 ZnS0,0,1M
GC 12 176 6,56 X Salina
GTAD 13 198 7,38 47,97 ZnS0,0,1M
GC 13 185 6,9 X Salina
GTAD 14 176 6,56 42,64 ZnS0,0,1M
GC 14 168 6,26 X Salina
GTAD 15 215 8,01 52,06 ZnS0O,
GC 15 155 5,77 X Salina
GTAD 16 218 8,124 52,8 ZnS0,40,1M
GC 16 187 6,97 X Salina
GTAD 17 200 7,45 48,4 ZnS0,0,1M
GC 17 194 7,23 X Salina
GTAD18 187 6,97 45,3 ZnS0,0,1M
GC 18 178 6,63 X Salina
GTAD19 228 8,5 55,25 ZnS0,0,1M
GC19 216 8,05 X Salina
GTAD20 200 7,45 48,4 ZnS0,0,1M
GC20 194 7,23 X Salina
GCN5 187 X X X
GCN6 201 X X X
GCN7 178 X X X
GCN8 193 X X X

GTAD - terapia de alta dose; GC - solu¢éo salina 0,9%; GCN - nada foi administrado.



3.4.2. Perfusao e retirada do material

As ratas profundamente anestesiadas foram perfundidas por via intracardiaca,
com as solugbes: salina 0,9% em tampao fosfato (PBS) 0,1 M, seguida de
paraformaldeido a 4% tamponado (PBS). A pos-fixacdo ocorreu por 24 h. no mesmo
fixador. Posteriormente, o0s encéfalos contendo as glandulas pineais foram
colocados em PBS 0,1 M.

3.4.3. Inclusdo em parafina e microtomia

As glandulas pineais foram desidratadas em alcool etilico PA (70% até etanol
absoluto — 10 min. cada), clarificadas (2 banhos de xileno — 5 min. cada),
impregnadas em parafina (3 banhos - 10 a 30 min. cada) e incluidas,
orientadamente, para a obtencédo de cortes parassagitais. Os blocos obtidos foram
cortados na espessura de 5 um (micrétomo Rotary Microtome,Lipshaw) e os cortes

recolhidos em laminas histoldgicas gelatinizadas.
3.4.4. Coloracdes
a) Técnica da hematoxilina — eosina (HE)

As preparacdes histologicas passaram pela desparafinacdo em trés banhos
de xileno (1 min. cada); hidratacdo em etanol (100% a 70% - 1 min. cada, e agua
destilada, 2 min.); coloracdo em HE (Hematoxilina - 1 min., lavagem em agua
corrente - 5 min., Eosina - 1 min.), desidratacdo em etanol (70% a 90% - 1 min. cada

e absoluto, 2 banhos - 1 min. cada); clarificacédo em xileno e montagem com entelan.
b) Método vermelho congo Romhanyi (VC) (BELY, 2003)

As preparacdes histologicas foram desparafinadas por 2 dias a 56<C,
incubadas duas vezes em solucdo de cloroférmio e metanol (1:1) por 1 hora cada,
seguida de hidratacdo em &alcool 96% (2 banhos de 30 min. cada). Os cortes foram
lavados em agua corrente, rinsados em agua destilada, e corados com vermelho
congo 1% aquoso por 10 min., seguido de lavagem em agua destilada, clarificacao e

montagem em entelan. Os depdsitos avermelhados que sdo interpretados como



amiléide, sob microscopia de polarizagdo (Microscopio Axioscop MC80 - Zeiss)

aparecem birrefringentes em verde-maca.

b.1) Mecanismo de coloracdo: O vermelho congo é um corante azodico de
molécula linear que contém o grupo -N=N- (azo) (Fig.8), que corresponde ao sitio de
ligacdo dos radicais de hidroxila de carboidratos (similarmente espacgados)
encontrados no amildide (KHURANA, et al., 2001).

SO; Na® SO; Na”
Vermelho Congo

Fig.8 - Molécula de vermelho congo. Grupamento azdico (setas)

c) Tioflavina T

Preparacdes histologicas da glandula pineal foram desparafinadas e coradas
por Hematoxilina de Mayer's (2 min.) e lavadas em agua corrente. Posteriormente
foram incubadas com tioflavina T por 3 min., rinsadas em agua destilada,
diferenciadas em &cido acético 1% por 20 min., lavadas em agua destilada,
desidratadas, clarificadas e montadas em entelan. A tioflavina T, um corante
histoquimico e fluorescente, possui uma grande sensibilidade para marcar fibrilas
amiléides, que apresentam ou ndo a configuracdo 3 e sua marcacao independe da
sequéncia de aminoacidos do peptideo envolvido. Este procedimento visa reforgar
os resultados encontrados com o vermelho congo (HAWE et al., 2007). As fibrilas
amildides aparecem marcadas por intensa fluorescéncia verde, amarela ou azul
(dependendo do filtro utilizado) (WESTERMARK et al., 1999).

d) Técnica de pré-tratamento com permanganato de po  tassio

O permanganato de potassio é usado para diferenciar o tipo de amiléide
(amildide AA) (RIJSWIJK e VAN HEUSDEN,1979). Caso o depoésito seja amilbide

tipo AA, com este tratamento, o resultado serd vermelho congo negativo, néo



aparecendo  birrefringéncia no tecido. Preparacbes histologicas foram
desparafinadas (pela técnica histoldgica classica), hidratadas em alcool 100% e
recobertas por celoidina 0,5% (2 min.). Em seguida foram lavadas em agua corrente
e secas ao ar. A solucédo de permanganato de potassio a 0,25% com acido sulfarico
a 0,15% (V:V) foi colocada sobre os cortes por 3 min. Em seguida as preparagdes
histol6gicas foram branqueadas em &cido oxalico a 2,5%, lavadas em agua
destilada, e, coradas em vermelho congo por 20 min. Seguiu-se a desidratacao,
clarificacdo e montagem em entelan. Controles foram corados somente pelo

vermelho congo.

e) Técnicas histoquimicas para evidenciar o zinco.

e.1l) TSQ - N-(6-metoxi-8-quinolil)-p-toluenosulfonam ida.

O meétodo histoquimico TSQ marca por fluorescéncia azul o zinco fracamente
ligado ou livre (FREDERICKSON, 1987 apud KOH,1996). As glandulas pineais nao
fixadas foram crioprotegidas em sacarose (10%, 20% por 1lh. cada e 30% -
overnight), embebidas em O.C.T. (Tissue Tek) e emblocadas neste mesmo meio. Os
cortes (14 um) foram feitos em criostato (Slee Cryostal), a -14C, e recolhidos em
laminas gelatinizadas que foram imersas (60 s.) na solucdo de TSQ (4,5 uM)
tamponada (tampé&o barbital 140 mM e tampéo acetato de sodio 140 mM, pH 10.5 -
11) e lavadas em solucéao salina 0,9%. As preparacdes foram analisadas usando
microscoépio de fluorescéncia (Axioscop MC80 - Zeiss, feixe-excitagdo 355-375 nm,
espelho dicréico, 380 nm; barreira 420 nm).

e.2) Método do Neo-Timm

Utilizado para verificar preferencialmente a distribuicdo de zinco quelavel (e
vesicular). Baseia-se na conversdo do ion metalico no tecido em moléculas de
sulfeto metalico, sobre os quais a prata metalica se deposita. Deste modo, apos a
incubacédo dos cortes na solucdo reveladora, aparecem precipitados escuros de
prata-metélica que sdo reveladores dos locais onde esta o sulfeto de zinco
(DANSCHER, 1981; HAMANI et al., 2005).

Para esta técnica foi administrado, durante a perfusdo solucdo salina 0,9%

(tamponada — PBS 0,1 M) seguida de 5 mL de solucdo de sulfeto de sédio em



tampéo Sorensen 0,15 M, pH 7,4 e entdo glutaraldeido 3% (em tampédo Sorensen
0,15 M, pH 7,4). Em seguida, a mesma solugdo de sulfeto de sodio foi passada
novamente por 7 min. Os encéfalos contendo as glandulas pineais foram retirados,
pos-fixados em glutaraldeido por 1 h. e lavados em seguida em 3 banhos (5 min.
cada) de tampéao Sorensen 0,15 M, pH 7,4.

As glandulas pineais foram desidratadas em alcool etilico PA (70% até etanol
absoluto — 10 min. cada), clarificadas (2 banhos de xileno — 5 min. cada),
impregnadas em parafina (2 banhos - 10 min. cada) e em paraplast (1 banho — 10
min.) e incluidas orientadas, para a obtencdo de cortes parassagitais. Os blocos
obtidos foram cortados na espessura de 5 pum (microtomo Rotary
Microtome,Lipshaw) e os cortes recolhidos em laminas histolégicas gelatinizadas.

As preparacdes histologicas foram posteriormente desparafinadas em trés
banhos de xileno (1 min. cada) e hidratadas em etanol (100% a 70% - 1 min. cada, e
adgua destilada, 2 min.). As laminas foram postas na solucédo reveladora (goma
arabica, tampao citrato, hidroquinona e nitrato de prata) por 60 min. (no escuro) e
passadas em solucao de tiossulfato de sédio 5% (12 min.) para parar o processo de
revelacdo (DANSCHER, 1981; HAMANI et al., 2005). As preparacdes histologicas
foram lavadas em &gua destilada por 10 min., contracoradas com hematoxilina,
desidratadas em etanol (70% a 90% - 1 min. cada e absoluto, 2 banhos - 1 min.

cada), clarificadas em xileno e montadas com entelan.
3.5. Microscopia eletrénica
3.5.1. Perfuséo e retirada do material:

Os animais profundamente anestesiados conforme explicado anteriormente
no item 3.4.2 foram perfundidos por via intracardiaca, com solucdo salina 0,9%
tamponada (PBS 0,1 M,) seguida de solucéo fixadora de paraformaldeido a 4% e
glutaraldeido a 4%, tamponada. Os encéfalos foram retirados e pés-fixados por 24
horas no mesmo fixador. Posteriormente, as glandulas pineais foram removidas do

encéfalo e colocadas em PBS 0,1 M.



3.5.2. Inclusdo em eppon

As glandulas pineais foram lavadas em solucdo tampéao 0,1 M, desidratadas
em alcool etilico PA (50%, 70%, 95% e etanol absoluto — 2 banhos de 10 min. cada),
seguido por acetona (2 banhos , 10 min. cada) e colocadas para impregnacéo em
Eppon-acetona (1:1) por 2 h. e Eppon puro por 24 h. O material foi incluido,
orientadamente para obtencéo de cortes transversais, em Eppon puro por 72 h. em
estufa a 60T para polimerizacdo. Os cortes semifin os na espessura de 1 um foram
corados com azul de toluidina a 1% e serviram de delimitacdo para as areas de
interesse e orientacdo dos cortes ultrafinos (com cerca de 60-70 nm) (Leica Ultracut
UCT) que foram colhidos em grades de 300 mesh e contrastados por acetato de
uranila e citrato de chumbo. Os cortes foram observados no microscopio eletronico
de transmissédo Zeiss 900, gentilmente cedido pela Dra. Thais Cristina Baeta Soares
Souto-Padroén, do Laboratério de Biologia de Protozoarios, Instituto de Microbiologia
Prof. Paulo de Goées, UFRJ.

3.6. Avaliagdo da atividade motora em animais subme  tidos a terapia de alta
dose (TAD)

3.6.1. Testes comportamentais

Para analisar a alteracéo na atividade motora nos animais submetidos a TAD,
foi utilizado o labirinto de campo aberto (LCA-NEuro)”. Os testes foram realizados
nesta arena de campo aberto, que consta de seis retangulos iguais (area 3,28 m?
cada retangulo), e um circulo central indicador do local onde o animal € colocado
para o inicio das sessdes teste. Uma WebCan é usada para a filmagem de todos os
testes, e as imagens com respectivos tempos sdo captados pelo computador
acoplado.

Uma semana antes do inicio do experimento, cada animal era ambientado no
labirinto por 5 dias consecutivos, em sessdes denominadas de sessdes ambientacao
(SAM). Essas sessoes (5 SAM no total) com duracdo de 3 min. cada eram feitas

uma vez por dia (Fig.9 a).

YLCA-Neuro se refere & arena desenvolvida espaaiinte para avaliar os parametros relacionadosdelm
de hiperzincemia que foi desenvolvido no Lab. darileiologia (Dra. Elenice M. Correa).



Posteriormente, para a analise da atividade motora os animais eram
submetidos a sessfes testes (ST), num total de trés (12 ST — antes do inicio do
experimento, antes da aplicacdo da primeira dose; 22 ST — no meio do experimento,
na época entre a 42 e 52 dose; 32 ST — ao final do experimento, apds a ultima dose)
(Fig.9 b, c). O procedimento para a realizacdo das STs era 0 seguinte: nas STs,
cada rata era colocada no labirinto por 3 minutos (3 min/ST). Cada ST era repetida 6

vezes e entre elas havia um intervalo também de 3 min. (STEIN et al., 1994).

a 1° Semana b 2° Semana c 3° Semana
Sessoes Ambientagdo Sessoes Testee Doses Sessdes, Doses e Sacrificio

Domingo

Domingo | Segunda

Fig.9 - Esquema ilustrativo dos procedimentos usados nos testes de labirinto. a - os dias marcados
em cinza escuro se referem as SAM; b e ¢ - correspondem as sessdes testes (dias marcados em
cinza claro) realizadas. Os dias das doses administradas estao representados nos graficos. Em c, o
simbolo estrela £ ) indica a sobrevida dos animais e M indica o dia de sacrificio dos animais.

3.6.2. Parametros considerados para a avaliagdo da  atividade motora.

Foram usados os seguintes parametros :

1) Ambulacdo - Cada retangulo andado foi considerado como ultrapassado
quando a rata cruzava este espagco com as quatro patas. A ambulacdo era
quantificada como retdngulos andados, e também podia ser quantificada em
distancia percorrida.

