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RESUMO

O ferro (Fe) ¢ um elemento quimico que estd diretamente envolvido em reagdes de
oxi-redu¢do por ser capaz de doar e ganhar elétrons em suas formas ferrosa e férrica,
respectivamente. Em situacdes de sobrecarga, o ferro pode gerar radicais livres a partir de seu
envolvimento nas reacdes de Haber-Weiss e Fenton, as quais fazem parte da cascata de
geracdo de espécies reativas de oxigénio e produzem, no final, o radical hidroxila, o mais
nocivo ao organismo. Neste contexto, sabe-se que o sistema nervoso central é altamente
permedvel ao ferro nas primeiras etapas da vida, e que as células dopaminérgicas sao mais
predispostas ao estresse oxidativo que outros tipos neuronais. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos da administracdo cronica de ferro no periodo neonatal sobre a substancia
negra de ratos. Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus) da linhagem Lewis, distribuidos
em 3 grupos, de acordo com a duracdo do tratamento: (1) duracdo de dia pés-natal 1 (P1) até
P7, (2) P8 a P14 e (3) P1 a P14, em grupos tratados com ferro e seus controles (total de 6
grupos). No tratamento, foi administrado 30mg de ferro elementar/kg de peso corporal
(solugdo de sulfato ferroso) uma vez ao dia, no periodo ja expresso acima. Foi feita anélise do
nimero de padrdes picndticos sugestivos de morte por apoptose de acordo com os trabalhos
de Macaya e cols. (1994) e Marti e cols. (1997) e do nimero de neurdnios marcados com
imuno-histoquimica para tirosina-hidroxilase. O nimero médio de perfis picnéticos foi maior
em animais tratados com ferro de P1-P7 do que em controles, sem diferencas no outros
grupos de tratamento. O nimero total de padrdes picnéticos foi maior no grupo tratado de P1-
7 em relacdo aos controles. O nimero de neurdnios dopaminérgicos TH-positivos foi menor
em animais expostos ao ferro. Esses resultados sugerem que a exposi¢ao a um agente agressor
(ferro) no periodo neonatal pode causar aumento na perda neuronal da substincia negra,
podendo implicar em déficits futuros que propiciem ao desenvolvimento de sindrome
parkinsionana.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, ferro, apoptose, estresse oxidativo, substancia negra,
periodo neonatal
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ABSTRACT

Iron (Fe) is a chemical element directly involved in redox reactions due the possibility
of donate and gain electrons in ferrous and ferric form, respectively. In overload states, the
iron can generate free radicals derived from Haber-Weiss and Fenton reactions, finally
resulting the generation of hydroxyl radical, the most pernicious free radical to the organism.
In this context, it is known that the central nervous system is highly permeable to the iron in
earlier stages of life, and the dopaminergic cells are more predisposed to the oxidative stress
than another neurons. The aim of this work was to assess the effects of chronic iron
administration in postnatal age over substantia nigra of rats. Lewis rats were used, distributed
in 3 groups, accordingly the treatment duration: (1) from postnatal day 1 (P1) to P7, (2) P8 to
P14 and (3) P1 to P14, and their controls (total of 6 groups). In treatment, it was administrated
30mg of Fez+/kg of body weight (ferrous sulfate solution) once a day, depending of the
experimental group. Analysis of pyknotic profiles were made according to Macaya et al.
(1994) and Marti et al. (1997), and number of marked tyrosine hydroxylase (TH) neurons by
immunostaining were counted. The mean number of pyknotic profiles was higher in treated
than control group only in P1-P7 duration, without differences between the other groups. The
total number of pyknotic profiles was higher in treated group P1-P7. The number of TH-
positive dopaminergic neurons was lower in iron-exposed animals. These results suggest,
even in earlier phase of exposition to an toxic agent (iron) in neonatal period, there is already
some neuron loss in substantia nigra. It may result in future impairments, predisposing the
parkinsonian syndrome development.

Keywords: Parkinson’s Disease, iron, apoptosis, oxidative stress, substantia nigra, neonatal
period.
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1- INTRODUCAO

A substiancia negra compacta € um nucleo mesencefdlico onde estdo localizados
neurdnios dopaminérgicos que se projetam para o neoestriado. A dopamina liberada pelos
terminais nigrais modula a atividade dos neurdnios de proje¢do do neoestriado participando
de maneira fundamental no controle da motricidade. A importancia desse nucleo fica mais
evidente em uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela morte dos seus neurdnios, a
doenca de Parkinson (DP). Os portadores da doenca de Parkinson apresentam dificuldades
motoras caracterizadas pela lentiddo nos movimentos (bradicinesia), associada a tremor em
repouso e rigidez muscular. Até o momento ainda nio se sabe o que provoca a degeneragao
dos neurdnios dopaminérgicos. Diversos mecanismos parecem estar implicados no processo
degenerativo, tais como a produgao de radicais livres (gerando estresse oxidativo), disfungao
na mitocondria e alteragdo no sistema de degradacdo protéica pelo proteassomo, que em
alguma etapa do processo acabam reforcando seus efeitos mutuamente (JENNER e

OLANOW, 1996).

Estudos post mortem demonstram que o aparecimento dos primeiros sintomas sé
ocorre quando grande parte dos neurdnios j4 degenerou sugerindo que o sistema consegue
compensar a perda neuronal até um determinado limiar (ZIGMOND e cols., 1990). Portanto,
quanto mais cedo esse limiar for alcangado, mais precocemente aparecerdo os sintomas, de
modo que, qualquer processo que a qualquer tempo provoque a perda de neurdnios

dopaminérgicos ird contribuir para encurtar o periodo pré-clinico da doenca.

Parkinsonismo € um termo genérico que designa uma sindrome presente em vdrias

doencas com etiologias diferentes e que tém em comum a presenga de alguns sintomas



classicos da DP. A doenga de Parkinson representa uma das formas de parkinsonismo e

também € a mais freqiiente, correspondendo a cerca de 75% do total.

Ao longo dos ultimos anos houve um aumento considerdvel na oferta de alimentos
industrializados enriquecidos com substancias como vitaminas e sais minerais com o objetivo
de melhorar o aspecto nutricional dos alimentos e, com isso, prevenir determinadas doengas,
como por exemplo, a anemia ferropriva. Dentre as substincias adicionadas em diversas
formulacdes alimentares, o ferro é muito usado, principalmente nos alimentos destinados a
recém-nascidos (RN). Contudo, em comparacdo com o leite materno, alguns leites artificiais
tém quantidades relativamente altas de ferro em suas formulacdes (CRESPIN, 1996). Ha
também situacdes clinicas em que a suplementacdo férrica € mandatéria, como na
prematuridade, em criancas com baixo peso ao nascer e nos casos de desnutricdo e/ou anemia
materna (CRESPIN, 1996). Por outro lado, sabe-se que o ferro livre € capaz de catalisar
reacOes de oxidacdo que podem gerar radicais livres citotéxicos e que o acimulo de ferro no
encéfalo tem sido implicado na patogénese da doenca de Parkinson (DEXTER et al., 1991).
Portanto, ¢ fundamental demonstrar se a exposi¢do a quantidades relativamente altas de ferro

durante o periodo neonatal € segura e se interfere de alguma forma no desenvolvimento do

sistema nigroestriatal.

A partir de uma abordagem experimental em ratos (Rattus norvergicus), pretende-se
investigar se o excesso do fon Fe"" aumenta a morte neuronal durante o desenvolvimento pds-
natal da substancia negra, cujo resultado serd importante para a discussdo da relacdo entre
exposicdo neonatal ao ferro e possiveis implicacdes para o desenvolvimento futuro de

doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson.



1.1 - OBJETIVOS

1.1.1 - Objetivo Geral:

Testar a hipdtese de que a administracdo de altas concentragdes de ferro por via oral
durante o periodo neonatal aumenta a taxa de morte celular na substancia negra em um

modelo experimental animal.

1.1.2 - Objetivos Especificos:

- Avaliar os efeitos do tratamento com sulfato ferroso via oral durante o periodo

neonatal sobre o nimero de perfis picnéticos;

- Avaliar os efeitos do tratamento sobre o nimero de neurdnios dopaminérgicos na

substancia negra de ratos;

2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - FERRO - ASPECTOS GERAIS:

Grande parte das propriedades do ferro € justificada por ele pertencer ao grupo dos
metais de transicdo, um conjunto de elementos que sdo considerados como pontes entre 0s
elementos metais e ametais da tabela periddica. Em geral, estes elementos sd@o conhecidos por
sua dureza, densidade, pontos de fusdo e ebuli¢io altos e condutibilidade alta de calor. Todos
estes elementos t€ém como caracteristica elétrons no orbitais d. Pelo fato deste orbital ter
geometria complexa e estar sempre mais externo no dtomo, seus elétrons estardo mais

propicios a interagir com outros dtomos (ENVIRONMENTAL CHEMISTRY WEB PAGE,



2005). Porém, na pratica, os elétrons que se combinam com outros elementos nao sao
unicamente do orbital d (camada n-1), mas também do orbital s (camada n), uma outra
caracteristica dos metais de transi¢ao e explica o motivo desses elementos existirem em varios

estados oxidativos. Isto influencia profundamente no metabolismo organico do ferro.

Outra caracteristica dos metais de transi¢do se refere ao potencial de ionizagdo e
eletronegatividade. O potencial de ionizagdo e a eletronegatividade dos metais de transi¢do €
crescente da esquerda para a direita (periodos) e de baixo para cima (familias) na tabela
periddica. Quando se compara o segundo potencial de ioniza¢do com o terceiro, nota-se uma
diferenca também crescente nesta ordem: Sc, Ti, V, Fe, Cr, Co, Mn, Ni, Cu, Zn. O Zn tem um
potencial de ionizagdo de aproximadamente 22eV, quanto o Sc tem um pouco menos que
12eV. Isso indica que hd uma facilidade muito grande de o fon Sc** se tornar Sc’* em relacdo
a transformacdo Zn>*/Zn’*. Desta seqiiéncia, o Fe é 0 quarto com menor terceiro potencial de
ionizacdo (diferenca de 14,46eV), o que contribui para sua dindmica em reagdes de oxi-

reducdo (ORGEL, 1970).

