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O estudo do envelhecimento e do desempenho cognitivo em funcdo da
concentragdo dos elementos, ¢ de extrema relevancia, pois, a idade ¢ um fator de risco
significativo para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer (DA) e de Parkinson.
Além disso, o dano cognitivo ¢ um dos fatores mais severos que acometem o individuo
idoso. O objetivo desse estudo foi determinar a concentracdo e a distribuicao dos
elementos trago e majoritarios em tecidos cerebrais de ratos Wistar em funcdo do
envelhecimento e do desempenho cognitivo, € em camundongos transgénicos com a
doenca de Huntington (DH), através da Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total
(TXRF) e da Microfluorescéncia de Raios X (uXRF). As medidas de fluorescéncia
foram realizadas no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, Sao Paulo. Os
resultados obtidos pela uXRF mostraram que os elementos encontram-se distribuidos
heterogeneamente no cérebro, ¢ que houve um aciimulo nos niveis de Fe, Cu e Zn, em
fun¢do da idade, nos ratos Wistar machos ¢ fémeas. Também houve um acumulo nos
niveis de Al, Fe, Cu, Zn e Br no hipocampo das fémeas em funcdo da idade e em funcdo
do desempenho cognitivo. Em relagdo a DH, observou-se um aumento apenas nos
niveis de Cl, Ca, P, S, Fe, Zn, Cu ¢ Br no corpo estriado. Através dos resultados,
verificamos que o envelhecimento, a deficiéncia cognitiva ¢ a doenca de Huntington

podem ser caracterizados através do acumulo nos teores de Fe, Cu, Zn e Br.
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The study of aging and cognitive performance as a function of elemental
concentration is of great importance, for age is the biggest risk factor for the
development of both Alzheimer and Parkinson’s Disease (AD)/(PD). Furthermore,
cognitive impairment is one of the most severe factors which affect the aged. The aim of
this work was to determine the concentration and distribution of trace and major
elements in tissues of brains of Wistar rats in relation to aging and cognitive
performance and in transgenic mouse with the Huntington Disease (HD), by X-Ray
Total Reflection Fluorescence (TXRF) and X-Ray Microfluorescence (uXRF). The
fluorescence measurements were carried out at the National Synchrotron Light
Laboratory in Campinas, Sdo Paulo. The results obtained from uXRF showed that the
elements were heterogeneously distributed in the brain, and there was an increase in Fe,
Cu and Zn levels in relation to age, in the male and female Wistar rats. There was also
an increase in Al, Fe, Cu, Zn and Br levels in the hippocampus of the females as a
function of aging and cognitive performance. An analytical view of the HD revealed an
upsurge in the levels of Cl, Ca, P, S, Fe, Zn, Cu and Br in the striatum. By the results we
observed that old age, cognitive impairment and HD can be traced through an increase

in the Fe, Cu, Zn and Br levels.
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Introducéao

Neste capitulo descreveremos sucintamente o assunto estudado neste trabalho,

ressaltando os objetivos e a relevancia do estudo.

CAPITULO 1

1. Introducéo

O presente estudo visa fornecer subsidios para o melhor entendimento dos
processos envolvidos no envelhecimento cerebral, em disturbios no aprendizado e na
doenga de Huntington através da determinagdo qualitativa e quantitativa dos elementos
trago e majoritarios presentes no cérebro de ratos Wistar e camundongos transgénicos.

Analisar os niveis dos elementos trago em tecidos biologicos ¢ bastante relevante
no diagnoéstico e tratamento de determinadas patologias [1-3], uma vez que € possivel
correlacionar seus niveis de concentragdo ao desenvolvimento de certas patologias e
tumores [4]. Essa correlagdo ¢ possivel, pois a deficiéncia ou o excesso de certos
elementos trago, como por exemplo, manganés, ferro, niquel, cobre, zinco e chumbo
podem resultar em distirbios neurolédgicos [5, 6] afetando a vida de muitos pacientes.

A literatura cientifica descreve um acimulo na concentragdo de zinco no
cérebro, em especial no hipocampo, de pacientes com a doenga de Alzheimer (DA) [7].
Além do zinco, excesso de aluminio no cérebro esta relacionado com o
desenvolvimento da DA, Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) e a doenca de Parkinson
(DP) [7]. Verificou-se, também, que tanto em cérebros parkinsonianos quanto com a
doenca de Huntington ha um aumento nos niveis de ferro na substancia negra, mais
especificamente na zona compacta. Além dessa regido, o globo palido também
apresentou um acumulo nos teores de ferro em cérebros parkinsonianos [7, 8]. As
principais patologias que vém sendo estudadas mediante a quantificagdo dos elementos
presentes no cérebro sdao: doenca de Alzheimer, isquemia cerebral, doenga de Parkinson
e deméncia.

Outro enfoque importante na analise de elementos traco e majoritarios no
cérebro ¢ o envelhecimento. Ha diversos estudos correlacionando os niveis dos diversos
elementos (Al S, P, Cl, K, Ca, Mn, Fe, Cu e Zn) presentes no cérebro ao

envelhecimento [7-18], sendo eles de extrema relevancia, uma vez que a maioria das
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doencgas descritas anteriormente, sao doengas degenerativas que surgem com 0O avango
da idade.

Em linhas gerais, este estudo visa determinar a concentragdo elementar regional
e espacial em cérebros de ratos Wistar e de camundongos transgénicos, em relagdo ao
envelhecimento e a doenga de Huntington, respectivamente.

O presente trabalho foi dividido em trés partes:

12 parte: analise da concentragdo elementar em relagdo ao envelhecimento. Analisou-se
desde animais na fase de desenvolvimento pds-natal até a fase idosa. Nesta etapa,
secgoes coronais do cérebro de ratos Wistar machos e fémeas foram avaliadas por
Microfluorescéncia de Raios X (uXRF), obtendo o mapeamento bidimensional da

concentragdo elementar.

22 parte: avaliacao da concentragdo elementar, em cérebros de ratos idosos em fungao
do desempenho cognitivo apresentado por eles. Uma adaptacdo do teste Morris Water
Maze foi utilizada com o intuito de avaliar o desempenho cognitivo dos animais idosos.
Analisaram-se, entdo, algumas regides cerebrais envolvidas nos processos de memoria e
aprendizado (hipocampo e cortex entorrinal), relacionadas a emogdo (hipotalamo e
talamo), regides corticais (cortices visual e temporal) através da Fluorescéncia de Raios

X por Reflexdo Total (TXRF).

32 parte: analise da concentracdo elementar em relagdo a doenca neurodegenerativa —
doenca de Huntington: nesta etapa obtiveram-se mapas bidimensionais das
concentragdes elementares de uma sec¢do coronal (especificamente no corpo estriado)
do cérebro de camundongos transgénicos com a doenga de Huntigton (DH) através da
uXRF, sendo também realizada uma andlise pontual dessa mesma regido cerebral, o

corpo estriado, utilizando a TXRF.

O carater pioneiro neste estudo deve-se ao emprego da pXRF para obter o
mapeamento bidimensional da concentracao elementar no estudo do envelhecimento e
em relacdo a doenga de Huntigton. A Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total
também foi utilizada. Porém, neste caso, estudou-se pontualmente determinadas regides
cerebrais, associando os niveis elementares com o envelhecimento seguido de avaliagdo

cognitiva e em patologia cerebral — doenga de Huntigton.
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O uso da uXRF deve-se ao fato dela ser uma técnica de analise multielmentar,
altamente sensivel, capaz de mapear a area desejada para estudo. A uXRF tornou-se a
partir dos anos 90, uma técnica analitica bastante atrativa na analise local e mapeamento
elementar de varios tipos de materiais [19, 20]. Embora existam outras técnicas que
utilizam elétrons ou particulas carregadas para analise multielementar, as vantagens em
utilizar-se Raios X como fonte de excitagdo sdo: baixa energia de dissipacdo e
praticamente nenhum dano térmico na amostra a ser analisada, logo ndo hé perda de
elementos volateis; as amostras podem ser analisadas sem a necessidade de vacuo e
baixo background, resultando em melhores limites de detecgao.

A TXRF, por sua vez, ndo possui essa caracteristica de mapeamento. Através
dela, ¢ possivel determinar a concentracdo regional elementar. A grande vantagem no
uso dessa técnica, ¢ que os efeitos de absor¢do da radiagdo podem ser desprezados, uma
vez que ela necessita de diminutas quantidades para andalise: da ordem de pL para
amostras liquidas e pg para amostras solidas, conseqlientemente temos para a analise
um filme fino formado no centro de um suporte refletor. Dessa forma, o background ¢
bastante reduzido, melhorando assim, os limites de detec¢do. Além disso, como as
regides analisadas neste estudo, em geral, sio muito pequenas, o emprego da TXRF foi
ideal neste tipo de andlise, na medida que esta técnica, como ja mencionado, necessita
de pequenas quantidades de material para a andlise.

A fonte de excitagdo utilizada neste trabalho, para ambas as técnicas, foi a
radiagdo sincrotron (SR), uma vez que ela oferece caracteristicas peculiares em
detrimento as fontes convencionais de raios X, tornando-a um modo ideal de excitacao

para a fluorescéncia de raios X [20].
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Neste capitulo descreveremos os diversos estudos sobre os niveis dos elementos
traco e majoritarios tanto em cérebros humanos como de animais, mediante o uso de

diferentes técnicas analiticas.

CAPITULO 2

2. Revisao Bibliografica

Os elementos trago, ou micronutrientes estao intimamente envolvidos na fungao
fisiologica e na disfun¢do em todos os niveis de organizagao nos seres vivos.

Os elementos s3o classificados em trés categorias quanto aos niveis de
concentragdes presentes em uma determinada amostra, como: elementos ultra-traco
(<0,01 pg.g™), traco (0,01-100 pg.g™), e majoritarios (>100 pg.g™) [21].

A sua essencialidade ou toxicidade para um determinado organismo relaciona-se
com a sua fun¢do no mesmo. Assim, ndo ¢ adequado definir um grupo de elementos
toxicos, porque a toxicidade ¢ funcdo da concentragdo do elemento presente na amostra
[22]. O que determina o carater essencial de um elemento quimico é o grau de sua
participagdo em uma ou mais reagdes bioquimicas. Segundo a Organizagao Mundial da
Saude [23], o termo essencial ndo ¢ o mais correto para classificar os elementos trago,
sendo mais plausivel chamé-los de benéfico ao organismo quando uma deficiéncia na
dieta reduz o crescimento e a vitalidade em todos os organismos vivos (humanos,
animais e plantas). Baseado nesta defini¢do torna-se coerente definir que o carater
essencial de um elemento ¢ um conceito relativo, ou seja, depende de sua concentragdo
no organismo. Por exemplo, elementos que a priori sd3o bem conhecidos pela sua
toxicidade, como o arsé€nico ¢ o chumbo, sdo necessarios em diminutas quantidades para
o normal funcionamento do metabolismo celular, embora sejam altamente toxicos em
concentragoes elevadas [23].

Inumeros estudos vém sendo realizados para a determinagdo dos elementos traco
€ majoritarios em amostras biologicas aplicando diferentes técnicas analiticas. Tais
estudos apresentam diferentes enfoques, dentre os quais destacamos: doencas
neurolégicas — correlacdo dos niveis dos elementos presentes em tecidos sadios e

doentes — Doenga de Alzheimer [24-30], Doenca de Parkinson [31-34], Esclerose
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Lateral Amiotrofica [34] e doenca de Huntington [31, 35], envelhecimento — influéncia
da idade na concentracdo elementar no cérebro [7-18, 36], suplementacdo mineral -
influéncia de uma determinada dieta nos niveis dos elementos no cérebro [6, 9, 37- 43].

As principais técnicas analiticas utilizadas para quantificar e qualificar os
elementos traco € majoritdrios em amostras bioldgicas sao: Espectrometria de Massa
com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS ou ICP-AES) [7, 18, 14, 15, 24, 31, 44-
49], Analise Instrumental por Ativagdo Neutronica (INAA) [10, 16, 24, 42, 46, 48, 50-
53], Espectrometria por Absorcdo Atdmica (AAS) [8, 9, 12, 38-41], Fluorescéncia de
Raios X por Reflexdo Total (TXRF) [54], Fluorescéncia de Raios X (XRF) [6, 39, 55-
57] e Protons induzindo Fluorescéncia de Raios X (PIXE) [13,17, 26, 28, 33, 39, 58-
62].

Apesar de intensas pesquisas a respeito dos niveis dos elementos quimicos em
tecidos, poucos estudos vém sendo realizados na determinacdo da distribui¢do
elementar em tecidos bioldgicos. A literatura descreve algumas andlises da distribui¢ao
elementar bidimensional realizadas em cérebros utilizando a Microfluorescéncia de
Raios X (uXRF) [34, 58, 63] e em tecidos cerebrais humanos utilizando o
Espectrometro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado com excitagdo por Laser
LA-ICPMS [64].

A relevancia nesses estudos baseia-se no fato de que niveis especificos de
elementos traco e majoritarios sdo necessarios em um grande numero de processos
metabolicos e fisiolégicos no corpo humano [65], uma vez que, tanto a deficiéncia
quanto o excesso nas concentragdes desses elementos podem induzir o aparecimento de
diferentes desordens metabolicas [27]. Alguns elementos tém sido considerados bons
indicadores dos estados fisiologicos ou patoldgicos das células [59]. Em geral as células
apresentam alta concentracao de potassio e baixa de sodio e, ainda menor de calcio. Em
contrapartida, os espagos extracelulares possuem niveis baixos de potassio, elevados de
sodio e ainda mais elevado de calcio. Em cérebros com distirbios neuroldgicos, por
exemplo, verifica-se na regido extracelular, um aumento de potassio e um decréscimo
de sodio e calcio [59].

Sabe-se ainda, que deficiéncias nos niveis de ferro, cobre, selénio, zinco,
manganés, molibdénio, cobalto e niquel em tecido humano resultam em doencas. Certos
elementos trago, como, por exemplo, ferro, cobre e zinco estdo envolvidos em certas
doengas neurologicas (Ataxia de Freiderich, Doenca de Wilson, Doenga de Parkinson,

Doenga de Alzheimer e Esclerose Multipla) através do estresse oxidativo [66, 67].
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Portanto, determinar as concentragdes regionais e/ou a distribui¢ao de elementos
traco em tecidos (cérebros, placenta, etc.) ou liquidos (soro, plasma, sangue) biologicos
¢ de extrema importancia no entendimento e caracterizacdo de determinadas patologias.

Quanto a distribuicdo dos elementos em tecidos bioldgicos, a literatura descreve
que os metais: cobre, ferro, zinco, selénio, manganés, calcio, magnésio, dentre outros, e
ndo metais como o enxofre e o potdssio encontram-se distribuidos heterogeneamente
nos tecidos bioldgicos [64], como por exemplo, o cérebro [16, 51]. Esta distribui¢do
heterogénea ocorre para diversos elementos traco essenciais e pode ser interpretada
como expressao das diferencas funcionais, em um determinado momento, em diferentes
regidoes de um 6rgao [16].

O cérebro dos mamiferos ¢ o 6rgao mais complexo e altamente especializado no
organismo [50], sendo considerado particularmente viavel para a andlise de elementos

trago [16, 51].

2.1. Envelhecimento e Aprendizagem

O envelhecimento ¢ caracterizado por uma gradual e progressiva perda neuronal
ao longo do tempo [13], além de estar associado a deficiéncias neurocomportamentais
[50]. Além disso, evidéncias indiretas sugerem que o declinio na memoria episodica
relacionado ao envelhecimento esta associado a alteragdes na integridade funcional do
cortex pré-frontal [68].

Uma das caracteristicas do envelhecimento ¢ o aumento da ativacao das células
da glia, no dano oxidativo das proteinas e lipidios, na irreversibilidade da proteina
glication e no dano do acido desoxirribonucléico (DNA). Tais mudangas podem ser
devidas em parte a incidéncia de certas doengas neurodegeneratvivas, como por
exemplo, Alzheimer e Parkinson, ambas associadas ao avanco da idade nos individuos
[69].

A literatura descreve também um declinio no desempenho cognitivo com o
aumento da idade [70-71], apresentando problemas na memoria € em outras capacidades
cerebrais [70]. Todavia, ainda ndo se sabe se esse processo ¢ meramente uma
conseqiiéncia do envelhecimento ou se estd relacionado a outros fatores. Estudos
realizados através de autdpsia e mais recentemente por ressondncia magnética tém

mostrado que ha um decréscimo no volume e na massa cerebral em individuos acima de
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60 anos de idade. Essa perda de volume ¢ acompanhada por um aumento no volume
ventricular e em outros espagos do fluido cerebroespinal [71]. Alguns autores também
reportaram que os danos na memoria associados ao avango da idade ocorrem mesmo em
pessoas sadias sob o ponto de vista neurologico [72]. H4 também evidéncias de que
todas essas alteragdes relacionadas a idade sdo também acompanhadas por mudancgas
fisicas.

Trés fatores estdo envolvidos no processo de envelhecimento e na degeneracao
do sistema nervoso central (SNC) dos mamiferos: estresse oxidativo, depdsito irregular
de metais de transicdo, em especial o ferro, e insuficiéncia mitocondrial [73].

As regides cerebrais mais afetadas com o avango da idade sdo o hipocampo e os
lobos frontais. Embora ainda haja controvérsia sobre a perda neuronal, existe, em geral,
um consenso de que neurdnios sdo perdidos em certas areas cerebrais, como por
exemplo, o hipocampo, o cortex cerebral e a amidala [71]. Sabe-se também, que o
cortex pré-frontal ¢ dentre as regides do cérebro, a mais sensivel aos efeitos nocivos
provocados pelo envelhecimento [74].

A possibilidade de que os elementos traco desempenham uma fungao especial no
processo de envelhecimento foi originalmente sugerida mediante a observagdo de que
com o avang¢o da idade, pelo menos nos humanos, hd uma consideravel variagao nos
habitos alimentares, sendo praticamente inevitdvel uma absor¢do irregular de véarios
micronutrientes [75].

O célcio e o ferro sdo mediadores nos processos de envelhecimento no cérebro
normal [2]. Verificou-se que um aumento nos niveis de Ca®" pode estar associado a
apoptose, um processo de morte celular possivelmente envolvido no envelhecimento
cerebral [76]. Além disso, a literatura também relata mudancas significativas nos niveis
dos minerais em fung¢ao da idade [77].

Neste trabalho, além de associar os niveis dos elementos presentes no cérebro
em relacdo a idade, também foram feitos testes para avaliar a capacidade cognitiva dos
animais idosos, pois o dano cognitivo ¢ considerado um dos fatores mais severos
associados ao envelhecimento [78].

Intimeros estudos, na literatura cientifica, em tecidos cerebrais vém mostrando
um aumento ou um decréscimo nos niveis de certos elementos em fun¢ao da idade
utilizando diversas técnicas analiticas.

Diversos estudos utilizando a AAS, por exemplo, mostraram um acimulo em

funcdo da idade nos niveis de Fe, Cu e Zn no cérebro de camundongos [8], nos niveis de
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Fe e Zn no cortex de ratos adultos (290 dias de idade) em relacao aos jovens (22 dias de
idade), nos teores de Fe e Cu no cerebelo, no mesencéfalo e no hipotdlamo de ratos e
nos niveis de Zn no hipocampo e no estriado [9]. Em concordancia com os dados
apresentados por KISHI et al. [9], PALM et al. [12] também observaram um actimulo
de Zn no corpo estriado e no cortex de ratos em funcdo da idade e um aumento nos
niveis de Cu em funcao da idade em todas as estruturas cerebrais dos ratos analisadas no
estudo.

Um outro estudo, ainda utilizando essa mesma técnica, mostrou que os niveis de
Ca ndo sofreram alteracdes estatisticamente significativas em fun¢do da idade [7].

HILL e SWITZER [11] verificaram que a concentragdo de Fe no cérebro de
ratos Sprague —Dawley aumenta com a idade e ¢ maior na fémea. Além disso,
observaram também que o Fe encontra-se distribuido desigualmente ao longo do
cérebro e estd presente em diferentes concentragdes e em diferentes areas cerebrais.

Uma outra técnica, também bastante utilizada na quantificagdo de elementos ¢ a
INAA. Um estudo realizado em cérebros humanos mostrou que as concentragdes de Ag,
AL P, K, Cs, Cr. Fe, Hg, Mn, Rb e Zn aumentaram em fung¢ao da idade, ao passo que os
niveis de CI, Br, Co, Na ¢ Sb diminuiram em relacdo a idade [10].

Dois estudos realizados em humanos [13] e em ratos [14], utilizando técnicas
analiticas distintas, INAA [13] e ICP-MS [14], concordam entre si quanto ao
decréscimo nos niveis de K e Rb, em relacdo a idade. Todavia, os elementos que
aumentaram com a idade foram: Fe [13,14], Cu, Sr e Co [14], Zn nas estruturas corticais
e nucleos da base em relacao a idade [13] e Ca [13].

Dois estudos mostraram, apesar de utilizarem técnicas analiticas diferentes,
niveis de Fe, Cu e Zn similares no cortex frontal de pacientes entre 65-75 anos de idade,
ANDRASI et al. [48] e ZECCA et al. [54], utilizando a TXRF e a ICP-AES,
respectivamente, determinaram niveis de: Fe ~ 190 pg.g”, Cu ~ 30 pg.g’ e Zn ~ 65
ng.g'.

Outro estudo realizado em regides cerebrais humanas na faixa etaria dos 50-60
anos de idade, utilizando a ICP-AES, mostrou que os elementos traco encontram-se
distribuidos heterogeneamente no cérebro, € que suas concentragdes variaram
significativamente dentre as regides estudadas. Além disso, mostrou também que o P foi
o elemento mais abundante dentre as regides analisadas, seguido do Na e K, enquanto o
Cd foi o elemento que apresentou as mais baixas concentragdes. As concentracdes de

Na, K e P variaram entre 1,17 a 4,4 mg.g”' em todas as regides. Os niveis de Ca, Mg e
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Al variaram entre 58 a 196 pg.g”'. Ja os teores de Fe, Zn, Si e Cu foram compreendidos
entre 3,5 a 59,5 pg.g'l.

Um estudo recente utilizando a ICP-MS, mostrou que as maiores concentragdes
de Mn, Fe e Zn estio presentes na substancia negra em detrimento as regides vizinhas.
Além disso, os niveis de Zn aumentaram apos o nascimento, mantendo-se constantes ao
longo da fase adulta. O Zn foi localizado principalmente no hipocampo, no globo palido
e na substancia negra. As concentra¢cdes de Cu aumentaram rapidamente no cérebro de
animais num intervalo de 5 a 14 dias de idade, decrescendo em seguida, enquanto que
os niveis de Mn aumentaram no cérebro de animais entre 1 a 21 dias de idade,
decrescendo em seguida, e os teores de Fe aumentaram ao longo da idade [15].

Recentemente, um estudo analisou a magnetita biogenética no hipocampo de
pacientes com Epilepsia Mesial Lobo Temporal (MTLE) com idades entre 09 e 78 anos
comprando seus niveis com pessoas sadias. Esse estudo mostrou que nao hé correlagao
siginificativa entre a idade e a concentracdo de magnetita biogenética. Contudo, em
relacdo ao género, esse estudo verificou que hd um aumento na concentracdo de
magnetita biogenética nos machos em fungdo da idade. Por outro lado, mas fémeas ndo
houve qualquer alteragdo nos niveis da magnetita em relagao a idade [79].

Além desses estudos descritos pela literatura em relgdo a determinacdo da
concentragdo dos elementos no cérebro como um todo ou em regides cerebrais
especificas, a literatura reporta também alguns estudos a respeito da distrubui¢do
espacial dos elementos ao longo de sec¢des cerebrais em relagdo a idade. A literatura
relata dois estudos utilizando a Fluorescéncia de Raios X em sec¢des cerebrais de ratos
e a LA-ICPMS na determina¢do simultanea e quantitativa da distribuicdo dos elementos

em secgoes finas de tecidos humanos cerebrais [64].

2.2. Suplementacéo mineral

Muitos estudos em cérebros de ratos vém sendo realizados mediante a
suplementagdo mineral, como por exemplo, suplementacao de Fe, Mn, Pb e Li, com o
intuito de avaliar a influéncia desses minerais sobre os demais, assim como estudar a

sua absor¢ao no cérebro.
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A AAS foi utilizada para determinar a distribui¢ao regional de Pb em ratos
Wistar jovens (22 dias) e adultos (290 dias) com suplementos a base de Pb. Esse estudo
mostrou que as concentragdes de Pb foram maiores nos filhotes do que nos adultos. O
nivel de Fe no cortex foi reduzido a metade nos jovens em relagdo aos adultos. Além
disso, nao houve qualquer diferenca regional nos animais jovens. Os niveis de Zn foram
superiores no hipocampo e na medula espinhal dos adultos. Todavia, praticamente ndo
existiu alteracdo nos niveis de Cu, exceto na medula espinhal, onde foi superior nos
animais adultos [9]. Essa mesma técnica foi utilizada em outro estudo, para estudar as
alteracdes nas concentracdes dos elementos no figado e no cérebro apés uma exposi¢ao
ao ferro por via oral, intravenosa ou intraperitonial. Verificaram que independentemente
da taxa de ferro administrada nestes ratos, houve um aumento de Fe, Zn e Mn no figado,
enquanto que no cérebro as concentragdes desses metais permaneceram constantes [38].

A EDXRF, também foi utilizada para investigar se uma dieta a base de Pb+Li
seria capaz de alterar as concentragdes dos elementos nos cérebros de ratos fémeas
Porton. Esse estudo mostrou que a administracdo de Pb + Li resultou em mudancas nas
concentragdes de todos os elementos estudados. Contudo, as alteracdes nas
concentragdes de K, Cu, e Br foram independentes da taxa de Pb ou do tempo de
administracao [6].

Recentemente, um estudo aplicou trés técnicas analiticas diferentes: a INAA
para determinar selénio; iodo e bromo; a PIXE e a XRF para analisar os seguintes
elementos: K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn ¢ Rb. Essa analise foi feita em funcdo de uma
suplementagdo de iodo e/ou selénio em ratos. Esse estudo mostrou que a suplementagao
de iodo e/ou selénio pode melhorar o metabolismo do hormoénio da tiredide (T4, FT4 €
r'T3), porém ele também afeta as concentragdes de Mn, Zn, Cu e Rb no cérebro [39].

Também recentemente, a eletrotermal e a AAS foram utilizadas num estudo
realizado em ratos Wistar machos, cuja dieta foi a base de NiCl, . 6H,0, em duas
concentragoes diferentes: 300 e 1200 ppm na H,O durante 90 dias. Esse estudo mostrou
um aumento significativo nos niveis de Ni nos rins, pulmao e plasma, e um decréscimo
nos niveis de Ni no figado e no cérebro. A administragdo de 300 ppm de NiCl, ndo
alterou as concentracdes de Zn e Cu nos 6rgaos estudados, exceto no plasma, onde essas
concentragdes foram reduzidas. Porém, a administra¢ao de 1200 ppm de NiCl, diminuiu
as concentragdes dos metais no figado, rins (Cu) e plasma (Zn) [40].

Dois estudos, utilizando a AAS [41] e a INAA [42], realizados em tecidos

cerebrais de ratos submetidos a dietas com niveis de Zn diferentes: controle, deficiéncia
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de Zn e excesso de Zn, mostraram respostas diferentes quanto a influencia da dieta nos
teores de Zn. Um estudo [41] mostrou que ndo houve diferenca nos niveis de Zn no
cortex cerebral, no hipocampo e no cerebelo dos ratos Wistar machos submetidos a
dieta controle e a dieta com deficiéncia em Zn, enquanto o outro mostrou que as
concentragdes de Zn foram bem mais elevadas nas estruturas cerebrais dos animais
submetidos a uma dieta com deficiéncia de Zn do que nos animais submetidos as
demais dietas: teor de Zn adequado e em excesso [42].

A Fluorescéncia de Raios X com Radiagdo Sincrotron foi empregada para
determinar as concentracoes e as distribui¢des dos elementos trago em cérebros de ratos
Wistar fémeas em fun¢do de uma dieta com deficiéncia em iodo. Analisaram o
hipocampo (HI), cortex cerebral (CT) e tdlamo (TA). Verificaram que o TA dos animais
com deficiéncia em iodo apresentaram niveis inferiores de Ca (16%) em relacdo ao
grupo controle. Por outro lado, o HI do grupo com deficiéncia em iodo apresentou
niveis superiores de P (24%), S (28%), K (13%), Rb (16%), Br (41%), Cl (65%), Zn
(95%), Ca (69%) e Cu (30%) em comparagdo com o grupo controle. O TA dos animais
com deficiéncia em iodo também apresentaram niveis mais elevados de Br (10%), Cl
(56%), Zn (45%)), e Ca (26%) e niveis inferiores de Cu (13%) e Fe (24%) em relacdo ao
grupo controle [80].

KAMEO et al. [43] estudou a influéncia do vapor de mercario, nas
concentragdes de Hg, Zn e Cu no cortex cerebral, cerebelo e hipocampo em
camundongos. Observaram que os niveis de Zn e de Cu sofreram variagdes apenas no
cerebelo. Todavia, os niveis de Hg em cada regido do cérebro estudada foram

significativamente maiores nos animais expostos ao vapor de mercurio.

2.3. Doengas Neurodegenerativas

De acordo com a literatura, variagdes nas concentragdes de Fe, Cu e Zn, estdao
envolvidas em determinadas doengas neurodegenerativas (Ataxia de Friederich, doenca
de Parkinson, doenca de Alzheimer, doenca de Wilson e esclerose multipla) através do
estresse oxidativo [81]. Existem duas reacdes relevantes envolvendo os ions metalicos
nas doengas neurodegenerativas: a primeira ¢ a respeito da associagcdo da metaloproteina
levando a agregacdo da proteina; esta reacdo pode envolver ions metéalicos redox-

. 2+ , 1 .
inertes, como por exemplo, o Zn~, ou os ions metalico redox-ativos, como por
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exemplo, 0 Cu”” e o Fe'". A segunda reagdo relaciona-se a oxidacio da proteina via
catalisagdo do metal, levando a danificagdo e a desnaturacdo da proteina; esta reagdo
envolve os fons metalicos redox-ativos, como por exemplo, o Cu**, Fe’* ou Mn*" [82].

A doenga de Parkinson (DP) ¢ uma degeneragao progressiva do sistema nervoso,
caracterizada pelo tremor, pela bradicinesia, pela rigidez, pela perda de equilibrio e pela
perda da dopamina na substancia negra, particularmente na zona compacta, danificando
o sistema motor [83,84].

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma desordem neuropsiquiatrica que afeta
principalmente as pessoas idosas, como descrito por Alois Alzheimer, psiquiatra e
neuropatologista alemao, em 1906. A DA ¢ uma progressiva deterioracdo mental
caracterizada pela perda da memodria, inabilidade para realizar calculos, disturbios
espaciais visuais, confusdo mental e desorientagdo [85, 86]. As caracteristicas dessa
neuropatologia incluem: atrofias cortical e subcortical, formacgdo intraneuronal,
emaranhado neurofibrilar (NFTs), depodsito do peptideo AP amildide nas placas
neuriticas ou placas senis (SPs), perda da funcdo sindptica, estresse oxidativo e
apoptose, induzindo a perda neuronal [85]. Estes eventos tém sido mais comumente
observados nas estruturas corticais € no hipocampo dos cérebros com DA [85]. Além
desses eventos, um dos indicativos patologicos na DA é o acimulo da proteina Af-
amiloide, na forma de placas senis e deposito amiloide cerebrovascular [87].

