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RESUMO

Os danos celulares podem ser causados por fatores relacionados ao
envelhecimento ou provocados por agentes causadores de estresse. Nesse
estudo, nosso objetivo geral foi estudar a ultraestrutura de doengas
metabdlicas. Dentre as doengas metabdlicas relacionadas ao envelhecimento
destacam-se a osteoporose e a doenca de Alzheimer (DA) e, para esse
estudo, utilizamos camundongos C57 Black 6, de 12 meses de idade, SHAM,
ovariectomizadas (OVX), APOEKO e APOEKO/OVX como modelos de
osteoporose e DA. Através da analise ultraestrutural, revelamos que os
danos causados no cérebro de animais APOEKO, como arterosclerose,
quebra da barreira hematoencefalica, ativagdo de micréglia, formacao de
NFT's e perda de neurdpilo foram potencializados pela deplecdo de
estrogénio. Nossos dados acerca da ultraestrutura 6ssea revelaram que os
danos a microarquitetura éssea dos animais APOEKO/OVX foram mais
graves, tal como ocorreu no cérebro, quando comparados aos outros grupos.
Além disso, descrevemos, pela primeira vez, que a amiloidose em animais
APOEKO ¢é potencializada pela deficiéncia de estrogénio (OVX). No que diz
respeito ao estudo ultraestrutural da doenca metabdlica provocada por
estresse, utilizamos como modelo ratas Wistar tratadas com 100 ng/kg/dia de
tributilestanho (TBT), um organoestanho poluente considerado altamente
toxico, por um periodo de 15 dias. Nossos resultados revelaram que o
estresse por TBT foi capaz de desencadear danos na microarquitetura éssea
das vértebras das ratas, em um processo semelhante a osteoporose. Além
disso, vimos que a densidade mineral (DMO) éssea foi menor nas ratas
tratadas. Nossos estudos demonstram também, pela primeira vez, que o TBT
€ um poluente capaz de promover graves danos no metabolismo 0Osseo,
como desenvolvimento de osteoporose. Possivelmente, o TBT atua afetando
o metabolismo do estrogénio na manutengdo da microarquitetura éssea ou
ainda substituindo erroneamente outros ions divalentes como Ca** ou Mg?*

na formacg&o da matriz mineral 0ssea.

Palavras-chave: osteoporose, doengas de Alzheimer, amiloidose,
apolipoproteina-E, tributilestanho.



ABSTRACT
Cell damage can be caused by factors related to aging or caused by
stressors. In this study, our general objective was to study the ultrastructure of
metabolic diseases. Among the metabolic diseases related to aging,
osteoporosis and Alzheimer's disease (AD) are highlighted, and for this study
we used C57 Black 6, 12 months old, SHAM, ovariectomized (OVX),
APOEKO and APEKO/OVX mice as osteoporosis and AD models. Through
ultrastructural analysis, we revealed that damage to the brain of APOEKO
animals, such as atherosclerosis, breakdown of the blood-brain barrier,
microglial activation, NFT's formation, neuropil loss, were potentiated by
estrogen depletion. Our data on bone ultrastructure revealed that damage to
the bone microarray of the APOEKO / OVX animals was more severe, as
occurred in the brain, when compared to the other groups. In addition, we
have described for the first time that amyloidosis in APOEKO animals is
potentiated by estrogen deficiency (OVX). Regarding the ultrastructural study
of metabolic disease caused by stress, we used as a model Wistar rats
treated with 100 ng / kg / day of tributyltin (TBT), a pollutant organotin
considered to be highly toxic for 15 days. Our results revealed that TBT stress
was able to trigger damage in the bone microarchitecture of the vertebrae of
the rats, in a process similar to osteoporosis. In addition, we have seen that
bone mineral density (BMD) was lower in the treated rats. Our also
demonstrate, for the first time, that TBT is a pollutant capable of promoting
serious damage to bone metabolism, such as the development of
osteoporosis. Possibly TBT affects the estrogen metabolism in the
maintenance of the bone microarchitecture or even erroneously replacing
other divalent ions such as Ca?* or Mg?* in the formation of the bone mineral

matrix.

Keywords: osteoporosis, Alzheimer's disease, amyloidosis, apolipoprotein E,
tributyltin.
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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento do corpo ocorre a partir de uma Unica célula e resulta na
formagdo de um organismo composto de milhares de células a partir de
sucessivas mitoses. A medida que o organismo se desenvolve, os tecidos se
reparam e se regeneram a todo instante, em um processo altamente
dindmico (ALVARENGA, 2002). Porém, quando as células perdem a
capacidade de se adaptar ou de reparar um dano, a morte celular apresenta-
se como um dos recursos inevitaveis do organismo (NOCELLI, 2002). Essa
incapacidade celular de se adaptar e realizar o reparo pode ser motivada por
um processo natural classificado como envelhecimento ou ainda por agentes
considerados como causadores de estresse (WEINERT & TIMIRAS, 2003).
De toda forma, grande parte das pesquisas cientificas buscam
incessantemente, meios de descobrir as causas, os tratamentos e a cura das

doengas com o objetivo de melhorar a qualidade e a expectativa de vida.

Estima-se que, em 2025, existirdo 1,2 bilhdo de pessoas no mundo com mais
de 60 anos, sendo que idosos mais velhos (acima de 80 anos) constituirdo
um grupo etario de expressiva importancia numeérica (DUNCAN, et al., 2012).
No Brasil, em 76 anos (de 1940 a 2016) a expectativa de vida aumentou mais
de 30 anos, passando a 75,8 anos atualmente (IBGE, 2017); a previséo é
que em 2031, pela 12 vez, o numero de idosos (acima de 60 anos) supere o
de criangas e adolescentes (0 a 14 anos), invertendo a piramide etaria. O
aumento significativo desse grupo etario deve-se a varios fatores como:
melhorias no saneamento basico populacional, condicdbes de vida mais
adequadas, avango no controle de doengas e nas tecnologias relacionadas a
saude.

O envelhecimento populacional acarretou profundas transformagbes na
incidéncia e prevaléncia das doencas a ele relacionadas, sobretudo as
chamadas Doengas Metabdlicas. Dentre essas doencas, diversos estudos
destacam a Osteoporose, a Doenca de Alzheimer (DA) e as desencadeadas
pela exposigdo a substancias quimicas ou agentes causadores de estresse,
como sendo de suma importancia no que se refere a prevaléncia na

populagao idosa.
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A osteoporose € a principal causa da queda e DA é o principal tipo da
deméncia em pessoas senis. A osteoporose é definida como um disturbio
osteometabdlico caracterizado pela diminuicdo da densidade mineral,
deterioragdo da microarquitetura, aumento da fragilidade e aumento do risco
de fraturas do esqueleto. Dentre os fatores de risco relacionados a
osteoporose, destacam-se (FROES et al., 2009): idade; deplegdo hormonal
(estrégenos e PHT); fatores ambientais e comportamentais (COOPER et al.,
1992); e fatores genéticos (CAULEY et al., 1999).