Uma reacdo de oxi-reducdo € aquela na qual ocorrem variagdes dos nimeros de
oxida¢do dos dtomos de certos elementos, sendo que o nimero de oxidagdo € o numero que
designa a carga real ou aparente de um dtomo em func¢do da diferenca de eletronegatividade
entre ele e seus ligantes (SARDELLA, 1999). Quando dois ou mais compostos reagem entre
si, estabelecem-se diferencas de eletronegatividade entre eles, pois hé interacdo entre dtomos
diferentes e também distintos eletronegativamente. Com isso, surge um processo de
transferéncia de elétrons entre os d&tomos, que passam dos menos eletronegativos para 0os mais
eletronegativos. Quando um 4tomo perde elétrons, dizemos que ele sofreu uma oxidacio e
causou uma reduc¢do, e quando um 4tomo ganha elétrons, ele sofreu uma redugdo e causou
uma oxidacdo. A oxidagcdo e a reducdo sdo conceitos interdependentes: ndo existe uma

oxida¢@o sem uma reducdo (SARDELLA, 1999).



Sendo o ferro um atomo de eletronegatividade mediana, a transferéncia de seus
elétrons nos orbitais 3p e 4s depende do quao eletronegativo o d&tomo ao qual se combinar
seja. Na eletronegatividade, percebemos que estes elementos sdo mais eletronegativos
(ganham mais elétrons) que os metais das familias IA e IIA e menos que os ametais. Como a
grande maioria dos dtomos existentes no corpo sao ametais (C, O, N), em destaque o
oxigénio, quando entram em rea¢do com o Fe, geralmente retiram elétrons da tltima camada
do ferro, o que explica o motivo do ferro existir geralmente em formas idnicas e,
principalmente, na forma férrica (mais oxidada), dado o baixo nivel do terceiro potencial de
ionizacao deste elemento. Entretanto, o hidrogénio € um dos elementos menos eletronegativos
da tabela, permitindo que ceda elétrons aos dtomos mais eletronegativos e seja um dos
principais agente redutores da natureza. E por isso que o meio 4cido (rico em H") propicia a

transformacio de Fe’* a Fe** (SARDELLA, 1999).

Sabe-se também que fons de metal de transi¢do com carga maior que 3+ nao podem
existir em meio aquoso, pois quanto menos elétrons existirem na ultima camada, mais
eletronegativo o fon se torna, podendo levar até a sua reacdo com a 4gua e conseqiiente
formacgdo de 6xidos metélicos. Isso justifica a dificuldade da forma férrica se solubilizar em

dgua (K, = 10°M e em pH 7,0, [Fe’*] = 10""*) (CRICHTON e PIERRE, 2001).

2.2 - METABOLISMO DO FERRO

Didaticamente, podemos dividir a absor¢dao do ferro em dois momentos: a captacdo,
onde o ferro passa da luz intestinal para dentro dos enterdcitos através da membrana apical, e
a transferéncia (ou exportacdo/efluxo), que consiste na passagem dos fons intracelulares para

o plasma através da membrana basolateral.



2.2.1 — Absorcao de Ferro no Individuo Adulto:

Em adultos, o ferro € absorvido pelo intestino delgado no jejuno e, principalmente, no
nivel do duodeno, através dos enterdcitos, que sao formados nas criptas de Lieberkiihn, onde
posteriormente migram para as vilosidades intestinais (CONRAD e cols., 2000). Para ser
absorvido plenamente, este ferro disponivel entra por 3 processos, que constituem na captacao
dos atomos para dentro das células intestinais, o transporte intracelular e a saida do ferro para

o plasma pela membrana basolateral enterocitica.

Apical surface

Ferritin

Basolateral

transporter Mophasstin /

)"

F82+ F93+
Basolateral surface

FIGURA 1 - Absorcio do ferro nos enterécitos (ANDREWS, 1999).

A ferritina é uma proteina grande composta por 24 subunidades pesadas e leves que se
associam para se ligar a, aproximadamente, 2300 dtomos de ferro. Duas subunidades, em
especial, parecem ter diferentes funcdes no metabolismo do ferro. A ferritina H esta

relacionada com a utilizacdo do ferro, enquanto a ferritina L é mais relativa a funcio de



armazenamento celular (LEVENSON e TASSABEHIJI, 2004). Isto se torna relevante porque
a razdo de ferritina H:L avalia o padrao de utilizacdo e armazenamento da célula. Em tecidos
como o figado e o bago, hd uma predominancia da fracdo L sobre a H, por suas fungdes
classicas de depdsito, enquanto que em 6rgaos onde ha demanda maior de ferro em seus
metabolismos (como o encéfalo e o coragdo), a razdo H:L se torna mais alta (LEVENSON e

TASSABEHII, 2004).

Pelo seu papel na utilizacao e depdsito de ferro, as concentragdes de ferritina sdo mais
altas no citosol e nos lisossomos, onde é degradada. Ainda hd uma forma mitocondrial de
ferritina (MtF), que faz quelagdo de ferro e tem atividade de ferroxidase, protegendo a
mitocondria da oxidacdo e de injuria (CORSI e cols.,, 2002, apud LEVENSON e

TASSABEHII, 2004).

Os organismos mamiferos sdo incapazes de controlar a excre¢do do excesso de ferro
absorvido, logo todo controle deve ser feito no sentido de regular sua absor¢do, assim como o
transporte de ferro do enterdcito para o plasma (ANDREWS, 1999). Os mecanismos que
regulam a absorcdo do ferro ainda estdo sendo estudados, mas se entende que quando as
células da cripta se tornam enterdcitos absortivos, eles estdo programados para agirem de
acordo com 3 vias reguladoras hipotéticas: a regulacdo de ingesta, regulacido de depdsito e a
regulacdo eritropoiética, para assim modularem a entrada de ferro nas vilosidades, baseadas
em uma espécie de “set point” das concentracdes do metal (ANDREWS, 1999). Demonstrou-
se que esta programacao depende das concentracdes de ferro no interior das células da cripta
(ROY e ENNS, 2000). Contudo, ainda sdo muito incertos os fatores responsdveis pela

programacao das células da cripta.

A regulagdo de ingesta € modulada pela quantidade de ferro consumido recentemente

na dieta. Foi visto que, quando ferro é administrado em grandes quantidades por via oral, os



enterdcitos se tornam resistentes a entrada do fon, no que se chamou de “bloqueio da
mucosa”’, explicado provavelmente pela concentracdo de ferro nestes enterdcitos terem

ultrapassado o “set point” programado (ANDREWS, 1999).

A outra via hipotetizada é a da regulac@o de depdsito, e se baseia nas concentracdes de
ferro de todos depdsitos do organismo (figado, tecido muscular esquelético e sangue), ao
invés de somente na quantidade de ingesta, como a primeira. Quando os niveis férricos nestes
depdsitos estdo abaixo de um nivel critico (“set point”), alguns mecanismos sdo acionados e
aumentam a captacdo de ferro até as reservas alcangarem seus niveis basais (ROY e ENNS,
2000). Sua agdo ocorre provavelmente através da reprogramacdo das células precursoras dos
enterdcitos, situadas nas criptas de Lieberkiihn (ANDREWS, 1999), talvez modificando seu
perfil de proteinas responsaveis pela absor¢do ou regulando a velocidade da diferenciagdo
destas células. Experimentos em animais sugerem que mudangas nos depdsitos corporais de

ferro alteram os niveis do transportador DMT1 (ANDREWS, 1999).

O ultimo mecanismo, a regulagdo eritropoiética, nio esta relacionado com os niveis de
ferro diretamente. Ao invés, € modulado pela eritropoiese da medula dssea, que requer um
certo nivel de ferro para produzir eritrocitos fisiologicamente normais (ANDREWS, 1999).
Esta via tem uma grande capacidade de aumentar a captacdo do fon, onde individuos
anémicos podem absorver entre 20 a 40 mg de ferro por dia, propor¢des estas muito maiores
que as alcangadas na regulacio de depésito (ROY e ENNS, 2000). E provével que exista uma

sinalizacdo entre a medula dssea e os enterdcitos (ANDREWS, 1999; ROY e ENNS, 2000).

Em geral, todos estes mecanismos atuam em diferentes niveis de controle, mas tém o
objetivo comum de impedir as condi¢des patoldgicas de deficiéncia e excesso do ferro no

organismo. Com isso, a homeostase do ferro € mantida rigorosamente em animais adultos;



porém, esta regulacdo dos organismos no periodo gestacional e neonatal ndo segue a mesma

l6gica.

O transporte do ferro no sangue € feito a partir da transferrina (Tf), uma glicoproteina
de aproximadamente 80 kDa que se liga a 2 4dtomos de Fe’* com alta afinidade (Kq ~ 10™* M)
de maneira reversivel. Faz parte de uma familia de glicoproteinas associadas ao ferro, que
incluem lactoferrina, melanoferrina e ovoferrina (MOOS e MORGAN, 2000). Sua sintese
acontece principalmente no figado, porém pode ocorrer também no cérebro (BLOCH e cols.,
1985; DZIEGIELWSKA e cols., 1984; DICKSON e cols., 1985, apud MOOS e MORGAN,
2000), testiculos (SKINNER e GRISWOLD, 1980, apud MOOS e MORGAN, 2000) e
glandulas mamadrias (JORDAN e MORGAN, 1969, apud MOOS e MORGAN, 2000) em
formas similares. A Tf pode existir em 3 formas no soro: (1) forma livre de ferro, chamada
apotransferrina (apo-Tf), com um fon Fe (monoférrica) e dois fons (diférrica) (MOOS e
MORGAN, 2000). O ferro ao qual se liga ndo provém somente da dieta, mas também da
degradacdo da hemoglobina oriunda de fagdcitos de eritrocitos velhos (WESSLING-

RESNICK, 2000).

A Tf possui 2 dominios de tamanhos equivalentes. Cada dominio contém um sitio
especifico para o ferro. A afinidade do ferro a transferrina varia com o pH do meio: quando o
pH estd em 7,4, a ligacdo se torna quase irreversivel; contudo, em pH abaixo de 6,5, a

afinidade reduz e o ion € liberado da proteina (MOOS e MORGAN, 2000).

A transferrina leva o ferro aos reticuldcitos, hepatdcitos e outros tipos celulares que
possuam o receptor de transferrina (TfR), uma glicoproteina transmembrana com 2
subunidades de 90 kDa ligadas por pontes dissulfeto, e cada unidade € capaz de se ligar a uma
molécula de Tf (MOOS e MORGAN, 2000). No encéfalo, hd presenca de TfR em todas os

tipos celulares, notando-se o fato de a inativacdo do gene codificador da TfR provocar
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diminui¢do do desenvolvimento do sistema hematopoiético e nervoso (KATABAWA e cols.,

1999, apud EISENSTEIN, 2000).