2) Rearing - Comportamento de levantar as patas anteriores apoiado nas patas
traseiras e assumindo uma postura bipede. Este comportamento exploratorio,
quando associado a ambulacéo, é representativo da atividade motora (CRUZ
et al., 1994).



Todas as avaliagbes foram realizadas através da analise dos videos
gravados. A atividade motora avaliada nos controles representou o padrdo normal
comparativo. Nas analises, a ambulagdo e o niumero de rearing (por animal) eram
quantificados a cada ST e, posteriormente o0s resultados eram expressos como
médias e plotados em gréaficos (Fig. 15, 16). A atividade motora era representada
pela relacdo de proporcionalidade direta entre ambulacdo e rearing (Fig. 17).
Qualquer relacao indireta entre ambulagéo e rearing foi apenas quantificada como
parametros isolados, ou seja, apenas como um valor de ambulacdo ou um valor de

rearing ndo sendo representativa de atividade motora.

3.6.3.Procedimentos para analises em relacdo ao com portamento alimentar e

variacdo de peso dos animais submetidos a TAD

Todos os animais eram pesados antes do inicio do experimento, entre a 4°e
52 dose e apos a 102 dose (sempre antes do inicio das sessdes no labirinto).

Para avaliar a quantidade de racao ingerida pelos animais experimentais (0
gue passou a representar o comportamento alimentar), a ragéo fornecida era pesada
e completada para 100 g de dois em dois dias. Avaliou-se entao, pela pesagem do
ingerido em relacdo a racao fornecida, a quantidade de alimento consumido pelos

animais submetidos a TAD. O mesmo calculo foi feito para os controles e

representou o padrao normal comparativo.
3.6.4. Andlises estatisticas

Os resultados representativos de médias * desvios padrbes foram
comparados utilizando a anélise de variancia (ANOVA) com um nivel de significancia
de 5 %. As médias entre os valores foram comparadas utilizando o teste Tukey.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do Programa BioEstat 5.0.



4. RESULTADOS

4.1- Andlise quantitativa por TXRF

4.1.1. Glandula Pineal (GP)

Os resultados mostram na glandula pineal dos animais do GTAD: diminuigao
da concentracdo dos elementos traco fésforo (um macronutriente) e niquel (Fig.10),
e, aumento das concentracbes dos minerais potassio e calcio (macronutrientes),
dos elementos quimicos essenciais, enxofre e cloro, dos micronutrientes ferro e
zinco, do metal de transicao titanio e do elemento trago manganés (Fig.11).

A Tabela 12 e as Figuras 10 e 11 que se seguem, ilustram as concentragoes

meédias de cada elemento quimico encontrado na GP.

Tabela 12: Concentracdo elementar (ug.g'l) na glandula pineal de ratas Wistar. Os elementos
quimicos estao em ordem crescente de acordo com seu nimero atdémico (Z).

Elementos (2) Grupo Controle Grupo TAD
Si 52+0,67 89+36
P 8478+109° 1404+62°
S 1244+20° 2215+23°%
Cl 864+26° 173622°
K 2893+7,6° 4040+43°%
Ca 1835+17° 4272456%
Ti 43+4° 6246
Cr 2941 28,85
Mn 3,5+0,6° 6,0+0,85%
Fe 645+11° 1953+26°
Ni 100+0,78% 47+0,5°
Zn 105+0,5% 150+1°

Valores: média * desvio padrdo. O indice a indica diferenca estatisticamente significativa, p<0,05.



ug/g Hg/g

10000 120
Fésforo (P) Niquel (Nj)

(walo)

7500

80
83 % 53 %

5000

40
2500

Concentracdn elemoentar (unln)

Concentracdo elementar

Grupo Controle Grupo TAD Grupo Controle Grupo TAD

Fig.10 - Graficos representativos dos elementos quimicos da glandula pineal que apresentaram
diminuicdo estatisticamente significativa em suas concentracdes com a terapia de alta dose (TAD) (n
= 18). Os decaimentos das concentracdes estdo expressos em porcentagem. Resultados expressos
em média+SD .
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Fig.11 — Graficos representativos dos elementos quimicos da glandula pineal que apresentaram
aumento estatisticamente significativo em suas concentracdes com a terapia de alta dose (TAD) (n =
18). Os aumentos das concentra¢cfes estdo expressos em porcentagem. Resultados expressos em
média * SD.



4.1.2. Soro Sanguineo

Os resultados mostram no soro sanguineo dos animais do GTAD: diminuicao
da concentragcdo do micronutriente ferro (Fig.12), e aumento dos elementos
guimicos essenciais enxofre, cloro e do macronutriente, potassio (Fig.13). N&o
houve alteracdo estatisticamente significativa em relacdo ao zinco do soro
sanguineo dos animais submetidos a TAD pelo sulfato de zinco.

A Tabela 13 e as Figuras 12 e 13 que se seguem, ilustram as concentracdes
médias de cada elemento quimico encontrado no soro sanguineo, apos 10 doses

hiperzincémicas.

Tabela 13: Concentragdo elementar (1g.MI™") nas amostras do soro sanguineo de ratas Wistar. Os
elementos quimicos estéo por ordem crescente de nimero atémico (Z).

Elementos (2) Grupo Controle Grupo TAD

Si <LMD 7,02

P 1546 14+6

S 40+8° 62+18°
Cl 218+91° 290+72°%
K 281+54° 491+88°%
Ca 228+118 2214123
Ti 7,02 9,0+3

Cr 4,0+2 4,042
Mn 9,010,2 1,5+1
Fe 348+173°% 245+96°
Ni 2,0+1 4,042
Zn 1345 13+4

Valores: média * desvio padrdo; o indice a indica diferenca estatisticamente significativa,
p < 0,05. LMD = Limite minimo detectavel
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Fig.12 - Graficos representativos do elemento quimico ferro no soro sanguineo que apresentou
diminuicdo estatisticamente significativa em sua concentracdo com a terapia de alta dose (TAD)
(n = 18). A diminuicdo da concentragdo esta expressa em porcentagem. Resultados expressos em
média + SD.
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Fig.13 - Graficos representativos dos elementos quimicos no soro sanguineo que apresentaram
aumento estatisticamente significativo em suas concentracdes com a terapia de alta dose (TAD)
(n = 18). Os aumentos das concentracfes estdo expressos em porcentagem. Resultados expressos
em média + SD.



4.1.3. Fezes

Os resultados em relacdo a excrecao de elementos quimicos nas fezes dos
animais do GTAD, mostraram alteracdes (diminuicdes) estatisticamente significativas
na excrecdo dos elementos quimicos fosforo, enxofre, potassio, e titanio, antes de
ser administrada a quinta dose de sulfato de zinco. Para a excre¢ao de zinco os
valores ndo foram estatisticamente significativos. Com a administracdo das 5 doses
restantes, portanto, com as 10 doses de sulfato de zinco inorganico, os resultados
mostraram uma diminuicdo significativa da excrecdo do ferro, e um aumento
significativo da excre¢ao do zinco, em relagcdo aos controles. No entanto, quando a
comparacao era feita apenas considerando os animais do GTAD, sendo estes seus
proprios controles, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na excrecao de
ferro (entre DO e D5 e entre D5 e D10). O mesmo ocorreu com a excrec¢ao do zinco.
Quando a comparacgédo era feita apenas considerando os animais do GC, sendo
estes seus proprios controles, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
excrecao de zinco (entre DO e D5 e entre D5 e D10) (Fig.14).

A Tabela 14 e a Figura 14 abaixo ilustram as concentra¢cdes médias de cada
elemento quimico encontrado nas fezes das ratas do GTAD e do GC ao longo do
experimento.

Tabela 14. Concentracdo elementar média (ug. g'l) dos elementos quimicos nas amostras de fezes

frescas de ratas Wistar colhidas em trés épocas: antes do inicio do experimento (D 0), Entre a 4°e 52
dose (D 5) e ao final do experimento, 1 dia apés a 102 dose (D 10).

Elementos DO D5 D 10
GC GTAD GC GTAD GC GTAD

Si 75+20 76+26 88443 78+15 170+58 142+49
P 8324132 8524510 923+379°% 638+114% 996+394 1001+419

126+30 121+40 169+61° 103+36% 134443 11647
K 17561532 1730+669 1897+531% 1277+164°% 15914504 11231440
Ca 23541+3253 | 30424+7660 | 2423616328 | 23341+3800 | 27961+11867 | 24379+7825
Ti 43+8 395 59+10° 29+6% 79+10 79440
Cr 19+4 2421 38+16 3717 37£16 23124
Mn 414+47 438+189 42552 43947 538+136 512+114
Fe 15954549 1570+374 1559+456 1501+609 2256+1432 1927+372°%
Ni 8+24 7+13 11+4 1243 315 1+3
Zn 7924275 8371214 648+127 962+409 597+105° 853+137°%

Valores: média + desvio padrdo. GC: grupo controle; GTAD: grupo terapia de alta dose. Valores: média +

desvio padrao; o indice a significa diferenca estatistica significativa p < 0,05.
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Fig. 14 - Grafico representativo da excrecdo do elemento quimico zinco durante o experimento. O
indice a indica diferenca estatisticamente significativa, p < 0,01.

4.2. Resultados de analises da atividade motorae d o comportamento alimentar

Resultados obtidos com o modelo de hiperzincemia (FEREZIN-PINTO, 2007)
ja haviam mostrado comprometimento da atividade motora em animais submetidos a

TAD. No presente trabalho, obtivemos os seguintes resultados:

4.2.1. Ambulagcao

Os resultados mostraram que houve uma diminuicdo estatisticamente
significativa na distancia percorrida pelas ratas do grupo TAD a partir da ST2,
quando os animais ja haviam recebido 4 doses de sulfato de zinco. A diminuicdo se
manteve constante apos a administracdo das 10 doses. No grupo controle nao
houve diferenca estatisticamente significativa na ambulacdo durante todo o
experimento (Fig.15).

A tabela 15 e a figura 15 ilustram as médias e os desvios padrées das
distancias percorridas no labirinto de campo aberto pelas ratas Wistar do grupo

controle e grupo TAD, nas sessdes testes a que foram submetidas.



Tabela 15. Média das disténcias percorridas no labirinto de campo aberto pelas ratas Wistar

Grupo Controle Grupo TAD
Sessodes Teste n°de retangulos m? n°de retangulos m?
ultrapassados ultrapassados
ST1 13+5,6 43 12,5455 41
ST2 14 +5,1°% 46 4+1,98° 13
ST3 13 +3,9° 43 4+1,9° 13

Valores: média + desvio padrao; o indice a indica diferenca estatisticamente significativa, p < 0,01.

Ambulagéo
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Sessdes Testes

Fig.15 — Grafico representativo da média da ambulagé@o dos animais do grupo controle e grupo TAD,
nas sessdes testes a que foram submetidos. O indice a indica diferenca estatisticamente significativa,
p <0,01.

4.2.2. Rearing

Os resultados mostraram que os animais submetidos a TAD apresentaram
uma diminuicdo do comportamento rearing apos a administracdo da 4° dose de
sulfato de zinco, quando comparado ao grupo controle. Apés a 10° dose, o rearing
nao foi mais observado nos animais do GTAD. Os animais controles continuavam a
executé-lo normalmente (Fig.16).

A Tabela 16 e a Figura 16 que se segue ilustram as médias e 0os desvios
padrdoes da quantidade de rearing efetuada no labirinto de campo aberto pelas ratas
Wistar do grupo controle e TAD, nas sess0Oes testes submetidas.



Tabela 16. Quantidade de rearing efetuada no labirinto de campo aberto pelas ratas Wistar do grupo
controle e do grupo TAD nas sessdes teste 1 a 3.

Sessoes Teste Grupo Controle Grupo TAD
ST1 1,3+0,45 1,26+0,44
ST2 1,4+0,5° 0,65+0,47°
ST3 1,2+0,44° 0+0°

Valores: média + desvio padrdo; o indice a indica diferenca estatisticamente significativa, p < 0,01.
Valor base: 3 rearing (quantidade maxima). Zero rearing (nenhum rearing).
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Fig.16 - Gréfico representativo das médias da quantidade de rearing efetuada pelos animais do grupo
controle e grupo TAD, nas sessoes testes submetidos. O indice a indica diferenca estatisticamente
significativa, p < 0,01

4.2.3. Resultados sobre a atividade motora

A anadlise da atividade motora dos animais do GTAD evidenciou (em relagéo
aos controles), que houve uma expressiva diminuicdo na atividade motora apos 4
doses de sulfato de zinco. Apds a 10° dose quando se realizou a ST3, a inexisténcia
do rearing, concomitantemente, com uma ambulagdo diminuida, mas igual a
observada em ST2, ndo permitiu a caracterizacdo da atividade motora diminuida.

A Figura 17 representa a atividade motora dos animais submetidos a TAD.
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Fig.17 - Gréfico de tendéncia da ambulacédo e rearing. Observa-se que ocorreu uma diminuicdo
simultdnea entre a ambulacdo e o rearing medidos no decorrer das sessdes testes, o que
caracterizou alteracao na atividade motora dos animais do grupo TAD, n = 40.

4.2.4. Racao ingerida

Os resultados mostraram que nao houve variacdo estatisticamente
significativa entre as médias, em relagdo a quantidade de racao ingerida (RI) pelos
animais do grupo TAD e os controles, durante todo o experimento. De modo
semelhante, nenhuma variacdo estatisticamente significativa foi observada na
comparacao entre os controles e os controles neutros (animais que n&do recebiam
nenhum tipo de composto por via oral).

A Tabela 17 ilustra as médias e os desvios padrdoes em relacéo a racao

ingerida (g) por todas as ratas Wistar dos grupos controle e TAD.