Dentre os fatores genéticos relacionados ao desenvolvimento da
osteoporose, estudos indicam que a presenca de alelos APOE4
(apolipoproteina-E, tipo 4) esta relacionada a uma diminui¢do da densidade
mineral Ossea, resultando no aumento no risco de fratura no grupo de
mulheres estudado (SONSINE et al., 2018). Na menopausa, a deplegédo de
estrogénio resulta em um aumento da reabsorgdo Ossea, devido a um
aumento da atividade osteoclastica, a qual ndo €& acompanhada pela
atividade osteblastica, levando a uma diminuigdo da massa O&ssea
(JOHNSTON & SLEMENDA,1995).

Ja a doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada por depdsitos extracelulares
B-amiloides (AB); agregacéo intracelular da proteina tau fosforilada; neurites
distréficas; perda de sinapses; morte de neurdnios; alteragdes na morfologia
e fungcdo da microglia e astrocitos. Dentre os fatores de risco para o
desenvolvimento dessa neuropatologia, (REITZ & MAYEUX, 2014)
encontram-se a idade, os fatores ambientais, comportamentais e, sobretudo,
os fatores genéticos. Estudos indicam que a presenca do alelo APOE4 é um
importante fator de risco para o desenvolvimento dessa neuropatia, pois a
presenca dessa lipoproteina no cérebro promove a formagdo de placas
amiloides e de agregados neurofibrilares (HAROLD et al., 2009; LAMBERT et
al., 2009; SHINOHARA et al., 2013).
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Contudo, ndo sao apenas as doencas reconhecidamente relacionadas ao
envelhecimento celular que apresentam destaque nos estudos cientificos
atuais. Doencgas relacionadas ao estresse por contaminantes ambientais
também tém sido motivo de intensos estudos por importantes grupos de
pesquisa, sendo a populagéo idosa o grupo etario com o maior fator de risco,
no que diz respeito ao tempo de exposicdo e aos mais diferentes tipos de
estresse. Dentre os contaminantes ambientais que tém sido alvo desses
estudos, pode-se destacar o Tributilestanho (TBT), que é uma classe dos
organoestanicos (OEs) que contém em sua composigao (CsHg)3Sn. Esses
compostos sdo poluentes organometalicos presentes em uma ampla
variedade de produtos domésticos, industriais e agricolas, utilizados como
um poderoso composto biocida que funciona contra uma ampla variedade de
organismos, como fungos e bactérias (ALZIEU et al., 1986; AONO et al,,
2008).

O TBT especificamente é utilizado em muitos produtos industriais, como na
preservacdo da madeira extraida, tintas anti-incrustantes para barcos e
navios, desinfec¢cdo da agua de circulagao de resfriamento industrial, como
um controle de produg¢do de lodo em industrias do papel e, finalmente, como

estabilizante em embalagens plasticas contendo PVC (SHAWKY ., 1997).

Apesar da importancia econémica do uso dos OEs na industria, diversos
estudos tém relacionado esses compostos a potentes desreguladores
quimicos hormonais, identificados como desencadeadores de doengas
metabodlicas (CHAPMAN et al., 1988; MALINS et al., 1993; MANAHAM et
al.,1991; STANLEY et al., 1996; FENT et al., 1996)

A exposicado prolongada a agentes toxicos presentes no ambiente podem
promover profundas alteragdes no organismo submetido ao estresse. A
ampla presenca de OEs no ambiente e na cadeia alimentar coloca os seres
vivos em uma posic¢ao de risco a esse poluente (STANLEY et al., 1996; FENT
et al., 1996).

O uso de diferentes técnicas de imagens para avaliar as alteragbes

ultraestruturais em modelos experimentais para o estudos de doencas
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metabdlicas como a Osteoporose, Doenga de Alzheimer e estresse por TBT
parece ser mais uma promissora ferramenta para elucidar os mecanismos

dessas doencgas metabdlicas.

1.1 DANO CELULAR

O processo de dano celular pode ser explicado como sucessivos eventos que
podem afetar o correto funcionamento da célula, levando-a eventualmente a
morte (LITHGOW,1996; MACKAY et al., 1990; ORR et al.,1994; HOLLOSZY
& SCHECHTMAN, 1991; SOHAL et al.,, 1995). Diversos estudos sugerem
varias teorias sobre as diferentes causas de dano a célula, dentre essas
podemos destacar a Teoria Determinista e a Teoria Estocastica.

1.1.1 Teoria Determinista

Weinert & Timiras (2003) descrevem que a teoria determinista defende que o
envelhecimento €& desencadeado por uma programagado essencialmente
genética e inclui teorias como a teoria somatica, a teoria neuroendocrina, a

imunoldgica e a das telomerases.

De acordo com a teoria somatica, a longevidade celular depende do menor
numero de erros na replicacdo do seu DNA celular e da capacidade das
respectivas enzimas reparadoras deste processo. Deste modo, o maior ou
menor tempo de vida das diferentes espécies animais estaria associado a
uma maior ou menor da acumulagdo de mutagdes nas respectivas ceélulas
somaticas (MARTIN et al., 1980; CRISTOFALO et al., 1994; LITHGOW &
KIRKWOOD, 1996). Quando a acumulagdo de mutagbes nas células
somaticas impossibilita a manutencao da fidelidade e replicagdo do material
genético, a célula comega a evidenciar um fenétipo de dano e de perda da
funcionalidade.

A teoria neuroendocrina descreve que o nivel de dano celular é o resultado
do declinio de diversos hormdnios do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal,
que controlam o sistema reprodutor, 0 metabolismo e outros aspectos do
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funcionamento normal de um organismo (FINCH, 1994; LEVIN, 2001;
MILLER, 1994). O sistema neuroenddcrino, controlado pelo hipotalamo e pela
hipdfise, regula a liberagdo e inibigdo dos hormdnios secretados para a
circulagdo sanguinea sob a influéncia dos neurotransmissores e
neuropeptideos (SARKAR et al., 1998; TERRY & HALTER et al., 1994). Esta
teoria defende que a atividade do hipotalamo depende da expressao de
genes especificos, os quais, independentemente da influéncia dos fatores
estocasticos, alteram a sua expressdo com a idade, condicionando um
conjunto de fungbes diretamente dependentes do sistema neuroendodcrino
(JOHNSON & FINCH, 1996). A incapacidade funcional do sistema reprodutor
feminino — menopausa — e suas caracteristicas — diminuicdo da secrecao
hormonal do ovario e aumento das gonadotrofinas — (WELLS, 1991; WISE et
al., 1996, SOUZA et al., 2018) constituem fendtipos de envelhecimento.
Assim, a teoria neuroenddcrina considera que a incapacidade fisiologica do
organismo associada a idade pode ser explicada com base na alteracdo
hormonal resultante da modificacdo da expressdo genética. Os hormdnios
tém um importante papel trofico e integrativo na manutengédo da fungao dos
tecidos e sua deficiéncia tem como resultado a deterioragdo da funcéao
tissular (SONNTAG et al., 1999). A constatagdo de que a alteragao hormonal
associada a idade e o fendtipo de envelhecimento sdo similares entre os
individuos da mesma espécie refor¢ca a importancia da influéncia genética na

regulacéo neuroenddcrina (MARTIN et al., 1980).