Para entrar na célula-alvo, o ferro ligado a transferrina usa o seguinte mecanismo: no
pH neutro do meio extracelular, a Tf diférrica se liga ao TfR na membrana celular. Este
complexo Tf-TfR é endocitado para dentro do citoplasma por a¢do de invaginacdes mediadas
por clatrinas. Além do complexo Tf-TfR, existe nesse endossomo uma bomba proténica que
transporta H para o meio endossomal e um transportador do tipo DMT1. O aporte de H" para
dentro do endossomo faz com que o pH caia a 5,5-6,5 e a afinidade entre Tf e {ons férricos
diminua, sendo os ultimos liberados. Com isso, o DMTI1 transporta estes ions para o
citoplasma da célula. O endossomo volta a superficie da célula, e o entdo complexo apo-Tf-

TfR se desfaz, permitindo que tanto a apotransferrina quanto o receptor de transferrina

possam ser reutilizados por outros fons Fe** (EISENSTEIN, 2000; ANDREWS, 1999).

coated pit

Endosome Released
Fe

@ ® — Mitochondria

Proton pump

Ferritin |
l Nonerythroid
cells

Hemaosiderin 1

oplasm
Cytop Acidified endosome

{pH 5.5)

FIGURA 2 - Transporte e entrada nas células de ferro ligado a transferrina (ANDREWS, 1999).
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Existem outras provaveis vias de transporte de ferro independente de transferrina, que
seriam feitas por proteinas de sua familia, ja supracitadas. Contudo, consistem em excecoes

(WESSLING-RESNICK, 2000).

2.2.2 — Absorcao do Ferro no Individuo em Desenvolvimento:

Existe uma relagdo muito proxima entre o grau de maturacdo e as funcdes absortivas
do intestino. Com isso, ndo existe um padrao tnico de absor¢ao, mas sim padrdes especificos
ligados ao periodo do desenvolvimento. Estas mudangas podem ser especificas (quanto ao
transporte de um soluto ou varios similares a esse) ou inespecificas, onde as mudancas afetam
o transporte de vdrias substancias diferentes. Quanto ao ferro, os dois tipos sdo importantes

(PACHA, 2000).

Nas mudancas inespecificas, dois fatores sdo preponderantes: (1) verificou-se que o
desenvolvimento pds-natal dos enterdcitos estava relacionado com a amplificacio da
superficie de microvilosidades, influenciada pelo rdpido crescimento da mucosa intestinal e,
em espécies altriciais, pela lenta taxa de reposi¢do celular, resultando em um aumento total da
superficie de absor¢do epitelial. A taxa lenta de reposi¢do € devido ao longo tempo de vida
dos enterdcitos neste periodo do desenvolvimento, fazendo com que vdrios fendtipos de
enterdcitos coexistam na mucosa. Além disso, (2) existem diferencas na distribuicdo de
transportadores no eixo cripta-vilosidade entre o intestino adulto e o imaturo. O transporte de
nutrientes na mucosa em desenvolvimento ndo estd localizada somente na parte alta das
vilosidades, como no intestino adulto, mas também na parte baixa das vilosidade e nas criptas,

o que altera o status absortivo de ions como o ferro (PACHA, 2000).
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Quanto aos mecanismos especificos de absor¢ao de sais minerais, animais na fase de
succao tém uma alta capacidade de absor¢do para esses elementos, o que € facilitado pela alta
biodisponibilidade do leite materno. Verifica-se que tanto os processos de absorc@o passivos e
mediados por carreadores estdo presentes no intestino imaturo, e que ja existem
transportadores especificos para o ferro. A absorcao do ferro aumentada no intestino neonatal
mesmo com depdsitos repletos foi comprovada, principalmente em ratos (em comparacdo
com cobaias) (NAYLOR e HARRISON, 1995). Segundo Ezekiel (1967, apud KEEN e cols.,
1981), até o 14° dia, ratos neonatos podem absorver até 100% de todo ferro ingerido, taxa que
cai para 25% com 30 dias e se torna de 5-10% em animais adultos. Golub e cols. (1996)
afirmam que, nos ratos em P12, 78% de ferro é absorvido. Em parte, esta absor¢ao aumentada
¢ devido a absorcdo ser feita tanto no jejuno quanto no ileo, e pelos fatores inespecificos ja
discutidos. O processo de regulagdo da absorcdo de ferro nos animais em desenvolvimento
ainda estd em investigacdo, porém estas evidéncias indicam uma forte possibilidade deste

metal ser absorvido em niveis muito elevados no periodo neonatal (PACHA, 2000).

2.3 — AS BARREIRAS BIOLOGICAS, O FERRO E A TRANSFERRINA

No sangue, o ferro pode estar ligado a transferrina, em depdsitos independentes de
proteinas ou ligado a outras proteinas da familia da Tf (p.ex., melanotransferrina), e em sua
passagem pelo encéfalo, tem as barreiras como impedimento de sua livre entrada. Por muito
tempo, o processo de entrada do ferro no encéfalo foi questionado, e na década de 1980,
vérios trabalhos abordaram este assunto até que, em 1990, Taylor e Morgan (apud MOOS e
MORGAN, 2000) hipotetizaram o transporte de ferro ligado a Tf através de endocitose da
célula endotelial e sua posterior liberacdo no citoplasma da célula, da mesma maneira como

ocorria no intestino delgado.
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A transferrina também € produzida no encéfalo. Seus niveis sd@o baixos apds o
nascimento, mas aumentam no processo de desenvolvimento até 10% do que ¢ sintetizada no
figado no adulto (LEVIN e cols, 1984, apud MOOS e MORGAN, 2000). Sua presenca foi
confirmada em células epiteliais dos plexos cordides, astrécitos e oligodendrocitos, sobretudo
nos plexos cordides (ALDRED e cols., 1987, apud MOOS e MORGAN, 2000), onde toma
carater espécie-especifico: ratos tém altos niveis de Tf, enquanto camundongos, caes e
coelhos possuem taxas menores, € no homem seus niveis sao indetectaveis (TU e cols, apud
MOOS e MORGAN, 2000); em células gliais, os oligodendrécitos sdo responsdveis pela
maior expressao da Tf em encéfalos de ratos e humanos (LEVIN e cols., apud MOOS e
MORGAN, 2000). Além destas células que sintetizam Tf, outras a contém, como células
endoteliais dos capilares encefdlicos, neurdnios e células ependimdrias, provavelmente

transportadas dos meios extracelulares e intersticiais e do plasma.

Um fato interessante € o aumento da expressdo de melanotransferrina no encéfalo, que
se liga as membranas das células endoteliais capilares por uma ancora de
glicofosfatidilinositol, permitindo sua ligagdo ao Fe e mediando sua entrada nestas células
(KENNARD e cols., 1995, apud MOOS e MORGAN, 2000). Provavelmente, esta via
alternativa de entrada do ferro no encéfalo permite a entrada de ions Fe ndo-ligados a Tf, os
quais aumentam bastante em estados de sobrecarga de ferro. Verificou-se que esta proteina
estd elevada no plasma de pacientes com doenca de Alzheimer (KENNARD e cols., 1995,

apud MOOS e MORGAN, 2000).

Quanto a expressdo de receptores de Tf, verificou-se que ocorre de maneira
heterogénea, em regides ndo correlatas com a distribui¢cdo de ferro no encéfalo (HILL e cols.,
1995, apud MOOS e MORGAN, 2000). Os receptores foram detectados em células
endoteliais dos capilares, células epiteliais dos plexos cordides, neurdnios, células microgliais

amebdides, astrdcitos reativos e oligodendrdcitos in vitro (MOOS e MORGAN, 2000). Esta
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expressdo varia de acordo com a fase do desenvolvimento: na fase mais rdpida do estirdo
encefdlico (em ratos, nos dias P10-20), tem-se a maior expressdo de receptores de Tf nas
células endoteliais dos capilares e replicacio deste mesmo tipo celular (TAYLOR e

MORGAN, 1990, apud MOOS e MORGAN, 2000).

Em ratos, percebe-se um padrao bifdsico na taxa de transporte de Fe do plasma para o
encéfalo: ha uma curva linear ascendente até P15 e, apds isso, decai a niveis basais em P30
(TAYLOR e MORGAN, 1990, apud MOOS e MORGAN, 2000). Em um modelo de
administracdo de ferro intravenoso em ratos, o transporte de ferro para o encéfalo é
significativamente maior em animais de 15 dias do que os valores vistos nos ratos de 63 dias

(CROWE e MORGAN, 1992, apud MOOS e MORGAN, 2000).

A necessidade de ferro para o desenvolvimento encefdlico € tdo importante neste
periodo, que 50-100% de toda geracao didria de Tf no rato de 15-21 dias ocorre no encéfalo,
para assim permitir o aporte aumentado de Fe (CROWE e MORGAN, 1992, apud MOOS e
MORGAN, 2000). Este fato caracteriza bem a situacio do animal pds-natal em
desenvolvimento, que utiliza de varios mecanismos para otimizar a absorcdo, transporte e
passagem pela BHE do ion Fe, atingindo um bom estirdo encefédlico. Esta “janela” no
metabolismo do ferro dos animais pds-natais pode vir a ser um fator de aumento das taxas de
estresse oxidativo e morte celular, com possiveis conseqiiéncias neurodegenerativas,

principalmente no bindmio ‘“substancia negra-doencga de Parkinson”.
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2.4 - O FERRO “TOXICO” E O ALEITAMENTO COMO VIA DE INTOXICACAO

2.4.1 - Papel Fisiologico do Ferro e sua Distribuicao pelo Corpo em Adultos e Criancas:

Homens adultos higidos t€ém normalmente cerca de 3,6 g de ferro corpéreo total,
enquanto a mulher adulta eumenorréica tem 2,4 g. Esta diferenca provém da constante perda
menstrual feminina. No estado balanceado, 1 a 2 mg de ferro entram e deixam o corpo todos
os dias. O ferro dietético é absorvido pelos enterdcitos duodenais, circula no plasma ligado a
transferrina e, em sua maioria, combina-se a hemoglobina nos precursores eritréides e em
eritrocitos maduros. Cada eritrécito contém um bilhdo de dtomos de ferro. Aproximadamente
10 a 15% do metal estdo presentes em fibras musculares (mioglobina) e em outros tecidos (na

forma de enzimas e citocromos) (ANDREWS, 1999; MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

2

O ferro nao é excretado ativamente do organismo pela urina ou nas fezes. E somente
perdido nas células que descamam na pele e nas superficies interiores do corpo — intestinos,
trato urindrio e vias aéreas, resultando numa perda total média de 14 pg/kg de peso/dia. Em
um homem adulto médio, isto significa cerca de 1 mg, enquanto que numa mulher

amenorréica de 55 kg seja estimado em 0,8 mg/dia (FAO/WHO, 2002).