Tabela 17. Racdo ingerida pelos animais durante o experimento.

Dia da pesagem da RI zinco (mg) na RI zinco (mg) na
< Grupo Controle - ; Grupo TAD - )
racao (GC) racéo ingerida (GTAD) racao ingerida
Dia 1 38+24,35 4,1 39+25,11 4,1
Dia 3 3216,27 2,3 3146,78 2,2
Dia 5 2549,63 1,7 2348,75 1,6
Dia 7 3245,21 2,3 32+10,6 2,3
Dia 9 3216,7 2,3 31+8,1 2,2
Dia 11 31+12,78 2,2 28+13,44 2,0

RI = Quantidade de racao ingerida (g) em relacdo a 100g (7 mg de zinco) fornecidas a cada 2 dias.
Dia 1: primeiro dia da pesagem, antes da 1° dose; Dia 3: corresponde ao terceiro dia de experimento;
Dia 5, Dia 7, Dia 9, Dia 11: correspondem aos demais dias das pesagens.



4.2.5. Peso corporal (Kg)

Os resultados mostraram que nao houve variacdo estatisticamente
significativa no que se refere ao peso das ratas submetidas a TAD em relacdo aos
controles.

A Tabela 18 ilustra as médias e desvios padrdes dos pesos corporais (g) dos

grupos controle e TAD.

Tabela 18. Médias do peso corporal (g) das ratas Wistar do grupo controle e do grupo TAD.

Sessdes Teste | Grupo Controle | Grupo TAD
ST1 180+18,51 192+17,99
ST2 183+18,98 189+17,95
ST3 186+18,59 190+19,97

4.3. Analises Histopatologicas na Glandula Pineal.

4.3.1. Aspectos normais da glandula pineal (GP).

A Fig. 18 (A,B,C) mostra aspectos histologicos da GP corada por diferentes
métodos (método de Mallory, PAS — Acido Periédico de Schiff e método do
picrossirius) em preparacgdes histoldgicas cedidas pelo Laboratério de Neurobiologia
para essa demonstracdo. Observa-se a homogeneidade do estroma pineal (Fig.18
A), de parte da capsula da glandula (Fig.18 B) e dos septos de tecido conjuntivo que
separam os pseudolobulos, envolvem vasos sanguineos e que se distribuem entre

as células pineais (Fig.18 B, C).



Fig.18 - Fotomicrografias do parénquima da glandula pineal (GP) de animais controles.
A: Na glandula pineal observa-se os corddes celulares entremeados por tecido conjuntivo (em azul).
D - dorsal; V - ventral. Coloragdo pelo método de Mallory. Barra = 29 um. B: (V) mostra vaso da
capsula da pineal; a seta fina aponta para fibroblasto do tecido conjuntivo da cépsula, as setas
grossas apontam para pinealdcitos, e a seta tracejada aponta para o ndcleo de um astrocito. Areas
coradas na capsula e nos septos de conjuntivo, evidenciam mucosubstancias deste tecido. Coloragao
pelo PAS. Barra = 5,5um. C: Cabecas de setas apontam para o tecido conjuntivo dos septos e ao
redor do vaso, corados pelo Picrossirius. Setas grossas apontam para pinealécitos em um dos
pseudolobulos. Barra = 3,5 um.



4.3.2. Hematoxilina Eosina

Na glandula pineal dos animais do grupo controle, o parénquima apresentava
aspecto homogéneo nas trés regides (central, dorsal e ventral) (Fig. 19 A, C, E). A
técnica de hematoxilina eosina permitiu verificar uma desestruturacdo do
parénquima pineal do grupo TAD (Fig. 19 B, D, F), principalmente nas adjacéncias
dos capilares sinusoides e de capilares menores (Fig. 20 B, C). Havia areas com
possivel extracdo de material, desorganizacdo nos espacos perivasculares e
deposicdes de material inespecifico (Fig. 19, 20). Essas alteracbes variaram
regionalmente, sendo mais visiveis na regido dorsal da glandula (Fig. 19 D), do que
na regido ventral (adjacente ao recesso pineal) (Fig. 19 F).

Em relacdo aos vasos, o espaco perivascular (EP) e os espacos intercelulares
(El), aparecem preservados e moderadamente amplos nos controles (Fig. 20 A, C).
Nos animais do GTAD, estas areas apresentaram desorganiza¢do no seu padrao e

afastamento maior entre as células (Fig. 20 B, D).



Grupo Controle Grupo TAD

Central

Dorsal

Ventral

Fig.19 - Fotomicrografias do parénquima da glandula pineal (GP). Coloracdo HE. A, C, E: controle.
Regides da pineal: central (A, B), dorsal (C, D), ventral (E, F). Aspecto homogéneo do parénquima no
animal controle, nas trés regides central, dorsal e ventral da glandula. B, D, F: Grupo TAD. Observa-
se a desestruturacao em areas do parénquima, principalmente nas regides central (B) e dorsal (D, a

mais evidente). Barras = 21,5 um.



Grupo Controle

Grupo TAD

Fig.20 - Fotomicrografias do parénquima da glandula pineal (GP). Coloragdo HE. A,C: controle:
observa-se a homogeneidade do parénquima com os espacos intercelulares (cabeca de seta) e
espacos perivasculares preservados (setas); vaso (v), pericito (P). C: Vaso com dupla camada de
células endoteliais. Barras = 14,5um (A), 5,5 um (C). B,D: Grupo TAD. B: O asterisco mostra uma
pseudoroseta. As cabecas de seta apontam espacos intercelulares alterados. Barra = 5,5um. D: As
setas indicam desorganizacdo do espaco perivascular, com grande afastamento entre as células.

Barra = 5,5 pm.




4.3.3. Vermelho Congo

O método do vermelho congo mostra a microscopia de luz, areas do
parénquima pineal com coloracéo positiva para amiloide, principalmente adjacente a
vasos (Fig. 21 A), nos animais do GTAD.

Com o auxilio do pré-tratamento com o permanganato de potassio, observou-
se que as areas adjacentes aos vasos, as quais apareciam coradas pelo vermelho
congo, ndo perderam a birrefringéncia em verde macéa (Fig. 21 B), demonstrando

deste modo, que o amiléide presente nesta amiloidose sistémica nao € do tipo AA.
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Fig.21 - Fotomicrografias do parénquima da glandula pineal (GP) de animal do grupo TAD. A:
Corte transversal corado pelo vermelho congo. Seta indica marcacdo pelo corante adjacente ao
= 14,5pum. B: Inserido. Corte indicado em A sob microscopia de

endotélio do capilar. Barra =
polarizacdo apés o pré- tratamento com permanganato de potassio. Observa-se 0 mesmo capilar

marcado pelo VC (*), a seta branca aponta a birrefringéncia verde maca em éareas vermelho congo

positivas. Barra =5 um.



4.3.4. Tioflavina T

A analise pelo método da tioflavina T do parénquima pineal dos animais
submetidos a TAD, evidenciou discreta marcacao fluorescente em areas adjacentes
a vasos, em especial nos capilares sinusdides da capsula da glandula pineal
(Fig. 22 C). Coradas pelo vermelho congo, e sob microscopia de polarizacdo, estas
areas apresentaram birrefringéncia verde macad (Fig. 22 D). A fluorescéncia

observada com a tioflavina T ndo aparecia nos animais controle (Fig. 22 A, B).



Grupo Controle

Grupo TAD

Fig.22: Fotomicrografias do parénquima da glandula pineal (GP) do animal do grupo controle (A, B) e
do grupo TAD (C, D). A, B: Areas do parénquima da glandula pineal mostrando auséncia de
marcacao por tioflavina T. Barras = 2 um. C: Sinusoéide da capsula da glandula pineal corado por
tioflavina T. Setas apontam marcacéo positiva para amildide adjacente ao vaso. Barra = 10 um. D:
Maior aumento de C, apoOs coloragdo por vermelho congo, as setas apontam areas com
birrefringéncia em verde maca. Barra = 14,5 pm.



4.3.5. TSQ

O meétodo do TSQ marcou por fluorescéncia azul brilhante, células do
parénquima pineal dos animais submetidos a TAD. Nestes animais a fluorescéncia
foi mais visivel nas pseudorosetas (Fig. 23 B, C, D), mas também foi observada em
células dispersas pelo parénquima. No grupo controle as marcacgdes fluorescentes
eram menos evidentes (Fig. 23 A). A técnica evidenciou zinco nestas regides, de

modo mais expressivo na glandula pineal dos animais do GTAD.



Fig.23 - Fotomicrografia do parénquima da glandula pineal (GP) de animais do Grupo TAD (B, C, D) e
do Grupo Controle (A). A: Parénquima da glandula pineal do animal controle. Marcacdo para TSQ
menos evidente. Barra = 5,0 um. B: Quadrado delimita pseudoroseta com células TSQ+. Barra = 3,0
pm. Inserido: maior aumento da area demarcada. Barra = 5,0 ym. C, D : Parénquima da glandula
pineal do animal do grupo TAD mostrando células marcadas positivamente pelo TSQ em
pseudorosetas e em células dispersas (setas). Barra = 14,5 pm (C) , 5,5 um (D).



4.3.6. Neo — Timm

O método do Neo-Timm evidencia marcagcdes granulares que correspondem
a depositos metalicos revelados. No GTAD , estas granulacbes escuras apareciam
em associacdo com vasos (Fig. 24 A, B, C, D). Estas eram areas que a microscopia
de luz, mostrava marcacgdes para amiloide.

Deste modo, os granulos de prata metalica correspondem a depdsitos de
metais pesados, entre eles o zinco. Estas marcacbes correspondem a locais
adjacentes a vasos e que aparecem corados pelo vermelho congo, pela tioflavina T
e pelo TSQ.

Os vasos pineais citados nas Fig. 24 A, B, C, D, foram considerados como
tais em funcdo de uma morfologia semelhante aguela dos vasos pineais marcados
anteriormente por técnica especifica (Fig. 24 E) (FERREIRA-MEDEIROS e
CORREA-GILLIERON,2004).



Fig.24 - Fotomicrografias do parénquima da glandula pineal (GP) de animais do Grupo TAD. A, B
(maior aumento de A), C, D: Corte de material revelado pelo Neo-Timm, evidenciando a presenca de
metais pesados em areas adjacentes a vasos (setas), como granulos de prata revelada. Barras = 5,5
pum (A) , 6,0 um (B,C,D). E: Na fotomicrografia sdo observados vasos no parénquima da glandula
pineal marcados pela lectina (Ferreira-Medeiros,M. e Correa-Gilleiron,E.M.2004), que correspondem
aos sinusoides da capsula (seta fina), que se ramificam pelo parénquima e capilares menores (seta
grossa). Estes vasos apresentam morfologia semelhante aos que aparecem nas fotos acima com
granulos de metais pesados adjacentes. Barra = 14,5 um.



4.3.7. Microscopia Eletronica

A andlise da ultraestrutura do parénquima pineal dos animais do GTAD
confirmou a desestruturacdo sugerida na microscopia de luz, ou seja, apareciam
espacos intercelulares (El) e principalmente espagos adjacentes a vasos (espacos
perivasculares, EP), que diferiam do aspecto mais homogéneo do parénquima
observado nos controles (Fig. 25 A). Também era possivel observar estruturas
vacuolares claras e inespecificas (Fig. 25 B) e um material fibrilar desorganizado
(Fig. 25 B — inserido ), alguns de aspecto incomum. A lamina basal em animais do
grupo controle apareciam integras ao redor do vaso (Fig. 25 A), o qual apresentava
em seu lumen prolongamentos citoplasmaticos, comuns nos vasos pineais. No
GTAD, foram vistas alteracbes da lamina basal associada ao vaso (a qual
normalmente aparece como um arranjo em camada uniforme), alteragbes no
endotélio (achatamento da célula) e diminuicdo das projecdes citoplasméticas para o
limen do vaso (Fig. 25 B). Em muitas células apareciam corpos celulares com
grande quantidade de material fibrilar (Fig. 25 B) e espacos vesiculares eram
frequentes no espaco perivascular (Fig. 25 B — inserido ). Nos espacos
perivasculares os depdsitos fibrilares eram sugestivos de serem as fibrilas amiléides,
e estes apareciam aparentemente nos mesmos locais onde havia marcagao positiva
para o vermelho congo e tioflavina T.

No animal controle os espacos intercelulares apareciam preservados e de
moderado tamanho (Fig. 26 A, B). Mas nos animais submetidos a TAD esse aspecto
modificava-se, ocorrendo uma desorganizacdo, com aumento dos espagos
intracelulares, deposicdo de material fibrilar, e aparecimento de corpos residuais
(Fig. 26 C, D, E).

Os capilares da pineal apresentam inimeros prolongamentos citoplasmaticos
para o lumen do vaso e muitas cavéolas (vesiculas de pinocitose revestidas pela
proteina caveolina). No grupo controle observa-se varios prolongamentos para o
limen do vaso (Fig. 27 A). Este aspecto modificava-se bastante no GTAD, onde os
prolongamentos citoplasmaticos diminuem ou até desaparecem completamente
(Fig. 27 B). Do mesmo modo houve uma diminuicdo da quantidade de cavéolas nos
endotélios dos animais do GTAD. O espaco perivascular no animal controle
apresentou uma certa organizacdo das fibras colagenas (Fig. 27 C), e

aparentemente ndo havia grandes quantidades de material fibrilar (Fig. 27 A, C), no



entanto, no GTAD, havia uma expressiva desorganizagao, inclusive da lamina basal,
e a deposicao de material fibrilar (Fig. 27 C, D).

A andlise do material fibrilar que apareceu no animal do GTAD (Fig. 28 C, D,
E) e ndo estavam presentes nos controles (Fig. 28 A), tanto no espaco intracelular
guanto no espago perivascular, apresentava uma morfologia linear, como filamentos
isolados (Fig. 28 C), formando redes (Fig. 28 D) ou como estruturas ramificadas
(Fig. 28 E). As caracteristicas deste material fibrilar assemelham-se aquelas citadas

na literatura como fibrilas amiléides (diametro 8 a 16 nm).