Além dessas alteragdes enzimaticas, a neurotoxicidade de elementos traco ¢ uma
das hipoteses para a explicagdo do aparecimento da doenca [88]. Ela tem sido
correlacionada a disturbios nas concentragdes de diversos elementos [69], incluindo o
aumento de Al, Si, Pb, e Zn [10, 53, 87]. Apesar de intensas pesquisas, a causa desta
doenga ainda ¢ desconhecida [27].

Além desses acumulos, tem sido reportado que Cu, Zn e Fe estdo concentrados
na e ao redor das placas amildides no cérebro com a DA [25] e altos teores de Zn [89] e
Fe [90] tem sido descritos nas placas amildides em camundongos transgénicos Tg2576

para o modelo de Alzheimer.

Diversas analises elementares vém sendo realizadas em funcdo de doengas
neurodegenerativas em cérebros humanos e de animais, através do uso de diversas
técnicas analiticas.

Através da PIXE, foi observado um decréscimo nos niveis de K € Rb no lobo

frontal, no nicleo caudado e na substancia negra de pacientes com a DA. Por outro lado,
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os niveis de Fe e Mn foram superiores no lobo frontal e os teores de Ca foram
superiores no nucleo caudado dos pacientes com a DA em relagdo aos sadios [61].
Utilizando essa mesma técnica, um outro estudo, mostrou um aumento nos teores de P,
S, Cl, Fe e Zn no cérebro de pacientes com a DA [26].

LOVELL et al. [25], também verificaram através da MicroPixe um acumulo nos
niveis de Fe, Cu e Zn na neuropil dos pacientes com a DA em relag¢do aos sadios. Ainda
utilizando PIXE, verificou-se que a amidala, o hipocampo e o cerebelo, de pacientes
com a DA, também foram caracterizados por um acimulo de Zn [28].

MORAWSKI et al. [33] também utilizaram a técnica analitica PIXE para
determinar as concentracOes elementares intra e extraneuronal em cérebros humanos,
em particular, nos pares compacto (PC) da substancia negra (SN) versus os pares
reticulados (PR) de cérebros com DP e controle. Observaram um aumento de 1,7 na
concentragdo total de Fe na SN do grupo com a DP. No grupo controle, os niveis de Fe
foram superiores nos PR do que nos PC. Por outro lado, esta relagdo se inverte no grupo
com a DP. A concentracdo de Fe intraneuronal nos neurdnios com DP ¢ superior em
relacdo ao tecido sadio.

Um estudo utilizando a INAA reportou um aumento nos niveis de Ag, Br, Co,
Cr, Fe e Hg no cérebro de pacientes com a DA [53]. Aumento nos niveis de Al, Cu, Mn
e Fe em é4reas corticais também foi observado em cérebros de pacientes com a DA,
utilizando a INAA [24]. Além disso, um outro estudo, utilizando INAA, ICP-AES e
ICP-MS, reportou que as concentragdes de Na e K no cortex frontal parasigital, no
cortex frontal basal, no parietal e no tallamo foram superiores no grupo com a DA em
relagdo ao controle [27].

Estudos utilizando a microscopia nuclear, na analise da substdncia negra
lesionada através de injecdo de 6-OHDA em ratos machos Sprague Dawley, observaram
niveis superiores de Na, P, Cl e K na regiao lesionada em relacao a intacta [91] e niveis
de Fe também superiores na regido lesionada em relacdo a sadia [91, 32].

Um outro estudo realizado em macacos mostrou também um acumulo de Fe na
substancia negra lesionada através de uma injecdo intracarotida arterial de 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidrofidrina (MPTP) em relagdo a intacta [92].

Um estudo recente, aplicou a ICP-MS, para investigar os efeitos da idade e da
proteina precursora Amiloide (PPA) e/ou excesso da expressdo de AP nos niveis dos
metais, através da determinagdo dos niveis de Cu, Zn, Fe ¢ Mn em cérebros de

camundongos normais ¢ transgénicos (Tg) ao longo do seu desenvolvimento (2-18
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meses). Utilizaram duas linhagens transgénicas: Tg2576 e sua linhagem controle
BL6/SJL e TgC100 e sua linhagem controle BL6/DBA. Analisaram os dados em fungdo
da idade nas linhagens controle e analisaram os dados comparando a linhagem controle
com sua transgénica. Na linhagem BL6/SJL e BL6/DBA verificaram que os niveis de
Fe, Cu e Co aumentaram com o avanco da idade, e que estes aumentos independem do
género, ou seja, sao similares tanto nos machos quanto nas fémeas.

Na comparacdo da linhagem transgénica Tg2576 com a BL6/SJL, observaram
que os niveis de Cu e Zn diminuiram na transgénica. Por outro lado, os cérebros dos
camundongos da linhagem transgénica apresentaram maiores concentragdes de Mn em
comparac¢do com a linhagem controle. Os niveis de Fe ¢ Co foram constantes nos dois
grupos: transgénicos e controle. Contudo, na andlise entre os grupos de fémeas e de
macho, verificou-se que os teores de Fe foram superiores no cérebro dos camundongos
fémeas transgénicos com 18 meses de idade em comparagdo com o controle. Em
contrapartida, os niveis de Fe foram reduzidos no cérebro dos camundongos machos
transgénicos com 11 meses de idade em relagdo ao controle.

Na comparagdo da linhagem transgénica TgC100 com a BL6/DBA, observaram
significativas redugdes nos niveis de Cu e Fe na linhagem transgénica em comparagao
com o controle. Foi verificado também, um pequeno, mas significativo aumento nos
niveis de Zn na linhagem transgénica em relacdo a controle. Os teores de Co foram
superiores no cérebro dos camundongos transgénicos com 18 meses de idade em relagdo
ao controle. E, as concentragdes de Mn foram superiores nos cérebros dos camundongos

transgénicos em relagdo ao controle [49].

Ha poucos estudos na literatura a respeito da distribuicdo dos elementos em
tecidos cerebrais. Recentemente, estudos utilizando a p-XRF, mostraram um acumulo
de Pb, Hg, Zn e Ca nos cortex frontal e temporal de pacientes com com emaranhados
neurofibrilares com calcificagdes (DNTC) [56], um acimulo nos niveis de Cu nos
neuronios da SN em relacdo as areas vizinhas em cérebros com a DP, e no caso de
pacientes com ELA, a distribuicdo de Cu em partes dos neurdnios e fora dos corpos
celulares foi uniforme. Tanto em cérebros com a DP ¢ com a ELA, a distribuicdo de Ca
foi heterogénea. Esse estudo revelou que em ambos os casos, nos nervos dos corpos
celulares na SN houve um acumulo dos seguintes elementos: S, Cl, K, Fe, Zn, Se ¢ Rb

[34].
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Outro estudo recente combinou a pu-XRF e a micro-XANES, para quantificar
elementos metalicos e avaliar seu estado de oxidagdo, respectivamente no cortex
cerebral e na substancia negra, de pacientes com a DP e ELA. Os corpos dos nervos
celulares na SN e na substancia branca do caso DP apresentaram maiores niveis de Ca,
Fe e Zn em relacao ao grupo controle. Ja no cortex cerebral, houve um aumento de Ca e
Zn nos pacientes com a DP em relacdo ao grupo controle. Esse estudo mostrou também
que a maior parte de Cu existente na SN em todas as amostras investigadas ocorre no
segundo estado de oxidacao (Cu") [94].

A Fluorescéncia de Raios X também foi utilizada para determinar as
concentragdes de Fe, Cu e Zn, em tecidos de camundongos normais e transgénicos para
a DA. Dentre os camundongos normais, os machos apresentaram maiores concentragoes
de Fe no coragdo e menores no cérebro, rins, figado e bago comparadas com as fémeas.
As concentragdes de Cu foram superiores no figado, porém foram inferiores no cérebro
e no fémur dos machos em relagdo as fémeas. Por sua vez, as fémeas apresentaram
maiores concentracdes de Zn no cérebro, no fémur e no figado do que os machos.
Dentre os camundongos transgénicos, os machos apresentaram maiores concentragdes
de Fe no cérebro e no coragdo e menores nos rins ¢ figado em relagdo as fémeas. Por
outro lado, os niveis de Cu nos rins e os niveis de Zn no pulmao foram superiores nas
fémeas. Dentre as fémeas, os camundongos transgénicos mostraram maiores niveis de
Fe no fémur e no coragdo e menores concentragdes de Zn no fémur, coragdo e figado
em relacdo aos camundongos normais. Além disso, as concentragdes de Cu foram
inferiores no coracdo dos camundongos transgénicos do que os normais. Dentre os
machos, os camundongos transgénicos apresentaram maiores concentragdes de Fe no
cérebro, no coracao, no bago e testiculos e menores niveis de Zn no coragao e testiculos
comparados com os camundongos normais. Além disso, as concentragdes de Cu foram
maiores no cérebro e no fémur dos camundongos transgénicos em relagdo aos normais

[29].

2.3.1. Doenca de Huntington

Esta doenca foi descrita pela primeira vez por George Huntington em 1872 [95].
Esse médico fez sua primeira publicagdo a respeito dessa doenga, chamando por
"coréia” hereditaria, originada da palavra grega para "danga". Coréia se refere aos

movimentos involuntarios que estdo dentre os sintomas comuns da DH [96]. A doenga
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de Huntington (DH) ¢ uma desordem neurodegenerativa progressiva e fatal,
caracterizada pela disfun¢do irreversivel motora, declinio cognitivo e distirbios
psiquiatricos, o que leva a progressiva deméncia e morte aproximadamente 15-20 anos
apos o inicio da doenga [97].

A mutagdo do gene da DH ¢ uma expansao do trinucleotideo CAG que codifica
um acido ndo essencial, o 4cido amino glutamino na codificacdo de uma proteina de
aproximadamente 350 Kb. Contudo, ainda ndo se sabe a causa da mutagdo do gene da
DH que resulta na disfun¢@o neuroldgica [95]. A mutacdo DH produz uma seqiiéncia
poliglutamina (CAG) expandida com a proteina huntingtina codificada. Huntingtina esta
onipresente no corpo € no cé€rebro, mas a principal degeneragao ocorre no corpo estriado
[98]. Na DH, a neurodegeneracdo causada pela liberacio do 4cido Gama-
Aminobutirico, afeta principalmente as projecdes dos neurdnios do estriado [97, 98],
embora a perda de neurdénios em outras areas cerebrais, como por exemplo, cortical,
também tem sido descrita [98].

A DH ¢ uma doenca degenerativa cujos sintomas sdo causados pela perda
marcante de células em uma parte do cérebro denominada ganglios da base. Este dano
afeta a capacidade cognitiva (pensamento, julgamento, memdria), movimentos e
equilibrio emocional. Os sintomas aparecem gradualmente, em geral na meia-idade,
entre as idades de 30 e 50 anos. Entretanto, a doenca pode atingir desde criancas
pequenas até idosos [96].

Em relagdo aos elementos quimicos, a literatura cientifica descreve um aumento
nos niveis de Fe nos cérebros de pacientes com a DH em relagdo ao grupo controle
[103], em especial no nicleo caudado [31]. Além desse aciimulo, tem sido descrito
também que distarbios na homeostase de ferro, estresse oxidativo e lesdes mitocondriais
estdo presentes nos cérebros de pacientes com a DH [73]. Portanto, a DH esté associada
com anormalidades no ferro, mediante seu acumulo, além de alteragdes locais,
resultando em dano oxidativo e neurodegeneracdo [104]. Além do aumento nos niveis
de ferro, hd também um aumento nos niveis de Cu no putdmen de pacientes com a DH
em relacdo aos sadios [31]. Contudo, DEXTER et al. [31] ndo observaram nenhuma
diferenca estatisticamente significativa nos niveis de Zn no nucleo caudado, putamen, e

no cerebelo entre os dois grupos: sadios e com a DH.
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2.3.1.1. Modelo Transgénico em Camundongos

O modelo utilizado nesse estudo foi o R6/2. Ele possui um pequeno fragmento
N-terminal de huntingtina com aproximadamente 150 CAG repetidos [95]. Esse modelo
¢ bem caracterizado por um fen6tipo homogéneo e tem sido utilizado em muitas drogas
pré-clinicas. Uma das vantagens de utilizar o modelo R6/2 em camundongos ¢ a
possibilidade de realizar estudos em aproximadamente trés meses. Esse modelo possui
muitas das caracteristicas temporal, comportamental e neurolégicas que sdo observadas
em pacientes com a DH, como por exemplo, movimentos trémulos e atrofia no estriado
[95].

Embora a clareza e a eficiéncia nos experimentos com camundongos
transgénicos usando o modelo R6/2 sejam, vantajosas, estes animais ndo possuem a
genética e problemas neuropatologicos fiéis aos dos humanos com a DH. R6/2 tem uma
agregacao mais extensa da distribui¢do de huntingtina, incluindo o cortex cerebral e o
hipocampo do que na doenca propriamente dita, ele ¢ resistente a excitocidade, o que
pode ter relagdo com o aumento na capacidade de processar calcio e mostram pequena
perda celular [95].

Neste modelo transgénico, a formagao da proteina huntingtin agregada precedeu
a manifestacdo clinica do movimento desordenado [99], e também foi encontrado que
esse modelo € associado com morte celular em modelos de cultura celular de DH [100],
assim como em outras desordens caracterizadas pela repeticao do CAG [101].

O camundongo R6/2 ¢ um transgénico para o exon 1 do gene humano com a DH
com mais de 150 CAG repetidos [99]. O camundongo desenvolve movimentos
desordenados similares aos apresentados pelos pacientes com a DH, aos 2 meses de

idade aproximadamente, e apos essa idade a doenga se desenvolve rapidamente [102].

2.4.Principais elementos envolvidos nos processos bioldgicos

2.4.1. Ferro

2.4.1.1. Distribuigdo do ferro em regides do cérebro

A distribuicao heterogénea de ferro no cérebro foi demonstrada pela primeira

vez através de técnicas histoquimicas (Prussian blue ou Perls’stain), as quais mostraram
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uma intensa mancha de ferro i6nico em partes do sistema extrapiramidal, suaves
manchas no cortex cerebral e nenhuma detectavel na substancia cinzenta [103]. Gelman
[105] comentou o seguinte: “Em relacdo ao ganglio basal existe uma mancha menos
intensa de ferro na substancia branca do hemisfério cerebral e cortex”.

Utilizando a coloragdo de Perls’s stain, Drayer et al. [106] ndo encontraram ferro
na por¢ao mais superior da capsula interna. Contudo, encontraram maior quantidade de
ferro na regido frontal do que na substancia branca occipital.

Ao contrario dos resultados obtidos através das técnicas histoquimicas, as
técnicas bioquimicas indicam que a substdncia branca, em geral apresenta niveis
similares de ferro da substincia cinzenta cortical (aproximadamente 30-40 pg.g™), ao
passo que em determinadas regides, como, por exemplo, o cortex motor, pode-se ter
mais ferro na substincia branca do que na substancia cinzenta cortical adjacente [107].

Estudos indicam que no cérebro humano, poucas regides apresentam altas
concentragdes de Fe, com excecdo das estruturas compreendidas nos nucleos da base
[108], globo palido [103], substancia negra, nicleo denteado e cortex motor [104]. O Fe
encontra-se, portanto, distribuido desigualmente no cérebro e em diferentes
concentragdes [11]. As estruturas dos nicleos da base t€ém um envolvimento primario na
funcdo motora, e, além disso, possuirem altos niveis de dopamina (DA) e 4cido gama-
aminobutirico (GABA). Esta ultima tem sido indicada como sendo reguladora da
homeostase de ferro no cérebro. O ferro, como um elemento trago, ¢ importante no
transporte de elétrons, como catalisador de enzimas, e no desenvolvimento neuronal.
Distirbios na homeostase de ferro poderiam, conseqlientemente, induzir a multiplas
disfunc¢des no metabolismo dos neurdnios [108].

Concentracdes de ferro ndo-heme (maioria ferritina) aumentam no putamen,
cortex motor, cortex pré-frontal, cortex sensorial e tdlamo durante os primeiros 30-35
anos de vida, e diversas mudancas sdo observadas em individuos mais velhos [109].
Estudos recentes tém mostrado que niveis de H-ferritina em individuos mais velhos (67-
88 anos de idade) foram maiores do que em individuos mais jovens (27-66 anos de
idade) no cortex frontal, nicleo caudado, putdmen, substancia negra e globo palido. No
caso da L-ferritina, este aumento ¢ observado somente na substincia negra e no globo
palido [110,111].

No parieto-occipital lobo do cortex, o Haem oxigenase-1 ¢ a ferritina aumentam
com a idade, ao passo que no hipocampo somente haem-oxigenase-1 aumenta. Haem-

oxigenase-1 ¢ encontrado tanto na glia quanto nos neurdnios, porém a ferritina ¢é
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encontrada apenas na glia. O aumento do haem-oxigenase-1 pode vir a contribuir para
um aumento na susceptibilidade do estresse oxidativo em pessoas idosas [112].

O Fe estimula importantes processos metabolicos no cérebro, contudo ele
também esta associado com a producdo de danos via radicais livres, podendo induzir a
neurodegeneracdo através da peroxidagao lipidica [113]. O Fe, no cérebro, esta
armazenado na proteina ferritina, a qual estd presente em altas concentracdes nos
nlcleos subcorticais, especificamente o globo palido, substincia negra e nucleo
vermelho. Além disso, uma acumulacdo de ferro, na forma de radicais livres estaveis,
tem sido também detectada nos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra na
associacao com o pigmento neuromelanina [113]. Estudos mostraram que o nivel de Fe
aumenta com a idade ¢ ¢ maior nas fémeas [11].

O aumento na concentragdo de Fe em determinadas areas cerebrais pode ser
resultado da alteragdo da vascularizagdo observada durante o envelhecimento e nas
doencgas neurodegenerativas [114, 115]. O aumento nos niveis de ferro nos neurdnios,
astrocitos e microglia, a qual normalmente apresenta pequeno aumento nos niveis de
ferro na meia idade, ¢ tipicamente apresentado nas regides como o cortex, hipocampo e
substancia negra, a qual ¢ particularmente susceptivel a mudangas neuropatologicas que
caracterizam a DA e a DP [116]. Esta “invasdao” e “ocupagdo de ferro nas areas
vizinhas” pode danificar diretamente estas células ou perturbar o ambiente celular,
aumentando a susceptibilidade a toxinas e processos de ativagdo de um tipo patogénico
(por exemplo, inflamacao, alteragdo morfologica ou apoptose) [117].

Pacientes com a doenga de Parkinson [88, 104, 108-117], doenca de Huntington
[117] e degeneragdo estriatonigral [88, 117] apresentam aumento no nivel de ferro na
substancia negra. Além disso, o alto teor do Fe estaria envolvido nas desordens no
ganglio basal, principalmente na DP [108]. A funcdo do Fe como um fator etiologico foi
sugerido quando se descobriu que o Fe foi elevado em aproximadamente 77% nos pares
compactos da substancia negra (SNc) em cérebros humanos parquinsonianos.
Experimentos realizados em modelos parkinsonianos de ratos e macacos parecem

assegurar esta hipotese [108].
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2.4.1.2. Ferro ndo heme

Existem duas categorias de ferro no cérebro: ferro heme, na hemoglobina e
algumas enzimas como peroxidase, ¢ ferro ndo heme. Os tipos de ferro nonheme no
cérebro caracterizam-se:

a) Por baixo peso molecular;
b) Pelas metaloproteinas: transferrina, melanotransferrina e lactoferrina;
c) Pelo armazenamento de proteinas como ferritina e hemosiderina

d) Pelo ferro i6nico [103].

Desses componentes os dois mais importantes no controle do ferro sdo a
transferrina (transporta ferro) e a ferritina (armazena ferro) [107].

A transferrina carrega ferro do sangue para o interior do cérebro via receptores-
transferrina localizados em microvasculaturas cerebrais [118].

A ferritina armazena o excesso de atomos de ferro, que ndo estdo imediatamente
participando nas atividades metabolicas [44-46, 52, 53, 56, 57, 103]. A ferritina tem um
amplo revestimento esférico protéico, aproximadamente 12 nm de didmetro, que
envolve um nucleo cristalino de hidroxido férrico [SFe,Os . 9H,0] [105]. Ela pode
armazenar mais de 4500 atomos de ferro de uma proteina ferritina na sua cavidade
interna, de 8 nm de didmetro. O ferro (II) passa para o interior do nticleo através de seis
poros no revestimento protéico e ¢ oxidado para ferro (III) para armazenagem. O peso
molecular da ferritina é 474 kg/mol [119].

O revestimento apoferritina (ferritina sem um nucleo interno de ferro) ¢
composto por 24 subunidades contendo combinac¢des variadas de duas proteinas
homologadas, derivadas de genes separados, referentes a L-ferritina (leve) e H-ferritina
(pesada). Variagao na composicao da ferritina H e L produz isoformas de ferritina
concedendo propriedades fisioquimicas especificas que melhor compreende as
particularidades de células e tecidos. H-ferritina é eficiente na captura de ferro e ¢
predominante em 6rgdos com alto teor de ferro em atividade e baixo teor de ferro
armazenado. O oposto ocorre com a L-ferritina, ela ¢ eficiente na nucleacao de ferro e ¢
associada com o armazenamento de ferro [120, 121].

Hemosiderina, considerada como um produto da degradacdo da ferritina [13,
103] é um ferro-armazenado relacionado a um material que seja insoluvel em agua. Isto

esta associado com o excesso de ferro nas desordens e hemorragias [13, 103].
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2.4.1.3. Estresse oxidativo e as doengas neurodegenerativas

Sabe-se que a acumulagdo de ferro ocorre no cérebro de pessoas com doenga de
Huntington (DH), doenca de Parkinson (DP), doenca de Alzheimer (DA), esclerose
multipla, hemorragia cronica, derrame cerebral, anemia, talassemia, hemocromatose,
sindrome de down e AIDS [103]. Além disso, tem se estabelecido que o progressivo
acumulo de ferro no cérebro com a idade, e a inducdo do estresse oxidativo via ferro
pode causar neurodegeneragdo [116]. O acumulo de ferro em funcdo da idade ¢ um
processo especifico e envolve o aciimulo de ferro nas moléculas de determinadas
células, particularmente as das regides cerebrais (cortex, hipocampo e substancia negra)
que sdo alvos preferenciais nas doencas neurodegenerativas como o Alzheimer e
Parkinson [116].

Além da DA e da DP, distirbios na homeostase de ferro, estresse oxidativo e
lesdes mitocondriais t€ém sido descritos em outras lesdes neurodegenerativas, como por
exemplo, a doenca de Huntington [73]. DP e DH estariam associadas com
anormalidades no ferro, através do acumulo desse elemento, e alteracdes locais
resultando em dano oxidativo e neurodegeneracao [104].

A contribui¢do do Fe no desenvolvimento da DA ¢ similar a do Cu. Estudos in
vitro na P-amiloide sintética mostraram que o Fe induz a agregacdo e potencializa a
neurotoxicidade da B-amildide [122]. A B-amildide agrega e reduz o Fe’" em Fe*,
seguida da formacdao do H,O, através de mecanismo similares ao do Cu [122]. A
producio de Fe*" e H,0, criam condigdes ideais para a reacdo Fenton, a qual induz a
formagdo de radicais altamente reativos de hidroxila [122]. Embora o Fe nao contribua
para a neurotoxicidade da B-amildéide na mesma propor¢ao que o Cu, hé hipdteses de
que esse elemento tem uma participacao significativa na DA [123].

Altos teores de ferro no cérebro esta associado com o estresse oxidativo, a
producdo de radicais livres [103] e conseqiientemente a morte celular através da
conversao do peroxido de hidrogénio (H,O;) em hidroxila (OH) [35], pela reacdo
Fenton ou peroxinitrato ¢ a subseqiiente morte dos neurdnios pela apoptose [103]. A
toxicidade do ferro livre Fe*" é reduzida pela sua oxidacdo em Fe’™. O Fe’", por sua vez,
pode ser encaminhado a transferrina (TF) e transportado para dentro das células
carregando receptores TF [35], onde ¢ armazenado e incorporado ao interior da célula

como proteina ou armazenado como ferritina [35].
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Altos niveis de ferro vém sendo mostrados em diversas doengas
neurodegenerativas. Na DP, hd um aumento de ferro na substancia negra [103] e no
globo palido [103]. Um aumento de Fe (III) em relagdo ao Fe (II) sugere que estas

mudangas podem contribuir para processos patofisiologicos da DP [103].

2.4.2. Zinco

O zinco ¢ o segundo elemento de transicdo mais abundante no organismo [124].
Para os nutricionistas, ¢ um micronutriente essencial, para os bioquimicos, ¢ um
componente enzimatico e de outras proteinas, enquanto que para os ambientalistas e
bidlogos marinhos, o zinco livre na 4gua ¢ um toxico poluente [87]. Para os
neurocientistas, este elemento ndo ¢ somente um micronutriente € um componente de
proteinas, mas também um sinal idnico. O Zn"* move-se pelos canais da membrana e
dentre as diversas organelas, sendo armazenado nas células. Assim como o célcio, o

zinco livre em excesso nos tecidos ¢ toxico [87].

2.4.2.1. Funcéo do zinco

O zinco desempenha um papel importante como um elemento trago essencial em
diversas fungdes bioldgicas. Dentre as mais relevantes descobertas, podemos destacar o
papel do zinco como sendo um componente catalisador de mais de 200 enzimas e um
constituinte estrutural de varias proteinas, além de sua funcao na prevencao da formagao
dos radicais livres [75]. O zinco € necessario para a replicagao e transcricdo do DNA e a
sintese de proteinas [104]. Além disso, ele ¢ um componente nutricional crucial
necessario para o desenvolvimento normal e na manutengdo de fungdes imunoldgicas
em humanos e animais [75].

O zinco ¢ essencial para o desenvolvimento cerebral e sua deficiéncia provoca
severas disfungdes. Sua deficiéncia altera o crescimento celular e a regulagdo hormonal
da divisao celular ¢ causa tanto o decréscimo do crescimento do cérebro como a redugao
do DNA, do &cido ribonucléico (RNA) e concentragdes de proteina nos filhotes. Além
disso, a deficiéncia de zinco no feto e na crianca implica na ma formagao do cérebro e
em influéncias comportamentais [39]. Ele também participa de diversas fun¢des, como,
por exemplo, sustentar estruturas protéicas, participar nas reagdes enzimaticas € nao

enzimaticas, e modular canais de ions receptores [125].

22



Reviséo Bibliografica

Além dessas fungdes citadas acima, ele também regula os canais dos ions de
receptores excitatorios e inibitorios dos aminodcidos [125]. O zinco ¢ um componente
essencial para varias metaloenzimas envolvidas no metabolismo de lipideos,
carboidratos, proteinas e acidos nucléicos, incluindo aqueles envolvidos na replicagao,
reparagao e transcricdo do DNA [75].

O zinco ¢ liberado de fatias hipocampais quando a atividade sinaptica ¢ ativada.
Zinco exdgeno ¢ um modulador de receptores glutamato e GABA in vitro. Além disso,
existem indicac¢des para uma modulacio do glutamato através da transmissao pelo zinco
enddgeno in vivo. O zinco poderia também ter um efeito modulatoério no aminoacido
neurotransmissor em idades tenras [39].

O zinco também pode ser relacionado com a morte da célula in vivo e in vitro.
Degeneracdes neuronais apds isquemia mostram uma acumula¢do de zinco previamente
a degeneracdo. E a entrada de zinco parece acelerar a morte celular. Contudo ¢é preciso
ter em mente que a concentracao de zinco nas sinapses € apenas uma pequena fragcdo da
quantidade total de zinco no cérebro [39].

O zinco possui uma funcdo especial no cérebro, na memoria e na aprendizagem,
além disso, ¢ conhecido seu papel em um nimero de metaloenzimas de zinco. Ha
evidéncias de que o zinco ¢ armazenado nas vesiculas sinapticas nos terminais nervosos.
A interacdo do zinco com os neurotransmissores receptores aminodcido excitatorio e
inibitorio indicam que este cation pode agir como um neuromodulador [37]. Refor¢ando
o estudo da func¢ao do zinco na memoria e no aprendizado, estudos mostraram que uma
notavel concentracdo de liberacdo glutamato-zinco nos terminais do neocortex e
estruturas limbicas (o septo e a amidala) indicaria que as sinapses de liberagdo
glutamato-zinco podem ter uma especial fun¢@o na plasticidade sinaptica, na memoria e

no aprendizado [87].

2.4.2.2. A toxicidade do zinco

A idéia de que a toxicidade do zinco poderia contribuir para danos neuronais in
vivo foi sugerida, pela primeira vez, em 1988, baseada em analises de secgdes cerebrais
adjacentes, de ratos que sofreram isquemias transientes cerebrais, mostrando que existe
uma forte correlagdo entre a acumulacdo de zinco nos corpos celulares com a morte

celular [87].
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Estudos posteriores mostraram que tanto a morte neuronal quanto a acumulagao
de zinco na isquemia transiente cerebral foram reduzidas ou prevenidas através do
quelante de calcio — EDTA (CaEDTA), mas ndo pelo quelante de zinco-EDTA
(ZNEDTA) [87]. Ao contrario do Fe e do Cu (metais redox-ativos), o Zn ¢ um metal
redox-inerte. A fun¢do do Zn no cérebro de pacientes com a DA ¢ precipitar a B-
amildide e inibir a producio de H,O, [123].

Contudo, os efeitos antioxidantes do zinco podem ser desprezados para altos
niveis de zinco, passando a ser altamente tdxico, quando presente em altas
concentragdes [125]. Estudos mostraram que a exposi¢do de zinco em doses ndo-
fisiologicas (=600 uM) durante 15 min resultou em morte neuronal em culturas mistas
de células cortical e glia, enquanto que, a exposi¢do por um periodo maior (18-24 h) em

doses mais baixas de zinco (<300 uM) induziu a morte das células glia [126, 127].

2.4.2.3. Distribuicao de Zinco cerebral

O cérebro ¢ dentre os 6rgdos do corpo humano, o que apresenta as mais altas
concentragdes de zinco. A quantidade total de zinco no cérebro foi estimada de ser
aproximadamente 150 pmol/L [124]. A substancia cinzenta apresenta maiores
concentragdes de zinco do que a substincia branca, e os mais altos niveis de zinco
podem ser encontrados no hipocampo, amidala e neocortex [128].

O transporte de zinco para o interior cerebral ocorre através de um sistema de
barreira cerebral, ou seja, através de duas barreiras hemato-encefalica e hemato-
liquorica cerebroespinhal [129]. A ligagdo de zinco para L-histidina (His) tanto no
plasma quanto no fluido cérebroespinhal parece estar envolvida na transferéncia de
zinco para outros locais, os quais regulam sua absor¢ao através dos sistemas de barreira
cerebral [130].

Com o intuito de manter a homeostase, as células e capilares endoteliais do
cérebro respondem a alteragdes nos niveis de zinco, aumentando sua absorcao, caso haja
baixa concentragdo de zinco no sangue ([Zn"']y) e diminuindo seus niveis, caso haja
alto teor de zinco ([Zn""]y) [131].

No cérebro, o zinco — Zn'? ¢ abundante, apresentando, depois do ferro, as
maiores concentragdes dentre todos os metais de transicao.