A distribuicdo do ferro na crianca € um evento a parte, por suas particularidades. O
recém-nascido (RN) a termo tem aproximadamente 250-300 mg de ferro (75 mg/kg de peso).
Nos 2 primeiros meses, a concentracdo de hemoglobina se reduz pela aumentada oferta de
oxigénio no ar atmosférico comparada a do transporte intrauterino, levando a uma
considerdvel redistribui¢cdo de ferro dos eritrocitos catabolisados para as reservas de ferro.
Este novo aporte do metal cobrird as necessidades do RN durante os primeiros 4-6 meses de
vida, explicando assim porque somente o leite materno pode suprir suficientemente a crianca
neste periodo. No feto, o ultimo trimestre de gravidez € responsdvel por grande parte das

reservas naturais do RN apds nascer, portanto, criancas prematuras e de baixo peso tém
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desvantagens em relacdo aos bebés a termo e com peso adequado para idade gestacional

(FAO/WHO, 2002).
ABSORGAO JE.IU!I@ ILEO
06-15mg
absorvidos por dia
)
TRANSPORTE FERRO PLASMATICO (34 mg) +
% TRANSFERRINA (35 — 40 myidia)
) MEDULA OSSEA | L
UTILIZAGAO E
CONSERVAGAO 20- 25 mgldia
20 - 25 mgldia 100 - 150 my
| HEMOGLOBINA TODAS AS CELULAS -
25-304 ENZIMAS
b RESPIRATORIAS
300 myg
]
ARMAZEHAMENTT CATABOLISMO DE ARMAZENAMENTO de Fe: MORTE DAS CELULAS

HEMOGLOBINA Sistema RIE, figado, medula
ossea
200 — 1500 mg
]
RASREGY HEMORRAGIA PERDA DE URINA, SUOR, BILE, DESCAMACAOD DAS

HEMACIAS NA URINA, PERDA FEZES CELULAS
MENSTRUAL MEDIA .
0,5 - 1 mgidia
0,6 -1 my Feldia

FIGURA 3 - Diagrama esquemadtico do metabolismo de ferro em adultos. Sistema R/E = sistema
reticulo-endotelial (Adaptada de MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998)

No primeiro ano de vida, o bebé a termo quase dobra suas reservas totais de ferro e
triplica seu peso. A mudanca na quantidade de ferro corporal durante este periodo ocorre
principalmente durante os primeiros 6 a 12 meses de vida, e entre 1 a 6 anos, a quantidade de

ferro corporal novamente dobra (FAO/WHO, 2002).

No periodo de desmame (apds o 6° més), as necessidades de ferro em relagio a ingesta
caldrica sdo as mais altas de todas as fases da vida, exceto pelo 3° trimestre da gestacdo. A
crianca nesta fase de rapido crescimento ndo tem reservas de ferro, e seu aporte é totalmente

baseado na ingesta da dieta. Por isso, alimentos enriquecidos com ferro, com altas



17

concentracdes e biodisponibilidade, sdao indicados para a crianga nesta fase (FAO/WHO,

2002).

Em prematuros, a auséncia do desenvolvimento intrauterino do 3° trimestre da
gestacdo gera alteragOes tipicas dessa condicdo em relacdo ao ferro. Esta udltima fase da
gestacao € responsdvel pelo aumento nos niveis de proteinas que se ligam ao ferro, impedindo
que ele provoque estresse oxidativo. Portanto, o RN pré-termo possui menos transferrina e
ferritina, aumentando as chances de formacdo de espécies reativas de oxigénio. Além disso,
algumas condi¢des podem aumentar o aporte de ferro neste organismo em desenvolvimento
(hemolise por doenca hemolitica e transfusdes sangiiineas). Mesmo assim, ainda nio se
comprovou a relagdo direta entre o RN prematuro e maiores taxas de estresse oxidativo (RAO

e GEORGIEFF, 2001).

De acordo com os padrdes demonstrados de distribui¢do do metal no organismo,
foram especificadas concentracdes adequadas para as necessidades humanas de acordo com
idade e condicdes fisiologicas. O “Food and Nutrition Board” estabeleceu, em 1989, as
recomendacdes nutricionais para o ferro que valem até hoje (RDA — Recommended Dietary

Allowances). O quadro abaixo mostra os valores.
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QUADRO 1 — Necessidades nutricionais didrias para criangas de até 24 meses

0-5m 6-8m 9-1m 12-23m
10M DRI‘ WHOZ‘ 10M DRI FAOIWHOa WHO  10M DRI FAOANWHO WHO  10M/DRI FAOAWHO

Proteinas (o) peso (kg x 2.2 9.1 99 ND 96 949 ND 109 13 ND
itamina & (p) 375 350 500 400 350 500 400 400 300 400
Folato {pg) 56 32 a0 a0 32 a0 a0 50 150 160
Miacina (mg) 2 4 4 15 5 4 4 g 4 5

Acido Pantaténico (m) 1.7 1.7 18 1.8 1.7 1.8 18 1.7 2 2

Riboflavina (rmg) 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.6 05 0s
Tiamina (rmg) 0z 0z 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.5 05 0.s
Yitamina BE (mg) 0.1 0.3 0.3 0.3 0.4 0.3 0.3 0.7 05 0s
Yitamina B12 (ug) 0.4 0.4 0.5 0s 0.4 0.5 0.5 0.5 na 09
Yitamina G (mg) 30 25 50 30 25 50 30 30 15 30
itamina O (p) 5 7 5 & 7 5 & 7 5 5

itamina K (p) 5 10 258 10 10 10 i 10 0 15
Caleio (ma) 210 525 270 400 525 270 400 350 500 500
Claro {rmg) MO 500 MWD MWD 500 KD 0] 800 MO MWD
Cobre (rmg) MO 0.3 0z MWD 0.3 0z MO 0.4 0.3 MWD
Fliar (p) 0.01 0.05 0.5 MWD 0.05 0s MO 0.05 a7 MWD
lodo () 40 21 130 1] 2 130 a0 12 a0 a0
Ferro (mg) 5 1 1 23 11 11 B G 7 5.8
Magnésio (mg) 30 75 75 54 a0 75 54 a5 a0 G0
Manganés (mg) KD 0.0z 0.6 0] 0z 0.6 KD 0.0z 12 0]
Fasfara (mg) 100 400 275 MO a0 75 54 270 460 MO
Potassio (my) MO 700 MWD KD 400 275 0] 800 MO KD
Selénio (ng) 10 10 20 10 10 20 10 15 20 17
Sadio (mg) MWD 350 MO MWD 320 MWD MWD 500 MO MWD
Zinca (mg) 5 2.8 3 4.1 2.8 3 4.1 3 0.7 1.1

Obs: ! Institute of Medicine, Dietary Reference Intakes
2 World Health Organization

? Food and Agriculture Organization / World Health Organization

Fonte: DEWEY e LUTTER, 2003; MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998.

2.4.2 — Ferro no Leite e em Formulas Lacteas:

a) Leite Humano e de Vaca:

No leite humano, € dito amplamente que as concentragdes de ferro s@o baixas, porém
sua biodisponibilidade € alta, compensando o balango do metal em criancas com aleitamento
materno exclusivo. Certa fonte mostra que a concentracdo de ferro no leite humano € de 0,3
mg/L e sua taxa de absorcdo de 49% (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998), enquanto uma
revisao (DOREA, 2000) mostra que a concentracdo de ferro no leite humano se mostra
altamente varidvel, e de acordo com trabalhos anteriores abordando esta quantificacdo, a

média da concentracdo de ferro € de 0,47 mg/L.
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Quanto a absorcdo do ferro no leite humano, o valor de 49% surgiu a partir de um
trabalho de 1977, freqiientemente citado (SAARINEN e cols., 1977, apud DOMMELOF e
cols., 2002), enquanto que medidas feitas na década de 1990 evidenciaram uma absor¢do
ainda menor, com valores de 16 a 25% (DAVIDSSON e cols., 1994; ABRAMS e cols, 1997,
apud DOMMELOF e cols., 2002). Fomon e cols. (2000) revisaram vdrios trabalhos de
absor¢do de ferro em bebés humanos, com taxas de 51,1% (SCHULZ-LELL e cols., 1991,
apud FOMON e cols., 2000) e 54% em RN’s pequenos para idade gestacional (DAUNCEY e

cols., 1978, apud FOMON e cols., 2000).

Em trabalho recente, Dommelo6f e cols. (2002) mostraram que a absor¢do € dependente
do tempo de maturagdo do sistema gastrointestinal, ndo havendo regulaciao da entrada de ferro
no organismo mesmo em situacdes de suplementacdo extra com o metal, onde ndo existe
diferenca significativa de absor¢ao entre bebés previamente suplementados com ferro e nao-
suplementados aos 6 meses de vida, enquanto que, aos 9 meses, as criangas que receberam

suplemento férrico absorveram 16,9 + 9,3% e as ndo-suplementadas, 36,7 + 18,9%.

O leite de vaca, por ser um produto destinado as proles de bovinos, ndo € um bom
recurso para nutricdo humana, principalmente na alimentacdo de RN’s e criangas menores que
1 anos de idade. Esta diferenca provém de varios elementos dos leites, como propor¢do entre
soro e caseina, concentracdes diferentes de taurina e cisteina, formacdo de codgulos, fontes
nutrientes de energia, concentracdes de vitaminas e minerais. A quantidade de ferro é
semelhante no leite humano e no de vaca, porém a biodisponibilidade no de vaca € menor que

1% (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).
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b) Férmulas Lacteas:

Em situagdes em que a crianga ndo pode ingerir o leite materno, ou pelas maes nao
desejarem ou ndo poderem amamentar, utilizam-se as férmulas artificiais derivadas do leite de
vaca ou de soja, que se aproximam da composi¢do do leite humano, e t€m a vantagem de
poderem ser manipuladas no sentido de regular as concentragdes de seus elementos, as

férmulas lacteas.