Fig. 25 - Eletromicrografia do parénquima da glandula pineal (GP) do animal controle (A) — observa-
se espaco perivascular normal e amplo (EP) com fibras colagenas em corte transversal, regularmente
distribuidas, nota-se a auséncia de material fibrilar em excesso. Na célula do parénquima (cp)
observa-se parte de um expressivo reticulo endoplasmatico (R). Seta fina aponta integridade da
lamina basal do vaso (c) cujo lumen apresenta proje¢8es citoplasmaticas. Animal submetido a TAD
(B e inserido ) - o0 vaso (c) deixa de apresentar projecdes citoplasmaticas em seu limen, o espaco
perivascular (EP) se desorganiza e grande quantidade de material fibrilar é depositada. Surgem
espacgos vesiculares (S) de tamanhos e formas distintas e sem material de preenchimento nesta
regido (B e inserido ). Corpos residuais grandes e pequenos, com ou sem material no seu interior
(estrela) também aparecem nas células do parénquima nestes animais. Em B, quadrado em preto
delimita a &rea do inserido. Barras = 0,23 um (inserido), 0,45 um (A,B).



Fig.26 — Eletromicrografia do parénquima da glandula pineal (GP) dos animais controles (A, B) e dos animais
submetidos a TAD (C, D, E). Em A o parénquima pineal apresenta-se homogéneo, e 0s espacos intercelulares (El)
sdo menores (A, B); alguns apresentam fibras nervosas em corte transversal (A); (cp) - células do parénquima; LP
— granulos de lipofucsina; B - parénquima pineal de animal GC de aspecto homogéneo e com espacos
intercelulares pequenos (El, e com fibras colagenas organizadas). Nos animais do GTAD (C, D, E) observa-se o
aumento dos El os quais se tornam desorganizados, com deposicdo de material fibrilar, e grandes corpos celulares
(estrelas) de aspecto claro, como se houvesse extracdo de material. Observa-se um aumento na quantidade de
espacos vesiculares (S), lisossomas (Li). Barras = 0,6 um (A); 0,38 um (B); 0,47 um (C, D, E).



Grupo Controle

Fig.27 — Eletromicrografia do parénquima da glandula pineal do animal controle (A,C) e do animal submetido a
TAD (B,D). A - Observa-se um capilar (c), onde aparecem iniUmeros prolongamentos celulares para o limen do
capilar (setas). Partes destes prolongamentos aparecem em maior aumento em inserido (Barra = 0,15 pm). O
capilar do animal controle é rodeado por um moderado espaco perivascular (EP), onde aparecem fibras
colagenas (em corte transversal e longitudinal) que apresentam arranjo regular, e, o espaco perivascular,
apresenta-se sem material fibrilar heterogéneo (A,C). No GTAD os prolongamentos celulares para o limen dos
vasos (c) diminuem (seta) e o EP apresenta desorganizacdo de seus elementos (B), e a deposicdo (em D) de

Grupo TAD

material fibrilar (mf) irregular. Barras = 0,47 pum (A,B), 0,38 um (C,D), 0,15 pm (inserido).




Fig.28 - Eletromicrografia do parénquima da glandula pineal (GP) do animal controle (A) onde observa-se a
integridade das células (cp) e a presencga de espacgos intercelulares (El) de aspecto normal (setas). Animal
submetido a TAD (B, C, D). Em B observa-se a desorganizagao dos espacos intercelulares, com a presenga
de corpos residuais, alguns apresentando debris celulares (estrela), e deposicdo de material fibrilar (mf).
Seta - pequena célula estrelada. O mf que aparece em C, D, E, mostra-se como uma trama de filamentos
isolados (seta em C), formando redes (seta em D), ou como filamentos ramificados (setas em E). Este
material fibrilar dos animais do GTAD apresenta caracteristicas das fibrilas amiléides (diametro = 8 a 16 nm).
Barras = 0,43 pm (A,B) ,40nm (C,D,E).



5. DISCUSSAQO

A aplicacdo da técnica de andlise de metais pesados pelo feixe Sincrotron
nao havia sido utilizada para avaliar a glandula pineal até a presente data, e
tampouco para avaliar amostras de fezes e sangue, e a propria glandula, de animais
submetidos a altas doses de zinco. Portanto, o uso desta técnica no presente
trabalho é uma novidade. Uma vantagem de se usar a técnica TXRF para
determinar a concentracdo regional elementar de metais pesados, diz respeito a sua
capacidade de analisar diminutas quantidades de amostras (na ordem de pl para
amostras liquidas e pg para amostras solidas), tornando a técnica ideal para analise
de quantidades muito pequenas de material como é o caso da glandula pineal.

O aumento de 30% (150 pg/g) na concentracdo de zinco na GP dos animais
submetidos a TAD, obtidos com a técnica TXRF, pode ter sido favorecido pelo
intenso fluxo sanguineo, e por ndo existir uma barreira hemato-encefalica verdadeira
nessa glandula (MATSUSHIMA e REITES, 1975; LUO et al., 1984). Na GP, um
orgao onde a concentracdo de zinco ja é maior do que em outras regides cerebrais,
como mostrado em pineais bovinas e suinas (WONG e FRITZE, 1969), ndo é
discutido ou esclarecido na literatura o mecanismo de transporte do zinco. O
transporte de zinco por membranas celulares ndo é em si um problema, ja que
concentracfes milimolares cruzam as membranas por transportadores, além de
haver um transporte dependente de concentracdo. Porém, na glandula pineal algum
mecanismo deve favorecer a entrada de zinco, mesmo que este ja exista ali em
excesso, como é o caso. Em vista disto, é possivel supor que além de uma grande
necessidade de zinco na pineal, o que favorece o seu acumulo no 6rgao, houve um
intenso transporte do ion através do endotélio no caso dos animais do GTAD e uma
concentragdo aumentada nas ceélulas pineais. Como ndo houve alteracdo
estatisticamente significativa na concentragdo de zinco no soro sanguineo, e nem na
excrecao pelas fezes, inferimos que o excesso de zinco foi absorvido pela glandula.

Os vasos na pineal possuem ao seu redor um espaco perivascular
relativamente amplo, e o revestimento endotelial pode ter até duas a trés células.
Em ratos, partem do revestimento endotelial, diversos prolongamentos celulares
(projecdes citoplasmaticas) que se estendem da superficie endotelial para dentro do
limen do vaso. No presente trabalho foram vistas diversas alteracdes no endotélio

dos vasos pineais dos animais do GTAD através da microscopia eletrdnica. O



revestimento endotelial parecia mais fino, e havia uma grande diminuicdo da
guantidade dos prolongamentos celulares para o lumen, e também na quantidade de
cavéolas, esta Ultima uma caracteristica bem expressiva no endotélio dos vasos da
GP em ratos normais. Nao esta claro porque estas modificacbes acontecem com o
excesso de zinco, no entanto, devem estar relacionadas a alteracdo da homeostase
do zinco e seu acumulo dentro da célula, e talvez também em relacéo as alteracdes
na homeostase de outros ions, como sera discutido.

A absorcdo do zinco em células de mamiferos ocorre por um processo
saturavel e um ndo-saturavel (PATTISON e COUSINS, 1986; ACKLAND et al., 1988;
ACKLAND e MCARDLE, 1990). Uma forma de transporte saturavel é por endocitose
do complexo albumina-zinco. Neste caso, dentro do endossoma o0 complexo se
dissocia, e o zinco liberado pode sair para o citoplasma (os transportadores de zinco
ZnT-2 e ZnT-4 na membrana do endossoma estariam encarregados do seu
transporte para o citoplasma) ou ficar no endossoma para ser excretado. A
homeostase do zinco estaria afetada na dependéncia do zinco absorvido do sangue
ficar ou sair do endossoma. Porém, estudos envolvendo a albumina mudaram o seu
papel passivo de transportar elementos no sangue, mostrando que ha receptores
especificos na célula endotelial para albumina complexada a ligantes e para
albumina livre (SCHNITZER et al., 1992; ROWE e BOBILYA, 2000), e dependendo
do ligante a albumina, a transcitose pela célula endotelial € aumentada, e isto
acontece quando o zinco é o ligante. No entanto, a albumina ndo é essencial para o
zinco entrar na célula (VALEE e FALCHUCK, 1993). Um estudo verificou que a
entrada do zinco na célula endotelial pode depender da concentracdo do ion, e
ainda, depender do tipo de célula (ROWE e BOBILYA, 2000). ACKLAND e
MCARDLE (1990) mostraram, por exemplo, que nos fibroblastos, a entrada do zinco
€ concentragdo-dependente, sendo maior quanto maior for a concentragdo deste ion
nos fluidos extracelulares, e, a via usada para entrada é através de vesiculas de
pinocitose tipo cavéolas (GRIDER e VAZQUEZ, 1996). Esperava-se que, a
semelhanca dos fibroblastos, um excesso de zinco pudesse favorecer a presenca de
cavéolas, mas isto ndo ocorreu. Uma hipotese possivel seria que na GP o transporte
preferencial para o zinco entrar na pineal ndo seja através da endocitose por
cavéolas do endotélio.

As células endoteliais, que tem uma face luminal e outra ab-luminal,

apresentam transportadores de zinco nestas membranas, e um estudo em capilares



com BHE mostrou que em situacao experimental (concentracdo de zinco maior que
o normal) havia um aumento transitério de ZnT-1 das membranas plasmaticas. Com
48h, a absorcdo aumentada do zinco continuava levando-o para dentro da célula,
mas sua saida para o tecido era diminuida, assim, parecia que 0 zinco ia sendo
estocado (em vesiculas ou associado a metalotioneinas) talvez para manter a sua
homeostase (BOBILYA et al., 2007). Portanto, existindo uma BHE verdadeira, o
controle da homeostase do zinco é feito pelo endotélio, favorecendo (ou n&o) o seu
acumulo dentro da célula. A BHE seria, portanto a primeira barreira contra um
desequilibrio homeostético. Qual seria a situacdo em &reas sem BHE ndo esta
claramente definido na literatura. No caso da GP especificamente nada foi relatado.
Como o0 zinco estd em excesso nos animais do GTAD, uma hipotese seria que
houve um transporte de zinco para dentro da pineal via endotélio, favorecido pelo
aumento da concentracdo do ion, e talvez, igualmente favorecido pela expressao de
um tipo de transportador de zinco de membrana, que ajudasse no influxo do metal
para dentro da célula endotelial da pineal (a semelhanca do descrito para endotélios
com BHE). Em roedores, o ZnT-1 € o Uunico membro da familia ZnT localizado na
membrana plasméatica, mas existe 0 membro ZnT-8, por exemplo, cuja fungéo e
localizagdo sdo desconhecidas (PALMITER e HUANG, 2004), e ainda, existe a
familia Zip, onde alguns membros estdo localizados em membranas plasméticas
(KAMBE et al., 2004).

O que a literatura diz sobre o fluxo de zinco é que existe um sistema
transportador saturavel de zinco nas membranas de células endoteliais
(MICHALCZYK et al., 2002; SHEN et al., 2007). Em geral, hd 9 tipos de
transportadores de zinco da familia ZnT e 15 da familia Zip em células humanas
(LIUZZI e COUSINS, 2004). Estes transportadores apresentam papéis opostos: a) a
familia ZnT reduz o zinco intracelular, porque promove o efluxo deste ion da célula
(ou do citoplasma para dentro das vesiculas citoplasmaticas) (PALMITER et al.,
1996; SHEN et al., 2007); b) a familia Zip aumenta o zinco intracelular, porque
promove a absor¢cdo do mesmo para dentro da célula (e também a sua liberacéo das
vesiculas para o citoplasma) (KAMBE et al., 2004). Ambas as familias de
transportadores sdo tecido-especificas e sofrem influéncia das concentracdes de
zinco (deficiente ou em excesso) (EIDE, 1997; LIUZZI E COUSIN, 2004). Deste

modo, ha possibilidades ja citadas na literatura que reforcam a hipétese formulada



acima para o presente trabalho, sobre a agéo favorecedora da entrada do zinco em
excesso via transportadores de membrana.

Além deste transporte ativo via um sistema de transportadores de metais
pesados nas membranas celulares, admite-se que 0 zinco possa passar por
proteinas canais via um transporte passivo (sem gasto de energia) em um sistema
de difusdo facilitada que depende da concentracdo do ion, a semelhanca do que
ocorre no intestino delgado. No intestino delgado h4 uma grande participacdo das
proteinas transportadoras de zinco (ex: ZnT1l, ZnT7) e o ion é absorvido por
transporte ativo saturavel, auxiliado pela presenca de glicose no lumen intestinal, na
borda em escova das células (LEE, 1989; VALLEE e FALCHUK, 1993). No intestino,
inclusive, se o nivel de um metal € baixo, ha aumento dos transportadores e isto
potencializa a absorcdo, podendo aumentar o nivel téxico do metal na célula. Aléem
dessa via por transporte ativo, ocorre no intestino um transporte passivo do zinco por
difusédo facilitada cuja eficiéncia é proporcional a concentragdo de zinco no limen
intestinal (SANDSTROM, 1986; KREBS et al., 1996). Este tipo de transporte passivo
também ocorre para outros metais, como chumbo (BRADBURY e DEANE, 1993)
entre outros. Nao foi avaliado no presente trabalho a mecéanica de transporte do
zinco administrado, porém, considerando-se os dados apresentados na literatura €
possivel sugerir que o aumento de zinco observado na pineal com a técnica do
TXRF possa ocorrer por alteracdes nas vias de transportadores de zinco e/ou na via
de difuséo facilitada. Outros estudos sao necessarios para encontrar esta resposta.