A teoria imunolégica (WALFORD, 1969) aborda as alteragbes nas respostas
imunolodgicas associadas a idade. Os humanos e roedores idosos evidenciam
declinios em varios aspectos da protecdo imunoldgica, incluindo a formagao
de autoanticorpos com elevada afinidade, diminuicdo da resposta das células
T e menor resisténcia a infeccdo e a doenga (CRISTOFALO et al., 1994;
ERNST et al, 1990; MILLER, 1994; MOTA., 2003). Paralelamente, a
producédo de interleucina-2 (IL-2) e do acido ribonucleico mensageiro da IL-2
(RNAm IL-2) diminui com a idade, em células T de humanos e roedores
(FONG & MAKINODAN, 1989).
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Finalmente, a teoria das telomerases indica a existéncia de um tempo de vida
finito nas células eucariotas normais, e a capacidade das células cancerosas
em supera-lo pode depender dos teldmeros (MARX, 1994). Essas estruturas
compreendem sequéncias de nucleotideos que protegem as extremidades
dos cromossomos da sua degeneracdo e da fusdo com
outros cromossomos, prevenindo a instabilidade genémica (BLACKBURN,
1997; CECH, 1994; ITAHANA et al., 2001, KURENOVA & MASON, 1997;
MARX, 1994; MU et al., 2002). Na auséncia da telomerase, uma enzima que
adiciona repeticdes sucessivas de bases de DNA telomérico aos telébmeros,
em cada duplicagao celular, a célula perdera entre 50 e 201 pares de bases
(bp) de DNA telomérico (ITAHANA et al, 2001, MU et al., 2002).
Aparentemente, as células humanas deixam de se dividir quando o
comprimento final do DNA telomérico atinge aproximadamente 4-7 bp (15 a
20 nas células germinativas), prevenindo, assim, a fusdo com outros
cromossomos (ITAHANA et al, 2007), algo em torno de 50 divisbes
sucessivas. O encurtamento dos teldbmeros ocorre porque a maioria das
células somaticas normais nao sintetiza telomerase (KURENOVA & MASON,
1997).

1.1.2 Teoria Estocastica

A teoria estocastica defende que o dano celular € consequéncia de
sucessivas lesbes do acido desoxirribonucleico (DNA), inibindo o
funcionamento celular e a expressao apropriada dos genes. Essa inclui
teorias como a da lesao/reparagcao do DNA, da oxidagao dos radicais livres,
do DNA mitocondrial e das radiagdes. As Teorias Estocasticas sugerem que
a perda de funcionalidade € causada pela acumulagao aleatoria de lesoes,
associadas a agdo ambiental, em moléculas vitais, que provocam um declinio

fisiolégico progressivo (CRISTOFALO et al., 1994), in summa, o dano celular.

Hart e Setlow (1974) desenvolveram a “Teoria da Reparagdo do DNA” e, de
acordo com os autores, € a velocidade de reparagao do DNA que determina
o tempo de vida de individuos de espécies diferentes e entre individuos da
mesma espécie. Estas conclusdes foram retiradas com base na constatagao

de diferentes velocidades de reparacao de fibroblastos em cultura, expostos



22

a luz ultravioleta, de doadores de sete espécies de mamiferos. Diversos
estudos constataram uma perda progressiva da capacidade de reparagéo do
DNA lesado pelas radiagbes ionizantes, com a idade (GOUKASSIAN et al.,
2000; LAMBERT et al., 1979; ISHIKAWA & SAKURAI, 1986), acompanhada
por uma diminuicdo da velocidade de remog¢ao dos produtos da lesdo do
DNA e dos niveis de proteina p53 com a idade (GOUKASSIAN et al., 2000).

A teoria dos radicais livres, proposta em 1956 por Denham Harman,
estabelece que o envelhecimento advém dos efeitos deletérios nas organelas
celulares, causados pelas espécies reativas de oxigénio (BECKMAN &
AMES, 1998). As espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto
(O2), os radicais superoxido (O2) e hidroxila (OH), sao geradas
fisiologicamente nos organismos aerobios (BECKMAN & AMES, 1998). Esse
processo ocorre em compartimentos intracelulares, a partir de proteinas
localizadas dentro da membrana plasmatica, do metabolismo lipidico no
interior dos peroxissomos e da atividade enzimatica do citosol como as ciclo-
oxigenases (LAMBETH, 2004). Aproximadamente 90% das espécies reativas
de oxigénio s&o produzidas por mitocéndrias em decorréncia da fosforilagdo
oxidativa. A fosforilagdo oxidativa utiliza a oxidagdo controlada de NADH
(nicotinamida-adenina-dinucleotideo) e de FADH (flavina-adenina-
dinucleotideo) para a produgao de energia potencial para fosforilar ADP, via
F1-FO ATPase. Os elétrons derivados do NADH ou FADH podem reagir
diretamente com o oxigénio ou com outros receptores de elétrons em varios
pontos da cadeia transportadora, gerando espécies reativas de oxigénio
(BALABAN et al., 2005).

A agado das espécies reativas de oxigénio pode ter efeitos cumulativos,
causando alteragbes no numero, na morfologia e na atividade enzimatica das
mitocdndrias. Em situagdes extremas, esses processos resultariam na perda
de eficiéncia funcional dessas organelas e na morte celular (BALABAN et al.,
2005). Ha sistemas antioxidantes enzimaticos e n&o enzimaticos que buscam
preservar a integridade celular e neutralizar esses efeitos danosos. E
provavel, no entanto, que os erros na sintese de enzimas contribuam para

aumentar a produgao de espécies reativas de oxigénio, levando a célula ao
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desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, o que € chamado de estresse
oxidativo (BECKMAN & AMES, 1998).

A teoria dos radicais livres com base no DNA mitocondrial (mtDNA),
denominada teoria mitocondrial do envelhecimento, postula que os
mecanismos regulatérios da produgédo de radicais livres vdo se tornando
ineficientes com o envelhecimento (JOHNSON et al., 7999). O acumulo
desses superoxidos causa danos nas membranas, provocando uma

disfungao mitocondrial que pode culminar em lesdes teciduais e morte.

De acordo com essas teorias, 0 processo de dano e, consequentemente, de
morte celular pode ser desencadeado por 2 amplos fatores: envelhecimento
natural celular e estresse ambiental. Neste trabalho, ferramentas e técnicas
de alta tecnologia foram utilizadas com o intuito de se avaliar os efeitos

ultraestruturais de danos causados pelo envelhecimento e pelo estresse.

ENVELHECIMENTO

ESTRESSE

Infografico 1. Esquema dos mecanismos de dano celular, que desencadeiam doengas

metabdlicas como osteoporose, doenga de Alzheimer e estresse por TBT.

Os mecanismos bioldégicos atuam de uma forma coordenada e equilibrada de
modo que, quando um sistema é perturbado, muitos outros também o serao.
E necessario ter conhecimento desta inter-relagdo entre os fatores que
influenciam o envelhecimento e os danos causados por estresse para que 0s
mecanismos que envolvam a causa e a prevengcdo de doengas sejam

devidamente elucidados.
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1.2 - ENVELHECIMENTO

Uma das hipoteses originais de longevidade postula que o envelhecimento é
o resultado natural da entropia nas células, tecidos e 6rgdos do animal — um
lento e inexoravel deslizamento para a ndo funcionalidade causada pela
degradacgéao estocastica de suas partes (MARTIN et al., 1980; CRISTOFALO
et al., 1994; LITHGOW & KIRKWOOD, 1996).