A concentragdo de zinco no cérebro aumenta apds o nascimento, mas mantém-se

constante ao longo da fase adulta [10]. Aproximadamente 90% do total de zinco
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presente no cérebro localiza-se nas metaloproteinas [132, 133]. Além disso, a maioria
dos neurdnios contém uma quantidade significante de zinco idnico reativo [133].
Grandes quantidades de quelante de Zn™* também sdo concentrados, na regido limbica,
notavelmente na formacao hipocampal [134]. O hipocampo ¢ uma das areas que contém
as mais altas concentracoes de quelante de zinco [125]. Aproximadamente 10% do Zn™
total no cérebro, provavelmente zinco i0nico, existe nas vesiculas sindpticas [125, 133].

O zinco vesicular participa na neurotransmissdo sindptica no cérebro dos
mamiferos, funcionando como um neuromodulador endégeno de diversos importantes
receptores [121]. O quelante de zinco no SNC ¢ principalmente detectado no telencéfalo
[125].

Estudos histoquimicos revelam que o zinco encontra-se distribuido nos botdes
sinapticos através do cérebro. Eles sdo proeminentes no telencéfalo, particularmente no
neo-cortex, formacdo hipocampal, complexo amidaldide, estriado e septo [39]. Ele ¢
altamente concentrado nas fibras hipocampais do cérebro, e varias investigagdes
histoquimicas e microscopia eletronicas tem indicado que ele é encontrado nas vesiculas
sinapticas das fibras terminais. Associa-se a esta vesicula algumas importantes funcdes
no SNC. Estudos nas fibras hipocampais durante a atividade neuronal tem sugerido que
0 Zn pode atuar como um neuromodulador [135].

Nas fibras terminais no hipocampo assim como em outras regides cerebrais,
acredita-se que o zinco vesicular esteja localizado nos neurdénios que usam glutamato
como um neurotransmissor [125]. Glutamato ¢ o principal aminodcido excitatorio
neurotransmissor no hipocampo e no cortex [125]. Contudo nem todos os neurdnios que

utilizam o glutamato como um transmissor contém quelante de zinco [125].

2.4.2.4. Zinco, doencas neurodegenerativas e o envelhecimento

Alteragdes na homeostase de Zn' estdo relacionadas a diversas desordens
neurologicas [134]. Pacientes com epilepsia apresentaram um actimulo de Zn no cérebro
[133]. Além disso, alteragdes no metabolismo do zinco também tém sido relatadas em
pacientes com a doenca de Alzheimer. Estas observagdes incluem decréscimo nos niveis
de zinco no lobo temporal [53,135], e aumento de zinco - Zn'"? extracelular no

hipocampo [136].
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2.4.3. Aluminio

Os estudos pioneiros investigando a neurotoxicidade do Al em experimentos
com animais foram inicialmente descritos por Siem e Dollken em 1886 [85]. O Al é um
elemento altamente neurotoxico e pode causar degeneragdo nos nervos celulares no
cérebro de humanos e de animais de laboratorio [137].

O Al esté presente tanto na dieta normal quanto em um ntmero de diferentes
medicagdes [7]. Uma vez que o rim ¢ a principal via de excrecdo do Al, deve-se ter
uma aten¢do especial em individuos com insuficiéncia renal cronica, pois estes terdo

maior probabilidade de acumular este elemento nos tecidos [7].

2.4.3.1. Aluminio, o envelhecimento e doengas neurodegenerativas

Embora se saiba que o envelhecimento estd associado a deficiéncias
neurocomportamentais, ¢ também bem estabelecido que o aluminio ¢ um elemento
neurotoxico em mamiferos [7]. Markesbery et al., 1984, reportaram um aumento nos
niveis de aluminio em relagdo a idade. Tal aumento pode ser devido a uma exposi¢ao
gradual proveniente do meio externo em relagdo ao tempo [10]. Além disso, este
elemento tem sido apontado como um agente causador da deméncia [7, 137], e como
sendo responsavel pelo decréscimo das habilidades neurocognitivas seguidas de
exposicdo ocupacional de Al [7]. O Al também estd envolvido na esclerose lateral
amiotrofica, na doenga de Alzheimer [7, 137] e na doenga de Parkinson [7].

Tem sido proposto que a doenca de Alzheimer pode ser causada pela irreversivel
acumulacdo de Al no cérebro, especialmente no nucleo celular cerebral [137]. Estudos

vém mostrando um aumento de Al em cérebros de pacientes com DA [53].

2.4.4. Cobre

O cobre, dentre outros elementos tais quais o zinco ¢ o selénio, ¢ um
componente indispensadvel para certas enzimas responsaveis por Varios processos
metabolicos em diferentes tecidos incluindo o cérebro [133]. Ele ¢ tanto um importante
componente de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-Px) quanto no transporte de proteinas com propriedades antioxidantes,

ceruloplasmina (Crl) (uma banda protéica de cobre), provendo protecdo contra danos
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via radicais superoxidos peroxidativos. Através de acdes indiretas ou enzimaticas, ele
impede a alteracdo destrutiva de lipideos, proteinas e acidos nucléicos pelos derivados
dos radicais livres, da radiag@o, de certos metais pesados e de outras substancias toxicas
[133].

O cobre (Cu’") estd envolvido em um numero de enzimas com reagdes
catalisadoras e oxidativas. Alguns estudos reportam uma relagio entre os niveis de Cu*"
e Zn** no soro e na atividade CuZn-SOD e a concentragio de Se*” no soro [134]. A
Ceruloplasmina - Crl possui duas propriedades antioxidantes: a banda Cu®* funcionando
na prevengdo da decomposi¢do do hidroperoxido catalisante em radicais ¢ a segunda
fung¢do — a Crl oxidase ferrous ferro para férrico e concomitantemente convertendo O,
em HO, inibindo, dessa maneira, a dependéncia de ferro no lipidio peroxidagado [41].

E um metal traco bivalente, e tem capacidade pro-oxidante. O cobre esta
relacionado com certas desordens neurodegenerativas, como por exemplo, a doenca de
Wilson [31].

Em relacdo ao envelhecimento, Loeffler et al. 1996 [35], reportaram um
aumento na concentra¢do de cobre com o avango da idade, no caudado, no putdmen e
no cortex frontal. Contudo em relagdo as doencas neurodegenerativas como a doenga de
Parkinson e a doenca de Huntington, a concentragdo de cobre decresceu na substancia
negra de pacientes com DP e com DH [35]. Todavia, o neuropilo de pacientes com DA
mostraram niveis superiores de Cu em relacao aos sadios.

Além disso, esse elemento interage com a [-amildide através de duas maneiras
significativas com a DA. Primeiramente, o Cu atua como um mediador na agregacao da
B-amiloide em meio levemente acido. Outra forma de interagdo e a mais importante, ¢
que o Cu funciona como um co-fator a B-amiléide, facilitando a producido do estresse
oxidativo [123].

ATWOOD et al. [138], realizaram um estudo de grande significancia, no qual
estabeleceram que a (-amildide sintética na presenca de Cu produz peroxido de
hidrogénio (H,0O,). Experimentos com espectrofotdmetros mostraram que a B-amildide
agrega e reduz Cu”” em Cu', seguido pela formacio de H,O, através da dupla
transferéncia de elétron em oxigénio (O) [139]. Além disso, a producio de H,O, e Cu'™
propicia condigdes ideais para a producdo de radicais de hidroxilas altamente reativos
(via reagdo quimica fenton) [123]. Quando esses radicais estdo desregulados, eles

podem iniciar a peroxidagdo lipidica e danos no DNA através da quebra das ligagdes e
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modificagdes nas bases [123]. Estudos tém mostrado que a B-amildide funciona como
sendo um substrato para o radical hidroxila [140].

O cobre desempenha um papel funcional em muitas enzimas que requerem
reacdes redutivas-oxidativas. Por exemplo, este metal € encontrado no sitio catalitico de
citocromo c¢ oxidase do canal de transporte de elétron mitocondrial e superdxido
dismutase Cu-Zn (SOD). A entrada de Cu para o cérebro ¢ controlada principalmente

pela ceruloplasmina (CP) [66].

2.4.5. Manganés

Manganés ¢ um elemento trago essencial, encontrado em diversos niveis em
todos os tecidos, € ¢ um dos mais utilizados na industria. Ele é um constituinte das
metaloenzimas e um ativador de enzimas. A exposi¢do excessiva ao manganés pode
provocar distarbios psicoldgicos e motores. Além disso, sintomas de neurotoxicidade
cronica de manganés sdo similares aos associados com a doenga de Parkinson; contudo
clinicamente eles sao diferentes [141].

Em relagdo a sua distribuicdo cerebral, verificou-se um aumento de manganés no
cérebro principalmente nas areas onde hd maior concentragao de ferro, como por
exemplo, putdmen, caudado, globo palido, substincia negra, e nucleo subtalamico. Estas

regides constituem os nucleos da base [141].

2.5. Técnicas Analiticas

A necessidade de técnicas capazes de determinar as concentragdes de elementos
trago, em uma diversidade de espécimes cresceu bastante nos ultimos 15 anos [142]. Na
biologia, os elementos denominados essenciais, em baixas concentragdes,
desempenham um papel importante em organismos vivos, € os elementos toxicos
influenciam negativamente esses organismos, dai a importancia de quantifica-los. Na
geologia, a abundancia de elementos trago em rochas e sedimentos permite registrar sua
historia de formacao em termos de temperatura e pressdo presentes durante a formacao.
Nas ciéncias dos materiais € em especial, na industria dos semicondutores, existe uma

crescente necessidade por materiais altamente puros. A monitoragdo dos processos de
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producdo e a determinacdo do produto final demandam processos com precisdo nos

resultados quantitativos [142].

2.5.1. Historico

A analise dos minerais em cérebros de ratos teve inicio nos anos 70, utilizando
um método de microeletrodos, o qual permitia apenas obter informagdes a respeito das
atividades 10nicas extracelulares. Desde entio, diversos estudos tém mostrado um
grande aumento dos ions de potdssio e um decréscimo nas atividades ionicas do sodio e
do célcio no espago extracelular em cérebros danificados [143]. Devido a essas
alteracdes, houve a necessidade de desenvolver outros métodos capazes de medir as
concentragdes elementares no tecido como um todo. Dentre os métodos utilizados,
podemos citar a AAS e a ICP. Estes métodos quantificam elementos traco, dentre
outros, em amostras biologicas. Eles permitem determinar tanto os niveis dos elementos
presentes em cérebros humanos e de ratos, tanto em tecidos normais [9, 45] quanto sob
condi¢des patoldgicas, como por exemplo, em isquemia [57], tumor [46], mal de
Alzheimer ou Parkinson [144] e envelhecimento [12, 57]. Para utilizar esses métodos ¢
necessario dissolver o tecido em um meio acido.

Atualmente algumas técnicas estdo sendo empregadas para avaliar a distribuicao
espacial em duas ou trés dimensdes, tanto de elementos trago quanto majoritarios em
cérebro animal [57]. A tabela 2.1 apresenta resumidamente algumas vantagens e
desvantagens das principais técnicas analiticas que vem sendo utilizadas na

quantifica¢do de elementos em tecidos bioldgicos.
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Tabela 2.1. Vantagens ¢ desvantagens de algumas técnicas analiticas utilizadas no
estudo da concentragdo elementar em tecidos cerebrais.

Técnica Vantagens
Foi utilizada para determinar as
concentragoes de potassio em secg¢des
histologicas de cérebros isquémicos e
niveis de ferro em cérebros parkinsonianos

Mancha Histoquimica

E um método adequado para analise de

(FIPEE) elementos tanto a niveis de traco quanto
majoritarios em materiais bioldgicos.
ICP
Analise multielementar
INAA alise multielementar,
Analise multielementar,
Imagem por

Ressonancia Magnética

Capacidade de visualizacao tridimensional
da distribui¢ao de H, C, F, Na e P.

TXRF Efeitos de absorcdo da radiagdo pode ser
desprezado simplificando dessa forma o
calculo da concentragdo elementar.
Analise multielementar e alta sensibilidade
para a maioria dos elementos na faixa de

A Z>15.
Capacidade de mapear
bidimensionalmente a concentragao

elementar

Desvantagens

A sensibilidade ¢ relativamente baixa
e torna-se dificil a analise
multielementar.

Instrumentagdo de alto custo
econdmico, por exemplo, acelerador
de proton. Danifica a amostra via
aquecimento durante a radiagdo nas
amostras de tecido.

Necessidade de grandes quantidades
de amostra para analise

Alto custo operacional

Viavel apenas para analise de um
determinado nimero de elementos.

Dependendo das condigdes
experimentais, possui baixa
sensibilidade para a detecgdo de
elementos leves, como por exemplo,
Na, Mg, N, O, etc.

Absor¢do deve ser levada em
consideracdo. Dependendo das
condigdes experimentais, baixa

sensibilidade para elementos leves,
como por exemplo, o sodio.

2.6. Microfluorescéncia

2.6.1. Historico

Nichols e Ryon [145], em 1987, foram os percussores na aplicacdo da uXRF,

descrevendo a capacidade da instrumentacdo de linhas scnans de ouro e platina. Este

instrumento foi o primeiro utilizado no desenvolvimento comercial da instrumentacao.

No ano seguinte, mapas elementares geoldgicos foram demonstrados por Boehme [145].
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Colaboragdes entre esses autores ¢ Kevex resultaram em um estudo comparativo
entre um instrumento construido em um laboratorio e o primeiro instrumento comercial
[146], com a finalidade de analisar a capacidade de resolucdo e o potencial analitico.
Contudo, o primeiro equipamento comercial disponivel fez com esta nova tecnologia
fosse expandida para um maior niumero de aplicacdes. O equipamento comercial tem
sido fortemente tendenciado a utilizar radiagdo sincrotron como fonte de excitacdo. Ha
uma série de aplicagdes que utilizam equipamentos construidos em laboratorio
incluindo: aperfeicoamento da microeletronica, mapas de seccdes de ossos, filmes
supercondutores, cabelo humano, ligas de metal, amostras geologicas e minerais,

tecidos de osso, particulas ambientais, anéis de arvore e fragmentos de vidro [146].

2.6.2. Os principais avangos tecnolégicos da uXRF nos ultimos 10 anos

A pXRF ¢ uma ferramenta versatil, aplicada em diversos campos, como por
exemplo, a arqueometria, ciéncias ambientais, geologia, ciéncias da vida e dos
materiais.

Atualmente existem diferentes espectrometros de uXRF. Em geral, podemos
separé-los em trés grupos: de um lado os espectrometros de “laboratdrio”: portateis e os
fixos em laboratdrio (table-top) e do outro os espectrometros que trabalham utilizando
radiagdo sincrotron. Os dois primeiros utilizam tubos de raios X como fontes de
excitacdo e utilizam capilares Opticos como condensadores do feixe dos raios X
incidente [146].

O progresso da uSR-XRF esta relacionado ao desenvolvimento significativo na
instrumentagao, tais como capilares com lentes de raios X, tubos de raios X com micro-
foco resfriados a ar. Além disso, estdo disponiveis sistemas de detector compactos com
boa resolucdo (ajustados para altas contagens) e que ndo exigem, por um periodo
adicional, resfriamento com nitrogénio liquido [147].

Nos anos 80, por exemplo, avangos foram realizados nos espectrometros table-
top através da focalizagdo dos feixes de raios X mediante um micro-spot. Em 1999,
foram construidos os primeiros espectrOmetros portateis. Para isso, foi necessario
implementar novos componentes, como por exemplo, um tubo micro-focus e um
detector com camara resfriada em conjunto com os policapilares opticos.

A grande vantagem no uso do tubo micro-focus e do detector com camara

resfriada, ¢ que eles ndo necessitam de uma extensiva refrigeracdo, o que era
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extremamente necessarios nos tubos convencionais de raios X e nos detectores de Si(L1)
e HPGe, viabilizando entdo o uso do espectrometro portatil. Devido ao alto brilho, a
tunelagdo de energia dos fotons e seu pequeno tamanho de feixe, a radia¢do sincrotron ¢
uma fonte extraordinaria para a uXRF. Especialmente, nas maquinas de terceira geracao
com um Kirkpatrik-Baez 6ptico, um feixe altamente intenso com um tamanho de apenas
5 um pode ser obtido [146].

Resumidamente, os avangos mais recentes ligados a esta técnica foram quanto a
otimizacdo do sistema 6tico e do tamanho cada vez menor do feixe, abaixo de 5 um

[148].

2.7. Radiacéo Sincrotron

Na década de 70, trabalhos envolvendo o desenvolvimento da analise elementar
por fluorescéncia de raios X com radiacdo sincrotron (SRXRF) foram realizados
utilizando diversas fontes de SR [148].

A primeira microsonda analitica, usando radiacdo sincrotron como fonte de
excitacdo, foi descrita por Horowitz ¢ Howell, em 1971, em um acelerador de Elétron
em Cambridge [148, 149]. Eles focalizaram os raios X através de um espelho cilindrico
curvo ¢ definiram o tamanho do feixe utilizando um colimador do tipo pinhole,
posicionado na frente do alvo [149].

Em 1976, Sparks et al. [150], foi dentre os primeiros trabalhos em SRXRF, o
mais importante e o mais conhecido. Eles utilizaram um feixe de SR monocromatico do
anel de armazenamento SPEAR, Stanford-EUA, demonstrando inimeras possibilidades
de utilizagdo para este novo método.

Em 1981/82 um niimero de aplicagdes e estudos metodologicos da XRF foram
realizados, incluindo a anélise multielementar de amostras geologicas e médicas para
uma energia superior a 50 keV com um limite de detec¢do de 30 ppb [114]. Estes
estudos foram realizados no anel de armazenamento VEPP-3, Novosibirsk, USSR.

Desde 1981, varios outros experimentos envolvendo os dispositivos opticos e
design de microsondas de raios X tém sido feitos [148, 151]. Na maioria dos casos, um
feixe branco de radiagdo sincrotron ¢ colimado através de fendas vertical e horizontal,

ou através de um cristal duplo curvado para focalizar a radiagdo [148]. Tamanhos de
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feixe da ordem de micra podem ser obtidos utilizando cristais curvados duplos de Si ou
Ge, para focalizar a radiagdo [152]. Em geral, a area do feixe de radiacdo varia entre
700 e 2500 pm®.

Experimentos realizados por lida e Goshi [148], utilizando uma combinagdo de
espelhos para reflexdo e transmissdo para focalizar e monocromatizar o feixe,
conseguiram alcangar uma area do feixe de 3500 um” ¢ um limite minimo detectavel de
0,03 pg para o zinco.

Underwood e Thompson [148] obtiveram uma drea do feixe de
aproximadamente 10 pm” com um fluxo de 104 ph./(s mA um’ ) para uma energia de
10 keV, utilizando uma microsonda baseada no Kirkpatrick-Baez, com a inser¢ao de
multicamadas curvadas utilizadas para focalizar e monocromatizar o feixe [151].

No Factory Féton, no Japao, um microsonda de fluorescéncia de raios X, com a
habilidade de realizar varredura, foi desenvolvido baseado no entdo chamado Wolter
tipo I opticos, com um espelho revestido por platina, funcionando como um focalizador
para refletir os raios X com energia superior a 10 keV [151]. Goshi tem reportado um
tamanho de feixe ainda menor — 14 pum (vertical) e 30 um (horizontal), com um fluxo
de fotons de 103 ph./(s mA (m*) [151].

O uso da SR em aplicagdes biologicas ¢ descrito por Van Langevelde et al.

[153].
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Fundamentos Tedricos

Este capitulo ¢ subdividido em duas partes. Na primeira parte, sera abordado o
sistema nervoso, seus componentes e suas fungdes, assim como os conceitos basicos de
sua anatomia. A Segunda parte descreve os fundamentos da Fluorescéncia de Raios X,
enfatizando a Fluorescéncia de Raios X por Reflexdao Total e a Microfluorescéncia de

Raios X.

CAPITULO 3

3. Fundamentos Tedricos

3.1. Sistema Nervoso Humano

O encéfalo humano ¢ extremamente complexo, contudo ele ¢ apenas uma
varia¢ao de uma estrutura comum a todos os mamiferos.

O sistema nervoso dos mamiferos divide-se em sistema nervoso central (SNC) e
sistema nervoso periférico (SNP). O SNC ¢ formado pelo encéfalo e pela medula
espinal. O encéfalo divide-se em cérebro, cerebelo e tronco encefalico. O cérebro ¢
constituido pelo telencéfalo e pelo diencéfalo, enquanto que o tronco encefélico divide-
se em mesencéfalo, ponte e bulbo. O SNP se constitui pelos nervos espinhais e
cranianos, ganglios e receptores.

Os nervos sdo estruturas especializadas em conduzir impulsos para o SNC
(impulsos aferentes) e para o SNP (impulsos eferentes). Sdao formados por
prolongamentos de células altamente especializadas, os neurdnios. Estes possuem um
corpo celular com projecdes denominadas dendritos, palavra de origem grega que
significa “pequenos ramos de arvore”, e um prolongamento principal, o axonio (figura
3.1). E através dos dendritos que cada neurdnio recebe as informagdes provenientes dos
demais a que se associam. O impulso nervoso propaga-se no sentido dendrito-axdnio.

Os ganglios sdao aglomerados de corpos celulares de neurdnios encontrados no
SNP. Receptores sdo estruturas que se encontram nas terminagdes dos neuronios € que

captam informagdes do ambiente levando-as ao SNC através dos nervos.
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Figura 3.1. Ilustra¢ao do neurdnio e seus componentes [155].

Para entender o sistema nervoso € necessario conhecer as estruturas do encéfalo
assim como se situar nele através do uso de termos denominados como referéncias
anatomicas. Consideremos o sistema nervoso do rato apresentado na figura 3.2. Na
cabega situa-se o encéfalo, e a medula espinhal percorre o canal vertebral em direcdo a
cauda. A dire¢do que aponta para o focinho do rato ¢ denominada anterior ou rostral. A
que aponta para a cauda ¢ chamada de posterior ou caudal, enquanto que a direcdo que
aponta para cima ¢ denominada de dorsal e a que aponta para baixo recebe o nome de

ventral [155].
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Medula Latera
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Figura 3.2. Referenciais anatomicos basicos no sistema nervoso do rato. (&) Vista
lateral. (b) Vista dorsal [155].

A figura 3.2b, mostra a simetria existente no sistema nervoso. O lado direito do
encéfalo e da medula espinhal ¢ uma imagem especular do lado esquerdo. Essa
caracteristica ¢ conhecida como simetria bilateral. A linha que atravessa o sistema
nervoso longitudinalmente pelo meio é chamada de linha média, onde podemos dizer
que, estruturas mais proximas da linha média sdo as mediais, ao passo que, as mais
afastadas, sdo chamadas de laterais.

E uma pratica comum seccionar o encéfalo, a fim de visualizar sua estrutura
interna. Na linguagem dos anatomistas, uma fatia ¢ uma seccdo e cortar em fatias ¢
seccionar. A abordagem padrdo consiste em realizar cortes paralelos em um dos trés
planos de sec¢do anatdmicos. Esses planos estdo representados na figura 3.3 e sdo

descritos abaixo:

a) Plano mediano: ¢ o plano de sec¢ao que divide o encéfalo em metades, direita e
esquerda, cortes paralelos ao plano mediano estdo em planos sagitais;
b) Plano horizontal: ¢ um plano paralelo ao chio. As sec¢des horizontais dividem o

encéfalo nas porg¢des dorsal e ventral;
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¢) Plano coronal: ¢ perpendicular ao chao e ao plano sagital. Este plano divide o
encéfalo em partes anterior e posterior. As secgdes dos cérebros de ratos

realizadas neste estudo foram feitas em um plano coronal [155].

(a) Mediano

(c) Coronal

Figura 3.3. Planos anatdmicos de secgdo [155].

3.2. Sistema Nervoso Central (SNC)

As porgdes do sistema nervoso que estdo envoltas por um revestimento 6sseo
sdo o encéfalo e a medula espinhal. O encéfalo ¢ constituido pelo cérebro, cerebelo e

tronco encefalico.

a) Cérebro: é a por¢do mais rostral e mais larga do encéfalo. E dividido em dois
hemisférios cerebrais, separados pela profunda fissura sagital. Ambos os
hemisférios direito e esquerdo, recebem sensacdes, porém cabe ao direito controlar
os movimentos do lado esquerdo do corpo, e ao esquerdo controlar os movimentos

do lado direito do corpo.
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b) Cerebelo: palavra originada do latim “cérebro pequeno”, estd localizado atras do

cérebro. Apesar do cerebelo ser realmente menor do que o cérebro possui tantos
neurdnios quanto ambos os hemisférios cerebrais juntos. Ele ¢ basicamente um
centro de controle do movimento que possui extensivas conexdes com o cérebro e a
medula espinhal. Ao contrario dos hemisférios cerebrais, o lado esquerdo do
cerebelo estd relacionado com os movimentos do lado esquerdo do corpo, e o lado
direito relaciona-se com os movimentos do lado direito do corpo.

Tronco Encefélico: compreende a porgdo restante do encéfalo. Ele constitui o
“talo” e onde os hemisférios e o cerebelo se originam. O tronco encefalico ¢ um
conjunto complexo de fibras e células, que enviam informacao do cérebro a medula
espinhal e ao cerebelo, assim como de ambos ao cérebro. Além disso, ele ¢
responsavel pelo controle das fungdes vitais, como por exemplo, a respiragao, a
temperatura, dentre outras. Apesar de ser considerado a por¢do mais primitiva no

encéfalo dos mamiferos, ¢ imprescindivel para a vida [155].

3.3 Vesiculas Encefélicas Primarias

O encéfalo primitivo ou arquencéfalo da origem as trés vesiculas encefélicas

primarias: prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo. O prosencéfalo da origem ao

telencéfalo e ao diencéfalo. O mesencéfalo continua com a mesma denominagdo € o

rombencéfalo origina o metencéfalo e o mielencéfalo. O metencéfalo, por sua vez,

origina o cerebelo e a ponte, enquanto que o mielencéfalo origina o bulbo.

3.3.1 Prosencéfalo

Do prosencéfalo surgem vesiculas secundarias, denominadas de vesiculas

Opticas e as telecenfalicas. O prosencéfalo ¢ formado por duas vesiculas Opticas, duas

vesiculas telencefalicas e o diencéfalo.

O prosencéfalo ¢ a regido das percepgdes conscientes, da cognicao e da agao

voluntaria. Sem davida, a estrutura mais importante do prosencéfalo ¢ o cortex

cerebral. O cortex foi a estrutura que mais se desenvolveu ao longo da evolugdo

humana. E a parte cinzenta exterior dos hemisférios; ele possui terminagdes de fibras

aferentes, neuronios de associacao dos dois hemisférios e neurdnios de projecdo, que
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direcionam os impulsos que serdo integrados para os diversos setores do SN [156]. Os
neurdnios corticais recebem informacgdo sensorial, constroem as percep¢des do mundo
exterior e comandam os movimentos voluntarios.

O telencéfalo ¢ formado pelos hemisférios cerebrais e por comissuras que se
situam préximo ao plano mediano: o corpo caloso, a lamina terminal, a comissura
anterior,o fornix e a comissura posterior ou comissura epitalamica. Divide-se em lobos

frontal, temporal, parietal, occipital (figura 3.4) e, mais internamente, o lobo da insula.

Frontal Parietal

. .

Temporal Occipital

Figura 3.4. Representagdo dos lobos cerebrais.

O telencéfalo possui sulcos que delimitam giros. A localizacao dos sulcos e giros
¢ variavel. Entretanto, alguns sdo mais comuns e sua identificagdo facilita o estudo do
telencéfalo em suas diferentes regides.

O giro frontal inferior esquerdo também ¢ conhecido como giro de Broca, centro
cortical da palavra falada. Na face medial do cérebro encontra-se uma estrutura branca e
arqueada que une os dois hemisférios. E o corpo caloso, a maior das comissuras inter-
hemisféricas. Inferiormente ao corpo caloso encontra-se o fornix que, juntamente com a
capsula interna, une o cortex aos centros subcorticais através de suas fibras de projegao.

O diencéfalo ¢ formado pelo hipotidlamo, talamo, subtalamo e epitdlamo. O
talamo encontra-se localizado profundamente no prosencéfalo, e ¢ assim denominado,
pois este nome em grego significa leito. O hipotdlamo compreende também o quiasma

optico, o tiber cinéreo, o infundibulo e os corpos mamilares.

3.3.2 Mesencéfalo

Situa-se atras do prosencéfalo. E também chamada de encéfalo médio.
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Ao contrario do prosencéfalo, o mesencéfalo ndo se modifica muito durante o
desenvolvimento do cérebro. A superficie dorsal da vesicula mesencefélica transforma-
se em uma estrutura denominada de tecto, o assoalho do encéfalo médio origina o
tegmento e finalmente o espago preenchido pelo Liquido céfalo-raquidiano (LCR),
situado entre essas duas regides, contrai-se formando um canal estreito chamado de

aqueduto cerebral.

3.3.3. Rombencéfalo

Possui trés importantes estruturas: cerebelo, ponte e bulbo raquidio ou medula
oblonga, que também ¢ chamado apenas por bulbo. O cerebelo e a ponte originam-se da
metade rostral do rombencéfalo, chamado de metencéfalo, o bulbo deriva da metade
caudal, chamado de mielencéfalo. A cavidade preenchida com LCR originara o quarto

ventriculo, que esta em continuidade com o aqueduto cerebral do mesencéfalo.

3.4. Organizacdo do sistema nervoso - Funcgbes basicas das sinapses e das

substancias transmissoras.

O Sistema Nervoso controla as fungdes do nosso organismo. E através dele que
recebemos informagdes do meio, muitas vezes nos recordamos dessas informagoes e até
mesmo respondemos de maneira especifica interagindo, assim, com o meio que nos
envolve de forma precisa e altamente elaborada.

Os impulsos nervosos seguem através dos neuronios em sentido anterdgrado,
indo no sentido do dendrito para o axdnio. O axdnio, por sua vez, leva esse impulso aos
dendritos do neurdnio subseqiiente ou a uma célula efetuadora como, por exemplo, uma
célula muscular.

Entre um neurdnio e outro existe um espago denominado sinapse (Figura 3.5). O
termo sinapse, definido como o local de contato entre dois neuronios, foi criado pelo
fisiologista britanico Charles Sherrington. A expressao, transmissao sinaptica, definida
como a passagem de informagao através da sinapse, também foi criada por ele [157].

A sinapse estabelece a ligacdo funcional entre dois neurdnios, sendo importante
para a modulagao dos impulsos que ai seguem além de ser considerada o ponto de unido

entre esses neurdnios. Poderiamos considerar a sinapse como uma unido mais funcional
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que fisica entre neurdnios uma vez que a ligagdo fisica fica relegada a um plano
aparentemente "virtual". As sinapses atuam de forma seletiva na transmissao do impulso

nervoso, além de direcionar cada um desses impulsos para o local de atuacao.

\\ Sinapse
L

Impulso
AXONI0 Nervoso
~ :

Molécula Neurotransmissora

Vesiculas
Dendrito

7/

Fenda Sinaptica

Figura 3.5. Representagdo da sinapse [157].

Cabe ressaltar que a arvore dendritica de um neurdnio pode receber diversas
conexdes sinapticas enquanto o axonio transmite o impulso de uma maneira
centralizada. O ax6nio possui ramificagdes que se propagam a varias regioes do sistema
nervoso periférico em direcdo aos efetuadores, além de propagar o impulso aos
dendritos do neurénio seguinte.