O aumento de zinco mostrado pela técnica TXRF leva ao questionamento
sobre a acdo da regulacdo deste excesso de zinco. No cérebro a regulacdo dos
niveis de metais € muito rigorosa. O cérebro € um Orgdo especializado, que
concentra ions metalicos, portanto, estaria preparado para realizar um eficiente
mecanismo de homeostase e tamponamento destes ions. No caso do zinco, estudos
in vitro, mostraram que a liberacdo de altas concentracdes de zinco (~300 pmol)
vesicular (de neurénios ZEN) de modo célcio-dependente (FREDERICKSON et al.,
1983; TAKEDA, 2001) foram mais do que suficientes para causar dano a células
neurais (KOH et al., 1994; BUSH, 2000). Portanto, em situacfes normais, o cérebro
como um todo deve possuir mecanismos de defesa para lidar com as alteragbes que
envolvem metais, e para manter a sua homeostase. Na maioria dos o6rgados, de
acordo com a literatura (OPRESKO, 1992), existe um periodo critico de 6 a 12 dias,

para ajustes homeostaticos do zinco plasmatico e recuperacao dos efeitos causados



por etapas de hipozincemia ou hiperzincemia. Neste periodo sdo importantes as
metalotioneinas (MT) citosdlicas que ligam zinco (e também cobre) (MARET, 2000),
atuando como agentes tamponantes e como um reservatério do zinco (KAMBE et
al., 2004), regulando a sua biodisponibilidade e impedindo que alteragcdes nas
concentracOes destes metais perturbem a homeostase (VALLEE e FALCHUK, 1993;
MARET, 2000; SALGUEIRO, 2000). Na GP bovina, foi mostrado (AWAD et al., 1989)
gue existem dois tipos distintos de metalotioneinas (metalotioneina I e 1l) e que estas
deveriam exercer um eficiente mecanismo homeostatico para este ion nesta
glandula. Apesar destes dados da literatura, os resultados obtidos neste trabalho
sobre o aumento da concentracdo de zinco no GTAD sugerem que O ajuste
homeostéatico do zinco plasmatico dentro do periodo previsto (periodo de 6 a 12
dias), ndo conseguiu impedir ou regular o acumulo de 30% no tecido pineal. Um
fator que pode ter contribuido pra tal seria que as doses de zinco eram dadas
inclusive durante este provavel periodo de ajuste. Como as marcagfes para 0 zinco
pelas técnicas especificas, como sera discutido adiante, mostram que existe zinco
livre e/ou fracamente ligado na GP dos animais do GTAD, pode ter ocorrido uma
falha no mecanismo de tamponamento do zinco ou alteracdes no mecanismo de
sequestro de zinco pelas metalotioneinas (ou saturagdo das metalotioneinas) e
estes mecanismos alterados seriam responsaveis pelo desequilibrio homeostatico
na pineal. Para determinar que fator ou fatores permitiram o desequilibrio nas
concentracfes e aumento de 30% de zinco na GP com a condi¢ao de hiperzincemia
experimental sdo necessarios estudos complementares.

Estudos em aves demonstraram que sob a administragdo de um excesso de
zinco na dieta (antes de uma dieta pobre em zinco), o ion se acumulava nos 0ssos
para ser liberado durante a fase de baixa ingestdo de zinco (EMMERT e BAKER,
1995). A deposicdo nos 0ssos seria uma reserva funcional passiva (para a
deficiéncia de zinco). A situacdo apresentada no presente trabalho partiu de um
modelo de hiperzincemia (FEREZIN-PINTO e CORREA-GILLIERON, 2007) onde a
situacdo de excesso de zinco foi forcada. Portanto, como ndo ha deficiéncia de
zinco, ndo esta havendo liberacdo do zinco acumulado em 0ssos ou em qualquer
outro tecido. Porém, a situacdo inversa, zinco acumular nos 0SsSOS por estar em
excesso, pode ser considerada. Nao foram feitas andlises dos 0ssos nos animais do

GTAD. No entanto, mesmo considerando uma possivel absor¢cdo de zinco pelos



0Ss0s, a concentracao foi maior na pineal (30%), o que indica que qualquer
deposi¢cao em outro tecido néo foi significativa para o resultado.

Apesar da deposicado de zinco em tecidos interferir na sua homeostase, 0
ajuste gastrointestinal de absorcdo e de excrecdo enddgena (zinco que estad no
intestino para ser eliminado nas fezes) é o primeiro mecanismo pelo qual o corpo
mantém constantes os niveis de zinco (KING et al., 2000). No presente trabalho, ndo
houve alteracdo estatisticamente significativa na excrecdo de zinco quando se
comparou os animais do GTAD entre eles mesmos, mas houve alteracdo
estatisticamente significativa (aumento da excrecdo) quando sSe comparou 0S
animais do GTAD e os controles apds a Ultima dose, provavelmente, uma tentativa
do organismo em regular a concentracdo excessiva de zinco.

O equilibrio entre os varios elementos minerais e a relacdo entre as suas
concentragdes, é fundamental para o funcionamento adequado do organismo, e ha
relatos de alteracbes em metais capazes de afetar a biodisponibilidade de outros
metais (JANSSEN et al., 2000). No presente trabalho foi observado pela técnica do
TXRF, nos animais submetidos a TAD, desequilibrio homeostatico em diversos
elementos quimicos analisados, além do zinco. As alteracdes destes elementos
foram estatisticamente significativas na glandula pineal e no soro sanguineo,
sugerindo uma ag¢éo do zinco administrado por via oral, sobre a homeostase de
outros elementos quimicos.

Os elementos que mostraram aumento em correlagcédo direta com o aumento
de 30% na concentracéo de zinco na GP e no soro sanguineo foram enxofre (S*?),
cloro (CI™"), potassio (K*') (em ambos), e, os elementos célcio (Ca*?), titanio (Ti*3),
manganés (Mn*?), ferro (Fe*?) (apenas na GP). No caso do ferro, sua concentracdo
diminui no soro sanguineo, e também nas fezes, tendo ai entdo uma correlacédo
inversa em relacdo a concentracado de zinco. O estudo de correlagdes (diretas ou
inversas) entre as concentracdes dos elementos quimicos é mostrado na literatura
por diferentes métodos de analises, por exemplo, 0 uso de métodos quantitativos por
ativacdo de néutrons. Em cérebro humano isto foi feito, para avaliar as
concentragdes absolutas (HOCK et al., 1975) de elementos traco essenciais (entre
eles o zinco), e foi mostrado que ndo havia uma distribuicio homogénea dos
elementos nas diferentes regifes cerebrais, mas havia uma grande variacao entre
as concentracdes dos elementos essenciais em relagcdo aos elementos néo

essenciais. As andlises das concentracdes (Co*’,Fe™? Rb*',Se*?,zn*?) apontavam



para uma correlacdo direta quando os elementos eram relacionados entre si, onde
quase sempre, o aumento de um implicava em aumento do outro (HOCK et al.,
1975). Em 1992, GOOD et al., demonstram por técnica de espectrometria, uma
elevacdo na concentracdo de ferro nos emaranhados neurofibrilares e nas placas
senis. Esse aumento foi corroborado por outros autores que mostraram
concentragdes significativamente elevadas na substéncia cinzenta do neocoértex,
guando comparados com pacientes controles (FREDERICKSON, 1987 apud KOH et
al.,, 1996). Estes estudos sugeriram que o ferro podia ocasionar uma
neurodegeneracao pela geracdo de espécies de radicais livres, o que aumentaria a
formacao de fibrilas de B-amildide (HENSLEY et al., 1995) e que a homeostase do
ferro estaria rompida nos cérebros acometidos pela DA (LOVELL et al., 1998). Mais
recentemente aumentos nas concentragbes de ferro e zinco (entre outros
elementos) foram relatados em animais com diminui¢gdo no processo cognitivo com o
uso da técnica do TXRF (Serpa et al., 2008).

De acordo com os resultados do presente estudo, existe na pineal, uma
correlacdo direta entre a concentracdo do ferro e o excesso de zinco. O ferro &
considerado um elemento fundamental para véarias fungdes organicas nos
mamiferos (ATYABI et al., 2006) e tanto a sua deficiéncia (a anemia € a expressao
mais relevante - FRANCIOOSI et al., 2009) quanto o seu excesso (causa fadiga
cronica, etc.) sdo prejudiciais. Em humanos, existe para este ion, o que se chamou
de ciclo interno, um processo onde uma vez penetrado no organismo o ferro sofre
ciclagem num sistema fechado (estdbmago, intestino, células intestinais, sangue
circulante, células do baco, medula 6ssea e outros tecidos, e figado) onde a entrada
de pequenas quantidades diarias substitui as pequenas quantidades perdidas
(BROWN et al., 1977). O ferro ferroso (Fe*) (resultante do Fe*3, ferro férrico -
inorganico) € bastante soluvel e facilmente absorvido pelas células, e no interior
destas se acumula como ferritina e hemossiderina (proteinas de reserva do ferro)
(POLLYCOVE et al., 1978). Pela analise por TXRF observamos um aumento
expressivo do ferro na pineal (67%), sugerindo sua acumulagdo neste 6rgado (uma
sobrecarga de ferro no tecido pineal). Ja em relagdo ao soro sanguineo e fezes
observamos uma correlagao inversa, onde o aumento de zinco gerou diminuigéo do
ferro (30%) no soro sanguineo e também nas fezes. A sobrecarga de ferro em
tecidos é um fato que em geral acontece em relacdo ao figado (um 6rgdo alvo e

primério para deposicdo irregular do ferro, seguido do coracdo e pancreas),



principalmente na hemocromatose (uma doencga genética devido a hiperabsorcéo
intestinal do ferro) (BONINI-DOMINGOS, 2007). O excesso de ferro livre nos tecidos
€ bastante nocivo, pois promove a geracao de espécies reativas de oxigénio que sao
toxicos para a célula e lesam proteinas, lipidios e DNA. O aumento de ferro nos
tecidos, a hemossiderose, pode ocorrer em doencas graves (renais e pulmonares),
onde por razdes desconhecidas h& extravasamento de sangue na regido. Uma
hipétese para o aumento de ferro na glandula pineal seria estar havendo uma
hemossiderose provocada pelo excesso de zinco. Nao foi possivel encontrar
imagens da pineal a microscopia optica ou eletrénica suficientemente reveladoras de
extravasamento de sangue no tecido, mas a hipotese ndo deve ser descartada. No
entanto, outra hipotese para o acumulo de ferro na pineal poderia ser a ocorréncia
de uma absorcéo facilitada do ferro do sangue para a pineal, através do endotélio.
Se isto estiver acontecendo o ferro poderia diminuir no sangue nos animais do
GTAD, sem haver uma excregcdo aumentada (como de fato ocorreu), porque o ferro
esta se concentrando nos tecidos. Outros estudos sdo necessarios para comprovar
esta hipdtese. De qualquer modo, a situacéo de hiperzincemia gerou um acumulo de
ferro no tecido pineal, associada a diminuicAo da sua excrecdo e de sua
concentragcdo no sangue. Na literatura é relatado que no sangue, o ferro se prende a
transferrina, mas se houver saturacao da transferrina ele circula livre, como forma
nao ligada de ferro, e esta forma pode ser facilmente reabsorvida pela célula,
aumentando assim o acumulo intracelular danoso a mesma (WORWOOD, 2002).
Como a homeostase do ferro intracelular é feita por proteinas reguladoras de ferro,
que na situacdo de acumulo de ferro estéo inativadas (NAIRZ e WEISS, 2006), isto
também poderia estar ocorrendo na pineal. Recentemente, foi descoberto um
horménio, a hepcidina (GANZ e NEMETH, 2006) que nos vertebrados superiores
esta bastante relacionada com a homeostase do ferro. A proteina € sintetizada no
figado e atua como um regulador negativo do ferro. Ela regula a absor¢éo do ferro
através das células intestinais. Quando a secrecdo desta proteina aumenta, diminui
a absorcéao e retencao do ferro pelas células intestinais e pelos macrofagos. Porém,
a deficiéncia de hepcidina causou em camundongos a sobrecarga de ferro,
especialmente no figado, pancreas e coracdo (e paradoxalmente provocou a
deplecao de ferro nos macréfagos) (GANZ e NEMETH, 2006). Outra hipotese para a
hemossiderose aqui sugerida pode, portanto, ter também relacdo com este

hormonio.



Os resultados no presente trabalho com a técnica TXRF mostraram que
houve uma relacdo direta entre o aumento da concentracdo de zinco e a
concentracdo de célcio na pineal. In vivo, o calcio pode estar tanto no fluido
intracelular quanto no extracelular (calcio livre), e armazenado dentro dos
compartimentos celulares (ex: nas mitocondrias) (POZZAN e RIZZUTO, 2000).
Aumento da concentracdo de célcio intracelular pode ocorrer por despolarizacao das
membranas (h& ativacdo de canais calcio sensiveis a despolarizacdo) que permite o
influxo de calcio para dentro da célula, onde pode ser armazenado (BERRIDGE et
al., 2003), por ativacdo de receptores ionotropicos de membrana (NMDA,
AMPA/Kainato) (que ativados aumentam a concentracdo de calcio intracelular -
SENSI et al., 1999), e também devido a sua liberacdo dos estoques intracelulares.
Estas alteracdes sdo vistas como responsaveis por distarbios na homeostase do
calcio (FRANDSEN e SCHOUSBOE, 1993). Presume-se que 0 aumento da
concentragcdo de calcio na pineal possa estar refletindo a liberacdo deste ion dos
compartimentos intracelulares (ex: mitocondria), somado ao calcio livre no
citoplasma e no tecido como um todo, motivado pela hiperzincemia. A homeostase
do célcio de uma maneira geral deve ser mantida dentro de limites muito estreitos,
para evitar efeitos toxicos, como por exemplo a agdo toxica do calcio sobre as
mitocondrias levando-as a produzir radicais livres, (POZZAN e RIZZUTO, 2000). No
presente trabalho, o aumento da concentracdo de célcio em relacdo ao zinco, &
reforcado pelo relato de que o zinco induz um aumento da permeabilidade da
membrana celular ao calcio, contribuindo para o desequilibrio na homeostase deste
elemento quimico (HORNING et al., 2000).