Balcombe e Sinclair (2001) afirmam que os termos envelhecimento e
senescéncia sdo usados como sinbnimos porque ambos se referem as
alteragdes progressivas que ocorrem nas células, nos tecidos e nos 6rgaos.
O envelhecimento biolégico € um processo que se inicia no nascimento e
progride até a morte. O termo senescéncia descreve um periodo de
mudangas relacionadas a passagem do tempo que causam efeitos deletérios
no organismo. A senescéncia representa um fendtipo complexo da biologia
que se manifesta em todos os tecidos e 6rgdos. Esse processo afeta a
fisiologia do organismo e exerce um impacto na capacidade funcional do
individuo ao torna-lo susceptivel as doengas crbnicas (AUSTAD, 2001).

A senescéncia celular € um processo no qual as células deixam de se dividir
e sofrem alteragbes fenotipicas distintas, incluindo profundas alteragdes na
cromatina, nos mecanismos de secregéo e ativagdo do genes supressores de
tumor (CAMPISI, 2013; KUILMAN et al., 2010; LOPEZ-OTIN et al., 2013;
ADAMS, 2009; NEWGARD & SHARPLESS, 2013). Hayflick e Moorhead
(1961) introduziram pela primeira vez o termo senescéncia para descrever o
fendbmeno da parada irreversivel do crescimento de cepas de células

diploides humanas, apos extensas passagens em série em cultura.

O fator mais importante apontado no desenvolvimento do envelhecimento
celular é o genético somado a fatores ndo genéticos, como os ambientais e
culturais, que interferem de modo aleatério no tempo de vida das células.
Assim, fatores como alimentagdo, qualidade do ar, radiagbes ionizantes,
exposi¢cao a produtos quimicos podem interferir na funcionalidade da célula,
acelerando seu envelhecimento ou a conduzindo a morte (GUARENTE,
1999; GUARENTE & KENYON, 2000; HAYFLICK, 1997).
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A manutencéo da qualidade proteica ou proteostase é critica para a saude e
longevidade da célula. A proteostase assegura um suprimento de proteina de
alta qualidade ao eliminar proteinas mal enoveladas e danificadas do pool
celular e substitui-las por proteinas recém-formadas (POWERS et al., 2009).
As chaperonas moleculares direcionam as cadeias de aminoacidos para o
enovelamento correto (HARTL & HAYER-HARTL, 2002; DOBSON, 2003;
KIM et al., 2013), direcionam também as proteinas deformadas para as vias
de degradacdo (BUKAU et al., 2006; HARTL et al, 2011) e redobram
proteinas deformadas (WICKNER et al., 1999), antes de iniciarem suas
fungdes celulares. O desequilibrio da proteostase altera o proteoma (DAVID
et al., 2010; WALTHER et al., 2015), que € acelerado pelo estresse (BEN-ZVI
et al., 2009) e sinaliza o envelhecimento do organismo em C. Elegans, por
exemplo (BEN-ZVI et al., 2009; DAVID et al., 2010).

O citoesqueleto é fundamental para manter a forma e a integridade das
células, sendo que sua desregulagédo € apontada como um forte indicador do
envelhecimento celular (GOURLAY & AYSCOUGH, 2005). Em leveduras, a
desagregacdo dos mondmeros de actina aumenta o risco de formagao de
espécies reativas de oxigénio (GOURLAY et al., 2004) e a interrupgao da via
Ras com a idade (HO & BRETSCHER, 2001). Em outro estudo envolvendo a
morfofisiologia de eucariotos e utilizando como modelo a levedura S. Pombe,
identificou-se que a intoxicacdo por metais pesados como o aluminio
promove alteragdes drasticas no citoesqueleto, especialmente nos
microtubulos, resultando em profundos danos morfolégicos, de divisdo e
organizacgdo celular interna e levando essas células a morte (RANGEL et al,,
2007). Diversos trabalhos correlacionam os danos no citoesqueleto, na
estrutura e na morfologia celular como indicativo de envelhecimento (HO &
BRETSCHER, 2001; GOURLAY & AYSCOUGH, 2005; RANGEL et al.,
2007).

1.2.1 — Osteoporose

Junto ao envelhecimento da populagéao, a incidéncia de condi¢gdes associada
a idade aumenta, além de mais atengdo e recursos sdo necessarios para o

auxilio desses transtornos na populacao idosa. A osteoporose € uma doencga
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esquelética sistémica caracterizada por baixa massa 6ssea e deterioragcado da
microarquitetura do tecido 6sseo, com consequente aumento da fragilidade
O0ssea e do risco de fraturas (COOPER et al., 1992; SAMBROOK &
COOPER., 2006; COSMAN et al., 2010). A incidéncia de fraturas associadas
a osteoporose aumenta com a idade, sendo esse um desafio devido a
extensdo do problema e do Onus significativo em termos de morbidade,

mortalidade e custos econémicos.
Composigéo, estrutura, formagdo e manutengéo do tecido 6sseo

O tecido 6sseo € um tecido altamente dinamico, pois estda em continuo
processo de formacdo e destruicdo, denominado remodelamento. O
remodelamento &sseo serve a dois propdsitos: reparacdo tecidual e
manutencdo das concentragdes séricas de ions como calcio (Ca?*), fosfato
(Pi) e magnésio (Mg®*), essenciais para diferentes funcdes do organismo, por
exemplo, a contragdo muscular e a sinapse (TORTORA, 2010). Além de ser
essencial para manutencdo das fungdes metabdlicas do corpo, o tecido
0sseo também fornece suporte e protecéo a diferentes 6érgdos do organismo

além de ser essencial para o sistema locomotor.

O tecido 6sseo pode ser classificado como esponjoso ou trabecular e cortical
ou compacto, com base na sua organizagao estrutural. A superficie de corte
do tecido 6sseo compacto aparece sdélida e bastante homogénea, ao passo
que a do tecido 6sseo esponjoso tem a aparéncia de uma esponja (FIGURA
1). O tecido 6sseo cortical e o tecido 6sseo esponjoso possuem 0S mesmos
elementos constitutivos no que diz respeito a células e matriz é6ssea tendo, no

entanto, importantes diferencas estruturais e funcionais (TORTORA, 2010).

O osso é formado por diversos tecidos dentre os quais encontram-se o tecido
0sseo propriamente dito, a cartilagem, tecidos conjuntivos densos, epitélio,
tecido adiposo e tecido nervoso associado (TORTORA, 2010). O tecido
0sseo propriamente dito consiste em células de duas diferentes origens
embrionarias, em diferentes graus de diferenciagdo, imersas numa matriz
intercelular mineralizada (sais de calcio, magnésio e fésforo na forma de

hidroxiapatita, Ca10(PO4)s(OH)2). A mineralizagdo da matriz 6ssea é realizada
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sobre um molde de substancias orgénicas em cuja composi¢do encontram-se
principalmente proteinas e glicoproteinas. Dentre estas proteinas, destaca-se
o colageno (WILLIANS et al., 1995). Por consequéncia, a matriz 0ssea
adquire propriedades biomecanicas unicas, dentre elas uma dureza
caracteristica, que propicia a execucdo do papel deste tecido nas funcdes
locomotora e estrutural (ROBLING et al., 2006).