Quanto a taxa de absor¢do do ferro na ingesta de férmulas lacteas, Fomon e cols.
(2000) em sua revisdo, descreveram significativas variacdes, indo de valores em 46% para
féormulas com lactoferrina bovina (FAIRWEATHER-TAIT e cols., 1987, apud FOMON e
cols., 2000) a 6,7% (SAARINEN e SIIMES, 1977, apud FOMON e cols., 2000). No  Brasil,
vdrias destas férmulas sdo comercializadas normalmente. De acordo com o Codex
Alimentarius, o 6rgdo regulador destas medidas em alimentos, as féormulas devem respeitar
teores minimos e maximos de nutrientes, além de ser obrigatdria a especificacdo no rétulo do
produto que a férmula € enriquecido com ferro. No caso do ferro, as férmulas convencionais
devem ter no minimo 0,15 mg/kcal, e as enriquecidas 1 mg/kcal da solucdo, contudo, os
valores maximos ndo sdo pré-determinados, ndo havendo qualquer controle sobre a sobredose
do metal (CRESPIN, 1996). O préximo quadro mostra a concentragdo de ferro nas férmulas

lacteas comercializadas no Brasil:



21

QUADRO 2 - Concentracao de ferro em féormulas lacteas comercializadas no Brasil

Tipo de Formulas Lacteas my F%HI]I] i Fabricante
de formula
Marn | 08 Mestlé
Man |l 1.1 Mestlé
Mestogeno | 0.8 Mestlé
Mestogeno Il 1.1 Mestlé
Aptamil 1 067 Support
Aptamil 2 1.3 Support
Bebelac | 0.8 Support
Bebelac Il 12 Support
Enfarmil | 1.2 Mead-Johnson
Ernfamil Il 1.2 Mead-Johnson
Similac Advance | 1.2 Ahbhott
Pré-Man 1 Mestlé
Pré-Man Liguido 1 Mestlé
Enfarnil Pramaturno 014 Mead-Johnson
Enfalac Prematuro 1.5 head-Johnson
Enfalac Prem. (Conc.) 18 head-Johnson
Aptamil Pré 0.9 Support
Man H. A, 0.8 Mestlé
Man =em Lactose 0.4 Mestlé
Man Soy 0.8 Mestlé
Aptamil Soja 1 0.8 Support
Alsoy 0.8 Mestlé
Prosohes 1.2 Mead-Johnson
Sobee 1.2 Bristaol
lzolac 072 Mutricia
Cerelac 1.9 Mestlé
Minho Crescimento 1.2 Mestlé
Alfareg 049 Mestlé
Progestimil 1.2 tead-Johnson
MNeocate 1 Support
Fregamin 1.8 Suppart Fonte: CRESPIN, 1996

c¢) Outras Fontes:

Como profilaxia ou terapéutica contra a deficiéncia de ferro em RN’s, o uso de sais de
ferro é amplamente usado no Brasil e em vdrios paises. A principal droga utilizada € o sulfato
ferroso, que possui ~ 20% de ferro elementar em sua férmula, é bem tolerado em criangas e,
pelo baixo custo, é mais usado na clinica da anemia ferropriva. Outros agentes, como 0
ferriproteinato (5% de ferro elementar), ferro polimaltosado (30%), gluconato ferroso (12%),

ferro quelado glicinado (18%), citrato ferroso (12%) e fumarato ferroso (33%) também podem

ser usados, com diferencgas entre tolerancia, taxa de absor¢do e preco (OLIVEIRA, 2005).
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2.4.3 — Consideracoes sobre o Aleitamento Artificial e o Ferro:

E consenso entre todos os pediatras que o leite materno seja fonte alimentar suficiente
para os 6 primeiros meses de vida em RN’s, e é também incontestdvel a campanha atualmente
empreendida pela Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) no sentido de conscientizar as

atuais e futuras maes de necessidade com aleitamento materno exclusivo.

Contudo, ainda existem muitas mulheres que ndo seguem este planejamento, seja por
motivos médicos (pacientes portadoras de HIV, maes em uso de drogas anti-tireodianas etc.),
culturais, sociais ou estéticos. Nestes casos, o aleitamento artificial € a opcdo natural destas
maes (leite de vaca integral ou férmulas lacteas), que nem sempre podem ter a orientacao de

um pediatra, médico ou profissional de satde capacitado nesta drea.

Seguindo as recomendagdes alimentares feitas por Murahovschi (1994) na dieta de
criancas abaixo de 6 meses que niao possam fazem aleitamento materno exclusivo devem
tomar o leite artificial de 3 em 3 (menores de 3 meses) a 4 em 4 horas (até 6 meses), numa
quantidade que também varia com a capacidade géstrica da idade (Peso x 25 para menores de
3 meses e Peso x 30 para maiores de 3 meses; valores em ml). No segundo més de vida, deve

ser acrescentado suco de fruta e, aos 4 meses, papa de fruta a dieta didria do neonato.

Usando exemplo, um bebé de 2 meses, de peso 5 kg (de acordo com P50 da idade,
NCHS), deveria tomar leite artificial (p. ex., NAN 1) de 3/3 horas (8 vezes/dia), num volume
de 125 ml por tomada, resultando em uma ingesta de 1000 ml ao final do dia. De acordo com
a tabela acima mostrada, o NAN 1 possui 0,8 mg de ferro por 100 ml de férmula
reconstituida. Neste exemplo, a ingesta de ferro didria proveniente do aleitamento artificial
seria de 8 mg, com evidentes 2 mg acima das RDA para a idade (6 mg). Além disso, é
recomendada a complementacido da dieta com suco de frutas nesta idade, aumentando mais

ainda o aporte de ferro para o organismo neonato. Se os cdlculos forem feitos para outra
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féormula (p.ex., Ninho Crescimento), a ingesta didria de ferro oriunda do leite sobe para 12

mg, o dobro do recomendado pelas RDA.

Mesmo com o cardter hipotético e informal destas exemplificacdes, € inegdvel a
possibilidade de que as dietas com aleitamento por férmulas lacteas enriquecidas com ferro
estejam causando excessos dos niveis deste metal em um organismo ainda em
desenvolvimento, com uma deficiente regulacdo de sua absor¢ao pelo sistema digestério, uma
barreira hematoencefalica ndo totalmente funcional e sistemas anti-oxidantes insuficientes,
provocando uma suposta morte celular apoptdtica em neurénios dopaminérgicos naturalmente
propensos ao estresse oxidativo, que no futuro, pode aumentar de modo considerdvel a
predisposicao destes individuos a doencas neurodegenerativas, como € o caso da doencga de
Parkinson. H4 algum tempo, esta hipétese ja € veiculada na literatura, com véarios artigos
tentando mostrar o vinculo entre a sobrecarga de ferro na infancia e o surgimento da doenca
de Parkinson no futuro, o que embasa mais ainda esta possivel via patogénica “silenciosa” da
DP, inferindo que vérias geragdes de seres humanos expostos ao excesso deste metal ja

podem estar com a homeostasia do sistema nervoso central comprometida para o futuro.

2.5 - MODELOS EXPERIMENTAIS: INTOXICACAO POR FERRO E INDUCAO DE

APOPTOSE NA SUBSTANCIA NEGRA NO PERIODO NEONATAL

Nos tltimos anos, diversas evidéncias experimentais e epidemioldgicas tem mostrado
o vinculo entre a patogenia da doenga de Parkinson (DP) e fatores ambientais, tais como
metais, solventes, monoéxido de carbono, as neurotoxinas 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) e 6-hidroxi-dopamina (6-OHDA), assim como os agrotéxicos
rotenona, maneb e paraquat (UVERSKY, 2004). Dentre as ramificacoes desta linha de

pesquisa, existem modelos que tentam gerar a patologia a partir de lesdes toxicas no sistema
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nervoso em desenvolvimento, o que reduziria o nimero de neurénios dopaminérgicos na SN e
assim predispondo ao surgimento da sindrome parkinsoniana no futuro. Além disso, €
importante que se compreenda amplamente os padrdoes e mecanismos de morte neuronal na

SN de animais neonatos, tanto por mecanismos fisiol6gicos quanto por vias patoldgicas.

2.5.1 — Ferro e Neurodegeneraciao: Evidéncias Experimentais

Um possivel envolvimento do ferro (Fe) no mecanismo de neurodegeneracdo da
doenca de Parkinson comecou a ser cogitado a partir das descri¢des de diversos autores sobre
a presenca de altas concentracdes de Fe na SN de pacientes com doenca de Parkinson (DP),
especialmente nos casos mais graves (revisto por GOTZ e cols., 2004). Esse actimulo de ferro
seria um fator predisponente ao estresse oxidativo, visto que o Fe** reage com H,0, gerando
um ion hidroxila (OH) e perigoso radical hidroxila (OH’), além de Fe**, sendo também capaz
de provocar a liberagdo de fons ferro de proteinas heme em niveis milimolares (PUPPO e
HALLIWELL, 1988; HAREL e cols., 1988, apud HALLIWELL, 2001). Tem sido sugerido
que as reacdes oxidativas catalizadas pelo ferro propiciam a conformacdo beta-pregueada da
o-sinucleina, uma das proteinas componentes dos corpos de Lewy, comumente encontrados

na DP (ZECCA e cols., 2004).

Sengstock e cols. (1994) testaram o modelo de infusdo estereotixica de ferro
intranigral em ratos de 2 a 3 meses e avaliaram o volume de SN, concentracdo de marcadores
dopaminérgicos no neostriado, como dopamina (DA), dcido homovanilico (HVA) e 4cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) e o teste de comportamento rotacional induzido por
apomorfina apds 2, 4 e 6 meses. Houve lesdo histolégica ndo-progressiva na SN, diminui¢do
dos marcadores dopaminérgicos ao longo dos 6 meses e aumento do comportamento

rotacional progressivamente, indicando que o depdsito experimental de ferro na SN tem
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efeitos seletivos e podem gerar injurias persistentes e progressivas nos neuronios

dopaminérgicos.

Em um dos primeiros trabalhos experimentais com intoxicagao por ferro a partir de
ingesta oral através de rac¢do enriquecida com altos niveis de ferro carbonil (350 a 20000 ppm)
em ratos jovens por 12 semanas, Sobotka e cols. (1996) analisaram massa ponderal,
comportamento (atividade motora geral, reflexo de susto, esquiva ativa condicionada) e
concentracdes de ferro tecidual. O peso dos animais tratados teve uma queda, com déficit
comportamental em todos os testes e aumento da quantidade de ferro nas doses mais altas em

figado e encéfalo.