No controle do nivel de célcio no sangue (calcemia) é importante o seu
armazenamento nos 0sSs0s e sua excrecdo renal e fecal. O calcio do sangue
aparece como: calcio ionizado livre (forma fisiologicamente ativa - maior fragédo),
como uma pequena fragdo complexada a fosfatos e outros anions e uma fragao néo
difusivel ligada a proteinas. No caso do soro sanguineo e das fezes dos animais do
GTAD, a diminuicdo da concentracdo de célcio ndo foi estatisticamente significativa
apos a hiperzincemia.

No organismo quase todo o fésforo estd na forma de fosfato (1 atomo de
fésforo e 4 de hidrogénio). A técnica do TXRF mostrou que ha uma correlagéo
inversa entre zinco e fosforo, no caso dos animais do grupo TAD. Assim o aumento

de zinco implicou na diminuicdo expressiva (83%) do fésforo. Uma situacao similar



de diminuicdo do fésforo pode ocorrer em relagdo ao célcio, por exemplo, para
manter a relacdo calcio:fésforo. Normalmente o fosfato (PO4®) tem uma relacédo
reciproca com o calcio, onde a diminui¢cdo do fosfato implica no aumento do célcio, e
nesta relacdo, se qualquer um dos ions estiver em excesso a excrecao do outro
aumenta (TAYLOR e BUSHINSKY, 2009). Uma hipétese seria que as alteracdes
observadas no caso do fésforo nos animais do GTAD, possam estar mais
diretamente ligadas ao que estd acontecendo com a concentracdo de calcio,
alterada nas pineais do GTAD. O resultado sobre a excre¢do de fosforo nédo foi
estatisticamente significativo para explicar a diminui¢cdo de fosforo na pineal devido a
sua excrecdo nas fezes. E, deve ainda ser observado que a principal via de
excrecdo do fosforo € a urina, e ndo as fezes. Alteracbes nado significativas no
sangue (onde o fosfato tem ampla flutuacao diaria que pode chegar a 50%, tendo
assim uma homeostase menos rigida - TAYLOR e BUSHINSKY, 2009) indicam que
nao havia uma hipofosfatemia (diminuigéo de fosfato no sangue), uma condi¢cédo que
pode acontecer em casos de acidose metabdlica (onde o aumento de acido no
sangue supera o sistema tampao do organismo), originadas por intoxicacoes, pela
ingestdo de solucdes acidas ou de constituintes que ingeridos se tornam sais acidos
(LAUAR et al., 2006). Assim, uma hipofosfatemia podia ser esperada no caso da
TAD onde havia ingestdo de solugdo de sulfato de zinco, uma solucdo cujo pH é
moderadamente acido (4,5-5). No entanto, apesar de ndo terem sido feitas analises
adicionais para verificar uma acidose metabdlica nos animais do GTAD, a analise do
sangue pelo TXRF mostrou que as alteracdes na concentracdo de fésforo no soro
nao eram significativas para caracterizar uma hipofosfatemia, e talvez uma acidose.
Nos animais do grupo TAD ocorreu uma relacdo direta entre o aumento do
zinco e o aumento de potassio na pineal, e também no soro sanguineo. O potassio é
0 cétion predominante nas células animais. A manutengcédo de sua distribuicdo no
meio intracelular e no sangue depende da bomba Na'-K*-ATPase. Assim, a maior
concentracdo de sodio € do lado de fora da célula e a maior concentracdo de
potassio é do lado de dentro. O potassio consumido na dieta € em geral suficiente
para compensar a sua perda. O aumento de potassio na GP e no soro pode ter
razBes que ndo sao facilmente deduziveis. Algumas situa¢des favorecem o aumento
da entrada de potassio numa célula entre elas estéo a elevagcao do pH extracelular,
alguns tipos de intoxicacao (ex: pelo bario), a hipotermia, entre outras situacoes

mais graves. Importante no metabolismo do potassio e também do equilibrio acido-



basico do organismo é o entendimento sobre o funcionamento da bomba Na*-K’-
ATPase, que captura 2 ions de potassio para cada 3 de sddio que libera. Em uma
situacdo de alcalose (aumento da alcalinidade do sangue por concentracdo anormal
do bicarbonato, casos como, por exemplo, no vomito prolongado) sai hidrogénio da
célula e aumenta a concentracdo de potassio intracelular, com diminuicdo de
potédssio no sangue. No resultados com as analises do TXRF ndo houve diminui¢do
de potéassio no soro, e sim aumento do ion portanto ndo houve alcalose. Na acidose
(acidez excessiva do sangue por concentracdo baixa de bicarbonato) ocorre o
oposto, a célula perde potassio para o0 meio extracelular. Nos animais do GTAD o
aumento no sangue (hipercalemia) foi bastante significativo (43%) com a
hiperzincemia. A hipercalemia se manifesta quando os rins ndo excretam quantidade
suficiente de potassio (insuficiéncia renal), e a hipercalemia associada a aumento de
potéssio intracelular ocorre em doencas como na insuficiéncia das supra-renais
(GENNARI, 2002). Elevacdo na concentracdo de potassio no sangue € bastante
perigoso, pois pode afetar o sistema de conducao elétrica do coracao, e quando seu
aumento é progressivo pode implicar em parada cardiaca. No caso de animais do
GTAD, alguns apresentavam palpitacdes (batimentos cardiacos irregulares), e a
hipercalemia era evidente, e pode estar associada indiretamente a uma acidose.
Outras analises sdo necessarias para esclarecer esta hipercalemia. As variacdes
das concentracbes extracelulares do potassio, por exemplo, sdo tambéem
importantes porque influenciam a atividade da musculatura estriada esquelética, fato
consideravel para a analise dos animais do GTAD que apresentaram alteracdes na
atividade motora, possivelmente devido as alteragBes do potdssio. O potassio e o
sédio estdo entre os principais eletrolitos do organismo que influenciam a
distribuicdo e retencdo de agua corporal. O movimento de agua através da
membrana € influenciado pela concentracdo destes eletrélitos. Portanto, qualquer
modificacdo em suas concentra¢gfes sdo a base para o deslocamento da agua. Uma
hipétese no caso do aumento de potassio no GTAD pode ter uma relacédo importante
com o movimento de fluidos entre os compartimentos intra e extracelular, um
processo que poderia estar ocorrendo no tecido pineal e sendo responsavel pela
dilatacdo dos espacos extracelulares observados, como sera discutido mais adiante
com os resultados da microscopia eletronica.

Outros elementos quimicos como o enxofre e o cloro também mostraram pela

técnica do TXRF aumento em suas concentracdes em correlacdo direta com o



aumento de zinco, tanto na pineal quanto no soro sanguineo dos animais do GTAD,
e as causas disto ndo sao claras e necessitam maiores estudos para uma
explicacdo. O enxofre participa da composicdo de varios compostos organicos
(cisteina, metionina, e outros) e os disturbios na homeostase gerado pelo excesso
de zinco pode ter causado alteragdes no metabolismo dos compostos de enxofre.

Quanto ao cloro, em associagdo com o sodio e o potassio, € o principal
contribuinte para a manutencdo do conteddo normal de agua do organismo. O anion
cloro predomina no liquido extracelular; onde atua na manutencdo do equilibrio
guimico com os cations presentes. O cloro também participa no sistema tampéo do
sangue junto com o bicarbonato. O contetudo de cloro pode ser um indicador de
alteracbes no compartimento de liquido extracelular (CLE). Um aumento na
concentracdo de cloro altera o equilibrio de cétions, entre outras acdes importantes
para a homeostase, e assim 0 aumento na sua concentragcédo (em correlacao direta
com 0 zinco) sanguinea e na pineal poderia estar relacionado a um desequilibrio dos
cations e talvez a algum tipo de disturbio no CLE. Ha relatos na literatura (BLOOM,
1967) sobre alteracbes na concentracdo de cloro, onde para manter estaveis as
concentragcdes eletroliticas no sangue (e também do liquido intersticial) o CLE
poderia se expandir. Uma expansao deste espago extracelular, como dito
anteriormente, foi observada na GP dos animais do GTAD em relacao aos controles,
e isto pode ter relacdo com as concentracdes de cloro aumentadas.

As alteracbes de outros ions, como o titanio, manganés e niquel, que
ocorreram com o aumento do zinco, sdo de dificil interpretagdo. No caso do niquel
este trabalho mostrou uma relacdo inversa entra as concentracdes deste ion e a do
zinco, pois houve expressiva reducao do niquel na glandula pineal. O niquel € um
ion que sob varias circunstancias pode ativar ou inibir reacdes enzimaticas
importantes. Sua falta pode interferir nestas reacfes e causar efeitos deletérios
severos. Este ion tem sido citado como um elemento que interage com outros
elementos importantes, para proporcionar um funcionamento apropriado de varios
sistemas metabdlicos (LI e ZAMBLE, 2009). Uma caracteristica importante € que o
niquel atua inibindo a acdo da enzima superoxido dismutase que participa no
processo de metabolizagdo dos radicais livres, assim em doses elevadas este ion é
toxico causando em humanos irritacdo gastrointestinal, nauseas, vOmitos,
diminuicdo do apetite, alteracfes neuroldgicas, dor de cabeca, vertigens, e fraqueza

muscular, entre outros problemas. Em ratos a sua deficiéncia parece afetar os niveis



da vitamina B-12, alterar o peso e provocar alteracbes nas concentracdes de cobre,
ferro, calcio e molibdénio no sangue. Os animais do grupo TAD ndo mostraram
diminuicdo significativa de peso que pudesse estar relacionada a diminuicdo na
concentracdo de niquel, causada pelo excesso de zinco e/ou pela homeostase
alterada de varios elementos quimicos. Nao é possivel afirmar que houve alteracao
das concentragfes de niquel devido ao excesso de zinco ou que as alteracdes nas
concentracfes dos outros metais geradas pelo excesso de zinco influenciaram na
concentracdo do niquel. No entanto, considerando o papel modulador do niquel nas
reacfes enzimaticas € possivel supor que no caso do GTAD estas estejam
comprometidas, trazendo assim efeitos deletérios aos animais. Entre as
concentracbes de manganés e zinco, no entanto, houve correlacdo direta nos
animais do GTAD na glandula pineal, e no sangue. O manganés no sangue
encontra-se principalmente nos eritrocitos. No sistema nervoso central este ion
atravessa a barreira hemato-encefélica chegando ao tecido nervoso onde sua
eliminacao € lenta. O ion € importante para o desenvolvimento e o funcionamento do
cérebro (SLOOT et al.,1994). Uma dieta deficiente em manganés pode levar a
severos problemas na atividade cerebral. No entanto, este ion pode também se
acumular anormalmente em algumas regides e uma concentracdo elevada de
manganés pode ser toxico para o cérebro e causar neuropatias (SANTOS et al.,
2010). Dados da literatura indicam que niveis aumentados de manganés no sangue
pode implicar em deposicdo anormal do ion em tecidos, como foi visto para os
nacleos de base (SOTOGAKU et al., 2000), e esta informacédo favorece a hipétese
de que o0 manganés esteja sendo depositado na glandula pineal.

O mecanismo pelo qual o manganés induz danos neuronais ainda nao esta
claro, mas parece estar relacionado ao estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e
neuroinflamacéo (MILATOVIC et al., 2009). Se o manganés pode causar uma
disfuncdo mitocondrial, é possivel que o seu aumento esteja relacionado a
alteracdes mitocondriais que favoreceram a liberacéo de calcio, e portanto, aumento
de sua concentracdo, conforme foi medido pelo TXRF. Reforcam esta hipotese
relatos mostrando que o0 manganés € considerado um ion que pode, em
determinadas condi¢des, induzir a liberacdo de calcio dos estoques intracelulares,
por exemplo, do reticulo endoplasmatico (TAKEDA et al., 2003). Os sinais e
sintomas de intoxicacdo pelo manganés em humanos envolvem anorexia, cefaléia,

insbnia e fraqueza geral, e alteracdes neuroldgicas e psicomotoras como hipertonia



muscular, astenia, parestesias, dores musculares, alteracdo da fala e da libido. A
toxicidade do manganés em animais implica principalmente na diminuicdo do
crescimento e do apetite (HURLEY et al., 1984), fatos que ndo foram observados
nas ratas do GTAD.

Dados da literatura mostraram que hd um aumento nos niveis de manganés
quando se aumenta a concentracdo de potassio (TAKEDA et al., 2003), e talvez as
alteracdes encontradas para o potassio no presente trabalho estejam tambéem
relacionadas a este aumento de manganés na glandula pineal.

Uma correlagéo direta com o excesso de zinco, para a qual ndo temos uma
explicacdo, é observado para o titanio, um ion biocompativel e capaz de se
acumular em tecidos, sem relatos de toxicidade, porém cujo significado bioldgico
ainda € pouco conhecido. E provavel que este ion seja um contaminante ambiental.