Figura 1 — Corte de tecido 6sseo, |dent|f|cando 0sso compacto e esponjoso. Fonte:
Junqueira & Carneiro, 2008.

Além da matriz mineralizada abundante no tecido, o osso € composto
também de células que desempenham um papel fundamental na manutencao
do tecido. O tecido 6sseo é formado por duas diferentes linhagens celulares:
a linhagem osteoblastica, que inclui células osteoprogenitoras, osteoblastos e
ostedcitos; a linhagem monocitica-macrofagica, de onde derivam os
osteoclastos. As células osteoprogenitoras diferenciam-se em osteoblastos
por um mecanismo regulador que envolve uma série fatores de crescimento e
de transcricdo, presentes na camada interna do periésteo e do enddsteo
(revestimento da cavidade medular dos ossos longos). Os osteoblastos se
diferenciam em ostedcitos quando se encontram em lacunas presentes na
matriz mineralizada que produziram. Os ostedcitos sdo células plenamente
diferenciadas da linhagem osteoblastica e mantém a matriz extracelular do
osso (TORTORA, 2010). As células osteoprogenitoras persistem na vida

adulta e sao reativas durante o reparo de fraturas dsseas e outras lesdes. Os
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osteoblastos, por sua vez, formam uma monocamada que recobre todos os
locais ativos de formacdo Ossea. Sao células altamente polarizadas que
depositam matriz organica n&o mineralizada do osso. Os osteoblastos iniciam
e controlam a mineralizagdo do osso (GRAY, 1995). Portanto, as células
osteoblasticas desempenham um papel fundamental na sintese de tecido

dsseo.

As células precursoras de osteoclastos sdo mondcitos que atingem o 0sso
através da circulagdo sanguinea e se fusionam em células de até 30 nucleos,
formando osteoclastos por um processo regulado pelos osteoblastos e pelas
células do estroma da medula 6ssea (ABRAHAM, 2004). Apés aderir a matriz
Ossea, os osteoclastos geram um microambiente acido segregado e
necessario para a reabsorcdo Ossea. Primeiro ha a dissolugdo dos
componentes inorganicos do osso (desmineralizagdo) mediada pela enzima
proton adenosina trifosfatase (H'ATPase) (CHARLES & ALIPRANTIS, 2013)
seguida da degradagao enzimatica do componente organico pela protease
lisossomal catepsina K (CURREY, 1984) (FIGURA 2). Morfologicamente, o
osteoclasto € uma célula grande (até 100um de didmetro) e altamente
polarizada, multinucleada, ocupando uma concavidade rasa chamada lacuna
de Howship ou compartimento subosteoclastico. O citoplasma do osteoclasto
é rico em mitocéndrias fonte de adenosina trifosfato (ATP), subsidiando a
H*ATPase na acidificagdo do compartimento subosteoclastico. Os
osteoclastos séo ativos em resposta a demanda metabdlica de calcio do osso
para o sangue, em processos que envolvem hormoénios como o paratorménio
e a vitamina D (ESBRIT & ALCARAZ, 2014).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do processo das fases de remodelamento 6sseo.
Adaptado de Berne & Levy, 62 edi¢do, 2008.

A atividade osteoclastica também é regulada diretamente pela calcitonina
(sintetizada pelas células parafoliculares, derivadas da crista neural, as
células C do foliculo tiredideo) e por moléculas reguladoras, tais como
prostaglandinas e leucotrienos, produzidas pelos osteoblastos e células do
estroma da medula 6ssea. Conclui-se, portanto, que o tecido 6sseo interage
com o sistema enddcrino, tanto na manutengcdo de seu conteudo mineral
quanto na comunicagao entre suas ceélulas. Portanto, a interacdo entre os
osteoblastos e os osteoclastos € essencial no remodelamento e renovagao

ossea.

Mecanismos da remodelamento 6sseo

7

O remodelamento 6sseo € um processo altamente dinamico que repara
microfraturas e substitui o osso antigo por um tecido 6sseo novo. Este
processo serve a dois propositos distintos, mas interligados - um propdsito
estrutural e uma finalidade homeostatica do calcio (JUNQUEIRA, 2008). O
papel estrutural revisa o esqueleto para otimizar sua forma, massa e forca
para cargas mecanicas atualmente experimentadas, e o papel calcio-

homeostatico constitui um sistema de fluxos minerais controlados por células
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dentro e fora do osso que pode ser rapidamente ajustado como parte de um
sistema complexo que mantém a constancia de [Ca?*] no fluido extracelular.
A conexdo entre os dois esta no fato de que o paratorménio (PTH), o
principal responsavel pelo sistema calcio-homeostatico, também estabelece o
limiar de resposta para o remodelamento estrutural (ROBLING et al., 2006).

O processo normal de remodelamento ésseo consiste nas fases: ativagao,
reabsorcao, reversao e formagao da fase de repouso. Na fase de ativagado do
remodelamento, os osteoclastos sao recrutados para a superficie do 0sso.
Posteriormente, na fase de reabsorgédo, na qual os osteoclastos geram um
microambiente acido entre a célula e a superficie do osso, dissolvendo ou
reabsorvendo o conteudo mineral do osso. Na fase de reversédo, os
osteoclastos sofrem apoptose e os osteoblastos sdo recrutados para a
superficie 6ssea. Finalmente, na fase de formagdo, os osteoblastos
depositam colageno, sintetizando uma nova matriz que sera mineralizada
para formar novo osso (COXON, 2004), (FIGURA 3).

Reabsorcao Reversao

Formacao

Figura 3 — Representagdo esquematica do processo das fases de remodelamento do osso
esponjoso. Adaptado de Coxon, J.P. (2004).
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Ainda que a associagdo e alinhamento sequencial entre os processos de
reabsorcdo osteoclastica e formagdo osteoblastica sejam mecanismos
finamente ajustados, o balango final em termos de massa 6ssea pode variar
consideravelmente. A maior parte das doencas metabdlicas e inflamatorias
que atinge o tecido 6sseo manifesta-se geralmente por perturbagbdes na
dindmica do remodelamento resultando, quase invariavelmente, num

decréscimo da massa ossea.

Osteoporose pos-menopausa

Com o avancar da idade, a reducdo da massa Ossea € um processo
inevitavel e, consequentemente, altera o ciclo de remodelamento 6sseo,
levando a fragilidade e a um aumento no risco de fraturas (ALIMANOVIC.,
2010). O declinio da fungao ovariana na menopausa resulta em diminui¢ao
da produgdo de estrogénio e um aumento paralelo nos niveis do horménio
hipofisario foliculo estimulante (FSH) (RIGGS et al., 2002). Os efeitos
combinados da privagdo de estrogénio e aumento da produgdo de FSH
causam uma estimulacdo acentuada da reabsor¢ao 6ssea e um periodo de
rapida perda de massa Ossea, sendo este um fator crucial para o inicio da
osteoporose pos-menopausa. Varios fatores de risco estdo implicados no
favorecimento da perda 6ssea pds-menopausa. Preditores importantes nao
modificaveis de desmineralizagdo Ossea sao: a idade, sexo, periodo de
amenorreia e historico familiar de fratura (LIU et al., 2003; BROUSSARD &
MAGNUS, 2004; SHEA et al., 2007). Fatores importantes modificaveis séo: a
ingestdo dietética de calcio, baixo indice de massa corporal (SHEA et al.,
2007; LIU et al, 2003; BROUSSARD & MAGNUS, 2004), tabagismo,
atividade fisica reduzida e alto consumo de alcool (LIU et al, 2003).