Os neurdnios do SN podem ser divididos de acordo com sua fungdo, que pode

ser sensitiva, integradora ou motora.

a) Os neurdnios sensitivos recebem informagdes provenientes dos receptores € as
levam aos neurdnios integradores ou de associa¢do, localizados no cortex
cerebral.

b) Os neurdnios de associagao selecionam as informacgdes sensitivas ¢ elaboram a
resposta, a qual deve seguir pelos neur6nios motores ou efetuadores. A maior
parte das informacdes sensitivas que t€ém acesso ao nosso sistema nervoso nao €

utilizada na elaboracao de uma resposta. Grande parte das informagdes restantes
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¢ armazenada para poder depois serem reutilizadas nos processos de pensamento
ou de resposta através do processo conhecido como memoria. A maior parte

deste armazenamento ocorre no cortex cerebral.

Quanto as sinapses, elas podem ser classificadas em quimicas e elétricas. Quase
todas as sinapses utilizadas pelo sistema nervoso central no ser humano sdo sinapses

quimicas.

3.4.1. Sinapses elétricas

A estrutura dessas sinapses foi descoberta através do microscopio eletronico e
outras técnicas, e predominou o nome jun¢do comunicante para caracteriza-las.

A juncdo comunicante ¢ uma regido de aproximacao entre duas células onde as
membranas ficam separadas por um espago exiguo de cerca de 3nm. A membrana dessa
regido, em ambas as células, possui canais idnicos especiais (0s conexons) formados por
seis subunidades protéicas idénticas chamadas conexinas, que em certas situacdes se
acoplam quimicamente formando poros de 2nm de diametro. Por isso, quando um
conexon se acopla a outro situado na célula contigua, por eles passam varias espécies
i0nicas e até mesmo moléculas pequenas. Diz-se entdo, que as duas células estdo
acopladas. Portanto, quando uma das células entra em atividade, isto ¢, produz
potenciais de algum tipo, as correntes i0nicas correspondentes passam diretamente pelas
juncdes comunicantes para a outra célula.

Apesar das sinapses elétricas serem incapazes de processar informagdo, mas
apenas de transmiti-las, sua utilidade estd na rapidez de transmissdo, que permite a

sincroniza¢do de numerosas populagdes de células acopladas [157].

3.4.2. Sinapses Quimicas — Processamento de sinais

Nas sinapses quimicas o neurdnio secreta uma substidncia conhecida como
neurotransmissor, o qual age sobre proteinas receptoras na membrana do proximo
neurdnio para excitar o neurdnio, inibi-lo ou modificar a sua sensibilidade de algum
outro modo. Entre os neurotransmissores mais conhecidos temos a acetilcolina,

noradrenalina, serotonina, histamina, acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato.
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O processo evolutivo, que presumivelmente ocorreu das sinapses elétricas para
as sinapses quimicas tornou vantajoso para o processamento de informagdo o
aparecimento entre dois neuronios adjacentes de uma regido especializada de contaton
por contigliidade, mas sem continuidade. O espago entre as membranas nessa regido ¢
conhecido como fenda sinaptica e mede 20-50nm, bem maior que o das jungdes
comunicantes. Esse espaco ¢ ocupado por uma matriz protéica adesiva que favorece a
fixacdo das duas células, mas também a difusdo de moléculas no interior da fenda.

Como a transmissdo sinaptica ¢ unidirecional chamaremos a regido sinaptica da
primeira célula de elemento pré-sinaptico e a regido sindptica da segunda célula de
elemento pos-sinaptico. O elemento pré-sinaptico €, em geral, um terminal axonico, € o
elemento pos-sinaptico, ¢ em geral, um dendrito.

A informagdo que chega ao elemento pré-sinaptico vem na forma de potenciais
de acdo conduzidos pelos axonios até os terminais. A seguir, como a larga fenda
sindptica e a auséncia de conexons impedem a passagem direta de correntes i0nicas para
a célula pos-sinaptica, ocorre a conversao da informacdo elétrica conduzida pelos
potenciais de agcdo em informagdo quimica. Os potenciais de a¢do causam a liberagao,
na fenda sinaptica, de uma determinada quantidade de substancia armazenada no
interior das vesiculas. A essa substancia damos o nome de neurotransmissor ou
neuromediador. As moléculas do neurotransmissor, uma vez na fenda sinaptica,
difundem-se até a membrana pds-sindprtica, onde ocorre a reconversao da informagao
quimica para informagao de natureza elétrica: a agdo do neurotransmissor resulta em um
potencial pds-sinaptico na membrana da segunda célula, e este podera produzir nela
potenciais de acdo que serdo conduzidos pelo axdnio correspondente até uma terceira
célula, onde o processo se repitira.

Quanto a fungdo, as sinapses podem ser excitatdrias ou inibitdrias.

As excitatorias t€ém como resultado da transmiss@o um potencial pds-sinaptico
despolarizante que tende a aproximar do limiar o potencial de repouso da zona de
disparo do neurénio. Dessa forma, fica mais facil a ocorréncia de potenciais de a¢do no
neurdnio pos-sindptico, e por isso diz-se que ele foi excitado.

As inibitorias, por sua vez, o resultado da transmissdo € um potencial pos-
sinaptico hiperpolarizante que afasta do limiar o potencial de repouso da zona de
disparo do neur6nio. Assim, torna-se mais dificil para o neurénio pos-sinaptico produzir

potenciais de agdo, e por isso diz-se que ele foi inibido [157].
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3.4.3. Neurotransmissores

Os neurotransmissores sdo substincias cuja a¢do se exerce diretamente sobre a
membrana pos-sinaptica (excitatério ou inibitério). Usava-se, pela “Lei de Dale”, um
sufixo proprio para os neurdnios de acordo com o seu neurotransmissor: colinérgicos,
aqueles que empregam a acetilcolina; adrenérgicos, os que empregam a noradrenalina;
seotoninérgicos, aqueles que usam a serotonina, € assim por diante. O neurénio motor —
colinérgico — ¢ excitatério porque a acetilcolina produz, na membrana da célula
muscular esquelética, um potencial despolarizante. Ja o neuronio que inerva o coragdo —
também colinérgico — ¢ inibitdrio porque a mesma acetilcolina produz na membrana da
c¢lula muscular cardiaca um efeito diferente, hiperpolarizante.

Recentemente, essa lei estd ultrapassada, pois se descobriu que um mesmo
neurdnio pode alojar diversas substancias que atuam na transmissao sinaptica. Contudo,
manteve-se o termo neurotransmissor referente a substancia cuja agdo se exerce
diretamente sobre a membrana pos-sinaptica, produzindo nela um potencial pos-
sinaptico: excitatdrio ou inibitério. Manteve-se também o uso correspondente do sufixo
—ergico. Entretanto, criou-se o termo neuromodulador para um tipo de substincia
atuante na sinapse, ndo somente na membrana pos-sindptica, mas também na membrana
pré-sinaptica e até mesmo nas vesiculas sinapticas. O neuromodulador influencia a a¢do
do neurotransmissor sem modifica-la, ou seja, modula a transmissao sinaptica.

Os neurotransmissores possuem trés tipos quimicos: aminoacidos, aminas e
purinas. Os neuromoduladores sdo peptideos e gases. Mas vale lembrar, que essa
diferenca ndo ¢ absoluta, pois ha peptideos que atuam como verdadeiros
neurotransmissores € aminoacidos que atuam como neuromoduladores.

Para que a sinapse funcione corretamente, ambos os neurdnios (pré e pods-
sindptico) devem manter um complexo sistema de sintese e armazenamento das
substancias relevantes a transmissdo sindptica. O neurdnio pré-sinaptico deve ser capaz
de sintetizar seu neurotransmissor ¢ os neuromoduladores. Essa sintese, em geral, ¢
realizada por sistemas enzimaticos existentes no corpo celular, ou entdo no proprio
terminal.

Os aminoacidos, por exemplo, sdo normalmente sintetizados no citoplasma de
todas as células, geralmente a partir da glicose ou de proteinas decompostas em seus
elementos constituintes. E 0 que ocorre com o glutamato ¢ a glicina. A excegdo ¢ o

acido gama-aminobutirico (GABA), sintetizado especificamente pelos terminais dos
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neurdnios que o utilizam como neurotransmissor, a partir do glutamato. As aminas sao
também sintetizadas no citoplasma do terminal sindptico. A acetilcolina, por exemplo, ¢
sintetizada pela enzima colina-acetil-transferase a partir da colina proveniente da
alimentagdo, ou resultante da degradacdo da propria Ach, e do acetato que o citoplasma
normalmente possui. As indolamninas t€ém como principal representante as serotonina,
que ¢ sintetizada a partir de um aminodcido, o triptofano, utilizando uma cadeia de duas
reacdes enzimaticas.

Finalmente, as catecolaminas, grupo que inclui a dopamina, a adrenalina e a
noradrenalina, sdo sintetizadas em seqiiéncia a partir do aminoacido tirosina, que ¢
normalmente captado pra o citoplasma do terminal, utilizando diferentes sistemas

enzimaticos para cada etapa da sintese [157].

3.4.4. Os receptores e 0s potenciais sindpticos

O resultado final da agdo do neurotransmissor ¢ o aparecimento de uma
alteracdo no potencial da membrana pds-sindptica, chamada potencial pos-sinaptico, ou
simplesmente potencial sindptico. De fato, a reagdo quimica entre o neurotransmissor e
0 seu receptor ¢ que provoca o potencial pods-sinaptico. Receptor ¢ um complexo
molecular de natureza protéica, embutido geralmente na membrana pds-sindptica e
capaz de estabelecer uma ligagdo quimica especifica com um neurotransmissor ou um

neuromodulador [157].

3.5. Sistema Nervoso Central do Rato

3.5.1 Comparagéao do SNC humano e do rato

A figura 3.6 compara os encéfalos de ratos e de humanos. Primeiramente

ressaltaremos as similaridades:

a) A vista dorsal de ambos os encéfalos mostra os hemisférios pareados do
telencéfalo, figura 3.6a;
b) Uma visdo mediana dos dois encéfalos mostra que o telencéfalo estende-se

rostralmente com relacdo ao diencéfalo. Este envolve o terceiro ventriculo, o
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mesencéfalo estd ao redor do aqueduto cerebral e o cerebelo, a ponte e o bulbo

circundam o quarto ventriculo.

A maioria das diferencas observaveis a olho nu entre o cérebro humano e o de

rato estdo no telencéfalo, referentes aos hemisférios cerebrais. Algumas dessas

diferencas sdo justificadas pela filogénese, como a menor quantidade de giros no

cérebro do rato.

Os itens a, b e ¢, descrevem algumas das diferencas que podem ser observadas

entre os encéfalos do rato e do humano:

a)

b)

Analisando a figura 3.6a, verifica-se uma diferenga importante entre o encéfalo
humano e do rato: as diversas circunvolugdes existentes na superficie cerebral. As
ranhuras chamam-se de sulcos, e as saliéncias de giros, caracteristicas observadas
apenas no encéfalo humano. O cortex cerebral ¢ uma fina camada sobre a superficie
do cérebro. Sulcos e giros resultam da grande expansdo da area da superficie do
cortex cerebral durante o desenvolvimento fetal. O cortex cerebral humano mede
cerca de 1100 cm® e para caber dentro das limitagdes cranianas ele deve dobrar-se e
franzir-se. O aumento da area cortical ¢ uma das distor¢des do encéfalo humano. A
tendéncia ¢ de que quanto mais primitivo seja um animal, menor seja o volume de
seus hemisférios cerebrais, bem como de outras partes mais recentes no encéfalo.
Esse volume esta relacionado a importancia do papel dessas estruturas (dominante)
no comportamento do animal. No roedor, ndo ha giros, embora possam ser vistas
marcas de dobras. J& no ser humano, e nos primatas de uma forma geral, existe a
maior quantidade de giros cerebrais que se encontra no grupo dos mamiferos.
Evidéncias clinicas e experimentais indicam que o cortex ¢ o Unico local de

raciocinio e de conhecimento humano [155];

E na ponte, (regido do encéfalo, no mesencéfalo) que podemos observar a origem de
diversos nervos cranianos. De uma maneira geral, pode-se afirmar que, no rato, todos
os nervos cranianos tém origem na medula oblonga. Na observacdo do sistema
nervoso do rato, ¢ dificil distinguir a ponte, porém a fungao dos nervos cranianos ¢

comum em ambos, com minimas distingdes [155];
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A estrutura do cerebelo ¢ semelhante no homem e no rato, porém, observa-se que o
arque-cerebelo do rato ¢ mais desenvolvido. H4, também, uma diferenca quanto ao
posicionamento do cerebelo na caixa craniana: como no homem, os hemisférios sdo
muito maiores, o cerebelo ¢ obrigado a permanecer numa posi¢ao abaixo do lobo
occipital. No rato, j& que o volume dos hemisférios ¢ consideravelmente menor, o

cerebelo fica dorsalmente quase que nivelado aos hemisférios [155];

Analisando a figura 3.6c, verificam-se outras diferencas nos encéfalos de rato e
humano: o tamanho do bulbo olfatério humano ¢ menor do que o do rato, porém os
hemisférios cerebrais humanos sdo maiores. Os bulbos olfatorios do rato sdo
extremamente desenvolvidos, devido a dependéncia vital que esse animal tem do seu
olfato, para se localizar no meio. Seu trato olfatério é proporcionalmente tao
desenvolvido que chega a formar um novo lobo, ou lobo olfatério. Ja nos humanos
os hemisférios arqueiam-se posteriormente, depois ventrolateralmente e, entdo,
anteriormente, assemelhando-se a um corno de carneiro. A ponta do “corno” situa-se
bem abaixo do osso temporal do cranio (a témpora), sendo esta por¢do do cérebro
denominada de lobo temporal. A por¢do anterior do cérebro, que se encontra sob o
osso frontal, ¢ chamada de lobo frontal. O profundo sulco central marca a borda
posterior do lobo frontal; caudalmente a ele temos o lobo parietal, sob o osso
parietal. Caudalmente a esse, no cérebro posterior, sob o 0sso occipital, localiza-se o
lobo occipital. O corpo pineal, no rato, estd localizado visivelmente na parte superior
do cérebro, enquanto no ser humano ele estd abaixo do esplénio do corpo caloso, ja

no interior do cérebro [155-156].
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Figura 3.6. Comparacdo entre o encéfalo do rato e o encéfalo humano. (a) Vista
dorsal. (b) Vista sagital média. (c) Vista lateral. OBS. Os encéfalos nao estdo
desenhados na mesma escala [155].
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3.6. Estruturas cerebrais e suas funcdes

3.6.1. Cortex Cerebral

A palavra cortex vem do latim significa "casca". Isto porque o cortex ¢ a camada
mais externa do cérebro. A espessura do cortex cerebral varia de 2 a 6 mm. Os lados
esquerdo e direito do cortex cerebral sdo ligados por um feixe grosso de fibras nervosas
chamado de corpo caloso. Sdo fungdes do cortex cerebral: pensamento, movimento

voluntario, linguagem, julgamento e percepcao [158].

3.6.2. Sistema Limbico

Alegria, tristeza, medo, prazer e raiva caracterizam fendmenos emocionais e,
portanto, estdo diretamente relacionados com o sistema limbico. As manifestagdes de
carater emocional realizam-se através do tronco encefalico. Além do talamo e
hipotdlamo, a 4rea pré-frontal também estd relacionada com o comportamento
emocional.

Entre as principais fun¢des do Sistema Limbico estdo a regulacao dos processos
emocionais, do sistema nervoso auténomo e dos fatores motivacionais essenciais a
sobrevivéncia da espécie e do individuo. A figura 3.7 ilustra as estruturas que

constituem o sistema limbico.
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Figura 3.7. Representagdo das estruturas cerebrais constituintes do sistema
limbico [159].

Fungdes do sistema limbico: comportamento emocional, memdria, aprendizado,
emogdes, vida vegetativa (digestdo, circulacdo, excrecdo, etc.) [159]. Dentre as
estruturas do sistema limbico, destacamos: o hipocampo, a amigdala, o talamo, o

hipotalamo e o cortex pré-frontal.

3.6.2.1. Cortex pré-frontal

A area pré-frontal compreende toda a regido anterior ndo motora do lobo frontal.
Ela se desenvolveu muito, durante a evolucdo dos mamiferos, sendo particularmente
extensa no homem e em algumas espécies de golfinhos. Nao faz parte do circuito
limbico tradicional, mas suas intensas conexdes bi-direcionais com o talamo, amigdala e
outras estruturas sub-corticais, explicam o importante papel que desempenha na génese

e, especialmente, na expressdo dos estados afetivos. Quando o cortex pré-frontal €
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lesado, o individuo perde o senso de suas responsabilidades sociais, bem como a
capacidade de concentragdo e de abstracdo. Quando se praticava a lobotomia pré-
frontal, para tratamento de certos distirbios psiquiatricos, os pacientes entravam em
estado de "tamponamento afetivo", ndo mais evidenciando quaisquer sinais de alegria,
tristeza, esperanca ou desesperanga. Em suas palavras ou atitudes ndo mais se

vislumbravam quaisquer resquicios de afetividade [160].

3.6.2.2. Hipocampo

Qualquer estimulo sensorial causa a estimulagao de pelo menos alguma area do
hipocampo; desse modo, o hipocampo ¢ uma porta de entrada para o sistema limbico,
pois dele saem fibras (pelo fornix) para o hipotdlamo, tdlamo e outras estruturas do
sistema limbico. Cada parte do hipocampo se relaciona com partes diferentes do sistema
limbico para produzir respostas comportamentais diferentes; pequenos estimulos podem
hiperexcitar o hipocampo devido a sua formagao cortical diferenciada [159].

Esta particularmente envolvido com os fendmenos de memoria, em especial com
a formagdo da chamada memoria de longa duracio (aquela que persiste, as vezes, para
sempre). Quando ambos os hipocampos (direito e esquerdo) sao destruidos, nada mais €
gravado na memoria. O individuo esquece, rapidamente, a mensagem recém recebida.
Um hipocampo intacto possibilita ao animal comparar as condi¢des de uma ameaga
atual com experiéncias passadas similares, permitindo-lhe, assim, escolher qual a

melhor op¢ao a ser tomada para garantir sua preservacao [160].

3.6.2.3. Hipotalamo

O Hipotalamo ¢ composto de varias areas na base do cérebro. Sao fungdes do
hipotadlamo: regular a temperatura corporal, controle de emocdes, da fome, da sede e dos
ritmos bioldgicos [158]. E responsavel pelo controle vegetativo e enddcrino:

a) Regulacgdo cardiovascular: responsavel pela modificacdo da pressdo arterial e da
freqiiéncia cardiaca. Esses estimulos sdo conduzidos para a formagao reticular
da ponte e bulbo;

b) Regulagdo da temperatura: o sangue que passa no hipotdlamo determina a

temperatura corporal e faz com que o hipotadlamo tente regular a temperatura;
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¢) Regulagdo da hidrica: controla de duas formas, estimulando a sede no individuo
ou retendo a dgua na urina. Quando os eletrolitos do hipotdlamo se tornam mais
concentrados essa area ¢ estimulada;

d) Contracdo do tutero e ejecdo do leite: relaciona-se com a produgdo de ocitocina.

e) Regulagdo gastrointestinal: o hipotalamo possui uma area que € o centro da fome
e estd relacionada com a ingestdo de alimentos e saciedade da fome;

f) Controle sobre a hipofise: o hipotdlamo secreta horménios que atuam como

liberadores dos hormdnios da hipofise anterior [159].

Estdo relacionados com o hipotdlamo diversos aspectos da sensibilidade,
regulacdo da homeostase interna do organismo utilizando-se para isso do sistema
nervoso autonomo além de necessidades de manutencdo da vida e da espécie como a

sede, a fome e o sexo.

3.6.2.4.Talamo

O talamo consiste de duas massas ovais, cada uma encaixada em um hemisfério
cerebral, ligados por uma ponte. Ele contém células nervosas que levam a informagao
dos quatro sentidos (audicao, visao, paladar e tato) para o cortex cerebral. Sensagdes de
dor, temperatura e pressao sdo também enviadas através do tdlamo [159].

Funcionalmente, o talamo relaciona-se com a sensibilidade, motricidade ¢
comportamento emocional. Ele € responsavel também pela codificagdo, armazenagem e
acesso ao arquivo de memoria a longo prazo.

Tem sido proposto que lesdes na area talamica provoquem amnésia retrograda,
ou seja, a incapacidade de lembrar de memorias acumuladas nos depositos de memoria
a longo prazo, reforgando a idéia de que o tadlamo seja o principal responséavel por tal

acesso [161].

3.6.2.5. Amidala

Pequena estrutura em forma de améndoa, situada dentro da regido antero-inferior
do lobo temporal, se interconecta com o hipocampo, os nucleos septais, a area pré-
frontal e o nucleo dorso-medial do tdlamo. Essas conexdes garantem seu importante

desempenho na mediacdo e controle das atividades emocionais de ordem maior, como
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amizade, amor e afei¢do, nas exteriorizagdes do humor e, principalmente, nos estados de
medo e ira e na agressividade. A amigdala ¢ fundamental para a auto-preservagdo, por
ser o centro identificador do perigo, gerando medo e ansiedade e colocando o animal em
situacdo de alerta, aprontando-se para se evadir ou lutar. A destruicdo experimental das
amigdala (sao duas, uma para cada um dos hemisférios cerebrais) faz com que o animal
se torne docil, sexualmente indiscriminativo, afetivamente descaracterizado e
indiferente as situagdes de risco. O estimulo elétrico dessas estruturas provoca crises de
violenta agressividade. Em humanos, a lesdo da amigdala provoca, dentre outras coisas,
com que o individuo perca o sentido afetivo da percep¢do de uma informagao vinda de
fora, como a visdo de uma pessoa conhecida. Ele sabe quem esta vendo, mas nao sabe
se gosta ou desgosta da pessoa em questdo [160].

A amigdala ¢é, portanto, a estrutura do sistema limbico que estd envolvida
diretamente na aquisi¢do do medo condicionado, assim como na sua expressao motora e
neuroendocrina [161].

Mantém amplas conexdes com o hipotalamo e o restante do sistema limbico. E
considerada a janela do sistema limbico, onde se vé o individuo no mundo; seu estimulo
pode causar alguns efeitos parecidos aos vegetativos do hipotdlamo e pode, ao ser
estimulada, causar algumas experiéncia comportamentais como: prazer, raiva,
sexualidade e medo. Funcdo global da amigdala: responsdvel pela percepcdo
semiconsciente; parece padronizar as respostas comportamentais apropriadas para cada

ocasido [159].

3.6.3. Cerebelo

O cerebelo encontra-se na fossa posterior do cranio abaixo da tenda do cerebelo,
a qual separa o lobo occipital do cérebro, superiormente, do cerebelo inferiormente. E a
maior das estruturas que compdem o rombencéfalo.

Quanto aos aspectos funcionais, o cerebelo caracteriza-se por trabalhar de modo
inconsciente, estando relacionado com a manutencdo do equilibrio e da postura,
controle do tonus muscular, controle dos movimentos voluntirios e aprendizagem

motora.

53



Fundamentos Tedricos

3.7. Memdria e Aprendizagem

Aprendizado ¢ a aquisicdo de novas informagdes ou novos conhecimentos. Ao

passo que memoria € a reten¢do da informagao aprendida [162].

b)

quanto

a)

b)

Sao trés os processos mnemonicos: aquisi¢ao, selecao e retencgao.

Aquisicdo — consiste na entrada de um evento qualquer nos sistemas neurais
ligados @ memoria. Por evento, entendemos qualquer coisa memorizavel: um
objeto, um som, uma emo¢do, um acontecimento, um pensamento, uma
seqliéncia de movimentos.

Sele¢do — ocorre durante a aquisicdo. Como os eventos sao geralmente multiplos
e complexos, os sistemas de memoria s6 permitem a aquisicdo de alguns
aspectos mais relevantes para a cognicao, mais marcantes para a emog¢ao, mais
focalizados pela nossa atenc¢do, mais fortes sensorialmente, ou simplesmente
priorizados por critérios desconhecidos.

Retencdo — apds a aquisicdo dos aspectos selecionados de um evento, estes sao
armazenados por algum tempo: as vezes por muitos anos, as vezes por nao mais
que alguns segundos. Esse € o processo de retencdo da memoria, durante o qual
os aspectos selecionados de cada evento ficam de algum modo disponiveis para
ser lembrado. Esquecimento: com o passar do tempo, alguns desses aspectos ou
até mesmo todos podem desaparecer da memoria — é o esquecimento. A
retencdo nem sempre ¢ permanente, na maioria das vezes, ela ¢ temporaria.

[163].

A memoria pode ser classificada quanto a diferentes aspectos, por exemplo,
ao contetido e quanto ao tempo de duragao.

Quanto ao contetido, as memorias podem ser classificadas como:

Memodria declarativa e ndo-declarativa — a memoria declarativa reune tudo o que
s6 podemos evocar por meio de palavras, por isso o termo declarativa. E a
memoria para fatos e eventos [162]. - que s3o aquelas que conseguimos
verbalizar, como um fato;

Procedimento - sdo aquelas memorias que ndo conseguimos verbalizar.
Exemplos: atividades motoras complexas, como dirigir um automoével, tocar

piano, andar de bicicleta, etc.
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O aprendizado e a formagdo desses dois tipos de memoria dependem
basicamente de diferentes estruturas cerebrais. As memorias de procedimento sdo
menos estudadas, porque parecem ser menos suscetiveis ao esquecimento. Assim,
pacientes com dificuldade de lembrar fatos podem, com freqiiéncia, ndo ter dificuldade
para dirigir um carro ou andar de bicicleta.

As memorias declarativas, por outro lado, sdo bastante estudadas e sdo
classificadas quanto ao tempo de duracdo como: ultra-rapida, de curta e de longa
duragdo.

a) Memoria ultra-rapida — a retengdo nao dura mais que alguns segundos [162]. Ex:
memoria de um nimero de telefone que consultamos na lista telefonica, e que
geralmente esquecemos logo apos té-lo digitado. Este tipo de memoria ndo deixa
"tragos", ou seja, nao forma "arquivos"; e parece depender da atividade elétrica
de células de uma regido cerebral denominada cortex pré-frontal [164].

b) As memorias de curta duracdo (que duram poucas horas) e as memorias de longa
duracdo (que duram meses, ou anos), por outro lado, formam "trago" de
memoria. O periodo em que ocorre a formagao do trago de memoria é chamado
de periodo de "consolidacao". Durante esse periodo (que na memoria de longa
duracdo corresponde a algumas horas apds o aprendizado), a memoria € labil e
sensivel a vdrios tratamentos (farmacos e drogas de abuso, por exemplo) ou

eventos, como um traumatismo craniano.

Assim, quando sofremos um acidente de carro em uma viagem, ¢ freqiiente que
esquecamos ndo s6 de como aconteceu o acidente, mas também de eventos que tenham
ocorrido alguns minutos antes do mesmo, como uma parada para abastecimento do
carro, por exemplo [164].

H4 evidéncias de que formamos memoria por mais de um mecanismo
bioquimico, dependendo do tipo da meméria formada. Além disso, os mecanismos
pelos quais formamos a memoéria de um fato (aprendemos) sdo diferentes dos
mecanismos pelos quais a evocamos (lembramos deste fato).

Experiéncias em moluscos, camundongos e ratos mostraram que a memoria
depende, de fato, da sintese protéica, uma vez que a injecdo nestes animais de um
inibidor deste processo (anisomicina) prejudica o aprendizado e a formagdo de

memoria. Isto ndo significa que codificamos a memoria de longa duragdo em proteinas,
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mas que a formagdo da memoria depende de eventos relacionados a sintese protéica,
particularmente de proteinas especificas, chamadas "proteinas de adesdo celular". Alids,
¢ de se salientar que a memoria de longa duracdo depende de tal sintese protéica,
enquanto que a de curta duragdo, ndo.

O aumento na sintese protéica decorre de outras alteracdes no cérebro, e ¢
apenas uma das modificacdes cerebrais observadas durante o processo de formagdo de
memoria. De fato, alteracdes na liberagdo de neurotransmissores (substincias que fazem
a comunicacao entre os neurdnios) pelos neurdnios e na eficiéncia na comunicagao entre
tais neurdnios no hipocampo, cortex cerebral e outras estruturas cerebrais, antecedem a
alteragdo da sintese protéica, e parecem ser eventos neuroquimicos primdrios para a
formacao da memoria.

Um dos principais neurotransmissores liberados pelos neuronios localizados nas
estruturas cerebrais envolvidas na forma¢ao da memoéria é o glutamato. O glutamato
liberado se liga a receptores especificos, denominados receptores AMPA, NMDA e
mRGLU, que estdo localizados no neurdnio que recebe a informagdo (neurdnio-alvo).

Quando o glutamato se liga a tais receptores, provoca alteragdes no neuronio-
alvo, abrindo canais i6nicos e ativando enzimas (proteina quinase A, proteina quinase
C, MAP quinase, CREB, etc.), que por sua vez ativam mecanismos intracelulares que
culminam com a sintese protéica descrita acima, e no aumento na efetividade da
transmissdo de informagdes entre estes neurOnios € outros neurdnios, aos quais o
neurdnio-alvo se comunica. Tal alteragdo nas conexdes entre os neuronios tem sido
denominada "plasticidade sinaptica".

Todos esses processos estdo sujeitos a modulagdo, inclusive por outros
neurotransmissores diferentes do glutamato (dopamina, noradrenalina, serotonina,
acetilcolina, GABA, poliaminas), que sdo liberados por neurdnios presentes na propria
estrutura (no caso, hipocampo) ou em estruturas adjacentes, como a amidala. Tal gama
de alternativas de modulagdo permite que o processo de formag¢do de memoria seja
muito varidvel, de tal forma que uma maior facilidade ou dificuldade para formar
memorias de dados e eventos dependeria, entre outros fatores, do seu significado
biologico. Se esse evento fosse de pouca relevancia, ele estaria fadado ao esquecimento.

Ha que se considerar, também, que a evoca¢do da memoria ndo ¢ tdo somente a
"reativagdo” do trago de memoria. E freqiiente que, quando evocamos uma dada
memoria, somente parte dela seja restituida, ou podemos confundir pensamentos e

associacoes ligadas diretamente a memoria evocada. Assim, o processo de evocagao da
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memoria implica também em uma "reconsolidagao" da memoria prévia, uma vez que a
informag¢do armazenada ¢ modificada durante a sua evocagdo. Isto avanga um pouco o
conceito de memoria, porque faz com que o trago de memoria seja suscetivel a
transformagoes. De fato, a memoria ¢ extremamente dinadmica, ¢ conforme afirma
Dalmaz e Netto "lembrar implica num processo ativo de reconstrucdo e nao se
assemelha a assistir a uma fita de video do passado”. Enfim, tdo dindmica quanto a
propria memoria, ¢ a plasticidade cerebral que a acompanha, a qual parece ser o

mecanismo pelo qual aprendemos e lembramos [164].

3.7.1. Estrutura envolvida nos processos da memoria

A memoria recente ¢ armazenada provisoriamente em circuitos envolvendo o
hipocampo e o giro para-hipocampal, sendo muito mais facil de ser perdida que a
memoria remota. Esta, por sua vez, ¢ armazenada em circuitos corticais da area pré-
frontal e dificilmente ¢ perdida. A comunicagdo entre os circuitos relacionados com a
memoria recente e a remota se da através da area entorrinal localizada no giro para-
hipocampal.

O hipocampo acompanhado dos corpos mamilares, nucleos anteriores do talamo,
colunas anteriores dos fornices e nucleos mediais dorsais do tdlamo ¢ o conjunto
responsavel pela gravagdo da memoria a longo prazo.