A analise pela microscopia eletrdnica das pineais dos animais do GTAD, e
com amiloidose (como observado no modelo de hiperzincemia usado) trouxeram
resultados interessantes e compativeis com a literatura. Em 1959 COHEN e
CALKINS estudaram por microscopia eletrbnica (ME), amiloidoses primarias e
secundarias observadas em tecido humano e de animais, pensando na possibilidade
de haver uma estrutura microscopica fibrilar orientada no amiléide (como indicado
pela birrefringéncia deste material sob microscopia de polarizacdo). Seus resultados
comprovaram que todas as formas de amiléide em tecido fixado apresentavam uma
estrutura fibrilar comparavel. A estrutura fibrilar observada a ME apresentou feixes
de fibrilas (eventualmente sinuosas) com larguras médias que variavam de 7,5 a 10
nm e com comprimentos de 100 a 1600 nm. Outros estudos (GUEFT e GHIDONI,
1963) sugeriram que as fibrilas amildides eram duplas com um espaco intrafibrilar
entre elas de cerca de 2,5 nm, igual ao diametro da fibrila. Em 1964, TERRY et al.
estudaram a estrutura fibrilar da amiloidose associada a placas senis em cérebros
com Alzheimer e relataram fibrilas de 7 a 9 nm de largura, que pareciam ter uma
estrutura fibrilar triplice com um centro oco. Posteriormente, em 1967 SHIRAMA e
COHEN, realizaram um extenso estudo, sobre a ultraestrutura fibrilar do amildide, e
0 conjunto de informacdes levou ao consenso exposto em 1982 por COHEN et al.,
de que a unidade estrutural da fibrila de amiléide in vivo apresenta largura de 7,5 a
10 nm, formando arranjos aleatérios. Estudos realizados in vitro por COHEN e
CALKINS (1964), conseguiram isolar de tecido e 6rgdos, uma camada de fibrilas

com todas as caracteristicas tintoriais de amildide, e estas fibrilas tinham as mesmas



dimensdes das fibrilas observadas a ME. Estes resultados levaram a conclusédo que
todas as fibrilas isoladas no estudo eram similares as fibrilas de amiléide analisadas
nos tecidos. Contudo, o estudo in vitro das fibrilas isoladas, ndo levaram em
consideracao que poderia haver depésitos em tecidos, que nao formam fibrilas mas,
gue possuem as caracteristicas dos depdsitos de amildides. Estudos posteriores
mostraram que havia componentes nao-fibrilares associados aos amiléides (SIPE e
COHEN, 2000) e estes seriam: proteoglicanos de heparan sulfato, componente P
(uma alfa-globulina) do amiloide sérico, e a apolipoproteina. O desenvolvimento de
técnicas e novos estudos mostraram que uma combinacdo de fatores (estrutura do
peptideo formador do amiléide, a capacidade de assumir uma conformacao beta, a
influéncia de proteoglicanos no dobramento das cadeias polipeptidicas, entre outros)
eram determinantes para a formacao ou nao de fibrilas amiléides tipicas (GLENNER
etal., 1971; KELLY, 1998; WEST et al., 1999).

No presente trabalho foram observadas estruturas fibrilares no parénquima
pineal dos animais submetidos a TAD, principalmente no espaco perivascular. Estas
eram fibrilas alongadas, eventualmente sinuosas que se cruzavam entre si, e
algumas vezes mostravam discretas ramificacdes (Fig. 28 C,D,E), uma morfologia
muito parecida aquela das fibrilas analisadas a microscopia eletrénica por outros
autores (PRAS et al.,, 1969; ZUCKER-FRANKLIN e FRANKLIN, 1970) e que foi
considerada como a morfologia tipica de uma fibrila de amildide in vivo. Apesar da
grande resolucdo do ME usado no presente trabalho, ndo houve um isolamento
desta estrutura fibrilar para se poder julgar em detalhes a sua morfologia (se fibrilas
duplas ou triplices, separadas por espacgos, por exemplo). As larguras destas fibras
correspondiam a valores entre 8 a 16 nm (Fig. 28 E). Estas estruturas fibrilares
compunham um cenario de desorganizacdo observada nas pineais dos animais do
GTAD, nas areas perivasculares ou nos espacgos extracelulares. Especialmente nos
espacos perivasculares, as fibrilas apareciam entre arranjos desorganizados de
fibrilas colagenas (estas Ultimas, nos controles, apareciam como feixes mais
organizados - Fig. 25 A, B). Estas fibrilas, com a morfologia de fibrilas amildides,
eram muito menores que as fibrilas colagenas, e igualmente ndo correspondiam as
fiorilas elasticas estudadas na pineal (FEREZIN-PINTO, ARAUJO e CORREA-
GILLIERON, 2004).

A observacdo a ME também mostrou uma desorganizacdo estrutural do

tecido da glandula pineal, com a presenca de corpos residuais nos espacos



intercelulares, (Fig. 25 B e 26 C, D, E) corroborando a hip6tese que ja vinha sendo
cogitada no estudo do modelo de hiperzincemia, de que poderia estar ocorrendo
uma desestruturacdo do parénquima pineal nos animais do grupo TAD (FEREZIN-
PINTO e CORREA-GILLIERON, 2005, 2007 e 2009), principalmente nas
adjacéncias (espacos perivasculares) dos capilares e nos espacgos intercelulares, os
guais pareciam aumentados, quando observados na microscopia de luz. Deste
modo, a analise pela ME evidenciou a desestruturacdo do parénquima pineal, sob
excesso de zinco. Um estudo feito em glandulas pineais de ratos contrastadas pelo
ferro coloidal revelou que nos espacos perivasculares ha muitos proteoglicanos
sulfatados (sensiveis a hialuronidase e condroitinase ABC) que formam uma rede
onde os glicosaminoglicanos estariam interagindo com o colageno, e atraindo e
retendo moléculas de agua, para formar um gel hidratado que atua como um
regulador seletivo de moléculas do sangue para o tecido (TAGUCHI et al., 2000).
Uma hipotese em relacdo a desestruturacdo observada no espacgo perivascular no
GTAD seria ter havido, em funcdo de um excesso de zinco, um desarranjo desta
organizacdo em “rede de proteogilicanos-colageno-agua” relatada pelos autores
(TAGUCHI et al., 2000). A participacdo do zinco alterando um tipo de estrutura
histologica agregada, disposta na matriz extracelular, em funcdo de uma interacéo
entre 0 metal e proteoglicanos da matriz, tem reforco nos estudos que mostraram
interacOes entre zinco e proteoglicanos, como no caso do proteoglicano de heparan
sulfato e heparina, que possuem sitios de ligacdo para metais (WHITFIELD e
SARKAR, 1992). Um exemplo que favorece o importante papel exercido por
concentracbes milimolares de zinco sobre a interagdo com proteoglicanos, vem do
estudo de MULTHAUP et al. em 1995, que relataram que a proteina precursora de
amiloide (APP) se liga de forma saturavel a heparina, um analogo funcional e
estrutural do proteoglicano de heparan sulfato, pois apresenta dentro do seu dominio
de carboidrato um sitio de alta afinidade pela heparina, e esta afinidade aumenta
muito na presenca de quantidades micromolares de zinco. Com isto os autores
sugeriram que o zinco teria um papel na agregacéao de fibrilas de beta-amiléide.

No presente trabalho, a andlise ultraestrutural péde avaliar os amildides
encontrados no grupo TAD, e mostrou que as fibrilas encontradas estavam sempre
nas adjacéncias de capilares sanguineos, portanto estes amildides estdo préximos
as células endoteliais, podendo estas serem a fonte da amiloidose. Em geral nos

estudos realizados observou-se que as células (fibroblastos, células endoteliais,



células reticuloendoteliais, e células sanguineas) que pareciam produzir depdsitos
protéicos anormais estavam sempre proximas aos depdsitos de amiléide
(HOROWITZ et al.,, 1965; FRANKLIN e PRAS, 1969), o que reforca a hipdtese
formulada. Os amildides sdo proteinas fibrilares que se depositam no espaco
extracelular, mas a fonte destas proteinas é ainda uma incégnita. Recentemente,
uma grande quantidade de novas tecnologias tem contribuido para o estudo da
estrutura do amiléide (microscopia de forca atdbmica, ressonancia nuclear magnética,
etc.), e neste contexto a polimerizacdo de mondémeros solaveis em fibrilas amiléides
e insolaveis é fundamental (RAMBARAN e LOUISE, 2008). As pesquisas
(Mc PARLAND et al., 2000; EAKIN et al., 2006) tornaram conhecido que para a
formacao de uma fibrila amildide existe a producéo de intermediarios. Varios estudos
sobre intermediarios na amiloidose (coletivamente chamados de oligbmeros —
PODLISNY et al., 1995) foram surgindo (LOMAKIN et al., 1996; HARPER et al.,
1997; HARPER et al.,, 1999), e a idéia discutida foi que estes intermediarios
(termodinamicamente desfavoraveis) rapidamente progrediriam para o0 estado
amiloidogénico, mais favoravel. Estudos posteriores comentaram que oligdmeros
solaveis poderiam ser intermediarios para formacgédo de fibrilas na patologia de
Alzheimer (De FELICE, et al., 2009; SAKOMO e ZAKO, 2010). Mais recentemente a
biotecnologia (RAMBARAN e LOUISE, 2008) se interessou pela formagé&o de fibrilas
amiloides, e estudou fibrilas de beta-amildides sintéticas que apareceram como
estruturas alongadas, que se cruzavam sinuosamente formando tramas, e que
apresentavam larguras de até 20 nm. Estas fibrilas estudadas sao imagens muito
similares as observadas no presente trabalho nos espacos perivasculares (local
positivo para vermelho congo a microscopia de luz). Muito embora a formacéo de
fibrilas seja ainda um assunto controverso, as fibrilas observadas no parénquima
pineal no presente trabalho tém morfologia similar ao que se caracterizou na
literatura como uma fibrila amiléide a microscopia eletrbnica.

No presente trabalho a coloracdo pelo vermelho congo foi repetida do mesmo
modo que foi utilizado em estudos anteriores no modelo de hiperzincemia
(FEREZIN-PINTO e CORREA-GILLIERON, 2005, 2007), e, para complementar o
estudo utilizou-se a técnica da tioflavina T. A técnica mais amplamente utilizada para
a marcacado do amildide é a coloracdo pelo vermelho congo, mas a tioflavina T é
bastante usada com o mesmo propdésito, e por este corante as fibrilas amildides

apresentam-se fluorescentes. No caso da tioflavina T o corante € capaz de interagir



com amiléides que ndo estejam na conformacdo beta (HAWE et al.,, 2007). No
entanto, estes corantes interagem basicamente com qualquer amildide, néo
especificando um tipo bioquimico, porém, alguns autores discutem que haja alguma
alteracdo na intensidade da fluorescéncia dependendo do tipo de conformacédo do
amiléide. Atualmente os diferentes tipos de amiléides podem ser melhor
diferenciados por imunohistoquimica utilizando anticorpos especificos. No entanto,
antigos meétodos séo ainda utilizados para diferenciar alguns tipos de amiloidose.

Recentemente, novos estudos trouxeram evidéncias de que a tioflavina T
também podia tornar fluorescente os beta-oligdbmeros, os possiveis intermediarios
para a formacéo da fibrila de beta-amildide (CAUGHEY e LANSBURY, 2003; De
FELICE, et al., 2009). Em geral esses beta-oligdmeros sao evidenciados por
anticorpos (KAYED et al., 2009; LAMBERT et al., 2007) mas ha evidéncias de
marcacgao intraneuronal de beta-oligdbmeros pela tioflavina T (CASAS et al., 2004,
OAKLEY et al.,, 2006). Os oligbmeros tém sido considerados como uma via
alternativa na formacdo de amiloides, além da via da fibrilogénese (HAWE et al.,
2007).

No presente trabalho, a coloracdo positiva pelo vermelho congo nos animais
submetidos a TAD nas adjacéncias dos capilares sinusoides e pequenos capilares
da glandula, mostrava birrefringéncia e apds o pré-tratamento com o permanganato
de potassio, a birrefringéncia se manteve. Isto evidenciou que o amildide adquirido
apos a TAD, ndo se trata de um amiléide do tipo AA. Assim, novos estudos seréo
necessarios para determina a natureza quimica do amiléide neste caso. Os
resultados tiveram como embasamento os estudos de WRIGHT et al. (1977), onde é
possivel diferenciar a amiloidose AA (amiloidose sistémica) dos outros tipos através
do pré-tratamento com o permanganato de potassio. Este tipo de metodologia
simples foi usada no presente trabalho e mostrou um bom resultado. A afinidade do
amiléide pelo vermelho congo, apos incubacdo com o permanganato de potassio, é
perdida, desaparecendo a birrefringéncia verde macd sob microscopia de
polarizacéo, quando se trata de amiloidose do tipo AA (RIJSWIJK e VAN HEUSDEN,
1979).

A proteina amiléide A sérica (SAA - associada a amiléide do soro, o precursor
das fibrilas AA) é uma proteina de fase inflamatoria aguda, que circula no sangue
em associacdo com a subclasse HDL3 de lipoproteinas. Durante uma inflamacéao,

algumas citocinas (interleucina 1 (IL-1), 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral -TNF),



estimulam a sintese hepatica da proteina AA. Os depdsitos desta proteina séo
frequentes em 6rgdos parenquimatosos (LEVIN et al., 1972; GERTZ e KYLE, 1991;
SHTRASBURG et al., 2005).

No presente trabalho foi possivel observar pela técnica do Neo-Timm na
pineal dos animais submetidos a TAD, varias marcacdes granulares, granulos de
prata metdlica, que apareciam nas adjacéncias de capilares sinuséides e pequenos
capilares. Estas eram areas que a microscopia de luz, mostravam marcacoes pelo
vermelho congo e tioflavina T. Assim, nestas éareas eram bastante visiveis
granulacdes que possuem o metal zinco.