O estrogénio é o principal regulador hormonal do metabolismo 6sseo e esse
horménio inibe a ativagdo do remodelagdo Ossea, mais provavelmente
através dos osteocitos, e também inibe a reabsorgcéo 6ssea, em grande parte
por acgdes diretas nos osteoclastos, mas também pela modulacdo da
atividade entre osteoclastos/ostedcitos.
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Os efeitos diretos do estrogénio nos osteoclastos incluem a indugéo de
apoptose e a inibicdo da formacéo dos osteoclastos, reduzindo a reabsorg¢ao
da massa 6ssea. Em particular, esse horménio inibe a diferenciagdo de
monaocitos em osteoclastica estimulada por RANKL (MASSEY & FLANAGAN,
1999; BOYLE et al., 2003), pela ligagao do receptor de estrogénio (ER«) a

uma proteina de suporte, BCAR1; o complexo ERa / BCAR1 entdo sequestra

o fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6), levando a diminuicdo da

ativacdo de NF-xB e prejudicando a osteoclastogénese induzida por RANKL

(FIGURA 2), (ROBINSON et al., 2009).

Além desses efeitos diretos sobre os osteoclastos, o estrogénio também
regula a atividade dos osteoclastos indiretamente. Estudos combinados in
vitro e in vivo demonstraram que o estrogénio suprime a produgdo de RANKL
por osteoblastos e células T e B (EGHBALI-FATOURECHI et al., 2003) e
também aumenta a produgcdo do receptor de RANKL em células
osteoprogenitoras (ONAL et al., 2012) .

Em murinos, o estrogénio modula a produ¢do de citocinas de reabsorgao

0ssea, incluindo interleucinas (IL)-1, IL-6, fator-a de necrose tumoral (TNF-a),

M-CSF, e prostaglandinas (MANOLAGAS & JILKA, 1995; TANAKA et al.,
1993; KIMBLE et al., 1994; AMMANN et al., 1997; KIMBLE et al., 1996)
Embora essas vias indiretas possam ter um papel mais importante no papel
do estrogénio na diferenciacdo dos osteoclastos, a deficiéncia de estrogénio
induz a diminuicdo da massa mineral éssea. Em relacdo ao papel do
estrogénio nos osteoblastos, foi demonstrado que elas inibem a apoptose e
aumentam o tempo de vida dessas células (BREUIL et al., 2010).

O papel da APOE na densidade mineral 6ssea

A densidade mineral 6ssea € um dos principais determinantes da forga
O0ssea, agindo sob substancial regulagdo genética. Dentre esses fatores
genéticos, a apolipoproteina pertence a uma classe das lipoproteinas cuja
fungao é o transporte de colesterol e trigliceridios no corpo, em que a APOE
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(APOE) atua como um ligante para o receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), bem como outros receptores de lipoproteina ricos em
trigliceridios, sendo, portanto, amplamente responsavel pela captagao celular
de lipoproteinas ricas em trigliceridios (BACHNER et al., 1999;LONG et al.,
2004; SCHOFS et al., 2004). Em camundongos APOE mutantes, ha aumento
da formacdo oOssea que tem sido atribuido a uma menor captacdo de
lipoproteinas ricas em triglicerideos pelos osteoblastos (KOHLMEIER et al.,
1998). Em humanos, trés alelos comuns, compostos de substituigbes de
aminoacidos nas posi¢des 112 e 158, sdo encontrados na populagéo e sao
conhecidos como E2, E3 e E4, cujas frequéncias sdo aproximadamente de
8%, 78% e 14%, respectivamente (SOUZA et al., 2018)

A variagao no gene APOE tem sido estudada por seu potencial papel no risco
de osteoporose. Alguns estudos de associagdo encontraram menor DMO ou
maior risco de fratura em portadores do alelo E4 em comparagao aqueles
sem o alelo E4 (WONG et al., 2005), enquanto outros ndo encontraram essa
associagao (SNNELS, 2003; PETER et al., 2011). Em um recente trabalho
publicado pelo nosso grupo de pesquisa acerca do papel da APOE na
densidade mineral d6ssea, dados coletados com uma populacdo de 413
mulheres em pds-menopausa revelaram que tanto a isoforma E4,
principalmente quando associada ao alelo E2, promove uma baixa densidade
mineral 6ssea e um aumento no risco de fratura, ao passo que, a isoforma E3
parece estar associada a um aumento da densidade mineral 0ssea, agindo
como um alelo protetor para o desenvolvimento da osteoporose (SOUZA et
al., 2018).

Embora os mecanismos moleculares envolvidos no papel da apolipoproteina
da ApoE na densidade mineral 6ssea em humanos ainda n&o estejam
esclarecidos, algumas hipdéteses envolvem a atividade dos osteobastos
devido a participacédo dessas celulas na formagao da matriz organica do osso
(ZAJICKOVA et al., 2003; LONG et al., 2004).

O estrogénio tem um papel fundamental na fisiologia das mulheres. Apesar
de seu papel fundamental na reproducdo, ha muitos relatos apontando a

acao desse horménio no metabolismo das lipoproteinas e na formagao
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ossea. Portanto, pesquisas envolvendo a relagdo entre o envelhecimento,
deplegdo de estrogénio, osteoporose e APOE nos parecem uma linha
promissora na elucidacdo de um dos mais importantes mecanismos

causadores de doenga metabdlica da populagao idosa.

1.2.2 — Doencga de Alzheimer (DA)

Segundo a OMS, estima-se que existam no mundo em torno de 50 milhdes
de pessoas com Doenca de Alzheimer (DA) e apontam que esse numero

devera triplicar nos proximos 30 anos.

A DA é um disturbio neurodegenerativo caracterizado por déficits cognitivos e
funcionais gradativamente progressivos, alteragbes comportamentais, e esta
associado ao acumulo de placas amiloides e agregados neurofibrilares da
proteina tau no cérebro (VELLEMAGNE et al., 2013). Os sintomas cognitivos
mais comumente descritos na DA incluem déficits na memoria de curto prazo,
disfungdo executiva e visoespacia, além de praxia embora seja o

comprometimento da memoaria a caracteristica mais difundida deste disturbio.

Muitas neuropatias relacionadas a idade, incluindo a doenca de Parkinson, a
doenca de Alzheimer e a esclerose lateral amiotréfica (ELA), estéo
associadas a proteinas agregadas e mal enoveladas. Defeitos
conformacionais promovem a formagdo de agregados proteicos
(POLYMEROPOULOS et al.,, 1997), que podem se expandir em placas
macroscopicas (JARRETT et al.,, 1993), levando a degeneracgdo tecidual.
Assim, a regulacdo adequada da produgdo proteica esta fortemente
correlacionada com o envelhecimento saudavel (BALCH et al., 2008).