A formagdo hipocampal no lobo temporal, parte do sistema limbico, ¢
importante no mecanismo da memoria, principalmente para transferir a memoria a curto
prazo para memoria a longo prazo. Essa afirmativa deriva de experiéncias efetuadas
com pessoas que foram submetidas a remog¢ao de ambos os hipocampos (ou de outras
estruturas limbicas associadas) e que conseguem manter a memoria pré-existente sem
nenhuma alteragdo, desenvolvendo, porém, o fenomeno da amnésia anterograda, ou
seja, incapacidade de formar novas memorias.

O mesmo tipo de amnésia anterograda foi observado em pacientes que sofreram
lesdes: 1) dos corpos mamilares; 2) dos nucleos anteriores do tdlamo; 3) das colunas
anteriores dos fornices; 4) dos nucleos mediais dorsais do tdlamo. Tais observagdes
mostraram que, para se consolidar a memoria, todas essas estruturas cerebrais sdo

essenciais e que a falta de uma s6 delas impossibilita tal processo [161].
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3.7.2. Os lobos temporais e 0 processamento da memoria

O lobo temporal localiza-se sob o osso temporal. Os lobos temporais contém o
neocortex temporal, que pode ser um sitio de armazenamento da memoria de longa
duragdo. Também dentro do lobo temporal estdo o hipocampo e outras estruturas que
sdo criticas para a formagao das memorias declarativas [162].

No lobo temporal medial, um grupo de estruturas interconectadas parece ter
grande importancia para a consolidagdo da memoria declarativa. As estruturas chaves
sdo o hipocampo, as areas corticais proximas: cortex entorrinal, o cortex perirrinal e o
cortex para-hipocampal e as vias que conectam essas estruturas com outras partes do

cérebro [162].

3.8. Fluorescéncia de Raios X

A analise multielementar instrumental por Fluorescéncia de Raios X, (XRF-X-
Ray Fluorescence) ¢ baseada na medida das intensidades dos raios X caracteristicos
emitidos pelos elementos quimicos componentes de uma amostra, quando devidamente
excitados. A figura 3.8 representa uma ilustragdo dos processos basicos (excitacao,
produgdo e deteccdo dos raios X caracteristicos e a subseqiiente informacdo da
composi¢ao elementar da amostra através da andlise do espectro dos raios X

caracteristicos) da XRF.
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Figura 3.8. Esquema basico da espectroscopia de raios X.

Até 1966 a XRF era realizada unicamente por espectrometros por dispersao por
comprimento de onda (WD-XRF, abreviagdo de wave-length dispersive X-ray
fluorescence), baseados na lei de Bragg, os quais necessitam de um movimento
sincronizado e preciso entre o cristal difrator e o detector [166].

Com o desenvolvimento do detector semicondutor de Si(Li), capaz de
discriminar raios X de energias proximas, foi possivel o surgimento da fluorescéncia de
raios X por dispersdo de energia (ED-XRF, energy dispersive X-ray fluorescence),
com instrumentagdo menos dispendiosa e emprego mais pratico [167]. Esta técnica vem
sendo utilizada principalmente para amostras solidas, permitindo a determinagao
simultanea ou seqiiencial da concentracdo de varios elementos, sem a necessidade de
destruicdo da amostra, ou seja, de modo instrumental, sem nenhum pré-tratamento
quimico. Para amostras liquidas pode-se recorrer a uma pré-concentragao, empregando-
se troca i0nica, precipitagdo, quelagao, etc.

Uma variante da fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia, denominada
de Reflexdo Total (TXRF), vem sendo utilizada principalmente na analise de elementos
traos (na faixa de ng.g"') em amostras liquidas (da ordem de uL) e em amostras solidas
(ug) precedidas por digestdo quimica [168], em pesquisas relacionadas ao

Monitoramento Ambiental, Oceanografia, Biologia, Medicina, Industria, Mineralogia,
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etc. [166].

Em andlises quantitativas a ED-XRF, assim como a WD-XRF, tem a
desvantagem de requerer métodos para corre¢do do efeito de matriz, como absorcdo e
reforco (enhancement) dos raios X caracteristicos, devido as interacdes entre o0s
elementos componentes da amostra [169].

Dentre as vantagens da XRF na andlise quimica de elementos estdo:
adaptabilidade para automagao, analise rapida multielementar, muito importante devido
a interdependéncia entre os micronutrientes nos sistemas bioldgicos, preparagdo
simplificada da amostra ¢ limite de detectabilidade dentro do exigido por muitas

amostras bioldgicas [166].

3.9. Fundamentos da Fluorescéncia de Raios X

A analise por fluorescéncia de raios X ¢ um método quali-quantitaivo baseado
na medida da intensidade (nimeros de raios X detectados por unidade de tempo) dos
raios X caracteristico emitidos pelos elementos que constituem uma amostra.

Os raios X emitidos por tubos de raios X, ou raios X ou radiagdo gama por uma
fonte radioativa, excitam os elementos constituintes da amostra, os quais, por sua vez,
emitem linhas espectrais com energias caracteristicas do elemento e cujas intensidades
estdo relacionadas com a concentracdo do elemento na amostra.

Quando um atomo ¢ irradiado por um féton incidente de energia igual ou
superior a energia de ligagdo do elétron de um determinado orbital, este tende a ejetar os
elétrons do interior dos niveis dos atomos, produzindo uma vacancia. Essa configuragdo
caracteriza um desequilibrio eletronico. No rearranjo eletronico um elétron de um
orbital mais externo realiza um salto quantico para preencher a vacancia oriunda da
ejecdo do elétron. Cada transi¢do eletronica constitui uma perda de energia para o
elétron, e esta energia ¢ emitida na forma de um foton de raios X, de energia igual a
diferenga entre as energias de seu estado inicial e de seu estado final. Esta energia ¢
caracteristica e bem definida para cada elemento, por isso sdo chamados de raios X
caracteristicos. A figura 3.9 ilustra tal mecanismo, para as emissdes de raios X

caracteristicos.
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Elétrons distribuidos em niveis
de energia

Radiacéo incidente

Raios X Caracteristicos

Figura 3.9. Esquema de produgdo de raios X caracteristicos.

Resumidamente, podemos dizer que a andlise por fluorescéncia de raios X
consiste de trés fases: excitacdo dos elementos que constituem a amostra, dispersao dos
raios X caracteristicos emitidos pela amostra e detec¢ao desses raios X.

Dois processos fisicos sdo importantes na fluorescéncia de raios X: efeito fotoelétrico e
espalhamentos Compton e Rayleight. O primeiro influencia positivamente na analise
por fluorescéncia, enquanto que o segundo ¢ um processo fisico indesejavel, pois
aumenta o background espectral. Tais processos encontram-se amplamente discutidos

na literatura [171-172].

3.9.1. Excitacdo dos elementos

A emissdo dos raios X caracteristicos dos elementos que constituem uma
amostra pode ser obtida através da excitagdo por particulas carregadas (elétrons,
prétons, particulas alfas e ions) e radiagdo eletromagnética (Raios X e Radiacdo Gama).
Os raios X podem ser gerados em tubos e através do uso da radiagdo sincrotron.

Nos processos onde se utilizam elétrons, prétons ou ions, e também maquinas
geradoras de raios X, ha necessidade de se ter instrumentacdo eletro-eletronica capaz de
produzir altas diferengas de potencial elétrico (alta tensdo), extremamente estaveis, e,

portanto sdo sofisticadas e caras. Quando se empregam fontes radioativas, emissoras de
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particulas alfa, beta negativas, raios X ou gama de baixa energia, ndo ha necessidade

desse equipamento eletro-eletronico e sdo baratas e extremamente compactas, mas tem

as desvantagens de requererem blindagem radioldgica devido a exposi¢do continua e de

terem intensidades relativamente inferiores as maquinas geradoras de raios X [166].

3.9.2. Energia de Corte de Absorcéo e Transi¢do Eletronica

Como mencionado anteriormente, para que ocorra uma transicdo entre dois

estados quanticos ¢ necessario que um elétron seja liberado do atomo. Para que isso

ocorra, a energia de excitacdo minima deve ser igual ou superior a energia de ligagdao do

elétron ao atomo naquele orbital. Essa energia de ligacdo eletronica ¢ também

denominada energia de corte de absor¢do. Por exemplo, para um elétron do nivel K, o

corte de absorcao sera Ex. A figura 3.10 representa a energia de ligacdo (ou corte de

absor¢ao) dos elétrons nos niveis K, L e M em func¢ao do nimero atomico.

ENERGIA (keV)

100p

L
=

=

=

Ln

CORTE DE ABSORCAO | f/

30 40 50 60 0 80 100

NUMERO ATOMICO

Figura 3.10. Energia de ligagdo ou corte de absorg¢do dos elétrons nos niveis K, L e M

em funcao do nimero atomico [165].

Logo, para que ocorra emissdo de raios X caracteristicos ¢ necessario que a

energia da radiacdo incidente seja igual ou superior a estas energias criticas.

Em geral, encontramos a denominagao de energia critica de excitacdo, referindo-

se a energia de ligacdo, visto que essa representa a menor energia que deve ser
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necessaria para que elétrons possam ser ejetados de um atomo. Nessa condigdo, o 4&tomo
com caréncia de um ou mais elétrons, passa a um estado instdvel ou ionizado, a qual ¢ a
condicdo necessaria para que se inicie 0 processo que permite a emissdo de raios X
caracteristicos.

O calculo aproximado da energia de ligacdo dos elétrons dos niveis K e L, dos
atomos de um elemento, pode ser obtido através da aplicacdo da teoria de Bohr para o
atomo de hidrogénio, levando-se em conta algumas consideracdes das experiéncias de

Moseley. Esta energia de ligacao pode ser calculada através da equagao (3.1).

m.e*(Z-b)’

E=
8¢oh’n’

(3.1)

onde:
E ¢ a energia de ligacdo do elétron no nivel, medida em J;
m ¢ a massa de repouso do elétron, m = 9,11 x 10 ' kg;
e ¢ o valor absoluto da carga elétrica do elétron, e = 1,60 X 10 -,
Z ¢ o nimero atdmico do atomo;
b é a constante de Moseley, b =1 (nivel K) ou b= 7.4 (nivel L),
€ o ¢ a permissividade elétrica no vacuo, go= 8,8534 X 10 2CN'm *2;
h é a constante de Planck, h = 6,625 x 10 -3 I.s;

n ¢ o numero quantico principal do nivel eletronico.

Substituindo os valores (SI) de m, e, €y, e h na equagdo 3.1, obtemos:

2
E=2,18><10“8(Zn_—2) (3.2)

Reescrevendo a equagdo 3.2, em termos de elétron-volt, (1 eV =1,60 X 10 ~ 19 D),

temos que:

(z-b)

2
n

E=13,65 (3.3)
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Ao analisarmos as equagoes (3.1) ou (3.3), verificamos que a energia de ligagao,
para um dado nivel, ¢ diretamente proporcional ao quadrado do niimero atdmico Z do
elemento. Para retirar elétrons do atomo do ferro (Z = 26), sao necessarios 7,114 keV
de energia e, para o nivel L, desse mesmo elemento, precisamos de 0,723 keV.

Os fotons emitidos (radiacdo caracteristica) durante a transicao eletrdnica,
realizada no preenchimento da vacancia resultante da ejecdo do elétron ¢ igual a
diferenca entre as energias dos estados quanticos envolvidos (estado mais externo para
um menos interno). Por exemplo, se ocorrer uma transi¢do de um elétron do nivel Ls

para o nivel K, por exemplo, o féton emitido tem uma energia expressa por:

E¢ ,=Ex—E_ (3.4)

Nesse tipo de transi¢do, do nivel L; pata o nivel K, os fotons emitidos
representam emissoes da linha ou série K. Para as linhas L, o processo se da de forma
semelhante, sendo a vacancia preenchida por elétrons oriundos dos niveis M, N, O etc.
O mesmo ocorre para a série M.

Porém, nem todas as transi¢des entre estados quanticos sdo permitidas. Existem,

portanto as seguintes regras de sele¢ao para a variacdo dos nimeros quanticos.

Al==1 (3.5)
Aj=0,+1 '

Somente, transi¢des que satisfazem as regras representadas na equacdo 3.5, sdo
permitidas. Exemplo: O nivel L possui 3 subniveis L, L, e Ls. Apenas as transi¢des K-
L, e K-L3 ocorrem. A transi¢do K-L; é proibida (Al=0¢e Aj=0).

As transigdes entre estados quanticos sdao representadas em termos de um
diagrama de niveis de energia. A Figura 3.11 mostra, esquematicamente, as principais
linhas até n = 4. A figura 3.12 mostra, esquematicamente, as transi¢des para o atomo de

ferro.
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Figura 3.11. Diagrama de energias para as linhas K, L M e N.
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Figura 3.12. Diagrama dos niveis energéticos e intensidades relativas de emissdo dos
raios X caracteristicos emitidos pelo ferro [165].
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Assim, quando um elétron no atomo de ferro salta do sub-nivel L, para o nivel
K, ha emissao do raio X Ko, de 6,391 keV, enquanto que no salto L; — K a energia do
raio X Ko seria de 6,404 keV, devendo ainda ser considerado que a transi¢do L; - K
nao ocorre, sendo chamada "transi¢do proibida" [166].

A transicdo L3 > K e a L, —» K tem energias muito proximas, ndo sendo
possivel separar esses raios X, mesmo utilizando um detector de alta resolugdo, como
Si(Li). Assim, normalmente essas duas transi¢des sao englobadas em uma chamada Ka,
com energia média de 6,40 keV. O mesmo acontece para as energias dos raios X
oriundos dos saltos quanticos dos sub-niveis da camada M para a camada K, sendo
englobados com a denominacao genérica de raios X Kf3.

Algumas vezes, os raios X caracteristicos interagem com elétrons mais externos
do préprio atomo, e desse modo, ao invés de serem emitidos raios X caracteristicos sao
emitidos elétrons, denominados elétrons Auger, conforme pode ser visualizado na figura

3.13, de energias também caracteristicas, base da espectroscopia Auger.

.
elétron
Auger

radiagfio / /

incidente

Figura 3.13. Representacdo esquematica do efeito Auger [166].

O rendimento de fluorescéncia pode ser definido como sendo o nimero de raios
X efetivamente emitidos em relacdo ao nimero de vacancias produzidas em uma dada
camada, representado na figura 3.14. Nota-se que hd um baixo rendimento de
fluorescéncia no nivel K para os elementos leves (de numero atdmico abaixo de 20), no
nivel L até para os elementos de numero atémico 60 e no nivel M para praticamente

todos os elementos [166].
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Figura 3.14 - Rendimento da fluorescéncia das camadas K, L e M em fun¢édo do
nimero atomico [165].

3.9.3. Radiacéo Sincrotron

A radiagdo sincrotron ¢ a radiacdo eletromagnética emitida por particulas
carregadas aceleradas em diregdo ao centro de uma Orbita circular [173]. Estas
particulas, ao mudarem sua direcao através da a¢ao de dipolos magnéticos, emitem uma
intensa radiagdo eletromagnética, de alto brilho espectral, denominada radiagdo
sincrotron. Dipolo é um eletroimd que curva a trajetoria do elétron no acelerador
circular. O acelerador do LNLS possui doze dipolos. Cada um deles curva a trajetéria

dos elétrons em 30 graus. A figura 3.15 mostra a producao de luz sincrotron.
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Figura 3.15. Esquema simplificado de produc¢édo de luz sincrotron.

As vantagens do uso da radiacdo sincrotron e seu mecanismo de producao
encontram-se detalhadas em Serpa 2002 [174].

A radiagdo ¢ naturalmente colimada na dire¢ao tangencial da orbita dos elétrons
com uma divergéncia angular de aproximadamente 0,1 mrad no plano orbital dos
elétrons [174]. A luz ¢ linearmente polarizada — esta propriedade ¢ util quando se usa
um detector do estado so6lido, onde o fator limitante ¢ a saturacdo da taxa de contagem
pelo espalhamento da radiacdo. O espalhamento ¢ minimizado quando a amostra a
analisada ao longo da dire¢ao de polarizagdo [175].

A baixa divergéncia vertical permite uma eficiente monocromatizagao do feixe
[20]. Devido ao alto brilho, & energia tunelada, a polarizacdo da radiacdo paralela ao
plano do anel de armazenamento de elétrons e ao baixo depodsito de energia na amostra,
a radiacdo sincrotron ¢ uma fonte de excitagdo bastante atrativa na analise de
fluorescéncia de raios X [176].

A figura 3.16 ilustra o anel de armazenamento de luz sincrotron do Laboratorio

Nacional de Luz Sincrotron.
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Figura 3.16. Visdo aérea do anel de armazenamento de elétrons do laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, Brasil.

Através do desenvolvimento da SRXRF em diferentes centros de pesquisa, foi

possivel perceber que ela possui as seguintes vantagens:

a) Alta sensibilidade (1 ng.g”" para fluorescéncia por dispersdo em comprimento de
onda e 10 ng.g™' para fluorescéncia por dispersdo em energia);

b) Pequena quantidade de amostra necessaria para a analise;

¢) Aplicagdo multielementar (do Na até os elementos do final da tabela periodica,
podem ser medidos, levando em consideracdo as caracteristicas do arranjo
experimental de cada centro de pesquisa);

d) Rapida obtencdo de resultados;

e) A possibilidade de medidas da distribuicdo elementar na superficie e volume;

f) Varias aplicabilidades: geologia, indistria, medicina, etc [149].

3.10. Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo em Energia (ED-XRF)

Na Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo em Energia os raios X sao

selecionados através dos pulsos eletronicos produzidos em um detector, estes pulsos sdo
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diretamente proporcionais as energias dos raios X. Em geral utiliza-se detectores

semicondutores de Si(Li) ou HP(Ge).

3.11. Microfluorescéncia de Raios X

Com o advento da radiagdo sincrotron, foi possivel desenvolver novos avangos
na aplicacdo da XRF, principalmente em sistemas bioldgicos [177]. Dentre esses
avancgos, a microfluorescéncia de raios X (uXRF) vem sendo utilizada no mapeamento
elementar em amostras bioldgicas.

A pXRF ¢ uma técnica bastante atrativa para analise local e para o mapeamento
elementar em varios tipos de materiais [178], sendo uma variante da EDXRF, diferindo
principalmente na geometria ¢ nas dimensodes do feixe. As principais diferengas entre
ela e outras variacdes da XRF convencional ¢ exatamente sua capacidade de andlise
espacial, ou seja, ¢ capaz de produzir mapas elementares bidimensionais, a geometria
utilizada (em geral 45°/45°), e as dimensdes bastante reduzidas do feixe incidente (da
ordem de pm).

Trés diferentes tipos de informacdo podem ser obtidos através da aplicagdo da

WXRF:

a) Informagdo pontual do espectro: a analise pontual fornece uma rapida
compara¢cdo de materiais heterogéneos os quais sdo rapidamente analisados
através de questdes comparativas. Aplica-se na analise de: inclusdes, diferengas
entre cores, depoésitos, fraturas, areas corrosivas e particulados. A vantagem
deste tipo de andlise ¢ a capacidade de analisar diretamente uma regido
especifica, isolando espacialmente esta area de interesse. Possui recursos para
analisar particulas pequenas e depdsitos sem necessidade de preparo da amostra
[145].

b) Perfis: sdo umas séries de pontos espectrais os quais sdo, em geral, transversos
em uma amostra. E uma analise seqiiencial que fornece informagao a respeito da
homogeneidade da amostra. Perfis podem ser usados para efetuar medidas da
distribuicao elementar no interior de materiais e possiveis associagdes que nao

podem ser determinadas através de um unico espectro ou uma analise apenas.
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Ela pode ser aplicada em materiais ceramicos e para verificar a homogeneidade
em ligas metalicas [145].

¢) Mapas elementares: E uma combinacio de multiplas linhas. A vantagem de um
mapa elementar ¢ analisar a composi¢do de uma superficie inteira. Isto permite
analisar a heterogeneidade em macroescala (mm’ a cm?). Ele também fornece
um impacto visual convergindo em uma significativa quantidade de informacdes
sem a necessidade do uso de extensivas tabelas ou niumeros. Isto ¢ valido quando
mapas coloridos sdo utilizados. As variagdes nas cores indicam a presenga em
maior ou menor escala ou a auséncia de um elemento na amostra. Na maioria
das aplicagdes nao ¢ necessaria a quantificacao. A analise qualitativa ¢ suficiente
para fornecer a informagdo de homogeneidade da amostra ou associagdes
interelementares. Os mapas elementares sao realizados através de varreduras na
amostra com um feixe de raios X e pela coleta dos dados em regides secionada
de energia. A imagem e a intensidade podem ser melhoradas através da
aquisic¢ao sucessiva de novos quadros que serdo somados aos quadros anteriores.
Uma imagem pode ser rapidamente adquirida, contudo para elementos em
baixas concentragdes ou areas muito grandes, menores taxas de aquisicdo
aumentam o tempo necessdrio para obter uma imagem razoavel. Um
compromisso entre a sensibilidade e a velocidade ¢ determinado pelo tempo
disponivel para resolver o problema [145]. Este trabalho utilizou a capacidade de

mapeamento elementar da uXRF.

Para obter um mapeamento elementar, a area de interesse ¢ dividida em
elementos [179]. Em cada elemento, ¢ obtido um espectro de fluorescéncia de raios X.
Para um mapa razoavel, sdo necessarios no minimo 1000 pixels. Com um tempo de
medida de 10 s por elemento, e dependendo do tamanho da amostra (matriz) e das
dimensdes do feixe, um tempo total de aproximadamente 3-5 horas € necessario para

medir a area. A figura 3.17 esquematiza o mapeamento de uma amostra.
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Figura 3.17. Representacdo esquematica da varredura de uma amostra.

Microsondas de elétrons e protons também podem ser utilizados para realizar
analises de elementos trago com boa resolugdo. A restricdo no uso de microsondas de
elétrons em amostras bioldgicas ¢ o alto limite de detec¢ao e no uso de prétons € a
dissipacdo de energia e o dano térmico na amostra. Isto resulta em uma possivel perda
de elementos traco devido a volatilizagdao, assim como na redistribui¢ao dos elementos
ao longo da amostra [142, 178-179]. Em contrapartida, a uXRF nao danifica a amostra
durante a irradiacdo, sendo este o principal diferencial da pXRF perante as demais
técnicas.

O uso de raios X como fonte de excitagdo para a radiagdo caracteristica tem
algumas vantagens em relacao a outras fontes (elétrons e particulas pesadas carregadas):
baixa energia de dissipacdo e praticamente nenhuma dano térmico na amostra a ser
analisada; a amostra pode ser analisada no ar, entdo ndo ha perda de elementos volateis,
e redugdo do background, melhorando os limites de deteccao [179].

A pXRF € um poderoso método para analise em amostras biologicas, tendo as
seguintes vantagens: limite de detec¢do ¢ baixo (0,01 pgg'), o tempo de medida é
relativamente baixo (alguns segundos em cada ponto), o dano via aquecimento ¢é
pequeno em relagdo ao produzido por elétrons ou ions € a medida pode ser feita tanto no

ar como no vacuo [180].

Um dos avangos na uXRF ¢ baseado na aplicacdo da radiagdo sincrotron, a qual
¢ colimada através de sistema de fendas ou colimada e monocromatizada por cristais
curvos [178].

Neste trabalho, a microfluorescéncia foi utilizada para obter o mapeamento de
secdes coronais de cérebros de ratos Wistar jovens, adultos e idosos e de camundongos

transgénicos com a doenca de Huntigton.
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3.11.1. Microfluorescéncia e outras técnicas analiticas

A maioria dos métodos analiticos como o espectrometro de massa por ion
secundario (SIMS), emissao de raios X induzidos por protons (u-PIXE) e microanalise
de raios X por elétron (EPXMA) combinam um nimero de qualidade com uma ou mais
propriedades. Isto também se aplica a SRXRF, contudo, a SRXRF também apresenta
peculiares combinacdes de propriedades vantajosas que ndo sdo encontradas nestas
técnicas. Analogamente a SIMS, a SRXRF ¢ capaz de analisar elementos trago, porém
ndo possui nenhuma desvantagem associada com a destrutividade do espectrometro de
massa. Além disso, o dano que ¢ causado pelo feixe de ion na superficie da amostra,
outra significativa desvantagem da SIMS ¢ que as intensidades de ions secundarios
coletados sdo muito dificeis de serem quantificadas. A combinacdo da capacidade de
realizar mapeamentos elementares com acuracia e reprodutibilidade de analise
quantitativa por XRF torna a SRXRF uma técnica bastante interessante [181].

A fluorescéncia de raios X com radiagdo sincrotron (SRXRF) ¢ um poderoso
método para andlise de elementos trago. Comparada com outras técnicas similares,
como a fluorescéncia de raios X (XRF) ou PIXE e Microsonda de Elétron (EM), a
SRXRF possui as seguintes vantagens reportadas: menor dissipacdo de energia na
amostra para atingir o mesmo limite de deteccdo; melhoras nos niveis da sensibilidade
tanto em amostras espessas quanto em amostras finas; alto fluxo de fotons incidentes
comparados com outras fontes de raios X; energia de excita¢do tunelada e reducdo do

espalhamento devido a polarizagao [182].

3.12. Analise Quantitativa por EDXRF e pXRF

A analise quantitativa por EDXRF, assim como por uXRF requer métodos para
corregao do efeito matriz, como absor¢do e reforgo (enhancement) dos raios X
caracteristicos, devido as interagdes entre os elementos componentes da amostra.

A analise por fluorescéncia de raios X constitui-se por duas etapas, a primeira
consiste apenas na identificacdo elementar dos componentes presentes em uma amostra.

A segunda etapa consiste em uma andlise elementar mais profunda da amostra, baseada
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na determinagdo das propor¢des em que tais elementos se apresentam em um dado
objeto de estudo.

Para determinarmos a relagdo entre a intensidade da radia¢do fluorescente e a
concentragdo W; de um elemento i em uma amostra [183, 184], devemos assumir uma
amostra homogénea com espessura uniforme D. A intensidade da linha Ka de um
elemento produzida numa camada dx a uma profundidade x (figura 3.18) ¢ produto de

trés probabilidades:

0o 0

Figura 3.18. Geometria para a analise quantitativa da fluorescéncia de raios X.

a) A probabilidade P1 (Pnivel): ¢ a probabilidade da radia¢do de excitagdo atingir a

camada dx a uma profundidade x:

A Hy-Po-X/seng,
P =e (3.6)

onde: o é o coeficiente de absorgdo de massa da matriz (cm>.g") na energia dos fotons
incidentes, po ¢ a densidade da matriz (g.cm™) e 8, ¢ o angulo de incidéncia entre a
dire¢do do feixe incidente e a superficie da amostra.

O valor de po pode ser calculado como o somatorio dos produtos do coeficiente

de absor¢do de massa pela fragdo em massa de todos os elementos presentes na amostra.
b) A probabilidade P2 (linha): é a probabilidade da radiacao de excitacdo produzir

uma vacancia nos atomos de um elemento de interesse contidos na camada dx,

resultando na produgdo de raios X caracteristicos:

1
P, =7.w. 1——_ f ,OdX
2 j (3.7)
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onde: T € o coeficiente de absor¢do de massa para efeito fotoelétrico do elemento de
interesse (cm’.g”) na energia de excitacio, w ¢ o rendimento de fluorescéncia da
camada K, j ¢ a razdo de salto K — L, f ¢ a fracdo de fotons K emitidos como raios Ko
caracteristicos e p ¢ a densidade (g.cm™).

O coeficiente de absor¢do para o efeito fotoelétrico exatamente na energia do
corte de absor¢do tem dois valores: um superior, que representa a probabilidade de
retirar elétrons de todas as camadas K, L, M, etc., ¢ um inferior, que representa a
probabilidade de retirar elétrons de todas as camadas, com excec¢ao da camada K. Assim
defini-se razao de salto (jump ratio) como a razdo entre os valores superior ¢ inferior.
Portanto podemos definir essa razdo como a probabilidade de retirar elétrons de todas as
camadas em relagdo a probabilidade das camadas L, M, etc.

O segundo termo da equagdo, (1-1/j), indica a probabilidade de ionizag¢dao da
camada K em relagdo a todas as camadas K, L, M, etc., e entdo o termo_t.(1-1/])
representa o numero de ionizagdes ocorridas na camada K.

Os parametros fundamentais t, w, j e f para um determinado elemento dependem
apenas da energia de excitagao e podem ser agrupados em um Unico termo, denominado

constante dos pardmetros fundamentais (K) e entdo, a equacdo pode ser reescrita

como:
P2 = K.,O.dX , (3.8)

onde:

K=r7.w. l—l_ f
J

c) Probabilidade P3 (fluorescéncia): ¢ a probabilidade do raio X Ka produzido na
camada dx ndo ser absorvido na espessura X e, consequentemente atingir o

detector, produzindo um pulso eletronico:

A~ M.py-X/senf
P3 =e 7 £ (3.9)
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onde: p é o coeficiente de absorcio de massa da matriz (cm’.g™), € ¢ a eficiéncia do
detector na energia dos fotons caracteristicos ¢ 6 ¢ o angulo de emergéncia (entre a

superficie da amostra e a direcao do feixe emergente).

A eficiéncia do detector pode ser calculada teoricamente mediante as dimensdes
dos componentes do detector (camadas ativa e morta de Si, camada de ouro, janela de
Be, etc.) especificados pelo fabricante, distdncia entre a amostra e o detector, e
condigoes de excitacao (sob ar, vacuo ou hélio).

A intensidade da radiagdo fluorescente dI produzida pelo elemento i contido na
camada dx ¢ o produto das trés probabilidades P1, P2 e P3 e do fator de geometria G.

Ela pode ser escrita como:

_ 1 _
dl=G.e Ho-po-X/ 5eNdy T.W. 1—] .f.p.dx.e ”'pO'X/sene.S (3.10)
P1 P3
P2

onde: G=1p.Q;.Q% ,

A varidvel G, denominada fator de geometria, ¢ uma constante de
proporcionalidade e depende apenas da geometria do sistema de excitagdao-detec¢do, da
intensidade da fonte de excitagdo, e nao da concentragao elementar.

A equacgdo 3.10 pode ser rescrita como:

1
dl :G.e—(,uo/sen0+y/sen00).p0.x.z_.w. 1_T .f.po.g.dX (3.11)

Os coeficientes de absor¢ao de massa para as energias dos feixes incidente (Ey) e

emergente (E;) podem ser agrupados da seguinte forma:

Xi(EOaEi): HM(E0)+ “M(Ei)
sen0,  sen0,

(3.12)

xi(Eo, Ei) pode ser interpretado como um coeficiente de absor¢ao de massa total.
Podemos reescrever a equagdo 3.12, fazendo as devidas substituigdes em seus

termos, através daqueles definidos pelas equagdes 3.9, 3.10 ¢ 3.11, obtendo:
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dl =G.e.Ke #™* p.dx (3.13)

A equagdo 3.13 ao ser integrada em toda a espessura da amostra, fornece a
intensidade da radiacdo fluorescente I (fotons.s™') emitida por um elemento i, com

concentracao Wj, na amostra.

1 _ e—Z~,00~D
|i = G.Ki.é‘i(Ei).,Oi.— (3.14)
Zi-Po

onde: pg.D ¢ a densidade superficial de massa da amostra, medida em g Jem?;

P =W, ¢ a concentracdo do elemento i na amostra, medida em pg/g ou em g/kg,

Po

ou seja, a concentracao fracional do elemento em base de massa. Sendo assim:

1 _ e_l-pO'D

Ve

O produto que envolve os pardmetros fundamentais K;, a geometria do arranjo

experimental G e a eficiéncia da deteccdo &(E;) representam a sensibilidade do

espectrometro de raios X para o elemento i na amostra, sendo representado por S;.