Lan e Jiang (1997) empregaram um modelo de administracdo de ferro carbonil VO
cronico em camundongos jovens por 30 dias, associado a uma injec@o intraperitoneal de
MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) apds o tratamento com ferro. Para anélise,
foi determinada a concentracdo de ferro no estriado, atividade da glutationa peroxidase (GSH-
Px) e catalase (CAT), niveis de glutationa total e glutationa oxidada (GSSG), marcadores
dopaminérgicos (DA e DOPAC), radical hidroxil (OH’) e de peroxidagdo lipidica. Além do
nivel de ferro no estriado estar significativamente aumentado nos tratados (com e sem
MPTP), houve aumento na GSSG e na concentracio de OH' tanto no estriado quanto no
tronco encefdlico (incluindo SN) e redu¢@o dos niveis de DA e DOPAC no tronco encefélico.
A administracdo de MPTP nos tratados provocou reducdo adicional nos niveis de DA e
DOPAC, inclusive no estriado, e aumento significativo dos indices de peroxidagdo lipidica.
Isto indica que, o ferro per se apenas induz o estresse oxidativo, mas ndo causa diretamente
lesdo neuronal, sendo necessdrio outro agente téxico (como o MPTP) para promover a morte

celular.
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2.5.2 — Ferro e Neurodegeneraciao: Exposicao Durante o Periodo Neonatal

Uma via mais fisioldgica de exposi¢c@o ao ferro € a via oral. Vdrios trabalhos revistos
abaixo utilizaram essa via de administra¢io e o fizeram durante o periodo neonatal. A idéia de
se induzir a exposicdo ao ferro durante o periodo neonatal justifica-se no fato de que o
transporte de ferro para o encéfalo ocorre durante os primeiros anos de vida, periodo no qual
hd a maior taxa de crescimento encefilico (DWORK, 1995). Devido as concentracdes
elevadas de ferro em formulacdes de leite enriquecido (cerca de até 100 vezes a do leite
materno), infantes que fazem uso desse tipo de leite ingerem uma quantidade elevada de ferro,
em periodo de grande captacao pelo encéfalo, com possiveis efeitos deletérios tardios que
merecem ser melhor estudados. Para reproduzir esse padrio de exposicdo ao ferro em
modelos experimentais que utilizam roedores, a administracdo € realizada nas 3 primeiras
semanas de vida pds-natal, periodo que coincide com a fase de maior crescimento encefalico

nesses animais.

Dal-Pizzol e cols. (2001), seguindo um modelo de intoxicagcdo por via oral, usaram
ratos neonatos para administrar succinato ferroso entre os dias P10 e P12 e analisar os
mesmos animais ja na fase adulta (com 3 meses), através de medidas de estresse oxidativo
(peroxidacdo lipidica e oxidacdo protéica) e atividade anti-oxidante da CAT e superdxido
dismutase (SOD). A peroxidagdo lipidica aumentou na SN e diminuiu no estriado e a
atividade da SOD teve decréscimo na SN, indicando a acao lesiva da sobrecarga de ferro na

SN, além de uma falha no sistema anti-oxidante pela SOD.

Em protocolo de tratamento semelhante ao do trabalho acima, Schréder e cols. (2001)
intoxicaram os ratos nos dias P10 a P12 com vdrias doses de ferro e realizaram testes
comportamentais e de aprendizagem com 3 meses de idade. No teste do campo aberto, houve

déficit apenas nos tratados com 30 mg Fe/kg; o labirinto radial demonstrou aprendizado
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diminuido em todos os grupos tratados com ferro (de 2,5 a 30 mg/kg); na esquiva inibitdria, a
retencao do condicionamento foi bloqueada nos tratados com 7,5 e 22,5 mg Fe/kg nos animais
nao-adaptados a camara de teste. Estes resultados indicam que os animais ja t€ém perdas
comportamentais importantes (principalmente em comportamentos essenciais para um roedor,
como a exploracdo espacial) no uso de ferro neonatal, mesmo que por periodos curtos. Além
disso, foi realizada medida das concentracdes do metal na SN, com aumentos significantes a

partir das doses de 7,5 mg/kg.

O mesmo grupo publicou 2 trabalhos em 2005, ampliando os dados relativos a
interferéncia do ferro no periodo neonatal em ratos. O primeiro artigo (DE LIMA e cols.,
2005a) testou o efeito da dose de 10 mg Fe/kg em vérios periodos de tratamento (P5-7, P12-
14, P19-21 e P30-32), medindo a atividade de estresse oxidativo e anti-oxidante em SN,
hipocampo, cértex e estriado, e a memoria de reconhecimento, que avalia o nivel de retengao
da informacdo dos animais. E interessante como alguns trabalhos comparam a avaliacio da
memoria de reconhecimento em animais com testes usados em humanos para diagnose de
sindromes amnésicas, como o Mini-Mental Test (REED E SQUIRE, 1997; DIX E
AGGLETON, 1999, apud DE LIMA e cols., 2005b). Houve aumento do estresse oxidativo
em todas as regides analisadas, sobretudo nos grupos tratados nos dias P5-7 e P12-14 (com
destaque no ultimo), e a atividade antioxidante foi também mais intensa nos 2 grupos
supracitados, principalmente na SN (onde houve aumento tanto da catalase quanto da
superdxido dismutase). A tnica exce¢do do experimento foi o estriado, onde se percebeu que
o tratamento com ferro reduziu o estresse oxidativo e a atividade anti-oxidante. Hipotetiza-se
que a degeneragdo da via nigro-estriatal com o ferro cause uma espécie de “disjuncdo” entre a
SN e o estriado, poupando este dltimo das agdes deletérias oxidantes do metabolismo da
dopamina. No teste de retencdo de memoria, foi visto que as alteracdes ocorreram

principalmente na memoria de longo prazo, e de modo mais significativo nos tratados em P5-
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7, P12-14 e P19-21, sendo que o unico grupo que mostrou bloqueio completo na capacidade
de retencdo foi o tratado em P12-14, provavelmente o periodo mais suscetivel a intoxicacdo

com ferro.

No segundo artigo (DE LIMA e cols, 2005b), que usou a mesma dose de ferro do
primeiro entre P12-14, foi testado o efeito da selegilina, inibidor da monoamina-oxidase com
propriedades neuroprotetoras, sobre as alteragcdes da memoria de reconhecimento ja descritas
acima provocadas pelo ferro. O uso de selegilina conseguiu evitar a perda da memoria de
longo prazo em todos os grupos testados, de modo que sé houve déficit na retencdo de
memoria no grupo tratado com ferro sem uso de selegilina. Os resultados conseguidos nestes
2 trabalhos consolidam mais ainda a acdo que a disfunc¢do da via nigro-estriatal no periodo
neonatal pode ter sobre as fungdes cognitivas do encéfalo (como a memoria) na fase adulta da
vida, e ndo restritas apenas a SN, mas também afetando estruturas como o hipocampo e o
cortex. Além disso, colocam o ferro como um relevante fator de neurotoxicidade, inclusive

passivel de reversdo, no caso do uso da selegilina.

Em artigo publicado este ano, Kaur e cols. (2006) utilizaram vérias ferramentas
bioquimicas e morfoldgicas para investigar, em vdrias fases da vida, a interferéncia do uso de
ferro em doses similares as das férmulas lacteas no periodo neonatal, associado ao MPTP IP
dias antes do sacrificio, algo ainda ndo descrito na literatura. Na medida da concentraciao de
ferro tanto pela espectrofotometria quanto por ressonancia magnética, hd aumento dos
depdsitos de ferro na SN aos 2 meses de idade, assim como aumento na proteina carbonil nos
animais de 12 meses. Houve queda nas taxas de dopamina estriatal nos tratados somente com
ferro quando analisados aos 12, 16 e 24 meses, e nos grupos Fe-MPTP com diferencas
significativas aos 16 e 24 meses. Na andlise do numero de células TH-positivas, o tratamento
somente com ferro provocou reducao celular nos animais avaliados com 24 meses, € no grupo

Fe-MPTP aos 16 e 24 meses de vida. Todos os achados analisados contribuem para a
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caracterizacdo do ferro como possivel fator de risco para as patologias da via nigroestriatal,

principalmente quando associadas a outros agentes neurotéxicos (como o MPTP).

2.5.3 — Apoptose na SN no Periodo Neonatal:

A apoptose, também chamada de morte celular “programada”, consiste em um
processo caracterizado pela desintegracdo do nicleo em particulas chamadas “corpos
cromatdides”, preservando as estruturas citoplasmaticas até a fagocitose pelas células do
sistema reticulo-endotelial, sem a reacdo inflamatdria prépria da necrose. Desde Hamburger e
Levi-Montalcini (1949, apud JANEC e BURKE, 1993), quando este fenomeno foi
pioneiramente estudado, além da contribuicdo de Kerr em 1972, quando cunhou o nome
“apoptose”, muito vem se pesquisando sobre esse tema, principalmente com relacdo a seus

mecanismos moleculares e peculiaridades nos diversos tecidos organicos.

Janec e Burke (1993), ao analisar o padrdo de desenvolvimento dos neurOnios
dopaminérgicos na SN de ratos neonatos a partir de padrdes apoptdticos, perceberam que tais
células supostamente apoptdticas eram muito numerosas no segundo dia pds-natal (P2),
declinavam progressivamente em nimero até o décimo segundo dia pds-natal (P12), e em P14
havia um novo pico de padrdes apoptéticos, os quais diminuiam rapidamente até P28. Este
resultado mostra que, naturalmente, a apoptose dopaminérgica na SN ocorre com grande
velocidade nos primeiros dias apds o parto, reduzindo suas taxas com o tempo, € aumentando
novamente no inicio do periodo pds-natal tardio, sem um motivo evidente, talvez por
competi¢do entre neurOnios da SN para fazerem sinapse com o estriado, resultando em

apoptose dos menos aptos.
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Virios trabalhos posteriores trouxeram mais contribuicdes sobre este assunto,
principalmente o de Tinmarlar e Burke (1996), com a mesma metodologia do estudo citado
acima e usando imunohistoquimica para tirosina-hidroxilase (TH), analisaram os padrdes
apoptoticos desde a gestacao até o final do periodo pds-natal, e viram as células TH-positivas
(neurdnios dopaminérgicos) com padrdes apoptéticos fazendo picos no dia embriondrio 20

(E20), em P2 e em P14, em concordancia com o trabalho anterior.

Estes trabalhos, além de estabelecer protocolos para estudo da SN neonatal e métodos
de andlise morfologica para os padrdes apoptéticos, evidenciam também uma ‘“‘janela”
temporal natural em relagcdo ao mecanismo de apoptose na SN, nos dias pds-natais 2 e 14.
Questiona-se se, nestes dias, hdA uma maior suscetibilidade por parte da SN em sofrer
acréscimos nas taxas de apoptose se alguma agressdo externa ocorrer concomitantemente,
com perdas celulares além das previstas pelo processo natural e possiveis repercussoes

patoldgicas para o individuo no futuro.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - ANIMAIS:

Ratas gravidas da linhagem Lewis foram obtidas do Biotério do Centro de Ciéncias
Biolégicas (UFPA, Belém, Pard). As gaiolas das gestantes foram inspecionadas na tarde de
cada dia. Apds o nascimento, cada ninhada foi ajustada para conter prole de ambos 0s sexos
em proporcao equivalente. Este dia foi definido como dia pds-natal 1 (P1). Cada filhote foi
mantido com sua respectiva mae em gaiola de plastico com forro de serragem, numa sala com
temperatura ambiente e ciclo dia/noite de 12/12 horas. Na fase do tratamento, receberam dieta

por amamentacao.