Embora a idade seja um importante fator de risco para o desenvolvimento de
DA, o envelhecimento, por si sO, ndo € requisito suficiente para o
desenvolvimento desta neuropatia. Outros fatores de risco importantes
incluem a presenca de um ou mais alelos do gene E4 da apolipoproteina
APOE4, baixo nivel educacional e ocupacional, historia familiar de DA, lesdes
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cerebrais traumaticas moderadas ou graves e fatores de risco cardiovascular
(FARRER et al., 2009; MAYEUX et al., 1998; VILLEMAGNE et al., 2013).

A apolipoproteina E (APOE) e a Doenga de Alzheimer

A APOE é uma glicoproteina polimérfica com 317 aminoacidos, sendo uma
das principais proteinas existentes no plasma humano, envolvida no
transporte de colesterol. Em humanos, existem trés alelos principais do gene
APOE, decorrentes de apenas duas alteracées no DNA, chamados de E2, E3
e E4. As isoformas proteicas produzidas por esses alelos se diferem na
composi¢cdo de aminoacidos nas posigdes 112 e/ou 158 (WEISGRABER et
al., 1981; RALL et al., 1982; WEISGRABER et al, 1982). A APOE
desempenha um papel fundamental para o catabolismo de componentes

ricos em triglicerideos no corpo humano.

A APOE é transportada para a corrente sanguinea apos ser sintetizada no
figado, local onde ocorre a produgao de cerca de 34 da APOE plasmatica. O
cérebro humano é o segundo local de maior produgdo de APOE, sendo
sintetizada principalmente pelas células da glia como os astrécitos, microglia
e oligodendrocitos. Outros estudos sugerem que, pelo menos sob certas
condi¢cdes, os neurdnios humanos podem sintetizar APOE em quantidades
significantes (ROSES et al., 1998; XU et al., 1999), possivelmente como uma
parte de um programa compensatério para conter a neurodegeneracao
(BOSCHERT et al., 1999). A APOE ¢ a principal apolipoproteina presente no
cérebro, onde executa um importante papel na matriz impedindo a formagao
de placas amiloides e de emaranhados neurofibrilares e nos locais de
regeneragcdo da membrana neuronal e na manutengdo da bainha de mielina
(HUANG & MALHEY, 2014; KIM et al., 2015)

Estudos demonstraram que a deficiéncia da APOE no organismo causa
inumeras doengas envolvidas com o aumento do colesterol e de triglicerideos
na circulagdo, devido ao ndo reconhecimento dessas moléculas pelos

receptores de membrana dos quilomicrons e pelas moléculas de
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lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), responsaveis por sua
captagdao no figado, onde sao metabolizados (QUARFORDT et al., 1995;
ZHANG et al., 1992; KUIPERS et al., 1997). Devido ao seu envolvimento no
aumento na concentragdo do colesterol e de triglicerideos na circulagao é
que a APOE é muito estudada em doencgas cardiovasculares, apresentando
uma relagao direta com estenoses e infartos. Além de seu envolvimento na
osteoporose e na arterosclerose, a APOE é o maior fator de risco genético,
sendo o alelo E4 um fator de risco para doencga de Alzheimer, ao passo que o
alelo E2 é considerado um neuroprotetor.

A identificagao do alelo E4 como sendo um fator determinante de DA sugere
que o colesterol pode ter importancia na patogénese da doengca (MAHLEY &
RALL, 2000; MAHLEY et al., 2006; VERGHESE et al., 2011) O alelo E4 esta
relacionado a um aumento do risco da doenca e este efeito € mais
pronunciado em individuos homozig6ticos comparativamente aos
heterozigoticos (VERGHESE et al.,, 2011). Um estudo (ZERBI et al., 2014)
demonstrou uma maior frequéncia do alelo E4 em pacientes classificados
como possiveis portadores de DA, quando comparados com a frequéncia
observada em individuos controle. Em estudos envolvendo o papel da APOE
com ratos transgénicos, pesquisadores verificaram que a APOE contribui
para a deposicao e formagédo de placas (B-amildide (AB), sendo este efeito
mais acentuado na presenga da isoforma apoE4 (KIM et al., 2009;
CASTELLNO et al., 2011).

Outros estudos (KOLDAMOVA et al. 2014) sugerem que, além da APOE4
facilitar diretamente a entrada de AB na célula e sua agregagao, também
pode aumentar a sintese de AR, através do aumento da concentracdo do
colesterol intracelular. Apos a endocitose mediada por receptor e degradacao
enzimatica das lipoproteinas, o colesterol € libertado para as membranas
celulares. As lipoproteinas com a isoforma E4 contém mais colesterol, e o
aumento nos niveis de esterol nas membranas intracelulares promove um
aumento da taxa de formacao de AP e liberagao desta proteina para o meio
extracelular (FIGURA 4).
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Figura 4— Mecanismo da atuacéo da apoe no cérebro. Fonte: Adaptado de Liao et al., 2017.

O papel do citoesqueleto na Doenca de Alzheimer

A proteina ligadora dos mondémeros actina SM22 (PRINJHA et al., 1994) foi
identificada como um biomarcador do envelhecimento em varios organismos,
incluindo levedura, Drosophila e humanos (PRINJHA et al, 1994,
CAMORETTI-MERCADO et al., 1998). Em helmintos, a perda de pat-10 /
troponina leva ao colapso do citoesqueleto, enquanto a superexpressao leva
a maior estabilidade do citoesqueleto e resisténcia ao estresse (BAIRD et al.,
2014).

Danos no citoesqueleto podem causar doencgas neurais degenerativas
caracteristicas do envelhecimento. A apolipoproteina E4 (apoE4) é um
indicador de risco para o inicio precoce da doenca de Alzheimer em humanos
(SANDO et al, 2008). A ApoE4 é degradada em neurbnios, formando
fragmentos toxicos que interagem com o citoesqueleto de actina (MAHLEY et
al., 2006), assegurando o envelhecimento celular, o estresse oxidativo
(AKSENOV et al., 2001) e, eventualmente, desencadeando declinio e
apoptose. A hiperfosforilagcdo da proteina tau associada aos microtubulos
leva a formacédo de emaranhados neurofibrilares (NFT) (BRAAK & BRAAK,
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1991), que é outra caracteristica da doenca de Alzheimer, e inibe a atividade
proteassébmica adequada (KELLER et al., 2000), permitindo a formacao
desordenada de emaranhados neurofibrilares (KECK et al., 2003).

A hipdtese da proteina tau e dos NFT sugere que, na doenga de Alzheimer, a
funcdo normal da proteina tau de estabilizar os microtubulos neuronais é
prejudicada; mais ainda, esses microtubulos de neurdnios doentes sao
gradualmente substituidos por NFT (KOLDAMOVA et al, 2014). As
caracteristicas histopatologicas presentes no parénquima cerebral de
pacientes portadores da doenca de Alzheimer incluem depdsitos fibrilares
amiloidais localizados nas paredes dos vasos sanguineos, associados a uma
variedade de diferentes tipos de placas senis, acumulo de filamentos
anormais da proteina tau e consequente formagao NFT, perda neuronal e
sinaptica, ativacao da glia e inflamacéo (KOLDAMOVA et al., 2014).