O método histoquimico para metais pesados foi descrito inicialmente por
Timm, em 1958 (apud Danscher,1981). Essa técnica, denominada de método do
Neo-Timm, tem sido extensivamente utilizada para a visualizacdo da presenca de
metais de transi¢cdo e metais do grupo Ilb, em cortes de tecido. Além do zinco outros
metais sdo detectados por esse método (cobre, ferro, cobalto e o niquel, e metais
toxicos: mercurio, cadmio, chumbo, arsénico, bismuto, talio, ouro e prata)
(DANSCHER, 1981). Com a técnica esses metais formam sulfetos de metais
insolaveis, que permanecem nos locais de origem. Embora o método detecte a
presenca de metais pesados, € provavel que somente alguns dos compostos de
metais dos tecidos sejam evidenciados pela revelagéo, j& que muitos complexos de
metais ndo estao disponiveis para reagirem com o sulfeto. O principio do método
esta embasado na conversdo do ion metalico no tecido em moléculas de sulfeto
metalico, sobre os quais a prata metélica se deposita (DANSCHER, 1981; HAMANI,
2005). Deste modo, apos a incubacdo dos cortes na solucdo reveladora, os locais
onde esta o sulfeto correspondem aos depdsitos de metais pesados. Ao nivel de
microscopia de luz, a marcacao pelo Neo-Timm é complementar a obtida com o
método do TSQ, mas o Neo-Timm apresenta uma maior resolugcdo, e pode
demonstrar a presenca de zinco dentro de granulos, como ocorre por exemplo na
glandula submandibular (FREDERICKSON, 1987 apud KOH et al., 1996).

Normalmente, o0 zinco que é histoquimicamente reativo ao TSQ € 0 zinco
vesicular, que no encéfalo corresponde de 5 a 15% do contetdo de zinco no cérebro
(PALMITER et al., 1996). No entanto, h& evidéncias sugestivas de que algum zinco
ligado as metalotioneinas (MT- Ill) também possa reagir ao TSQ, um corante que

pode penetrar facilmente pelas membranas celulares e corar o zinco fracamente



ligado (MASTERS et al., 1994). Assim, o TSQ poderia corar tanto o zinco vesicular
guanto o fracamente ligado, inclusive o citoplasmatico.

Resultados de um estudo sobre encéfalos de camundongos mutantes para a
APP, mostraram que zinco coravel pelo TSQ seria 0 zinco presente em depdsitos
amiloides definitivos e coraveis pelo vermelho congo, porém este zinco néo estaria
presente em depdsitos pré-amildides tipo beta (LEE et al.,, 1999). Associados a
resultados obtidos em cérebros humanos com Alzheimer, que também
apresentavam zinco quelavel em placas senis (SUH et al.,, 1996), os autores
sugeriram que a presenca de zinco quelavel seria uma caracteristica universal das
placas de amiléide coraveis pelo vermelho congo.

Pela técnica do TSQ observou-se na glandula pineal dos animais submetidos
a TAD uma expressiva marcacao fluorescente azul brilhante, em marcac6es difusas
pelo parénquima e intensas ao redor de capilares. Os controles apresentaram uma
marcacao bastante ténue. Na pineal as marcagfes apareceram também em células
(pinealécitos) das pseudorosetas (arranjos celulares ao redor de capilares -
FERREIRA-MEDEIROS e CORREA-GILLIERON, 2004). A marcacdo positiva ao
TSQ pode estar evidenciando qualquer dos dois tipos de zinco citados, vesicular
e/lou fracamente ligado. Considerando que a marcacdo do zinco pelo TSQ nos
controles era menos evidente, sugere-se que parte desse zinco marcado seja devido
a hiperzincemia. Este zinco fluorescente na adjacéncia dos capilares pineais nos
animais submetidos a TAD, pode estar associado ao amiléide.

O motivo desta deposicdo do metal nas adjacéncias dos capilares pode ser
devido a alteragBes no sistema de transportadores de zinco para dentro da célula
(alteracbes no mecanismo de transporte ou por saturacdo destes), de modo que
uma parcela do zinco poderia ser absorvida e outra ndo, ocorrendo um acumulo
desse metal do lado de fora, no espago perivascular, na mesma regidao onde a
amiloidose vascular é observada. Tanto a marcacgéo pelo TSQ (fluorescente difusa)
quanto pelo Neo-Timm (com granulos) indicam esta possibilidade.

Foi sugerido que um excessivo influxo do zinco pela membrana plasmatica,
através dos canais de célcio, induz a morte neuronal (WEISS et al.,, 1993). Esta
depende da concentracéo de zinco extracelular (entre 300 uM e 1 mM). Foi sugerido
gue os canais de calcio devem ter um papel importante na rota de toxicidade para o
zinco, enquanto que os canais NMDA possuem um papel bem menor nesse evento

(CANZONIEIRO et al., 1999). Pequenas elevac¢des na concentragdo de zinco podem



produzir danos em muitos processos celulares, no qual ele participa (BAUDIER et
al., 1983; SHUMILLA et al., 1998), e, especificamente na angiopatia amildide
cerebral (FRIEDLICH et al., 2004), foi sugerido que a atividade aumentada de ZnT-3
favoreca a amiloidose porque estaria indiretamente relacionada com as alteracdes
da concentragao de zinco no espaco perivascular.

Efeitos gastrointestinais como nauseas, vOmitos, colicas e diarréia que
poderiam refletir em perda de apetite e perda de peso foram descritos em humanos
apos super exposicao ao zinco (YIN et al., 1985). No entanto, nas ratas submetidas
a TAD ndo foi vista nenhuma alteragdo alimentar significativa. Igualmente, a perda
de peso nas ratas submetidas a TAD foi insignificante. Estes resultados corroboram
relatos sobre auséncia de perda de peso em ratos, gado e coelhos submetidos
respectivamente a diferentes doses de zinco (174, 191 e 326,7 mg de zinco/Kg/dia)
(OPRESKO, 1992). Com os resultados do presente trabalho, inferiu-se que o
excesso de zinco ndo atuou sobre o comportamento alimentar dos animais (e
também n&o houve nenhum efeito antidipsogénico - a 4gua era ad libitum) e , em
relacdo a um processo de emagrecimento por distarbio metabdlico causado pela
hiperzincemia, a perda de peso néo foi estatisticamente significativa, (até o periodo
em que foi avaliada), apesar de que devem estar existindo alteracbes metabdlicas
graves. Possivelmente, ou a perda de peso ainda nédo se evidenciou, ou a
alimentacdao foi suficiente para compensa-la até a 102 dose hiperzincémica.

Para os controles, de modo semelhante, nenhuma variacao estatisticamente
significativa foi observada na comparacdo entre os controles que receberam salina e
0 grupo controle neutro (animais que néo recebiam nenhum tipo de composto por via
oral), indicando, portanto, que a administracdo de solucdo salina ndo implicou em
nenhuma alteracdo estatisticamente significativa no comportamento alimentar ou no
peso dos animais.

Os animais (sob o modelo de hiperzincemia utilizado no presente trabalho), ja
haviam sido testados em estudos anteriores em labirinto de campo aberto, usando
um labirinto desenvolvido com caracteristicas especiais para testar o rearing em
conjunto com a ambulacdo (o que corresponde a avaliagdo da atividade motora), e
mostrado que existia uma diminuicdo da atividade motora nos animais sob
hiperzincemia (FEREZIN-PINTO, 2007; SALES, 2007). O labirinto de campo aberto
tem sido usado desde 1976 (WALSH e CUMMINS) como modelo para estudo da

atividade ambulatéria em roedores, em especial em estudos que testavam drogas



psicoestimulantes - que aumentavam a atividade ambulatéria e a atividade motora
(MAYER e ROSENBLATT, 1977). O presente trabalho repetiu este tipo de teste para
reforcar os dados ja obtidos, e assim confirmar resultados anteriores que apontavam
para o comprometimento da atividade motora. Isto se evidenciou nas analises onde
as ratas submetidas a TAD, a partir da sessao testes 2 (ST2 — entre a 42 e 52 dose
de ZnS0O,), ambulavam menos no labirinto quando comparadas com as ratas do
grupo controle. Esse padrdo permaneceu constante até o final do experimento. De
modo semelhante, estes animais diminuiam a quantidade de rearing realizados,
também a partir da sessao testes 2, e ao final do experimento (apés a 10° dose)
deixaram de executar 0 movimento rearing, enquanto as ratas do grupo controle
executavam o rearing na mesma quantidade ao longo do experimento. Portanto, nos
animais do GTAD houve realmente diminui¢cdo da atividade motora, com 0 excesso
de zinco administrado, e, ja apés a administracdo da 42 dose de sulfato de zinco.
Estes resultados corroboram outros estudos que sugeriram, em ratas albinas (com
outro tipo de abordagem) a diminuicdo da ambulacdo e do numero de rearing
efetuados, além de outras alteragcbes comportamentais, em situacdes onde ha
alteracdes na concentragéo de cobre e zinco no organismo (BARANSKI, 1986), e,
estudos com a exposicdo ao acetato de zinco e a 2,5-hexadiona (o principal
metabdlito neurotéxico do n-hexano, que se liga a grupos amino da lisina nos
filamentos axonais formando 2,5-dimetilpirrol — o metabdlito responsavel pela
neurotoxicidade) onde houve comprometimento da atividade locomotora e o rearing
de ratas (MATHEUS e BATOREU, 2002).

De acordo com a literatura, o comportamento exploratério e a atividade
locomotora de animais cessam quando o animal se ambienta (MATAQUEIRO,
2004). Porém, o tipo de teste utilizado no presente trabalho (com sessbes de
ambientacdo prévias) e a comparacdo com 0s controles que apresentaram a
ambulagéo normal e constante durante todas as sessOes testes, e continuaram a
fazer rearing, permitiu inferir que a hiperzincemia provocada realmente altera a
atividade motora nas ratas adultas jovens. As alteracfes observadas na atividade
motora sob hiperzincemia podem estar refletindo alteragdes metabdlicas, efetivas ou
passageiras, que levam os animais a fraqueza geral e apatia.

Com os resultados obtidos no presente estudo foi possivel comprovar que 0s
animais submetidos ao modelo experimental de hiperzincemia apresentaram um

aumento na concentragdao de zinco na glandula pineal quando comparados aos



animais do grupo controle e esse aumento gerou um desequilibrio homeostéatico na
em diversos elementos quimicos analisados na glandula pineal. Os animais
submetidos a esse modelo apresentaram estruturas fibrilares com caracteristicas de
fibrilas de amiloide, principalmente nos espacos perivasculares na glandula pineal,
proximas as células endoteliais. Essas eram areas onde era vista marcacao positiva
para amildide (pela coloracéo por vermelho congo e Tioflavina T) e para zinco (TSQ
e Neo-Timm).

Sendo assim, ratas wistar submetida a 600 mg/kg de ZnSO, apresentam uma
acumulo de zinco na glandula pineal onde desenvolvem amiloidose (ndo AA),
principalmente vascular e as areas positivas para amiloide se correlacionam com
areas positivas para zinco. O excesso de zinco na glandula pineal causa um
desequilibrio homeostatico em diversos elementos quimicos bem como uma
diminuicao na atividade motora desses animais.

Esses achados indicam um possivel papel prejudicial do excesso de zinco ao
organismo e compravam a importancia do equilibrio homeostatico dos elementos

quimicos para o bom funcionamento do mesmo.



6. CONCLUSOES

Foi possivel concluir com os resultados do presente trabalho :

A hiperzincemia avaliada pela técnica do TXRF quantificou um aumento
substancial (30%) (desequilibrio homeostatico) na concentracado de zinco na
glandula pineal das ratas jovens. Considerando que nao houve alteracéo
estatisticamente significativa na excrecdo de zinco enddégeno e na
concentracdo de zinco no soro sanguineo, estes dados favorecem a hipétese
de que o zinco em excesso é absorvido pelos tecidos, especialmente pela
pineal, onde se acumula. Este aumento na absor¢cdo pode estar ocorrendo
por alteracdes na via de transportadores de zinco e/ou na via de difusao
facilitada. Este excesso de sulfato de zinco por via oral causou também
desequilibrio homeostatico em outros elementos quimicos analisados: ferro,
calcio, potassio, cloro, manganés, titanio, enxofre (estes em correlacéao direta
com o0 aumento de zinco) e fésforo e niquel (em correlacdo inversa). No caso
do ferro e do potassio sugere-se na pineal uma hemossiderose e uma
hipercalemia, respectivamente.

As analises do soro sanguineo mostraram que a concentracdo de ferro varia
em correlacdo inversa com o aumento do zinco, ao contrario dos elementos
enxofre, potassio, cloro que aparecem aumentados no soro. Assim, O
resultado do ferro no soro pode favorecer a hipotese de hemossiderose.

O desequilibrio homeostatico do fosforo (em correlagdo inversa com o
aumento de zinco), sem hipofosfatemia, pode estar relacionado apenas com o
desequilibrio homeostatico do calcio. E, o aumento da concentracdo de
manganés (correlacdo direta com a hiperzincemia) na glandula pineal pode
ter favorecido este desequilibrio homeostatico do célcio, talvez causando uma
disfuncéo mitocondrial, situacdo que é favorecida por excesso de manganés.
Considerando o papel modulador do niquel em reacdes enziméticas sugere-
se que a expressiva diminuicdo deste ion na glandula pineal (em correlacéao
inversa com 0 aumento de zinco) possa comprometer importantes reacoes
guimicas de defesa do organismo e aumentar os efeitos deletérios para o

animal.



* A microscopia eletrbnica evidenciou que estruturas fibrilares com
caracteristicas de fibrilas de amiléide apareciam principalmente nos espacos
perivasculares na glandula pineal, préximas as células endoteliais, podendo
ser o amiloide vascular observado nos animais submetidos a Terapia de Alta
Dose. Estes depdsitos amildides ndo deram reacgdo positiva para identifica-los
como do tipo AA. Marcagdes para o0 zinco na pineal no grupo GTAD,
apareciam em correlacdo com as areas positivas para amiloide.

* A hiperzincemia experimental ndo implicou em alteracdes no comportamento
alimentar e no peso corporal das ratas jovens, porém, causou diminuicdo da
atividade motora.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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