Si = GKI Si(Ei) (316)
A partir desse novo termo, apresentado na equacao 3.16, podemos reescrever a

equacdo 3.15:

(3.17)
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A razdo apresentada na equacdo ¢ denominada fator de absorcdo A para o

elemento 1 na amostra:

1 _ e_ZwDO'D
A=
(3.18)
i
Entao podemos reescrever a equagao de uma maneira simplificada:
|i:Si*Wi*A(Eo, Ei) (3.19)

Fica claro, a partir da equacgdo 3.19, que a determinacao da concentracdo de um
dado elemento i em uma amostra, pode ser efetuada através da medida da intensidade da
radia¢do fluorescente, do conhecimento da curva de sensibilidade do sistema e da
absorcao da radiagdo na amostra.

Devemos ainda considerar, quando observamos a equag¢dao 3.19, duas
possibilidades, em relagdo a absor¢do da amostra. Podemos ter amostras com absor¢ao
total muito grande ou, pelo contrario, amostras com pequena absor¢do total. Passemos a

analise desses dois casos.

3.12.1. Amostras com absorc¢ao total muito grande

Quando a absor¢do da radiacdo ¢ muito grande, o termo yi(Eo, E;).pm.D tende

para valores muito altos, com isso,

1

lim A(E ,E)=—— 3.20
%i (Eg.Ei)-py-D—ooo ( 0’ 1) Xi(EO’Ei) ( )
Nesse caso, I assumiria a seguinte forma:
I = ﬂ (3.21)
xi (B, E)
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A equagdo 3.21 foi utilizada no célculo da concentragdo elementar nas amostras

de cérebro.

3.12.2. Amostras com absorc¢ao total muito pequena

Sendo a absor¢do total na amostra muito pequena, o termo EXP [-y;i(E,,
Ei).pm.D], da equagdo 3.15 pode ser expandido por uma série de poténcias. Chamando

de u o expoente da base e (U = -xi(Eo, Ei).pm.D), fagamos o desenvolvimento citado:

2 3 n

EXP(u)=1—u+u—+u—+...+u (3.22)
21 3 n!
Substituindo o resultado obtido na equacao 3.22, obteremos:
A(EO’ E, ): (pM D) 1+ (Zi(an E )'pM ~D)_ (Zi(an E, )'pM 'D) - (Zi(EO: E; )-PM ~D) ) (3.23)

2! 3! n!

Para pequenos valores de absor¢dao na amostra, o termo y;i(Eo, E;).pm.D tende ao

seguinte valor:

lim  A(E,,E)=p,.D (3.24)

Xi (Eg E;).py-D—0

De tal modo que a expressdo para o calculo de I;, para esse caso, assume a

seguinte forma:
Ii = Si.Wi.pM.D (3.25)
A equagdo 3.25 nos mostra que em “amostras finas”, onde a absor¢do da
radiacdo ¢ muito pequena, a intensidade da radiacdo fluorescente depende apenas da

concentragdo elementar e da densidade superficial de massa da amostra.

O produto Wi.pm.D representa a densidade superficial de massa elementar.
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3.13. Métodos de correcdo dos efeitos da absor¢cao nas amostras

As corregdes dos efeitos de absor¢do da radiacdo nas amostras ndo podem ser
realizadas através de métodos analiticos, uma vez que nao conhecemos, a principio,
suas concentracdes elementares. Devido a isso, métodos semi-empiricos, tais como o
método da transmissdo-emissdo, o método da razdo entre os espalhamentos coerente e
incoerente ¢ o método da transmissdo da radiacdo vém sendo desenvolvido por varios

pesquisadores [185], com a finalidade de avaliar e corrigir tais efeitos.

3.13.1. Método de transmissao da radiacgéo

O método da transmissdo da radiagdo foi desenvolvido por ANJOS [186],
consistindo em uma variagao do método da emissao-transmissao. Foi o método adotado
neste trabalho para efetuar as corregdes de absor¢ao nas amostras de cérebro.

Este método assume que a absor¢do da radiagdo na amostra pode ser

representada por uma fun¢do poténcia, dada por [187]:

um(E) = A.EP (3.26)

Vale ressaltar que esta suposicdo ¢ valida apenas para amostras cujas
concentragdes elementares estdo em niveis de tragos ou ndo apresentam acentuada
descontinuidade na curva de absorcao da radiagdo.

Reescrevendo a equacao 3.26 usando logaritimo, obtemos:

Ln |um(E)| =1n |A| + B.In |E] (3.27)

A equacdo 3.27 ¢ uma func¢do do tipo y = f(E), do primeiro grau, cuja
representacdo cartesiana ¢ uma reta. Assim sendo, seu coeficiente angular ¢ o termo B e
seu coeficiente linear ¢ igual a In(A). A energia E da radiagdo incidente representa a
variavel dessa funcdo. Estimados os valores das constantes A e¢ B, determinamos a

curva de absorcao da radiagdo da amostra.
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A determinagdo dos valores de A e B se realiza, experimentalmente, através de
medidas de transmissdo para algumas energias, sendo os valores de py(E) obtidos pela

relacdo:

IO
1 j (3.28)

1
(E)=—] In
“1,M( ) pD (

i
onde: lp ¢ a intensidade da radiagdo sem a amostra e |; ¢ a intensidade da radiacdo

transmitida na amostra, emitida por um elemento i de um alvo multi-elementar.

As medidas de transmissdo se realizam usando-se os raios X caracteristicos
emitidos pelos elementos de um alvo multi-elementar. A Figura 3.19 ilustra um
esquema do arranjo experimental utilizado no método (de transmissao) para a corre¢ao
dos efeitos de absor¢do na amostra.

Os valores de uu(E), obtidos experimentalmente, sdo ajustados a uma reta por
meio do método dos minimos quadrados, ficando assim determinados os valores de A e
B, apresentados na equagdo 3.26. Em conseqiiéncia disso, a curva de absor¢do da

amostra fica caracterizada.

Detector
Si(Li)

Medida de
I v

Detector
Si(Li)

Medida de 1

Figura 3.19. Geometria usada no método de transmissao: (a) Medidas de Io; (b)
Medidas de 1.
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3.14. Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total

Em 1971, Yoneda e Horiunchi reportaram o potencial dessa técnica para andlise
quimica, porém ela foi desenvolvida por Aiginger e Wobrauscheck. O primeiro
espectrometro de TXRF foi construido em 1977. Devido a continuos aperfeicoamentos
na instrumentacdo e metodologia da TXRF, diversificadas aplicacdes vém sendo
encontradas na literatura cientifica: analise de superficies de semicondutores, estudos
ambientais, investigacdes mineraldgicas, oceanografia, medicina, dentre outras [168].

A radiacdo sincrotron combinada com a técnica de TXRF proporcionou um
aumento de 8-12 vezes no brilho do feixe de elétrons comparando-se com tubos de raios
X convencionais, além de reduzir o limite de deteccdo da TXRF [147].

A TXRF como o proprio nome sugere ¢ baseada no fendmeno fisico da reflexdo
total. E uma técnica de energia dispersiva, sendo a excitagdo da amostra efetuada pela
incidéncia de um feixe sob um angulo de aproximadamente 1 mrad, para o caso do
refletor ser o lucite. Esse angulo ¢ denominado por angulo critico do material refletor.
Portanto, podemos dizer que a TXRF ¢ uma variante da EDXRF com excita¢do sob as
condigoes da reflexao total [188].

O efeito da reflexdo total € aplicado para minimizar a intensidade da radiacao de
fundo e intensificar o sinal de fluorescéncia. A radiacdo de fundo baixa resulta,
principalmente, da menor profundidade de penetragdo com angulos inferiores ao angulo
critico de reflexao total [188].

Além disso, outra caracteristica marcante da TXRF ¢ a distancia pequena entre a
amostra e o detector, de apenas alguns milimetros, resultando em um angulo grande,
obtendo dessa forma, a deteccdo eficiente do sinal de fluorescéncia proveniente da
amostra.

Podemos destacar entdo, que a principal diferenca entre a EDXRF e a TXRF
consiste na geometria de excitacdo utilizada. Na EDXRF a radiagdao ¢ espalhada na
amostra, resultando em um aumento do continuo no espectro da radiagdo caracteristica
detectada. Na TXRF, por utilizar-se um feixe rasante, ndo ha espalhamento na amostra,
reduzindo assim a radiagdo de fundo, e, conseqiientemente melhorando os limites de
deteccao [168]. Esta técnica foi desenvolvida principalmente para amostras liquidas,
sendo possivel também analisar amostras solidas, desde que estas sejam precedidas por
digestdo quimica em meio acido. Outra caracteristica importante na TXRF ¢ a espessura

da amostra. Ela é considerada como um fino filme, o que permite desprezar os efeitos
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da absorcdo e reforco da radiacdo (presentes na fluorescéncia de Raios X convencional),
simplificando, dessa forma, o célculo da concentracdo elementar. Sendo este obtido
através de uma relagdo linear entre a intensidade dos raios X caracteristicos emitidos

pelo elemento i e a sensibilidade.
3.14.1. Aplicagdes

A TXRF vem sendo utilizada em multiplas areas cientificas, principalmente
devido a trés vantagens: capacidade multiclementar, baixo limite de deteccdo, e

pequeno volume de amostragem [168]. A seguir seguem-se algumas areas de aplicacao:

AplicacOes industriais: controle de qualidade, ciéncias forenses e arqueologia, analise

de materiais inorganicos, pigmentos, fibras téxteis, etc.

Aplicaces ambientais: analise de aguas - de chuva, de rio, do mar, plantas e amostras

geologicas.

Aplicacdes medicas: sangue como um todo, soro, tecidos, cabelos, dentes, etc. [168].

Utilizamos esta técnica, nesse estudo, para calcularmos as concentragdes

elementares em regides cerebrais do rato.

3.15. Andlise Quantitativa por TXRF

As amostras devem ser convertidas em solugdes, suspensdes, finos padrdes ou
finos filmes para a andlise. Os varios passos envolvidos na analise sdo: preparagdo das
amostras, registro e interpretacdo do espectro ou identificacdo dos picos, calculo da
intensidade e finalmente a quantificagdo da concentra¢do elementar [168]. Uma das
principais vantagens da TXRF ¢ a pequena quantidade de amostra necessaria,
microlitros para amostras liquidas e microgramas para amostras sélidas apos digestao
quimica. Por este motivo, a amostra pode ser considerada um filme fino e os efeitos de
absorc¢ao podem ser desprezados. Nesse caso, a concentragao elementar ¢ determinada
através de uma relagao entre a intensidade da radiacao fluorescente de um determinado

elemento i, a sensibilidade do sistema de espectrometria para este elemento, o
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coeficiente de reflexdo do refletor e a transmissao da radiagdao no ar ¢ dado através da

equacdo 3.29.

l(@)=K-1,-S,-W, -[1+R(a)]- T, (3.29)

onde: K ¢ uma constante que depende apenas de fatores geométricos; I, € a intensidade
da radiag¢do incidente; S; ¢ a sensibilidade para o elemento i na amostra; W; ¢ a
concentragdo do elemento i; T, € a absor¢ao da radiagdo no ar para o feixe incidente e o
feixe de radiagdo fluorescente, R (o) é o coeficiente de reflexdo do material utilizado
como refletor para a energia da radiacdo incidente e o o angulo de incidéncia da

radiacao.

Na TXRF, em geral, a quantificagdo ¢ realizada através do método da adicao do
padrao interno [170]. Este método ¢ baseado na adi¢do de um elemento que a amostra
ndo apresente, como por exemplo, o galio. Isto ¢ utilizado porque o fino filme formado
no suporte refletor ndo possui uma geometria regular e as intensidades dos raios X
dependem da posicdo do filme fino. Este efeito de geometria pode ser corrigido
normalizando-se cada linha elementar de raios-X pelo padrao interno [188] adicionado
em todas as amostras e padrdes. Desta forma, a equagdo 3.29, pode ser escrita da

seguinte forma em relacdo a um padrao com intensidade I .

I K-I,-S;-W[1+R(a)]- T

1 ar

Is K-I,-Sg-Ws[l+R(a)]-T

ar

(3.30)

onde: I; ¢ W; sdo a intensidade da radiacdo fluorescente e a concentra¢ao do elemento i
na amostra; Is e Wg a intensidade da radiacao fluorescente e a concentracdo do padrao
interno na amostra; S; ¢ Sg sdo as sensibilidades para o elemento i ¢ para o padrao
interno, logo:
. S.
i _ i
[N
S S

A equagao 3.30 pode ainda ser escrita como:

‘Wi (3.31)
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(3.32)

I

A relacdo 3.32 ¢ a equacdo basica da TXRF quando se utiliza um padrao interno.
Ela mostra uma relacdo linear bastante simples entre a intensidade relativa e a
concentragdo de um elemento i. Na pratica, o parametro que se deseja determinar ¢ a
concentragdo elementar W;. A intensidade relativa ¢ obtida experimentalmente e a
sensibilidade relativa é obtida através de padrdoes multielementares, com concentragdes

conhecidas.

3.16. O Limite de Deteccdo em TXRF

O limite de detec¢dao (LD) representa a menor quantidade (concentragdo, massa,
volume, etc) que pode ser discriminada estatisticamente em relagdo ao background de
uma medida. A figura. 3.20 mostra, esquematicamente, um espectro em energia com um
unico pico de fluorescéncia de raios X, onde, Ny ¢ a contagem liquida e N ¢ a

contagem relativa ao background.

85



Fundamentos Tedricos

Intensidade

: >
E Energia

Figura 3.20. Representacdo Esquematica de um espectro em energia para um pico
de fluorescéncia de raios X.

O limite de deteccao (LD) ¢é obtido a partir da equacdo 3.33 [194], sendo ele

extrapolado em um tempo de medida de 1000 s.

LD=3 ‘/Ii(BG) Caa (3.33)
t I..S;

onde: I; (BG) ¢ a intensidade do background por unidade de tempo (fotons/s); Ig, € a

intensidade da radiagdo fluorescente relativa ao padrdo interno (fotons/s), galio (Ga);
Caa a concentracao do padrao interno; S; a sensibilidade relativa (adimensional) para o
elemento i e t o tempo de medida. Normalmente, o limite de deteccdo ¢ determinado
para alguns elementos e depois por extrapolagdo (curva do limite de detecgdo)
determina-se o limite de detec¢@o para os elementos de interesse. O limite de detecgdo

em TXRF ¢ da ordem de ng.g™.
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Neste capitulo descreveremos todo o processo de preparagdo das amostras tanto
para a andlise por microfluorescéncia de Raios X como por Reflexdo Total, assim como
as caracteristicas da instrumentacdo do sistema para ambas as técnicas. Além disso,

também sera detalhado o teste comportamental realizado nos ratos idosos.

MATERIAIS E METODOS

4. Materiais e Métodos

4.1. Microfluorescéncia de Raios X

4.1.1. Preparagéo das amostras

O primeiro e o passo mais importante para qualquer andlise biomédica ¢
preservar a integridade da amostra [189]. A maioria dos tecidos dos mamiferos sdo
macios, logo, na maioria das vezes necessitam de fixacdo antes do seccionamento.
Contudo, qualquer fixador, como por exemplo, glutaraldeido ou alcool, eventualmente
ira alterar a distribuicdo dos elementos traco no tecido através da retirada, inclusao ou
até mesmo a modificagdo regional dos elementos trago. A criofixagdo, onde os tecidos e
as células sdao rapidamente congelados, mantendo dessa maneira sua integridade, ¢
considerada a melhor forma de preparagdo das amostras tanto para estudos
morfoldgicos de alta resolucdo quanto para estudos analiticos no qual a medida das

concentragdes elementares ¢ o objeto de estudo [189].

Na criofixagdo, para evitar a formacdo de cristais de gelo, muitos autores
empregam o congelamento em algum crioliquido, como por exemplo, o isopentano [23],

que também foi utilizado neste trabalho.
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4.1.2. Amostragem

Todos os animais utilizados nesse estudo foram sacrificados por decapitagdo. A
manipulagdo e o sacrificio dos animais seguiram as normas estabelecidas pela
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) e aprovadas pela
comissdo de uso de animais experimentais do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho.

Os tecidos moles, 0s 0ssos € 0s musculos da caixa craniana foram retirados com
o auxilio de um alicate, removendo rapidamente e com cautela o cérebro. Em seguida, o
cérebro foi imerso em isopentano sendo imediatamente congelado em nitrogénio

liquido.

4.1.2.1. Ratos Wistar

Foram utilizados ratos albinos de linhagem Wistar de ambos os sexos,
provenientes do biotério de roedores do Instituto de Nutricdo da Universidade Federal
do Rio de Janeiro - UFRJ, alimentados com dieta normal ¢ agua ad libtum, em

condigdes normais de temperatura e pressao.

4.1.2.2. Camundongos Transgénicos

Os camundongos com a doenca de Huntington foram obtidos no laboratério de
histologia animal do departamento de Histologia e Embriologia - UFRJ.

A doenga de Huntington ¢ causada pela expansdo de um trinucleotidio (CAG),
acima de 37 unidades, no pequeno brago do cromossomo 4. O modelo utilizado neste
trabalho foi o R6/2, o qual desenvolve um progressivo fendtipo neurologico [190]. O
R6/2 em camundongos ¢ transgénico para o exon 1 de gen humano com Huntington
com mais do que 150 CAG repetidos nas condigdes de desenvolvimento da doenga
[190-191]. O camundongo desenvolve um movimento de desordem similar ao de HD
aos 2 meses de idade, aproximadamente. A partir de entdo, a doenga progride
rapidamente [191].

Ap6s todo esse periodo, os animais foram sacrificados de maneira analoga aos

ratos Wistar.
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4.1.3. Cortes Coronais

As secgdes coronais (ratos wistar e camundongos transgénicos), com 2 mm de
espessura, foram obtidas posicionando o cérebro em um micrétomo manual, colocado
no interior do criostato, a uma temperatura de —25°C. A seguir estes cortes foram
colocados sobre uma placa de vidro revestida, na parte inferior, com um filme de PVC,
e liofilizadas a baixa temperatura durante aproximadamente dois dias. As principais
regides do cérebro analisadas nesta sec¢do foram o hipocampo, o cortex, tdlamo e
hipotalamo. A figura 4.1 ilustra o plano de corte realizado neste estudo.

A figura 4.2 ilustra a liofilizagdo das amostras, e os componentes do liofilizador:
bomba de véacuo e nitrogénio liquido. Ao final deste processo as amostras foram fixadas
em resina para efetuar as medidas por microfluorescéncia de raios X.

O micrétomo manual encontra-se ilustrado na figura 4.3 e subseqilientemente na
figura 4.3b € mostrado um corte coronal do encéfalo do rato wistar.

Todavia, a regido estudada nos camundongos transgénicos difere da anterior,
uma vez que para o estudo da doenca de Huntigton, a regido primariamente lesionada ¢

0 corpo estriado.

I Interaural 5.86 mm Bregma — 3.14 mm

Figura 4.1. Mapa de orientacdo de corte da secgdo cerebral obtida nos ratos
Wistar.
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Campénula de vidro

Nitrogénio

Bomba de vacuo

4

Figura 4.2. Equipamento para liofilizagdo - LIN/UFRJ.
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Microtomo
Manual

Seccao Coronal do
cérebro do rato

Figura 4.3. (a) Microtomo manual. (b) Seccdo coronal do encéfalo do rato Wistar.
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4.1.4. Instrumentacao

As medidas foram realizadas na linha de Fluorescéncia de Raios X (D09-XRF)
no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (Campinas, Brasil). As amostras foram
posicionadas no plano de imagem com uma acuracia de 0,5 um com os trés eixos (X, Y,
Z) controlados por motor de passo. O suporte € posicionado a 45° em relagdo ao
detector ¢ ao feixe incidente, em um posicionamento também conhecido como
geometria 45°/45°.

Utilizou-se um feixe branco de radiacdo para excitar as amostras, com
dimensdes de 300 um tanto na horizontal quanto na vertical, obtido através de um
sistema convencional de colimacdo com fendas. As amostras foram mapeadas, entdo,
com passos de 300 um (H) por 300 um (V), ou seja, a cada 0,3 mm tanto na horizontal
quanto na vertical correspondendo a um pixel. O tempo de contagem para cada pixel foi
de 10 s.

Os raios X caracteristicos produzidos em cada pixel foram detectados por um
detector de Si (Li) com resolugdo de 165 eV em 5,9 keV posicionado a 90° em relagio
ao feixe incidente, no plano orbital dos elétrons, com o intuito de minimizar o
background espectral, uma vez que o nimero de raios X espalhados no detector ¢

minimizado nessa posi¢ao [19].

Os espectros, gravados por um sistema Multicanal-Camberra, foram analisados
através do programa Axil [192], com o propoésito de corrigir o background espectral e
ajustar as linhas dos raios X caracteristicos. Os mapas bidimensionais foram obtidos
apos a normalizagdo das intensidades dos raios X caracteristicos pelo valor da camara
de ionizacao, que mede a intensidade da corrente do anel. A figura 4.4 ilustra o arranjo

experimental da Microfluorescéncia de Raios X
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Figura 4.4. Arranjo Experimental da microfluorescéncia de raios X.

4.1.5. Concentracdo Elementar

Consideremos uma amostra de tamanho igual a 15 x 9 mm, e o tamanho do feixe
tanto na vertical como na horizontal de aproximadamente 300 pm, entdo teremos uma
matriz de 50 x 30, obtendo um total de 1500 espectros. Devido ao excessivo nimero de
espectros para cada amostra analisada, utilizou-se um programa, desenvolvido no
Laboratério de Instrumentagdo Nuclear (LIN), no célculo da concentragdo. Este
programa utiliza os seguintes parametros: dados do espectro da radiagdo incidente na
amostra, os valores das sensibilidades para as linhas K e L, valores da absorcao, os
dados de geometria do sistema — o valor dos angulos de incidéncia e de emergéncia,
fator de diluicdo e a densidade da amostra. Posteriormente, utilizamos um outro
programa, também desenvolvido no LIN, para converter os valores de concentragdo em

mapas bidimensionais.
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4.2. Fluorescéncia de Raios X por Reflexao Total

4.2.1. Preparacao das amostras
4.2.1.1. Ratos Wistar

O condicionamento dos animais assim como o sacrificio dos mesmos foram
feitos de maneira analoga aos utilizados para as medidas de microfluorescéncia.

Nesta etapa do trabalho, dividimos os ratos Wistar em dois grupos: fémeas (n =
15) de 2, 8 e 48 semanas de idade, enfocando no envelhecimento, € um outro grupo (n =
12) de fémeas idosas (104 semanas de idade — 2 anos de idade) submetidas a testes de
avaliacdo da memoria e do aprendizado.

A grande vantagem no preparo dessas amostras ¢ a ndo obrigatoriedade de
manter uma sec¢ao plana intacta, ou seja, sem rachaduras, uma vez que as regides serao
submetidas a digestdo quimica em meio acido.

O cérebro foi separado em cinco regides: hipocampo, cortex temporal, cortex
entorrinal, cortex visual e hipotdlamo. A separagdo dessas regides foi feita com o
auxilio de um bisturi, placa de Petri e um microscopico Optico. As secgdes foram
digeridas em meio &cido: acido nitrico — 65% (HNO;-65%) e aquecidas a uma
temperatura de 60°C durante duas horas. Apds a digestdo quimica, o volume foi
ajustado com dgua deionizada (18 m(2). Uma aliquota de 500 pL foi colocada em

eppendorf adicionando-se 50 puL de galio (102,5 ppm) utilizado como padrdo interno.

As amostras foram preparadas em triplicatas. Em seguida 8 puL foram pipetados

no centro de um suporte refletor, lucite, secando-as sob luz infravermelha.
4.2.1.2. Branco

Com o intuito de corrigir efeitos referentes a possiveis contaminagdes, amostras
foram preparadas de maneira analoga as amostras de analise, contendo apenas agua e

demais reagentes. Permitindo verificar, dessa maneira, a qualidade dos materiais

utilizados na dissoluc¢ao das amostras.
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4.2.1.3. Amostras Certificadas

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

cérebro.

4.2.1.4. Camundongos

O condicionamento dos animais assim como o sacrificio dos mesmos foram
feitos de maneira analoga aos utilizados para as medidas de microfluorescéncia.

Separou-se apenas uma Unica regido, o corpo estriado, visto que essa € a regiao
lesionada em cérebros com a doenga de Huntington. O processo de digestao quimica e
preparo das amostras foram analogos aos realizados para os ratos Wistar.

A figura 4.5 sintetiza, no geral, o processo de preparo das amostras tanto para os

ratos Wistar quanto para os camundongos transgénicos.

200 pL de
HNO; (65%) Estufa: 60°C 300 pL de H,O 50 pL de gélio
deionizada

r % r " .
8 uL da solucéo

Amostra Secagem em
o lampada infravermelha

rF—_——— F ——

Figura 4.5. Esquema de preparacao das amostras.

4.2.2. Instrumentacao

As medidas foram realizadas na linha de Fluorescéncia de raios X (XRF) do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, Campinas — S3o Paulo. A amostra foi

posicionada horizontalmente ao detector de germanio hiperpuro (HPGe) — resolucdo de
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140 eV em 5,9 keV e excitada através de um feixe branco de irradiacdo de energia
maxima igual a 20 keV, filtrado por 0,5 mm de aluminio com um angulo de incidéncia
de 1,0 mrad. O tempo de medida das amostras e dos padrdes foi igual a 100s e os
espectros de raios X caracteristicos obtidos foram analisados através do software
Sistema de Analise Quantitativa de raios X (AXIL) [192], distribuido pela Agéncia
Internacional de Energia Atdmica (AIEA), obtendo as intensidades dos raios X para
cada elemento, associado a uma incerteza. A figura 4.6 ilustra o arranjo experimental

utilizado nas medidas de TXRF.

Detector - HPGe

A

17/02/200

Figura 4.6. Arranjo experimental para as medidas de TXRF.

4.3. Avaliagao Cognitiva

Além da analise elementar realizada no cérebro de ratos Wistar, foi feita também
uma avaliacdo comportamental nos ratos Wistar idosos. Decidiu-se realizar este teste,
uma vez que, sabe-se que os animais idosos possuem um comportamento diferenciado
quanto a aprendizagem: alguns animais aprendem mais rapido, os denominados fast
learner, em detrimento de outros, os quais aprendem mais devagar, também chamados

de slow learner. Mediante este fato, ja reportado na literatura, o intuito ¢ avaliar se
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existem diferencas na distribui¢do € na concentracdo elementar no cérebro desses

animais em relagdo ao déficit cognitivo.

O teste de memoria espacial foi baseado em uma adaptacdo do Water Maze de
Morris [193], realizado na mesma sala onde os animais foram aclimatados nas

condi¢des de temperatura, iluminagdo e umidade descritas anteriormente.

Uma piscina circular (figura 4.7a) (180 cm de diametro, 50 cm de altura) foi
preenchida por uma camada de 30 cm de 4gua opaca a uma temperatura de 20 + 2°C, ¢
dividida em quatro quadrantes de areas iguais. Colocou-se uma plataforma de 8 cm de
diametro a 1 cm abaixo da superficie da dgua eqiiidistante do centro e da borda da
piscina em um dos quadrantes. O animal foi colocado dentro da piscina faceando a
borda, e sua laténcia escape, tempo levado pelo animal para encontrar a plataforma, foi

medido por um observador (figura 4.7a).

Caso o animal leve mais de 120 s para encontrar a plataforma, ele ¢ colocado na
plataforma durante 10 s e somente entdo ¢ retirado da piscina. Foram realizadas cinco
tentativas por dia (figura 4.7b) durante quatro dias consecutivos com um intervalo entre
as tentativas de 40 minutos. A plataforma ¢ fixa, porém o ponto de largada dos animais

¢ diferente em cada tentativa.

Apos 10 dias, os animais foram retestados, com o intuito de avaliar sua memoria
de longa duragdo (retengdo do teste). O animal foi considerado cognitivamente saudavel

quando ele demorou aproximadamente 20 s para encontrar a plataforma.

Hidden platform

Tiidl 1 Tiid 2 Tiid 2 Tiidl £ Tiid £
I {
f ! ! !

(a) Before leaming ) (b) After leaming . 1 SESSICNPERDAY; DLRING4QONSECUTIVE
(a) (b)
Figura 4.7. (a) Labirinto Aquatico; (b) Diagrama das diferentes posi¢des de largada do
animal.
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Neste capitulo os resultados da Fluorescéncia de Raios X por Reflexao Total e

da Microfluorescéncia de Raios X serdo apresentados e discutidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise Quantitativa por TXRF

Os fundamentos da andlise quantitativa por TXRF estdo descritos no capitulo 3.
A concentragdo elementar, de acordo com a equacao 3.32, ¢ obtida a partir da medida da
intensidade da radiacdo fluorescente emitida por um elemento i em fungdo da
sensibilidade do sistema.

As figuras 5.1 e 5.2 ilustram os espectros caracteristicos, para as amostras de

cérebro de camundongo e de rato, respectivamente, utilizando a TXRF.

10° 5
Ga
7'02107'5 K
e Fe 5,
o
NoJ 6 Br
L£10°3 Cu
° E
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.2105': e
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=
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0 5 10 15 20

Energia (keV)

Figura 5.1. Espectro caracteristico do corpo estriado de camundongo através da TXRF.
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Intensidade (Fétons.s™)

Energia (keV)

Figura 5.2. Espectro caracteristico do hipocampo de ratos Wistar através da TXRF.

5.1.1. Sensibilidade do Sistema

A curva de calibragdo ¢ determinada através da medida de cinco solugdes
padroes multielementares com concentragcdes diferentes e conhecidas. A tabela 5.1
mostra os elementos e suas respectivas concentragoes utilizados na determinacdo da

curva de calibracdo para a série K. A figura 5.3 mostra a sensibilidade para a série K.

Tabela 5.1. Concentragio final (mg.mL™") os elementos utilizados na solugdo padrio
para a determinagdo da curva de sensibilidade para os elementos da série K.

Elementos | Padrdo 1K | Padrio 2K | Padrio 3K Padrao 4K Padrio 5K
Al 3,50 6,12 12,25 18,38 24,51
Si 3,54 6,20 12,40 18,60 24,80
K 0,59 1,03 2,07 3,11 4,14
Ca 0,59 1,04 2,08 3,12 4,15
Ti 0,58 1,02 2,05 3,07 4,09
Cr 0,58 1,02 2,05 3,07 4,09
Fe 0,59 1,03 2,05 3,08 4,10
Ni 0,59 1,03 2,06 3,08 4,11
Zn 0,58 1,02 2,05 3,07 4,09
Se 0,58 1,01 2,01 3,02 4,03
Sr 0,59 1,03 2,07 3,10 4,13
Ga 4,88 4,88 4,88 4,88 4,88
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Figura 5.3. Curva de calibragdo para os elementos da série K utilizando TXRF.

Utilizando a equacdo 5.1, obtém-se quaisquer valores de sensibilidade para a

série K, em funcao do nimero atomico (Z).
Si(2) =log (4,22 + 0,04 * Z + 0,01 * 7% - 2,41E-4 * Z%) (5.1)
R*=0,99
5.2. Limite de Detecc¢éo (LD)

A tabela 5.2 mostra os limites de deteccdo calculados utilizando a equagao 3.33

para os elementos da série K nas amostras de cérebro de ratos e de camundongos.
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Tabela 5.2. Limite de detecc¢ao para os elementos da série K, nas amostras de cérebro
de rato e de camundongo, utilizando SR-TXRF.