3.2 -TRATAMENTO COM FERRO:

No primeiro dia de vida e até P14, os filhotes foram separados em 6 grupos, de acordo

com o tratamento recebido por via oral e o periodo de sobrevida, como mostrado no quadro 3.

O tratamento com ferro consistiu em 30 mg de ferro elementar/kg de peso corporal (na
forma de sulfato ferroso), via oral com o auxilio de uma pipeta. A solu¢do de sulfato ferroso
(Ferro Sulfato OSO Heptahidratado, NUCLEAR; osmolaridade 364 mmol/kg; pH 3,4) foi
preparada com solugdo glicosada a 5%, na concentracao inicial de 0,015 g/ml, em um volume
de 10 ml/kg de peso. Posteriormente, para menor estresse dos neonatos, o volume da dose foi
reduzido a metade (5ml/kg) e a concentracio dobrada (0,03 g/ml). Os animais foram

sacrificados um dia apds término do tratamento.
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QUADRO 3 - Distribui¢do dos grupos

Grupo Tratamento Niimero Periodo Sacrificio
CtP1-14 Solucgio glicosada 5% VO 5 Pl aPl4 P15
FeP1-14 Sulfato de ferro VO 5 Pl aPl14 P15

CtP1-7 Solucgio glicosada 5% VO 5 P1 aP7 P8
FeP1-7 Sulfato de ferro VO 4 P1 aP7 P8
CtP8-14 Solugdo glicosada 5% VO 5 P8 a P14 P15
FeP8-14 Sulfato de ferro VO 5 P8 a P14 P15

Neste periodo, a barreira hematoencefalica ainda ndo estd desenvolvida, e o ferro pode
passar para os tecidos encefdlicos (MOOS e MORGAN, 2000). Nao houve alteracdes nas

quantidades absolutas de ferro elementar no decorrer do tratamento.

33 - COLETA DE MATERIAL E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E

IMUNOHISTOQUIMICO:

Os animais tratados e controle foram profundamente anestesiados com mistura de
cetamina e xilazina em proporc¢do de 3:1 por via SC. Foi feita abertura da caixa tordcica para
exposicdo do coragdo. Em seguida, foi feita a perfusao intracardiaca do animal com volume
médio de 100 ml de solucdo tampao fosfato salino (PBS) 0,1M por 3 minutos. Em seguida, o
animal foi perfundido com solu¢do de paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao fosfato a 0,1
M, pH 7,4 por 10 minutos (volume médio de ~ 100ml). Terminada a perfusio, foi realizada a
craniotomia e o cérebro foi coletado e transferido para solucdo crioprotetora a 30% (15

gramas de sacarose em 50ml de tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4) por um tempo varidvel (tempo
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médio 18,9 dias + 9,46). Apds a crioprotecdo, o pdlo frontal do encéfalo foi armazenado para
mensuragao das taxas teciduais de ferro, sendo o restante congelado rapidamente em meio de
corte e cortado em seccdes de 40um de espessura utilizando-se um criostato, no nivel da
substancia negra (em sentido caudo-rostral, do inicio do coliculo inferior até inicio do nicleo
subtalamico); as seccdes foram coletadas inicialmente em série Unica, de 2 em 2 cortes,

montadas imediatamente em 1aminas e armazenadas em freezer a 20°C negativos.

As séries foram submetidas ao protocolo de imunohistoquimica pela tirosina
hidroxilase (TH), para marcacdo dos neurdnios dopaminérgicos. As laminas foram incubadas
overnight, dentro de camera umida, em solucdo contendo anticorpo primario anti-TH feito em
camundongos (Sigma®) diluido em PBS a 1:1000, soro normal de jumento, Triton 10% e
PBS. Apos esta etapa, os cortes foram lavados em PBS e em seguida incubados em solugado de
anticorpo secundério anti-camundongo feito em jumento (JacksonImmunoResearch®) diluido
em PBS a 1:200, Triton 10% e PBS, durante um periodo varidvel (inicialmente 2 horas,
posteriormente ~ 6 horas). Ap6s nova lavagem em PBS, foi feita incubacao em solu¢io ABC
(Vector®) a 1:100 + PBS por periodo varidvel (tempo inicial de 30 minutos, substituido por
tempo de ~ 20 horas), seguida de reacdo em diaminobenzidina (DAB) na presenca de H,O»,
que s@o cromdgenos reveladores da marcacdo imunohistoquimica especifica, por 10 minutos.
Ap6s a reagdo, os cortes foram contracorados pelo método de Nissl. Por fim, as 1aminas foram

analisadas em microscépio 6ptico dotado de sistema de captura de imagem.

Outro experimento com 3 grupos de animais tratados e controle foram testados (2
grupos tratados de P8-14 e P1-14 e um controle de P1-14). A metodologia destes dois grupos
adicionais se diferencia do resto. Nestes animais, apds terem sidos cortados, cada encéfalo foi
coletado em 4 séries de 8 sec¢des. A imunohistoquimica foi feita no método free floating,

diferente das outras seccoes realizadas na prépria lamina.
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3.4 - ANALISE MORFOLOGICA QUANTITATIVA:

Para andlise dos padrdes picnéticos na SN, utilizamos o critério descrito por Macaya e
cols. (1994) e Marti e cols. (1997): (1) dois ou mais corpos cromatdides intensamente
basofilicos, arredondados e distintos definidos pela coloracao de Nissl e (2) presenga de um

citoplasma picnético discernivel.

Previamente, as laminas foram observadas em objetiva de 2x para escolha das seccoes
que realmente apresentavam a SN (aproximadamente 7 seccdes/animal). Em seguida, foi feita
busca por varredura metddica de toda SNpc, em ambos os lados, com objetiva de 40x para
localizagado e contagem dos padrdes picnéticos. A varredura foi feita no sentido ventral-dorsal

e medial-lateral, com ajuda de gradicula (ver Fig. 4).

PROCESSAMENTO IMUNO-HISTOQUIMICO

Cortes coronais ao
nivel do
mesencéfalo

Células THpositivas

FIGURA 4 - Processamento Imuno-Histoquimico e Método de Anélise
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No decorrer da andlise, percebeu-se que muitos dos padrdes picndticos vistos nas
laminas ndo preenchiam exatamente os 2 critérios supracitados ou entdo tinham aspecto
menos caracteristico. Foi decidido que tais padrdes seriam também contabilizados sob o titulo
de “atipicos”, enquanto os que estavam conforme os critérios foram analisados como

“tipicos”. Em outra andlise, somou-se os padrdes tipicos e atipicos e nomeou-se de “total”.

Como varidveis da andlise, usamos (1) a média de padrdes picnéticos encontrados ao
longo de toda SN de um hemisfério e (2) o nimero total de padrdes picnéticos encontrados

nas secgdes centrais da SN de um hemisfério.

3.5 — ANALISE ESTATISTICA:

Para comparacdo entre grupos tratados e controle, utilizou-se o teste T. Na andlise
entre os diferentes periodos de tratamento, foi feita a Andlise de Variancia (ANOVA), com
teste de Bonferroni para conclusao das diferencgas significativas. Em ambos, a significancia
estatistica ocorreu em p<0,05, na curva bicaudal. As barras verticais nos graficos indicam o

erro padrao da média.



36

4 - RESULTADOS

4.1 — ANALISE DOS PESOS:

Na comparagdo dos pesos entre animais tratados e controle, o peso médio dos animais
tratados dos grupos P1-7 e P1-14 foi significativamente menor do que seus respectivos
controles em alguns dias. Nao houve diferencas de peso médio entre o grupo tratado de P8-14
e seu controle. No grupo P1-7, o peso dos animais tratados com ferro elementar foi
significativamente menor nos dias P3, P4. P5, P6 e P7. No grupo P1-14, os animais tratados

tiveram peso significativamente menor nos dias P6, P7, P13 e P14 (Fig. 5):
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FIGURA 5 - Comparacio entre o peso médio de animais tratados e controle nos diferentes dias de
tratamento. A: periodo de P1-7. B: periodo de P8-14. C: periodo de 1-14. * - p < 0,05. Teste T.
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4.2 — ANALISE MORFOLOGICA QUANTITATIVA:

A andlise quantitativa dos padrdes picnéticos na substancia negra (Fig. 6) foi separada
em: (1) andlise da média de padrdes por hemisfério e (2) nimero total de padrdes picnéticos

nas sec¢des medianas por hemisfério.

4.2.1 - Média de Padroes Picnoticos:

A média de padrdes picnéticos na SN foi significativamente maior nos animais
tratados com ferro em comparagao aos controles no grupo tratado no periodo de P1 a P7, tanto
em relacdo aos padrdes tipicos, atipicos e na média total (p< 0,01). Nao se observou diferenca

nos outros grupos (Fig. 7).

Na comparagdo do efeito do ferro entre os periodos de tratamento, 0s grupos expostos
tiveram significativamente maior nimero de padrdes picnéticos (padrdes tipicos, atipicos e
total) no periodo de P1-7 em relacdo aos outros dois grupos expostos de P1-14 e P8-14
(p<0,001). Nao houve diferenca entre os grupos tratados de P1-14 e P8-14. Quanto aos grupos
controles, o grupo P1-7 teve maior nimero de padrdes tipicos, enquanto que o grupo P1-14
teve menor nimero de padrdes atipicos e total, em relacdo aos outros grupos de tratamento

(Fig. 8).



FIGURA 6 - Fotomicrografia da morfologia de células picnéticas. A e B: Secgdes com aumento de 30x
mostrando a SN através da imunohistoquimica por TH contracorada com Nissl (A) e somente corada
pelo método de Nissl (B). C, D, E e F: Aumento de 600x; exemplos de padrdes picnéticos individuais
revelados pelo método de Nissl. As setas evidenciam os corpos cromatéides tipicos da morte celular por
apoptose, além da picnose celular.
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4.2.2 - Nimero Total de Perfis Picnéticos na Porcao Central da Substincia Negra:

Quando computamos o numero total de perfis picndticos na por¢do central da
substancia negra, os animais expostos ao ferro, em pelo menos um dos periodos de

tratamento, apresentaram maior nimero em relacao aos controles nos 3 padrdes (p<0,05).