LD para a série K (ng.g™)

Elementos
Cérebros de ratos Cérebros de camundongos

Al 181 137
P 49 38
26 20

Cl 14 11

K 5 4

Ca 3 2

Ti 1 1
Cr 0,5 0,4
Fe 0,3 0,2
Ni 0,2 0,2
Cu 0,2 0,2
Zn 0,2 0,2

Br 1 1

Rb 2 2

Com os dados apresentados na tabela 5.2, obtém-se as figuras 5.4 e 5.5,

respectivamente.
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Figura 5.4. Limite de detec¢do dos elementos da série K nas amostras de cérebro de
rato, utilizando TXRF.

Utilizando a equagao 5.4, obtém-se quaisquer valores para o LD em funcao de Z.

LD(Z) = logyo (2,71484 - 0,19752 * Z - 0,00890 * Z2 + 2,79444E-4 * Z* (5.4)
R*=0,998

10 §
10 ‘é
100 -;
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Figura 5.5. Limite de detec¢do dos elementos da série K para as amostras de cérebro de
camundongo, utilizando TXRF.

Utilizando a equagdo 5.5, obtém-se quaisquer valores para o LD em fung¢ao de Z.
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LD(Z) = 0,99068 - 0,11529 * Z - 0,00432 * Z? - 5,21640E-5 * Z° (5.5)
R%*=0,998.

5.3. Analise Estatistica

Os resultados da TXRF estdo dispostos como média + desvio padrdao. Os
resultados obtidos para cada um dos enfoques (em fungdo da idade e em relacao as
estruturas, tabelas Al, A2 e A3 no apéndice I) foram comparados utilizando uma
analise de variancia (ANOVA) com um nivel de significancia de 5% . As médias entre
os valores foram comparadas utilizando o teste Bonferroni. Todas essas andlises
estatisticas foram realizadas através do programa de Bioestatistica Primer. Os resultados
da TXRF em relacdo ao desempenho cognitivo (tabela A4, no apéndice I) e em relagdo
a doenca de Huntington (tabela A5, no apéndice I) foram comparados utilizando o teste

t, com um nivel de significancia de 5%.

5.4. Concentracdo elementar nas regides cerebrais do cérebro de rato Wistar -
TXRF

E bem estabelecido que os elementos traco encontram-se distribuidos
heterogeneamente ao longo do cérebro. Para os elementos essenciais, o padrdao na sua
distribuigdo pode estar associado a fun¢des bioldgicas de areas especificas cerebrais. E
também de extrema relevancia determinar ¢ avaliar os niveis dos elementos trago no
cérebro, desde que, alteracdes nos seus niveis (excesso ou deficiéncia) vém sendo

correlacionadas a doengas neurodegenerativas [14].

5.4.1. Determinacao dos niveis dos elementos em funcéo da idade

Trés fatores estdo envolvidos no processo de envelhecimento e degeneracdao do
sistema nervoso central dos mamiferos: estresse oxidativo, irregularidades no acumulo
dos metais de transi¢ao, em especial o ferro, e insuficiéncia mitocondrial oxidativa [56].

Além disso, inumeras alteragdes relacionadas a anatomia e a histologia sao
observadas nos cérebros de individuos idosos [69]. Com o envelhecimento, aumenta-se
também a producdo dos radicais livres e o estresse oxidativo nos neurdnios e células

glia [69].

A possibilidade de que os elementos trago participam dos mecanismos de
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envelhecimento foi originalmente sugerida, devido a mudancas nos habitos alimentares
decorrente da idade [75]. Devido essas alteracdes nos habitos alimentares ¢ a correlagao
de certos elementos traco com determinadas doengas neurodegenerativas, acrescido do
fato de que a idade ¢ um dos fatores de risco para o desenvolvimento de certas
patologias neurodegenerativas [195], torna bastante relevante estudar os niveis dos
elementos em funcao da idade.

Para tal estudo, analisamos a concentracdo local no cortex entorrinal, cortex
visual, cortex temporal e hipocampo de ratos Wistar fémeas (n = 15) de diferentes
idades: 02 semanas, 08 semanas e 48 semanas de idade. Esse estudo encontra-se
publicado na Spectrochimica Acta B, v.61, (2006), pp.1205-1209, intitulado por:
Elemental Concentration Analysis in Brain Structures from Young, Adult and Old
Wistar Rats by Total Reflection X-ray Fluorescence with Synchrotron Radiation (anexo
A), e os resultados sdo mostrados através das figuras 5.6 a 5.15, e também pode ser
visualizado através das tabelas A1 e A2 no apéndice I.

As figuras 5.6 a 5.15 ilustram as concentragdes médias associadas ao desvio

padrdo de cada elemento, nas diferentes regides e idades estudadas.
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Figura 5.6. Concentragdo de aluminio nas regides cerebrais de ratos
Wistar fémeas em relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferengas
estatisticamente significativas, p < 0,05.
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Figura 5.7. Concentragao de fosforo nas regides cerebrais de ratos Wistar fémeas em
relacdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente

significativas, p < 0,05.

Enxofre

08 semanas
# 48 semanas

& 02 semanas it

a

1400

|

W T T
o o o
S S S
@ © <

1200 +-----------------8
200 -

1000

(6/67) sequsws|3 oedealusouo)

cortex temporal cortex Visual Hipocampo

cortex entorrinal

Estruturas Cerebrais

105



Resultados e Discussao

Figura 5.8. Concentrac¢do de enxofre nas regides cerebrais de ratos Wistar fémeas em

4

relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente

significativas, p < 0,05.
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Figura 5.9. Concentragao de cloro nas regides cerebrais de ratos Wistar fémeas em
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Figura 5.10. Concentragdo de potassio nas regides cerebrais de ratos Wistar fémeas em
relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente
significativas, p < 0,05.
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Figura 5.11. Concentragdo de calcio nas regides cerebrais de ratos Wistar fémeas em
relacdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencas estatisticamente
significativas, p < 0,05.
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Figura 5.12. Concentragdo de ferro nas regides cerebrais de ratos Wistar fémeas em

4

relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente

significativas, p < 0,05.
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Figura 5.13. Concentragdo de cobre nas regides cerebrais estudadas de ratos Wistar

4

fémeas em relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencas

estatisticamente significativas, p < 0,05.
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Figura 5.14. Concentragdo de zinco nas regides cerebrais estudadas de ratos Wistar
fémeas em relagao ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferengas
estatisticamente significativas, p < 0,05.
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Figura 5.15. Concentragdo de bromo nas regides cerebrais de ratos Wistar fémeas em
relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferengas estatisticamente
significativas, p < 0,05.

Analisando as figuras 5.6 a 5.15, ¢ a tabela Al observamos que em certas
regides determinados elementos (Al no cortex entorrinal, visual e hipocampo, P no
cortex temporal, Cl e Ca no cortex entorrinal, temporal e hipocampo, K no cortex
temporal e no hipocampo, Fe no hipocampo, Cu e Zn no cortex temporal) encontram-se
bastante elevados nos animais de 02 semanas em relacdo aos adultos de 08 semanas, e
depois voltam aumentar de 08 para 48 semanas. Nessa fase de 02 semanas, o animal
ainda estd em desenvolvimento, muitos eventos bioldgicos ainda estdo ocorrendo,
possivelmente por isso, alguns elementos encontram-se bastante elevados.

Os animais de meia idade (48 semanas) apresentaram niveis superiores de Al em
todas as regides cerebrais analisadas. O cortex temporal e o hipocampo desses animais

apresentaram os mais altos indices de Al.
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Os niveis de P e CI diminuiram em funcao da idade nos cortices entorrinal e
visual. Os niveis de K também diminuiram em fun¢ao da idade no cortex entorrinal. Os
niveis de Ca também decresceram no cortex visual a medida que a idade avanga. Por
outro lado, somente os niveis de P aumentaram em fungdo da idade no hipocampo.

Nossos resultados para os niveis de K estdo em concordancia com os reportados
por Hebbrecht et al. [13]. O declinio nos niveis de K, o principal ion intracelular, pode
estar relacionado ao declinio nos neurdnios ou ainda no volume intracelular do cérebro
envelhecido. Uma outra justificativa para esse fato ¢ uma possivel alteragdo na
permeabilidade da membrana e um declinio na atividade Na'-K'-ATPase com o avango
da idade, podendo induzir mudangas no equilibrio i6nico [10].

O P ¢ primariamente encontrado nos fosfolipidios e estd presente em
concentragdes relativamente altas no cérebro. O declinio nos niveis de P pode refletir
uma perda dos fosfolipidios da mielina ao longo do tempo [10].

Os teores de Fe e Cu aumentaram no cortex entorrinal em funcao da idade, os
niveis de Br foram superiores no hipocampo em relagdo a idade e por outro lado, as
concentragdes de Zn diminuiram em funcdo da idade nos cortices entorrinal e visual.

Em relagdo as regides cerebrais analisadas (tabela A2 apresentada no apéndice I)
observou-se que o hipocampo e o cortex temporal das ratas idosas foram as estruturas
mais sensiveis aos efeitos da idade, apresentando as maiores concentragdes para a
maioria dos elementos identificados, como por exemplo, Al, P, Cl no hipocampo, Fe
somente no cortex temporal, K, Ca, Zn, Br ¢ Rb nas duas estruturas ¢ Cu apenas no
hipocampo. Contudo, os animais adultos apresentaram uma distribui¢do praticamente
homogénea ao longo das regides analisadas. Por outro lado, o cértex entorrinal dos

animais jovens apresentou maiores niveis de K, Cl, Fe e Zn.

O estudo do envelhecimento também foi realizado em ratos Wistar machos.
Nesse caso, analisamos o cortex entorrinal, o cortex visual, o cortex temporal, o
hipocampo e o hipotalamo de ratos Wistar machos jovens, adultos e de meia idade (n =
20): 02 semanas, 09 semanas, 22 semanas ¢ 108 semanas de idade. No apéndice I, a
tabela A3, apresenta os valores das concentragdes dos elementos nos ratos Wistar
machos. As figuras 5.16 a 5.25 ilustram as concentragdes médias associadas ao desvio
padrdo para cada um dos elementos identificados em fun¢do da idade e das regides

cerebrais.
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Figura 5.16. Concentragdo de aluminio nas regides cerebrais de ratos Wistar machos
em relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferengas estatisticamente
significativas, p < 0,05.
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Figura 5.17. Concentragdo de fosforo nas regides cerebrais de ratos Wistar machos em
relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente

Concentragao elementar (ug/g)

significativas, p < 0,05.
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Figura 5.19. Concentragdo de cloro nas regides cercbrais de ratos Wistar machos em
relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente
significativas, p < 0,05.
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Figura 5.20. Concentragdo de potassio nas regides cerebrais de ratos Wistar machos em
relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente
significativas, p < 0,05.
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Figura 5.21. Concentragdo de calcio nas regides cerebrais de ratos Wistar machos em
relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente

significativas, p < 0,05.
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Figura 5.22. Concentragdo de ferro nas regides cerebrais de ratos Wistar machos em
relacdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencas estatisticamente
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Figura 5.23. Concentragdo de cobre nas regides cercbrais de ratos Wistar machos em
relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente
significativas, p < 0,05.
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Figura 5.24. Concentragdo de zinco nas regides cerebrais de ratos Wistar machos em
relacdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencas estatisticamente
significativas, p < 0,05.
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Figura 5.25. Concentragdo de bromo nas regides cerebrais de ratos Wistar machos em
relagdo ao envelhecimento. Indices iguais indicam diferencgas estatisticamente
significativas, p < 0,05.

Analisando as figuras 5.16-5.25, observamos que o hipotdlamo dos animais
1dosos apresentou os maiores niveis para a maioria dos elementos identificados: Al, S,
K, Cu e Zn. Além disso, os teores de Cu também foram superiores nos cortices
entorrinal, temporal e visual dos animais idosos. Por outro lado, as concentra¢des de Zn
foram superiores no hipocampo dos animais jovens (02 semanas).

Os niveis de P e S, foram inferiores nos cortices entorrinal, temporal e visual e
hipocampo dos animais idosos; os niveis de Ca diminuiram em fun¢do da idade no
cortex entorrinal, no cortex visual e no hipocampo; os niveis de Cl também decresceram
em fun¢do da idade no coértex entorrinal, no cortex temporal, no cortex visual e no
hipocampo, enquanto que as concentragdes de K diminuiram apenas no cortex visual

em relagdo a idade.

5.4.2. Determinacéao dos niveis dos elementos em funcéo do desempenho cognitivo

E bem estabelecido que a idade esta associada a deficiéncias
neurocomportamentais [7]. O processo de envelhecimento do cérebro humano ¢
caracterizado pela progressiva perda neuronal [13].

Um dos aspectos criticos do envelhecimento ¢ a habilidade em se adaptar as
mudangas do meio externo, e, além disso, o dano cognitivo ¢ um dos fatores mais
severos que pode ocorrer com o avango da idade [77].

O hipocampo ¢ uma érea cerebral associada aos mecanismos de memoria e
aprendizagem [192, 196]. Estudos mostraram que danos na regido hipocampal produz
deficiéncias na memoria espacial, sendo estas as mesmas observadas em individuos
idosos. Além disso, o envelhecimento dessa estrutura, normalmente envolve decréscimo
no nimero, na densidade e no tamanho dos neurdnios e sinapses [197].

H4 um consenso de que o envelhecimento do hipocampo ¢é caracterizado por
alteragdes neuroquimicas e neurofisioldgicas que podem contribuir para o dano
cognitivo [198]. Existe também uma correlacdo entre o desempenho cognitivo dos
animais idosos no Morris Water Maze e os niveis de synaptofisina, uma proteina
associada a sinapse [199]. Contudo, ainda ndo se sabe se as distribuigdes dos elementos

essenciais poderiam caracterizar deficiéncias na memoria espacial em ratos idosos.
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Portanto, esse estudo pode vir a contribuir para o entendimento de como os niveis dos
elementos que constituem o cérebro variam em fungao do desempenho cognitivo.

Nesse estudo, analisamos o cortex entorrinal, o cértex visual, o cortex temporal,
o hipocampo e o hipotalamo de ratos Wistar fémeas com 108 semanas de idade (n=12).
A avaliacdo do desempenho cognitivo dos animais foi realizada através do emprego do
teste Morris Water Maze, descrito no capitulo 4, e pode ser visualizado através das
figuras 5.26 a 5.27. Esse estudo encontra-se publicado na Spectrochimica Acta B, v.61,
(2006), pp.1205-1209, intitulado por: Elemental Concentration Analysis in Brain
Structures from Young, Adult and Old Wistar Rats by Total Reflection X-ray
Fluorescence with Synchrotron Radiation (anexo B), e os resultados (valor médio =+
desvio padrdo) sdo mostrados através das figuras 5.6 a 5.19, e também pode ser

visualizado através da tabela A4, no apéndice I.
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Figura 5.27. Desempenho cognitivo apresentado pelos dois grupos analisados.
De acordo com o teste Morris Water Maze, utilizado para avaliar o desempenho

cognitivo, os animais foram classificados em dois grupos: um grupo considerado
saudavel do ponto de vista cognitivo, que denominaremos de grupo normal € um outro
grupo que apresentou deficiéncia cognitiva, que o chamaremos de grupo deficiente.

Através da figura 5.26 podemos perceber que o grupo que apresentou deficiéncia
cognitiva executou a tarefa num tempo maximo de 80 s, ao passo que, o grupo
denominado por normal, executou essa mesma tarefa em um tempo bem inferior, 20 s.
Outra caracteristica marcante entre esses dois grupos, que pode ser vista através da
figura 5.27, ¢ que os animais com deficiéncia cognitiva apreenderam a tarefa no 2° dia
do teste na 5% tentativa, porém no dia seguinte (3° dia) eles esquecem completamente o
local da plataforma, o que nos leva a concluir que estes animais possuem apenas a
memoria de trabalho, ndo possuindo, portanto, a memoria de longa duragao.

As figuras 5.28 a 5.37 ilustram as concentragdes médias associadas ao desvio
padrdo dos elementos estudados nas diferentes estruturas cerebrais, dos dois grupos de

animais: cognitivamente saudavel e com deficiéncia.
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Figura 5.28. Concentragdo de aluminio nas regides cerebrais de ratos Wistar idosos

avaliados cognitivamente. O indice a indica diferenga estatisticamente significativa,
p <0,05.
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Figura 5.30. Concentragdo de enxofre nas regides cerebrais de ratos Wistar idosos
avaliados cognitivamente. O indice a indica diferenga estatisticamente significativa,

p <0,05.
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Figura 5.31. Concentragdo de cloro nas regides cerebrais de ratos Wistar idosos
avaliados cognitivamente. O indice a indica diferencga estatisticamente significativa,
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Figura 5.32. Concentragdo de potassio nas regides cerebrais de ratos Wistar idosos
avaliados cognitivamente. O indice a indica diferenga estatisticamente significativa,

p <0,05.
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Figura 5.33. Concentragdo de calcio nas regides cerebrais de ratos Wistar idosos
avaliados cognitivamente. O indice a indica diferenga estatisticamente significativa,
p <0,05.
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Figura 5.34. Concentragdo de ferro nas regides cercbrais de ratos Wistar idosos
avaliados cognitivamente. O indice a indica diferenga estatisticamente significativa,

Concentracao Elementar ( ng/g)

p <0,05.
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Figura 5.35. Concentragdo de cobre nas regioes cerebrais de ratos Wistar idosos
avaliados cognitivamente. O indice a indica diferenca estatisticamente significativa,
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Figura 5.36. Concentragdo de zinco nas regides cerebrais de ratos Wistar idosos
avaliados cognitivamente. O indice a indica diferenga estatisticamente significativa,

p<0,05.
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Figura 5.37. Concentragdo de bromo nas regides cerebrais de ratos Wistar idosos
avaliados cognitivamente. O indice a indica diferencga estatisticamente significativa,
p <0,05.

O cortex pré-frontal basal e as areas polar temporal, partes do talamo e projecdes
corticais participam das diferentes funcdes da memoria. E bem provavel que o cortex
pré-frontal seja um centro de controle para a metamemoria, sendo o local onde inicia-se
a recordacdo, e a seqiiéncia temporaria e a organizacao de informagao [136].

E bem estabelecido que o cortex pré-frontal é dentre as regides cerebrais, a mais
sensivel aos efeitos negativos da idade, mas ainda nao esta claro se os efeitos causados
pelo envelhecimento nas estruturas cerebrais sao uniformes ao longo de todas as regides
pré-frontais. Estudos sugerem alteragdes nas seguintes tarefas: memoria de trabalho,
resolucao de problemas complexos, formacao da concepcao e inibigcdo da resposta [52].

Analisando as tabelas apresentadas no anexo I, observamos que existem
diferencas estatisticamente significativas na concentracdo elementar entre os dois
grupos. Os niveis de Br e de Al foram superiores em todas as regides analisadas dos

animais com deficiéncia cognitiva. Isto pode ser explicado, uma vez que estudos
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mostraram um aumento na concentracdo de bromo no cortex e no hipocampo de
individuos com a DA [41].

Além disso, os teores de Cl, Fe e Cu também foram superiores no hipocampo
dos animais com deficiéncia cognitiva. O hipocampo ¢ uma das regides consideradas
importantes no processo de aprendizagem, o que sugere que o acumulo desses
elementos, Al, Fe, Cu, Zn (embora ndo foi estatisticamente significativo) e Br,
interferem negativamente no processo de retencdo da informagdo, uma vez que os
animais com deficiéncia cognitiva apresentaram problemas em reter informagdes.
Presume-se que o Zn®' esta envolvido na modulagdo da excitabilidade neuronal e na
plasticidade sinaptica do desenvolvimento e aprendizado [105].

Além disso, os niveis de Ca, Cu e Zn e também foram superiores no hipotalamo,
e os niveis de Fe também foram maiores no cortex temporal dos animais com
deficiéncia cognitiva. A acumulagdo de Fe pode resultar no dano oxidativo e
neurodegeneracao [86].

Por outro lado, houve um acimulo de P, S, Cl, K, Ca ¢ Fe em determinadas
regides cerebrais dos animais saudaveis em relagdo aos deficientes. Os niveis de P
foram inferiores no talamo e no hipotdlamo dos animais com deficiéncia cognitiva em
relagdo aos saudaveis; as concentragdes de S foram inferiores apenas no talamo dos
animais com deficiéncia cognitiva em relacdo aos sauddveis; os teores de Cl foram
inferiores no cortex visual e tdlamo dos animais com deficiéncia cognitiva em relagdo
aos saudaveis; os niveis de K foram menores no cortex temporal, no cortex visual, no
hipocampo e no tdlamo dos animais com deficiéncia cognitiva em relacdo aos
saudaveis, enquanto que os teores de Ca e Fe foram menores apenas no cortex visual

dos animais com deficiéncia cognitiva em relagdo aos saudaveis.

5.4.3. Determinac&o dos niveis dos elementos em fungdo da doenga de Huntington

Como ja mencionado anteriormente, distirbios nos niveis dos elementos podem
causar doencas neurodegenerativas. A doenga de Huntington ¢ pouco explorada em
relagdo aos niveis dos elementos traco e majoritarios. Portanto, esse estudo tem como
objetivo verificar se existe alteragdo nas concentracdes elementares no corpo estriado de
camundongos saudaveis e com a doenca de Huntington. Os resultados das
concentragdes elementares encontram-se dispostos nas figuras 5.38 a 5.41 e também

podem ser vistos através da tabela AS.
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Figura 5.39. Concentragdo de P, S e K no corpo estriado de camundongos com a
doenca de Huntington. O indice a indica diferencga estatisticamente significativa,

p <0,05.
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Figura 5.40. Concentragdo de Fe e Zn no corpo estriado de camundongos com a doenga
de Huntington. Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas nos niveis de
Fe e Zn, com p <0,05.
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Figura 5.41. Concentragdo de Cu, Br ¢ Rb no corpo estriado de camundongos com a
doenca de Huntington. O indice a indica diferenca estatisticamente significativa,
p <0,05.

Através das figuras 5.38, 5.39 e 5.41, verificamos que o corpo estriado dos

camundongos com a doenga de Huntington apresentou maiores concentragdes de Cl, P,

S, Cu e Br.

5.5. Mapeamento Bidimensional da concentracdo elementar em cérebros de

animais - uXRF

A figura 5.42 ilustra o espectro caracteristico para amostra de cérebro utilizando

uXRF.

"
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c 1075
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= s Fe  Zn
S 10° P C
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10° . : : :
0 5 10 15

Energia (keV)

Figura 5.42. Espectro caracteristico de uma amostra de cérebro de rato através
da microXRF.

5.5.1. Sensibilidade do sistema

E determinada através da medida de padrdes monoelementares da micromatter.

A figura 5.43 mostra a sensibilidade do sistema para os elementos da série K.
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10° 5
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Sensibilidade (Fétons.cm?®/s.g)

16 20 24 28 32 36

Nimero Atdmico (Z)

Figura 5.43. Sensibilidade dos elementos para a série K utilizando padroes
monoelementares através da microXRF.

Utilizando a equacdo 5.6 obtém-se quaisquer valores para a sensibilidade em

funcao de Z:
Si = log10(-31,20 43,51 * Z -0,10 * Z* + 9,29E-04 * Z°) (5.6)
R*=0,99

5.5.2. Absorc¢éao
A absor¢do ¢ determinada através do método da transmissdo da radiacdo

desenvolvido por Anjos [186], descrito no capitulo 3. A curva de absor¢do ¢

apresentada na figura 5.44.
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Figura 5.44. Curva de absorcao pare't1 asar oest%as de cérebro usando microXRF.

5.5.3. Concentracao elementar

A concentracao elementar ¢ determinada utilizando os parametros fisicos
descritos acima, e os célculos sdo obtidos através de um programa desenvolvido por
Oliveira, descrito passo a passo no capitulo 4.

As figuras 5.45 a 5.49 apresentam os mapas bidimensionais da concentraciao
elementar em cérebros de ratos Wistar fémeas, sendo que cada idade representa uma
unica amostra. No total, temos um n = 3 para cada idade analisada, sendo que todas as
amostras apresentaram o mesmo comportamento para a mesma idade e para o mesmo

elemento.
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Figura 5.45. Mapeamento bidimensional da concentragdo de fosforo em ratos Wistar
fémeas jovens, adultas e idosas.
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Figura 5.46. Mapeamento bidimensional da concentragdo de fosforo em ratos Wistar
machos jovens e idosas.

Através das figuras 5.45 e 5.46 observamos que a concentragdo de P diminuiu
em funcao da idade nas fémeas, mas em contrapartida, aumentou com o avanco da idade
nos machos. Quanto a sua distribuicdo verificamos que foi homogénea ao longo do

cérebro, independentemente da idade e do sexo.
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Figura 5.47. Mapeamento bidimensional da concentragdo de cloro em ratos Wistar
fémeas jovens, adultas e idosas.
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Figura 5.48. Mapeamento bidimensional da concentragdo de cloro em ratos Wistar
machos jovens e 1dosos.

Através das figuras 5.47 e 5.48 verificamos que o nivel de Cl diminuiu em
funcdo da idade nas fémeas, porém, nos machos sua concentragdo aumentou em relagao
a idade. Analisando sua distribui¢do ao longo do cérebro, verificamos que o Cl foi mais
intenso nas regides cortical, hipocampal e talamica, para todos os animais estudados,

exceto na fémea de 20 meses.
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Figura 5.49. Mapeamento bidimensional da concentragao de potassio em ratos Wistar
fémeas jovens, adultas e idosas.
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Figura 5.50. Mapeamento bidimensional da concentragdo de potassio em ratos Wistar
machos jovens e idosos.

Através das figuras 5.49 e 5.50 observamos que o nivel de K aumentou nos

machos em fun¢do da idade do mesmo modo que os niveis de P e Cl. Todavia, nas

fémeas a concentracdo de K diminuiu entre 14 e 60 dias de idade, e depois aumentou,

entre 60-100 dias, permanecendo constante, entre 100 dias e 20 meses de idade. Quanto

a sua distribuigdo, verificamos que independentemente da idade e do sexo, foi

homogénea ao longo do cérebro.
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Figura 5.51. Mapeamento bidimensional da concentragdo de ferro em ratos Wistar
fémeas jovens, adultas e idosas.
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Figura 5.52. Mapeamento bidimensional da concentragdo de ferro em ratos Wistar
machos jovens e idosos.

Nas figuras 5.51 e 5.52, observamos que os niveis de Fe aumentaram a medida
que a idade avanca e que, além disso, as fémeas apresentaram niveis superiores de ferro
em relagdo aos machos.

Em relacdo a sua distribuicao, verificamos que o Fe foi mais intenso na regidao
cortical, talamica e hipotalamica. Estes resultados sugerem que de fato o Fe afeta

negativamente os mecanismos quimicos cerebrais, desde que, hd também um aumento
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nos niveis desse elemento em diversas desordens neurodegenerativas, como por
exemplo, a DP [6,113]. Watt el al. mostrou um aumento de 26% nos teores de Fe na

substancia negra lesionada com 6-OHDA em relagdo ao lado intacto [91].
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Figura 5.53. Mapeamento bidimensional da concentragdo de cobre em ratos Wistar
fémeas jovens, adultas e idosas.
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Figura 5.54. Mapeamento bidimensional da concentragdo de cobre em ratos Wistar
machos jovens e idosos.

Através das figuras 5.53 e 5.54 do mesmo modo que os niveis de Fe, houve
também um acimulo nos niveis de Cu em fun¢do da idade. Este resultado esta de
acordo com os reportados por outros autores, que também reportaram um aumento nos
teores de Cu em algumas areas cerebrais, como por exemplo, o hipocampo e o cortex

temporal [8, 10, 12]. A doenga de Wilson também ¢ caracterizada pelo acaimulo deste
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elemento [15]. Sua distribui¢do ocorreu de maneira irregular e similar em todos os

animais estudados.
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Figura 5.55. Mapeamento bidimensional da concentragdo de zinco em ratos Wistar
fémeas jovens, adultas e idosas.
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Figura 5.56. Mapeamento bidimensional da concentragdo de zinco em ratos Wistar
machos jovens e idosos.

Analisando as figura 5.55 e 5.56, podemos verificar que os teores de Zn foram
superiores no hipocampo em relacdo as outras estruturas. Estes resultados estdo em
concordancia com os descritos por Frederickson et al. [132]. Eles mostraram que o Zn ¢
mais intenso no hipocampo do que na coluna vertebral; contudo resultados preliminares

em tecidos do SNC de humanos indicam que a concentragdo de Zn no hipocampo ¢
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apenas ligeiramente maior do que nas demais regides [132]. Nossos resultados também
concordam com os reportados por Takeda et al. [37], que também determinaram um

acimulo de Zn na formagao hipocampal.

As figuras 5.57 a 5.60 mostram o mapeamento do potassio, ferro, cobre e zinco,
respectivamente, através da uXRF, em tecidos cerebrais de uma amostra de
camundongo transgénico com a doenga de Huntington e controle. No total, temos um
n = 3, para o animal transgénico e um n = 3 para o controle, sendo que todas as amostras
do grupo transgénico apresentaram o mesmo comportamento da amostra transgénica
apresentada nas figuras 5.57 a 5.60 e todas as amostras do grupo controle também

apresentaram o mesmo comportamento da amostra controle apresentada nas figuras

5.57 a 5.60.
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Figura 5.57. Mapeamento bidimensional da concentrag@o de potassio em camundongos
transgénicos com a doenca de Huntington e controle.

Através da figura 5.56, observamos que os niveis de K, tal e qual, na TXRF, nao
variam em fun¢ao da doenca.
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Figura 5.58. Mapeamento bidimensional da concentragdo de ferro em camundongos
transgénicos com a doenca de Huntington e controle

Através da Figura 5.58, observamos que os teores de Fe sdo ligeiramente
maiores, nos cérebros dos animais com a DH, em relag¢do aos controles.
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Figura 5.59. Mapeamento bidimensional da concentra¢ao de cobre em camundongos
transgénicos com a doenga de Huntington e controle.
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Em contrapartida, através da figura 5.59, verificamos que os niveis de Cu, sao
ligeiramente inferiores nos cérebros dos animais com a DH, em relag¢@o aos controles.
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Figura 5.60. Mapeamento bidimensional da concentra¢do de zinco em camundongos
transgénicos com a doenca de Huntington e controle.

Através da figura 5.60, observamos que o zinco € superior no cérebro dos

animais com a DH, em relac¢do aos do grupo controle.

5.6. Amostras Certificadas

Como ja mencionado no capitulo 4, a acuracia dos resultados foi determinada a
partir da medida de amostras certificadas, figado bovino, tanto para a TXRF quanto para

a uXRF. Esses resultados estdo apresentados na tabela A6 no apéndice A.

5.7. Discussdo geral dos resultados dos principais elementos envolvidos nos

processos de neurodegeneracao

Estudos mostraram um acumulo de Al, Cu, Zn ¢ Fe, [10, 53, 87] ¢ Br [53] em
cérebros de pacientes com Alzheimer em relagdo aos pacientes sadios.
Além desses acumulos, também tem sido descrito que Cu, Zn e Fe estdo

concentrados na e ao redor das placas amildides no cérebro com a DA [25] e altos teores
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de Zn [89] e Fe [90] também tém sido descritos nas placas amildides de camundongos
transgénicos Tg2576 para o modelo de Alzheimer.

Tendo em vista o envolvimento desses eclementos nas doengas
neurodegenerativas, os itens abaixo apresentam uma discussdo dos niveis desses
elementos determinados no presente estudo, em funcdo do envelhecimento, do

desempenho cognitivo e da doenca de Huntington.