Comparando-se os grupos de acordo com os periodos de tratamento, o periodo de P1-7
teve maior quantidade de padrdes picnéticos tipicos em relagdo aos outros tratados (Fig. 9).
Em relagdo aos grupos controles, houve diferenca significativa apenas entre o grupo P8-14 e

os outros periodos de tratamento, nos padrdes picnéticos totais (Fig. 10).
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4.2.3 - Numero Total de Neuronios TH-positivos na Substancia Negra :

Secgdes marcadas com imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase (TH) e
contracoradas pelo método de Nissl foram analisadas quantitativamente sob microscépio
Optico para um grupo de animais tratado no periodo de P1-P14 e respectivos controles. A
média de neur6nios TH-positivos por hemisfério no grupo tratado com ferro foi menor do que

nos animais controles (p<0,01) (Fig. 11).
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FIGURA 11 - Comparacdo entre animais tratados e controle do nimero total de neurdnios TH-
positivos na substancia negra por hemissec¢do de SNpc no periodo de P1-14. * - p < 0,05. Teste
ANOVA.
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5 - DISCUSSAO

O presente trabalho analisou a influéncia da exposicao neonatal ao metal ferro no
nimero de padrdes picndticos e de neurdnios marcados para TH na substancia negra de ratos.
Nossos resultados mostraram que o tratamento provocou, de modo consistente, um aumento

no numero de perfis picnéticos no periodo de tratamento P1-7.

Segundo Oo e Burke (1996), a morte celular apoptética natural em ratos ocorre em um
padrao bifasico, iniciando o primeiro pico no dia embriondrio 20 (E20), alcancando taxa
maxima em P2 e terminando em P8. O segundo pico de apoptose ocorre em P14. Por outro
lado, Marti e cols (1997), ao provocar lesdo estriatal por injecdo de 6-OHDA, encontra o
primeiro pico de morte apoptética em P7. O mecanismo para este fendmeno nao estd bem
explicado, mas talvez esteja relacionado a um periodo critico de formacdo de contatos e
competicdo por sinapses, que ocorre principalmente nos dia P13 a P17 (CLARKE e

OPPENHEIM, 1995; HATTORI e McGEER, 1973, apud OO e BURKE, 1997).

Os padroes picnéticos analisados representam células picndticas, com corpos
cromatdides, sugestivas de processo de degeneracdo por apoptose. Os padrdes picnéticos
observados em nosso material ndo eram numerosos € nao estavam localizados em neur6nios
marcados para TH. A respeito destas questdes, Oo e Burke (1997) hipotetizaram que, sendo a
apoptose um processo rapido, com duracao de horas, as poucas células em degeneracdo vistas
a microscopia seriam apenas uma pequena amostragem da macica morte celular em curso.
Além disso, eles também observaram que apenas uma fracdo dos padrdes apoptdticos
contabilizados estavam dentro de neur6nios TH-positivos, sendo possivel que grande parte

destas células sejam derivadas de neurdnios dopaminérgicos, mesmo ndo estando em uma
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célula TH-positiva. Atribuem este fendmeno aos seguintes fatores: (1) perda da expressao de
TH pelo processo de morte celular; (2) separacado fisica entre o nicleo e o citoplasma pela
fragmentacdo apoptética; (3) penetragdo prejudicada dos imunorreagentes nestas células,
gerando resultados falso-negativos. E vélido ressaltar que existem outros métodos mais
especificos para avaliacdo de células apoptdticas, como a coloracdo por prata, microscopia

eletronica, técnica TUNEL e imunohistoquimica para caspase-3.

A nossa andlise de padrdes picnéticos foi realizada de duas formas. Uma através da
média de padrdes picnéticos por hemissecgdo, semelhante as contagens usadas na literatura
(JANEC e BURKE, 1993; MACAYA e cols., 1994; OO e BURKE, 1997; MARTI e cols.,
1997), e também se contando o ndmero total de padrdes na sec¢des centrais da substancia
negra em um hemisfério. Comparando os resultados, houve concordancia entre os resultados

das 2 variaveis.

Além disso, pela diversidade de aspectos dos perfis picnéticos, dividimos a contagem
destes em tipicos (que preenchem os 2 critérios) e atipicos (com apenas um dos critérios).
Segundo Marti e cols. (1997), hd uma distin¢do entre padrdes apoptiticos maiores € menores
que Sum, sendo os primeiros derivados principalmente de células dopaminérgicas, e os

ultimos de outro fendtipo celular ou restos de padrdes apoptdticos maiores.

Nossos achados sdo discordantes no nimero de padrdes picnéticos relatados por Oo e
Burke (1997) em P8 e P15 que mostram uma maior quantidade de perfis em P14, comparados
a P8, e nossa andlise indica maior morte apoptética em P8 comparada a P15, tanto em tratados
quanto em controles. E possivel que a maior morte apoptética em animais tratados seja
significativa em P8 pela maior permeabilidade da BHE ao ferro e pela maior absor¢dao
intestinal do metal (MOOS e MORGAN, 2000; PACHA, 2000; NAYLOR e HARRISON,

1995).
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Um fato que nos chamou atencao foi a maior morte celular em um grupo tratado por
apenas 7 dias (P1-7), comparado ao grupo que recebeu ferro por 14 dias (P1-14). Esse
resultado indica que a janela temporal de maior suscetibilidade a exposi¢do ao ferro € P1-P7,
com conseqiiéncias para o nimero de neurdnios TH-positivos apds exposicao de P1-P14. Esse
ultimo resultado necessita de melhor verificacdo, visto que o nimero de animais foi reduzido
(apenas 3 tratados, e 2 controles) e nao foi feita a andlise de grupos tratados nos outros dois

regimes de exposicao (P1-P7 e P8-P14).

Os trabalhos com modelos de intoxicacdo por ferro via oral em ratos utilizaram doses
bem distintas de ferro elementar nos tratamentos. Sobotka e cols. (1996) utilizaram racdes
enriquecidas com ferro até 20000 ppm, Lan e Jiang (1997) utilizaram ferro carbonil na dose
de 25 mg de ferro/kg e Schroder e cols. (2001) fizeram tratamentos com doses que variavam
de 2,5 a 30 mg Fe/kg, porém nenhum destes trabalhos iniciou a administra¢do de ferro desde
o primeiro dia de vida. Para obtermos resultados consideraveis, utilizamos a dose maxima ja
feita na literatura (30 mg Fe/kg). Nestas dosagens e até menores (3 mg Fe/kg), feita em
apenas 3 dias (P10 a P12), ratos tiveram déficit na realizacao do teste do labirinto radial e do
campo aberto com 3 meses de vida, mostrando ja um comprometimento na memoria € no
aprendizado a longo prazo, oriundo do tratamento neonatal com ferro (SCHRODER e cols.,

2001).

Como contribuicdo a literatura, nossos resultados sugerem que a exposi¢ao ao ferro no
periodo neonatal pode ocasionar alteracdes morfoldgicas precoces na substancia negra. Este
efeito pode estar relacionado ao aumento do estresse oxidativo e a cascata de apoptose. A
perda neuronal nesta fase pode contribuir para aumentar a susceptibilidade individual ao
desenvolvimento futuro de sindromes ligadas ao sistema dopaminérgico, como € o caso da

DP.



49

Em comparagdo, o trabalho de Kaur e cols. (2006) mostrou redu¢ido na contagem de
neurdnios TH-positivos apenas com 24 meses apds intoxicagdo com ferro no periodo neonatal
em camundongos. Esses autores usaram uma dosagem de ferro (120 mg/kg) que é 4 vezes
maior do que aquela que utilizamos no presente trabalho (30 mg/kg), e mesmo utilizando uma
concentracdo menor ja foi possivel observar efeitos degenerativos na substancia negra. A
aparente discrepancia entre estes resultados pode ser devido: 1) a diferengca no periodo de
tratamento que naquele estudo foi de P10 a P17, diferente dos utilizados em nosso trabalho; 2)
a utilizacdo de espécies diferentes. De qualquer modo, esses resultados em conjunto, sugerem
que dependendo do periodo de vida em que o individuo é exposto, os efeitos para a substancia
negra podem ser precoces ou tardios. Os resultados desse artigo também fortalecem o papel
do ferro como um elemento ‘“sensibilizador” da SN, aumentando a sua suscetibilidade a

exposicao a outras toxinas em etapas posteriores da vida.

Atualmente, entende-se que a patogenia da DP esteja relacionada a hipétese dos
“multiplos insultos”. Em humanos, a SN possui aproximadamente 400.000 neurdnios, e para
que os sintomas de DP iniciem, é preciso que haja uma perda de 80% das células nervosas
dopaminérgicas. Partindo do principio de que hd uma perda natural de 2.500 neurdnios por
ano, naturalmente um individuo teria a doenga apenas se alcancasse idade acima de 130 anos.
Caso este mesmo individuo entre em contato com algum dos vdrios fatores de risco da doenca
(processos inflamatdrios, neurotdxicos, isquemia) ja na fase adulta, esta perda de neur6nios
dopaminérgicos € acelerada e a sindrome surge apds os 60 anos. Entretanto, se a injuiria
ocorrer no inicio da vida, na fase de desenvolvimento (incluindo periodo gestacional), havera
perdas neuronais e, sobretudo, os neurdnios “sobreviventes” terdo sofrido lesdes sutis, que
ndo provocaram sintomas clinicos. A este estado, chama-se “toxicidade silente”. Quando, na
fase adulta, o organismo que ja teve o dano neonatal sofrer uma nova agressao, o processo de

neurodegeneracao serd potencializado, cursando com a doenca em um periodo mais precoce
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que o comum (THIRUCHELVAM e cols., 2002; UVERSKY, 2004; BARLOW ¢ cols.,

2004).

Esta nova fase do conhecimento em DP nos obriga a direcionar nossas aten¢des para a
prevencdo da doenga, sendo mais importante ainda o reconhecimento de todos os fatores
relacionados e em que situagdes eles podem ser evitados. Neste contexto, nosso trabalho
evidencia a sobrecarga de ferro no periodo neonatal como um potencial fator de agressao a
SN, e principalmente seu uso indiscriminado na forma de férmulas lacteas enriquecidas para
RN menores de 6 meses, como um futuro (ou presente mesmo) problema de saide publica,

dada a prevaléncia crescente nos dltimos anos das doencas neurodegenerativas.
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6 — CONCLUSOES

O tratamento com ferro via oral em ratos neonatos produziu reducao no peso corporal
na maioria dos animais, aumento de padrdes picnéticos sugestivos de morte celular por
apoptose, e diminuicdo de neurénios dopaminérgicos na substancia negra. Esses resultados
sugerem que a sobrecarga de ferro no periodo neonatal pode ser um fator potencial de
agressao a substancia negra, que poderia gerar uma predisposicao futura ao surgimento da

sindrome parkinsoniana.
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