5.7.1. Aluminio

O acamulo de Al em todas as areas cerebrais dos ratos Wistar fémeas em funcao
da idade, est4d de acordo com os dados descritos por Markesbery et al. [10]. O aumento
de Al nos cérebros idosos pode ser resultado de uma acumulagdo gradual desse
elemento proveniente do meio ambiente em fungdo do tempo [10].

O aluminio ¢ um elemento altamente neurotdxico e pode causar degeneragao nos
nervos celulares no cérebro de humanos e de animais de laboratorio [137]. Um estudo,
realizado em 1995, mostrou o acimulo desse elemento em certas regides cerebrais,
como por exemplo, os cortices parasigital e basal, tdlamo e nucleos da base de pacientes
com a DA em relacao aos sadios [24].

Na andlise do Al em fun¢do do desempenho cognitivo, também observamos um
acimulo nos seus niveis em praticamente todas as areas analisadas dos animais com
deficiéncia cognitiva em relagdo aos normais. Esses dados sdo coerentes na medida que
esse elemento também tem sido apontado como um agente causador da deméncia [7,
137], e como sendo responsavel pelo decréscimo das habilidades neurocognitivas
seguidas de exposi¢cdo ocupacional de Al [7].

Além disso, o Al também esta envolvido na esclerose lateral amiotrofica, na
doenca de Alzheimer [7, 137] e na doencga de Parkinson [7].

Nosso estudo mostra, principalmente nas fémeas, a neurotoxicidade desse

elemento em funcdo da idade e do desempenho cognitivo.

5.7.2. Ferro

Na andlise de Fe, por TXRF, observamos um acumulo nos seus niveis no cortex
entorrinal, no cortex temporal e no hipocampo das fémeas idosas. Através da pXRF,

também foi observado um aumento nos niveis de Fe, tanto nas fémeas quanto nos
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machos, em fun¢ao da idade. Nossos resultados concordam com os reportados por Keen
e Hurley [8], Kishi et al. [9], Markesbery et al. [10], Hill e Switer [11], Hebbrecht et al.
[13], Takahashi et al. [14] e Tarohda et al. [15].

Tal aumento pode ser devido a uma alteracao na vascularizagdo que ocorre tanto
durante envelhecimento, como também nas doencas neurodegenerativas [114, 115].
Além disso, o progressivo acimulo de Fe no cérebro com o avango da idade produz
danos via radicais livres, podendo induzir a neurodegeneracdo através da peroxidagdo
lipidica e do estresse oxidativo [113, 116].

O Fe no cérebro tem sido associado aos mecanismos oxidativos de danos
neuronais e morte celular, uma vez que, o ferro livre Fe (Fe’) promove o dano
oxidativo catalisando a conversdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) em radical
hidroxila (OH).

Sabe-se, ainda, que as enzimas de Fe, embora ocorram em pequenas
quantidades, s3o importantes para a quimica do cérebro devido a sua fun¢ao nas reagdes
oxidativas e seu envolvimento no metabolismo neurotransmissor [7].

O acumulo de Fe, em funcao da idade, no hipocampo ¢ um fato importante, uma
vez que ele induz o estresse oxidativo que pode causar a neurodegeneracdo O Fe esta
envolvido no transporte de oxigénio, armazenamento e ativagao, transporte de elétrons e
diversos processos metabolicos importantes [200].

Tal acimulo ¢ um processo especifico e envolve o aumento nos niveis de Fe nas
moléculas de determinadas células, particularmente as das regides cerebrais que sdo
alvos preferenciais nas doengas neurodegenerativas como o Alzheimer e Parkinson
[116].

Além da DA e da DP, disturbios na homeostase de ferro, estresse oxidativo e
lesdes mitocondriais tém sido descritos em outras lesdes neurodegenerativas, como por
exemplo, a doenga de Huntington [73]. DP e DH estariam associadas com
anormalidades no ferro, através do actimulo desse clemento, e alteragdes locais
resultando em dano oxidativo e neurodegeneracdo [104]. Nossos resultados, através da
TXRF e da pXRF, também mostraram que hd uma tendéncia de um aumento nos niveis
de Fe no corpo estriado dos camundongos transgénicos com a DH.

Na analise dos teores de Fe, em fung¢dao do desempenho cognitivo, através da
TXREF, verificou-se um acimulo nos niveis de Fe no hipocampo das fémeas idosas com
deficiéncia cognitiva. Tendo em vista, que uma das caracteristicas da DA ¢ a deficiéncia

cognitiva, nosso estudo reforca a idéia de que esse elemento ¢ toxico, em altas
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concentragdes, podendo ocasionar danos cognitivos. Esse elemento também estd
associado com a DA; estudos mostram um aumento nos teores de Fe, em determinadas
estruturas cerebrais tanto de humanos quanto de animais com a DA em relagdo ao grupo
controle [24-26, 53].

A literatura também reporta um acumulo nos niveis de Fe no lobo frontal,
putamen e vermis cerebelar de pacientes com aterosclerose [61].

As concentragdes de Fe também foram superiores na substancia negra de ratos
Sprague-Dawley parkinsonianos em detrimento ao controle [32] e de pacientes com a
DP em relagdo ao grupo sadio [33].

Um estudo recente realizado em macacos, também mostrou um amento nos
teores de Fe na substincia negra em funcdo da idade e em funcdo de uma lesdo
produzida através de uma injecdo intracardtida arterial de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidrofidrina (MPTP) [92].

5.7.3. Cobre

Na analise por TXRF, observamos um acimulo nos niveis de Cu, no hipocampo,
hipotalamo (somente machos) e cortex entorrinal dos ratos Wistar idosos fémeas e
machos com 48 semanas de idade e 108 semanas de idade, respectivamente. Tal
acimulo também foi observado no hipocampo dos ratos Wistar idosos em fun¢do do
desempenho cognitivo.

Na analise por MicroXRF, também foi observado em aumento nos teores de Cu
em func¢do da idade.

Estes resultados estdo de acordo com os reportados por outros autores, que
também verificaram um aumento nos teores de Cu em algumas areas cerebrais, como
por exemplo, o hipocampo e o cortex temporal [8, 10, 12]. Além disso, Keen et al. [8]
também reportaram um aumento nos niveis de Cu com a idade em camundongos
hibridos.

Em relacdo a doencas neurodegenerativas, estudos mostraram um acumulo nos
niveis desse elemento em cérebros com a doenca de Wilson [19, 23] e com a DA [25].

No nosso estudo por TXRF, em relagdao a doenca de Huntington, observamos um
aumento nos teores de Cu no corpo estriado de camundongos transgénicos com a DH
em relacdo aos controles. Contudo, nos cortes cerebrais, analisados por uXRF, os niveis

de Cu foram constantes em relacao a doenga.
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5.7.4. Zinco

Através da TXRF, observamos um aciimulo nos teores de Zn no cortex temporal
e no hipocampo das fémeas idosas, no hipotdlamo dos machos idosos e dos animais
com deficiéncia cognitiva. Por outro lado, em relacao a DH, verificamos um decréscimo
nos niveis de Zn no corpo estriado dos camundongos transgénicos.

Houve também um actimulo nos teores de Zn em func¢do da idade, nas secc¢des
cerebrais analisadas por uXRF, nos ratos Wistar machos e fémeas, concordando com os
resultados reportados por Keen e Hurley [8] e Makesbery et al. [10].

O actimulo de Zn observado no hipocampo dos ratos Wistar fémeas idosas (48
semanas), através da TXRF, concordam com os apresentados por Palm et al. [12] e
Kishi et al. [9]. Hebbrecht et al. [13] também reportaram um aumento com o avanco da
idade nos niveis de Zn na substancia cinzenta ¢ nos nucleos da base.

Estudos também mostraram um aciimulo de Zn em certas estruturas cerebrais de
pacientes com a DA, como por exemplo, na amidala, hipocampo, cerebelo[28] e no
neuropilo [25]. Makjanic et al. [26], também observaram um aciimulo nos niveis de Zn
(108 pg.g” no grupo controle versus 123 pg.g™' no grupo com DA) em tecidos cerebrais
de pacientes com a DA em relagdo ao grupo controle.

Em relacdo a DH, observamos através da TXRF, que houve um acumulo,
embora ndo seja estatisticamente significativo, nos teores de Zn no camundongo
transgénico com a patologia.

Observamos que tanto em ratos saudaveis (fémeas de 48 semanas) quanto com
problemas cognitivos, hd um acimulo desse elemento no hipocampo em funcdo da
idade. O hipocampo ¢ uma das estruturas mais afetadas na DA, mostrando que de fato

esse elemento apesar de ser essencial, pode ser nocivo, em altas concentragdes.

Portanto, os nossos resultados mostram que, mesmo em animais sadios, ha um
acimulo, em funcdo da idade, desses elementos, tal e qual na doenca de Alzheimer, o
que nos leva a afirmar que possivelmente esses elementos sdo tdxicos, em altas
concentragdes, nos individuos, podendo desencadear o surgimento de doencas

neurodegenerativas, como por exemplo, a DA.
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Neste capitulo, mediante os resultados apresentados no capitulo V,

descreveremos as conclusoes para cada enfoque abordado nesse estudo.

CONCLUSOES

6. Conclusoes

A microfluorescéncia de Raios X foi eficaz na analise dos mapas bidimensionais
das secgdes coronais dos cérebros de ratos Wistar e camundongos transgénicos, sendo
os cortes realizados sem nenhum tipo de fixador, mantendo inalterada a distribui¢ao
elementar ao longo do tecido.

O uso do isopentano foi ideal para a realizagdo dos cortes coronais, uma vez que
este impediu a formagdao de cristais de gelo durante o congelamento dos tecidos
cerebrais, permitindo assim a realizagdo de um corte com uma superficie mais plana,
além de melhorar a resisténcia mecanica do tecido.

Através da TXRF e da puXRF observamos que os niveis dos elementos
identificados diferiram bastante em relagdo a idade, as regides cerebrais, ao desempenho
cognitivo ¢ a doenca de Huntington. Essa variagdo nos niveis dos elementos quanto a
idade pode ser atribuida num primeiro instante, ao fato de que com o avango da idade,
os habitos alimentares dos individuos se alteram, bem como a absor¢ao dos elementos.

Na andlise por TXRF em funcdo do envelhecimento nos ratos Wistar fémeas
verificamos que em certas regidoes determinados elementos (Al no cortex entorrinal,
visual e hipocampo, P no cortex temporal, Cl e Ca no cértex entorrinal, temporal e
hipocampo, K no cortex temporal e no hipocampo, Fe no hipocampo, Cu e Zn no cortex
temporal) encontram-se bastante elevados nos animais de 02 semanas em relagdo aos
adultos de 08 semanas.

Os animais de meia idade (48 semanas) apresentaram niveis superiores de Al em
todas as regides cerebrais analisadas. O cortex temporal e o hipocampo desses animais
apresentaram os mais altos indices de Al. Os niveis de P e Cl diminuiram em funcao da
idade nos cortices entorrinal e visual. Os niveis de K também diminuiram em funcdo da

idade no cortex entorrinal. Os niveis de Ca também decresceram no coOrtex visual a
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medida que a idade avanca. Por outro lado, somente os niveis de P aumentaram em
func¢do da idade no hipocampo.

Os teores de Fe e Cu aumentaram no coértex entorrinal em funcao da idade, os
niveis de Br foram superiores no hipocampo em relacdo a idade e por outro lado, as
concentragdes de Zn diminuiram em fung¢ao da idade nos cortices entorrinal e visual.

O hipocampo e o cortex temporal das ratas idosas foram as estruturas mais
sensiveis aos efeitos da idade, apresentando as maiores concentragdes para a maioria
dos elementos identificados, como por exemplo, Al, P, Cl no hipocampo, Fe somente no
cortex temporal, K, Ca, Zn, Br ¢ Rb nas duas estruturas e Cu apenas no hipocampo.

Nos ratos Wistar machos, por TXRF, observamos que o hipotdlamo dos animais
idosos apresentou os maiores niveis para a maioria dos elementos identificados: Al, S,
ClL K, Fe e Br.

Os niveis de P, S, Cl e Ca foram inferiores nos coértices entorrinal, temporal e
visual e hipocampo dos animais idosos.

Os teores de Cu também foram superiores nos cortices entorrinal, temporal e
visual dos animais machos idosos. Por outro lado, as concentragdes de Zn foram
superiores no hipocampo dos animais jovens (02 semanas).

Em relacdo ao desempenho cognitivo, observamos que os niveis de Br e de Al
foram superiores em todas as regides analisadas dos animais com deficiéncia cognitiva.
Os animais saudaveis apresentaram um acumulo de K em todas as regides cerebrais
estudadas e niveis superiores de S e P no hipotalamo.

No estudo por TXRF com os camundongos transgénicos com a doencga de
Huntington, verificamos que o corpo estriado dos camundongos com a doenga
apresentou maiores concentragdes de Cl, Ca, P, S, Fe, Zn, Cu e Br.

Na andlise, por uXRF, em relacdo a idade, verificamos tanto nas fémeas quanto
nos machos que as concentracdes de Fe e Cu aumentaram em funcdo da idade. Em
relagdo a distribuicdo de Fe, observamos que ele foi mais intenso na regido cortical,
talamica e hipotalamica. Enquanto que a distribuicdo de Cu ocorreu de maneira
irregular em todos os animais estudados € o Zn encontra-se distribuido principalmente
no hipocampo.

As concentragdes de P e Cl diminuiram em fun¢do da idade nas fémeas,
enquanto que os niveis de P, Cl e K aumentaram com o avanco da idade nos machos.
Quanto sua distribui¢do, verificamos que o P foi homogéneo ao longo do cérebro,

independentemente da idade e do sexo. O Cl foi mais intenso nas regides cortical,
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hipocampal e talamica, para todos os animais estudados, exceto nas fémeas de 20
meses.

Essas diferencas regionais entre os elementos provavelmente podem ser
atribuidas as diferencas funcionais apresentadas por cada estrutura cerebral.

Na analise por uXRF nos cortes coronais dos camundongos transgénicos com a
doenca de Huntigton, observamos que o Zn foi superior no cérebro dos animais com a
DH, em relac¢do ao grupo controle.

Dentre as estruturas cerebrais analisadas nos ratos Wistar, o hipocampo das
fémeas idosas (48 semanas) e dos animais com deficiéncia cognitiva foi a estrutura que
mais se destacou quanto ao acumulo nos niveis de Al, Fe, Cu, Zn e Br.

As concentragdes de Fe, Cu, Zn e Br também foram superiores, embora alguns
ndo foram estatisticamente significativos, no corpo estriado dos camundongos
transgénicos com a DH.

Dessa maneira, esse estudo refor¢ou a idéia de que de algum modo, seja através
do estresse oxidativo, da lipidio peroxidacdo, ou de outros mecanismos quimicos, o
excesso destes elementos no cérebro € toxico para seu funcionamento.

Todavia, nos machos esse acimulo ndo foi observado. O hipocampo ¢ uma
regido cerebral relacionada aos mecanismos da aprendizagem ¢ memoria, e a literatura
cientifica também descreve um acumulo nos niveis desses elementos em relagdo a
diversas doengas neurodegenerativas.

Nossos resultados indicam, portanto, que o acimulo nos niveis de Fe, Cu, Zn e
Br podem estar relacionados com o envelhecimento, com a deficiéncia cognitiva e com
a DH. Sendo assim, esses elementos, apesar de serem essenciais, sdo toxicos, em altas
concentragdes, nos individuos podendo contribuir para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, como por exemplo, a doenca de Alzheimer, a doenga de
Huntington, a doeng¢a de Parkinson, dentre outras, e problemas de cognigao.

Com o proposito de dar prosseguimento a esse estudo, seguem abaixo algumas

sugestoes para trabalhos futuros.

a) Administracdo de trés dietas: controle, deficiente em Fe, Cu e Zn e rica nesses
elementos para verificar se 0 acumulo desses elementos seria uma conseqiiéncia
ou uma das causas do aparecimento das doencas doengas neurodegenerativas e

de problemas de cognigdo.
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b) Utilizagdo da espectroscopia de absor¢do de Raios X proximo a borda de
absor¢ao (MicroXanes), com a finalidade de obter mapas bidimensionais em

func¢ao do estado de oxidacao dos elementos.

c) Aprimorar a técnica do corte coronal, ou seja, produzir cortes com espessuras

mais finas e planas.

d) Aplicar as técnicas de uXRF e de TXRF no estudo da doenga de Alzheimer em

cérebros humanos (estudo em andamento).
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APENDICE A

Tabela Al. Concentragdo elementar (ng.g") em regides cerebrais de ratos Wistar fémeas, em funcio da idade, através da SR-TXREF.

Elementos Cortex Entorrinal Cortex Temporal Coértex Visual Hipocampo
02 08 48 02 08 48 02 08 48 02 08 48
s€émanas SémanasS SsémanasS Scmanas SémanasS Smanas SémanasS Smanas SémanaS Sémanas Sémanas Sémanas

Al 335° 134® 395° 198° 207° 835%° 307° 132%° 307° 373° 144° 671°

(84) (42) (61) (51) (45) (168) (68) (34) (53) (106) (33) (123)

P 793° 786" 652%° 944° 693° 1168° 716 778° 535% 640° 735° 941°
(25) (19) (22) (36) (18) (47) (25) (17) (18) (17) (16) (39

S 8474 692° 698° 1156 434 1085° 641° 74220 611° 710° 647° 1137°
(17) (12) (14) (24) 9.5) (30) (15) (11) (12) (11) (10) (26)

ol 426 156° 164° 287° 131° 403° 239° 187° 137° 393% 116° 244°
(14) (6) @) (12) (5.4) (16) ©) (6) (6) (15) 4 (13)

K 3578° 2657 2261% 3364 2335° 4995° 1960° 2417° 2173* 2867° 2150° 4483*
(16) (11 (10 (14) ) (22) ©) (10 (10) (11) (®) (20)

Ca 588® 175° 334° 433° 145° 259° 544° 159° 71° 1092° 77 256°
4) () (3) (3.5) ) 4 4 ) ) (7 Q) 3)

Ti 7.7° 2.3° 0.7 5.9° 2.7° 4° 8.5° 1.5 0.7 3P 1? 1.4°
(0.3) 0.2) (0.3) (0.3) (0.3) (1) (0.3) 0.2) 0.2) 0.2) (0.1) (0.4)

Fe 210° 28.1° 38.9° 58.9° 28.8° 186° 75.8%° 28° 26.8° 35° 22° 50.1°
(1) 0.2) 0.2) (0.4) 0.2) (1) (0.4) 0.2) 0.2) 0.2) (0.1) (0.4)

Cu 3.4 3.6° 4.1*° 6.1 3.2° 7.7 3.9*0 3.5 3.1° 3.8° 2.9 12.6°
(0.1) (0.1 (0.1) 0.2) (0.1) (0.2) (0.1 (0.1) (0.1 (0.1 (0.1) 0.2)

7n 38.6° 31.9° 26.5° 36.5° 21.1° 44.7° 26.6" 24.5° 18.5*° 21° 20.1° 45.6*°
(0.3) 0.2) (0.1) (0.3) (0.1) (0.4) 0.2) (0.1) (0.1) (0.1) (0.1) (0.3)
Br 2.6 1.4° 1.8° 2.7%° 5.0 5 1.9° 1.9° 0.9*° 1.5° 3.1° 42
0.4) (0.3) 0.4) (0.6) (0.4) (1) (0.5) (0.3) 0.2) (0.3) (0.2) (1)
Rb 5 5.2 5 7.6° 6.2° 14° 3.6° 6.9 6 8 6.6 12
Q)] 0.7) Q)] (1.2) (0.6) () (0.8) (0.6) Q) €)) 0.5) )

Valores: media = desvio padrao. Os indices iguais indicam diferenca estatisticamente significativa em fun¢do da idade, em cada regido para p < 0.05.
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Tabela A2. Concentragio elementar (ug.g") em diferentes estruturas cerebrais de ratos Wistar fémeas, em fungio da regido, utilizando SR-

TXRF.
Elementos 02 semanas 08 semanas 48 semanas
EC TC vC H EC TC vC H EC TC vC H
Al 335 198**  307° 373° 134° 207° 132° 144° 395° 835° 307° 671°
(84) (51) 68)  (106)  (42) (45) (34) (33) (61)  (168)  (53)  (123)
P 793? 944° 716 640° 786° 693° 778° 735¢ 652*  1168°  535° 9414
(25) (36) (25) (17) (19) (18) (17) (16) (22) (47) (18) (39)
S 847° 1156° 641° 7107 692°  434° 742° 647¢ 698 1085 611*  1137°
(17) (24) (15) (11) (12) (9.5 (11 (10) (14) (30) (12) (26)
ol 426 287%¢ 239° 393 156° 131° 187° 116° 164* 403" 137° 2449
(14) (12) ) (15) (6) (54) (6) 4) (7) (16) (6) (13)
K 3578% 3364  1960°  2867° 2657°  2335°  2417°  2150°  2261* 4995°  2173°  4483¢
(16) (14) ) (11) (11) ) (10) (8) (10) (22) (10) (20)
Ca 588° 433° 544* 1092 175° 145° 159° 774 334° 259° 71° 256°
4) (3.5) 4) (7) () () () (1) (3) “4) (1) (3)
Ti 7.7% 5.9° 8.5¢ 34 230 2.7° 1.5° 1 0.7 4° 0.7 1.4°
(0.3) (0.3) 03)  (02) (02) (03)  (02) (0.1) (0.2 (1) 0.2) (0.4
Fe 210° 58.9° 75.8¢ 354 28.1°  28.8° 28° 22¢ 389 186  26.8°  50.1¢
(1) (0.4) 0.4) (02) (02) (02) (02) (0.1) (0.2 (1) 0.2) (0.4
Cu 3.4° 6.1° 3.9 3.8° 3.6 3.2° 3.5° 2.9 4.1° 7.7° 3.1¢ 12.6¢
(0.1) 0.2) (0.1)  (0.1) (0.1) (0.1) (0.1) (0.1) (0.1) (02) (0.1) (0.2)
7n 38.6° 365" 26.6° 21° 3.9 21.1° 245 201Y 265 447°  185°  45.6¢
(0.3) (0.3) 02) (0.1) (02) (0.1) (0.1) (0.1) (0.1) (0.4  (0.1) (0.3)
Br 2.6 2.7° 1.9%® 1.5° 1.4 5.2° 1.9° 3.1¢ 1.8 5 0.9° 4°
(0.4) (0.6) 0.5)  (03) (03) (04) (03) (02) (0.4 (1) (0.2) (1)
Rb 58 7.6° 3.6° g° 5.0 6.2%® 6.9° 6.6° 52 14° 6° 12°
1 (1.2) (0.8) Q)) 07 (060 (06) (0.5 @)) 2 1 )

Valores: media + desvio padrdo. Os indices iguais indicam diferenca estatisticamente significativa em funcdo da idade, em cada regido para p <

0.05.
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Tabela A3. Concentragdo elementar (ng.g") em diferentes estruturas cerebrais de ratos Wistar machos, em func¢éo da idade, utilizando SR-

TXRF.
Elementos Cortex Entorrinal Cortex Temporal Cortex Visual
02 09 2 108 02 09 2 108 02 ser(lﬁna 2 108
semanas semanas semanas semanas semanas semanas semanas semanas semanas semanas semanas
Al 254+ 61*°  435+48° 466+ 16 37126 206+57*° 648 +73% 571+£12° 406+ 17*° 263 +54 - - 218 + 35
978 + 1821 + 1146 + ab . 1050+ 1066 + 507 + . .
P YV 1715 103 566 +23*° 923 + 235 115 16 Spabe 690136 - - 508+9
1122 + 1067 + 1036 + . 644+ . N
S 75 1579 £134 885+46  569+4 5538 Sob 1012 + 24 gyibe  883+116 - - 534+9
Cl 332+£84°  539+£19%°  384+86* 146+33*° 321+£72% 359+29° 293 +33¢ ;;‘Ssz 340 £ 97° - - 108 £ 26°
2882 + 2393 + 3099 + 2827 + 2482 + 2371 + 2794 + 2269 +
K 65 006+ 169 117 319 365 210 393 208 417 - - 1991 £ 66
Ca 583 £122%  552+67° 425+ 88° %7& 438 £ 7% 258 +£27° 583 +41*° 150+28° 694+ 118 - - 251 +£28°
Fe 53+8 51+£9 63 +2a 38+ 7a 66+5  46+£2%> 60+ 10° 64 +2° 41 + 6° - - 27+ 5°
Cu 4+1° 43+0,1° 3,5+05° 06,113,3:,0 4+1 39+0,1 32+0,1 51+01 34+0,6° - - 5,9+0,2°
Zn 35+2° 56 + 2%0¢ 38+ 6° 38 + 3° 31+4 26+2 32+4 30+0,2 26+5 - - 19+ 1
Br 4+1° 4 +2° <LD 2,8 +0,4¢ 3+1 <LD <LD 2,6+02 28+03" - - 1,3+0,1°
Rb 7+£2° <LD 41+02%° 8+1° 7+2 <LD <LD 6,3 +0.4 5+1 - - 6+1

Valores: media + desvio padrdo. Os indices iguais indicam diferenca estatisticamente significativa em fun¢do da idade, em cada regido para p < 0.05.
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Tabela A3 (CONT.). Concentragdo elementar (pg. g'l) em diferentes estruturas cerebrais de ratos Wistar machos, em fung¢do da idade, utilizando

SR-TXREF.
Elementos Hipocampo Hipotalamo
02 09 22 108 02 09 22 108
seman seman

semanas semanas semanas semanas semanas as as s€manas
Al 256 + 46" 485+ 14*® 536+ 72%P 2‘11;)1 2491 + 498" - - 3679 + 306%
P 1043 + 134" 1256 + 188" 791 + 70*° ‘;702,5,': 1534 + 170° - - 2482 + 359°

1036 + 1164 + ac 566 + a a
S 208" 1194 677 + 82 oAb 2465 + 191 - - 3648 + 351
Cl 459,§90 155£27° 238436 79+4° 1250+ 157 - - 1790 + 218

3623 + a 2179 + 2235 + a a
K Togabe 2392 + 583 220" 40° 4903 + 68 - - 6808 + 880
Ca 767 + 128° 548 + 71 144+ 117 48 £ 5% 4333+ 827° - - 2700 + 16*
Fe 49+ 11° 55+2° 26+£5%C 43 44° 1259 £ 155 - - 1416 £ 237
Cu 5+1 4+1 3+1 53+0,1 4+1° - - 6+1°
Zn 43 +11*° 30+ 1° 19+3* 27+1° 34 +2° - - 43 + 4°
Br 4+1° 52+0,2° <LD g}ib 18+ 1 - - 22+3
Rb 8 +2° 3,3+ 0,6 <LD 7+1° 17 +2 - - <LD

Valores: media = desvio padrao. Os indices iguais indicam diferenca estatisticamente significativa em fun¢do da idade, em cada regido para p < 0.05.
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Tabela A4. Concentragdo Elementar (ug.g™') em regides cerebrais de ratos Wistar fémeas em funcio do desempenho cognitivo, utilizando

TXREF.
Elementos Cortex Entorrinal Cortex temporal Cortex Visual

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

Normal Deficiente Normal Deficiente Normal Deficiente
Al 2270 + 750° 3180 + 695* 2490 + 625° 4000 + 1000* 3810 +£960° 2600 + 680°
P 1580 = 140 1440 + 130 1520170 1410 £+ 160 1460 £+ 180 1640 £+ 150
S 1520+ 70 1450 = 80 1110+ 50 1100 + 80 1720 £ 90 1470 £ 50
Cl 440 £ 30 510+ 40 440 £ 20 470 £ 40 760 + 40° 440 + 30°
K 3530 +£ 20 3410 £ 25 3400 £30° 2750+20*° 3250 £25° 3000 £20°
Ca 270 £ 4 360+5 305+3 290 £ 4 600£10*° 360+4*
Fe 50+ 1 42,7+0,3 43+0,3° 75+€1° 95+1° 80+1?
Cu 4,8+0,2 4240,1 4,0+0,1 39+0,2 4,6+0,2 3,8+£0,1
Zn 352+0,3 31,9+0,3 33,1+0,2 30,6 £0,2 355+0,3 34,6 +0,3
Br <LMD <LMD 4+1° 8,0+0,3" 4+1 6+1
Rb 5+1 5+1 5+1 4+1 <LMD 5+1

Elementos Hipocampo Talamo Hipotalamo

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

Normal Deficiente Normal Deficiente Normal Deficiente
Al 1790 +400° 2680 £ 630° 6850+ 1850 11300+ 1860 3660+ 1000" 6160+ 1930°
P 1550 £ 110 1510+ 130 2650 £260° 1380+190° 3850 +£500° 2460 +340°
S 1260 + 60 1070 £ 70 3050 +140° 1000£90° 2730 £ 210 2440 £ 170
Cl 284 £30° 400 £30° 660 £60*° 460 £40° 710 £ 60 670 =70
K 2740 +£20° 1760 £20° 4500+30° 2420+20° 4520+ 50 4170 £ 40
Ca 195+ 4 210+ 4 330+ 4 3604 350+5° 1605+ 10°
Fe 30,9+0,2° 42,4+04° 152+1 130+ 1 100+ 1 70+ 1
Cu 44+0,1° 6,3+0,2° 5,3+0,1 5,1+0,2 8+1 9+1
Zn 27,9+0,2 31,0+£0,3 29,1+0,2 272+0,2 35+1° 115+1°%
Br <LMD 2,6 0,5 <LMD 6+1 4+1° 10+£2°
Rb 6+1 6+ 1 441 <LMD <LMD 5+1

Valores média + desvio padrao.
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Tabela A5. Concentragdo elementar (ng.g") no corpo estriado de camundongos
transgénicos com a doenga de Huntington e saudaveis, utilizando TXRF.

Elementos Controle DH

Al 151+5 1535

P 757 £ 69* 936 +21*°
S 794 + 55° 1070 +277%
Cl 133 + 14* 251+ 17a
K 2560 £ 142 2630+ 318
Ca 62+5 78+ 3
Fe 22+2 2917
Cu 4,73 £0,01* 7,64 +£0,03"
Zn 25+4 28+3
Br 2,3+0,1° 6,9 +0,2°
Rb 7+1 5,8+0,2

Valores: média + desvio padrdo. O indice a indica diferenca estatistica significativa
entre os dois grupos analisados para P<0,05.
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Tabela A6. Concentracio elementar (ug.g”) no material certificado — figado bovino,

NIST1577b.

Clementos | COnCenUaGio  Concentragio e e
P 11000 £ 300 9130 + 40 7000 £ 400
S 7850 + 60 6235+ 25 6100+ 90
K 9940 + 20 8620 + 20 10210 + 80
Ca 116 £4 115+6 80+ 6
Mn 10,5+ 1,7 77402 6,4+02
Fe 184 £ 15 170 £ 1 140 £4
Cu 160 £ 8 134.7+0.4 120+ 4
Zn 127+ 16 112.7+0.4 120+ 4
Rb 13,7+ 1.1 15+1 18+ 6
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	3.16. O Limite de Detecção em TXRF 
	 
	As medidas foram realizadas na linha de Fluorescência de Raios X (D09-XRF) no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (Campinas, Brasil). As amostras foram posicionadas no plano de imagem com uma acurácia de 0,5 (m com os três eixos (X, Y, Z) controlados por motor de passo. O suporte é posicionado a 45o em relação ao detector e ao feixe incidente, em um posicionamento também conhecido como geometria 45o/45o. 
	 