Outros estudos indicaram que o colesterol foi capaz de regular o processo
proteolitico da proteina pré-amiloide (APP), favorecendo a formagao da
substancia AB, ao passo que uma reducdo dos niveis plasmaticos do

colesterol foi capaz de reduzir a formagéo amiloidal (LIAO et al., 2017)

Segundo DilLoreto e Murphy (2015), a saude celular é controlada por diversos
aspectos bioldgicos celulares, dentre esses a manutencéo da integridade do
citoesqueleto e a regulagdo na correta manutengdo da matriz extracelular.
Dessa forma, alteragdes na forma celular e na composi¢gao da matriz seriam

sinais de profundos danos celulares.

Plano de Acéo Global para as Deméncias

Em 2017, a Organizagdo Mundial de Saude aprovou, em Genebra — Suiga, o
Plano de Acao Global para as Deméncias 2017-2025, adotado por 194
paises, incluindo o Brasil, ressaltando a necessidade urgente de respostas
por parte da saude publica em relagdo ao cuidado e apoio as pessoas com

deméncia. Dados revelam que mais da metade dos individuos com deméncia
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residem nos paises de baixo e médio rendimentos. O referido Plano possui
sete areas de atuagdo: Deméncia como uma prioridade de Saude Publica;
Consciencializagdo para a Deméncia e criagdo de sociedades amigas das
pessoas com deméncia; Redugdo de Risco de Deméncia; Diagndstico,
Tratamento e Apoio nas Deméncias; Apoio aos cuidadores de pessoas com
Deméncia; Disponibilizagdo de informagédo sobre Deméncias; Investigagéo e

Inovagédo nas Deméncias.

O presente trabalho traz consigo uma contribuicdo para o Plano de Agéao
Global para as Deméncias, uma vez que nossos estudos fazem o uso de
ferramentas para auxiliarem na compreensdo das causas e consequéncias
do desenvolvimento de doengas como o Alzheimer. Entender os processos
morfofisiolégicos envolvidos no controle da saude da célula levara a uma
maior compreensdo do envelhecimento, o que pode nos permitir tratar e
prevenir doengas neurodegenerativas senis, como Alzheimer, melhorando a

qualidade de vida da populacéao futura.

1.3 - ESTRESSE

A maioria dos organismos esta exposta a agentes estressores ambientais em
varios momentos da vida, porém as reagdes do organismo humano as
mudangas do ambiente interno ou externo, denominadas como resposta ao
estresse, tém estado no centro do interesse das pesquisas nas ultimas
décadas. Varias teorias foram elaboradas para descrever os mecanismos
reguladores que mantém a estabilidade das fungdes fisiologicas vitais sob
condi¢gbes de ameaca (YARIBEYGI et al., 2017).

A resposta ao estresse € uma resposta metabdlica evolutivamente
conservada que protege as células de danos. E desencadeada por agentes
quimicos, fisicos ou biolégicos que excedem a capacidade celular de manter
homeostase, desencadeando injuria ou a morte celular (SORLETE et al,,
2009). Dentre as ameacgas por agentes biolégicos comuns encontram-se os

virus, bactérias, fungos e parasitas. As ameagas fisicas incluem temperatura,
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pH, radiagao ultravioleta (UV) ou, ainda, a ionizante. Os agentes quimicos
causadores de estresse celular incluem os metais pesados e tragcos como
chumbo, mercurio, cadmio, aluminio, arsénico e niquel, certos produtos
quimicos aromaticos eletrofilicos como o plastificante bisfenol A, os
retardadores de chama quimicos como os éteres difenilicos bromados
(BDEs) e certos pesticidas halogenados como o cloro - pyrifos e DDT, além
de compostos organometalicos como o tributilestanho (TBT) (MYERS, 1994;
MANAHAN, 1991).

1.3.1 —Tributilestanho (TBT)

O metabolismo normal depende criticamente da presenga de um grande
nimero de metais como Mg®*, Ca®*, Fe?", Cu*, Zn**, Mn**, Mo**, Se** e Co**
que interagem com nucleotideos e outros metabdlitos, e com proteinas para
estabilizar a estrutura e criar centros de reagdo organometalicos. Porém
muitos outros metais como Pb, Hg, As, Ni, Al, Cd, Cr e, finalmente, Sn sdo
toxicos (CHAPMAN et al,, 1968; FENT, 1996; MALINS & OSTRANDER,
1994).

Segundo Wayne (1995), uma vez que o elemento toxico € biodisponivel,
talvez por metilagdo aos microrganismos, estes apresentam enzimas no seu
metabolismo capazes de transformar tais compostos em formas moleculares
soluveis em agua, na tentativa de favorecer uma facil excrecdo. De acordo
com o mesmo autor, o sistema Citocromo P-450 (complexo multienzimatico)
€ um sistema oxidativo de fung¢des mistas localizado principalmente na
membrana do reticulo endoplasmatico liso. Este sistema contém importantes
enzimas envolvidas em duas fases, onde a Fase | é oxidativa e a Fase Il € de
conjugagao com radicais como Glutationa e Sulfatos. O organoestanho junto
com o cadmio e outros elementos quimicos fazem parte do grupo de
inibidores de determinados mecanismos dominantes deste pool enzimatico

(MALINS, 1994), reduzindo a atividade bioprotetora desse complexo.
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A denominag&o organometalico se da pelo poder de associagédo covalente do
metal com o atomo de carbono, o que |he confere a propriedade de
solubilidade em solventes apolares (NORMAN, 1978). Dentre os compostos
classificados como organoestanhos, o tributilestanho (TBT) & descrito na
literatura como capaz de induzir multiplos efeitos tdxicos em células
eucarioticas animais, incluindo sua fungao de dano metabdlico por desregular
as fungbes endodcrinas (LUDGATE, 1987;). O TBT €& um composto
polar, hidrofébico, e lipofilico. Os compostos organoestanicos (OEs) tém
como formula geral RnSnX4-n, em que R é um grupo alquilo, X uma espécie
anibnica (carga negativa), como o cloro (Cl) ou outro grupo funcional, € n
varia entre 1 e 4. O numero de ligagdes carbono-estanho (C-Sn) caracteriza
as propriedades dos OEs (FELIZZOLA, 2005)

O interesse voltado para o estudo do estanho deve-se também a sua
representatividade frente aos outros metais, uma vez que apresenta o maior
numero dentre os organometalicos utilizados comercialmente, cuja producao
global alcangca a ordem de 40.000 toneladas por ano (STANLEY, 1991). A
necessidade humana frente aos organoestanhos se da pela sociedade
moderna, a qual depende de muitos dos materiais artificiais contendo tais
substancias como tintas de cascos de embarcagdes com a finalidade de
impedir a adesao de algas, mexilhdes e outros organismos (FELIZZOLA,
2005). Produtos industriais como plasticos, biocidas no combate a macro e
micro organismos, entre outros (LUDGATE et al., 1987; HOCH, 2001)

também utilizam o TBT como principal composto.

Efeito do TBT em Sistemas Biol6gicos

Os efeitos toxicos e o impacto do uso indiscriminado do TBT foram
inicialmente  observados nas ostras (Crasostrea gigas)que eram
comercializadas na Franca (GODOI et al, 2003). Estudos realizados
verificaram que a populagédo dessas ostras teve decréscimo significativo além
de apresentar uma ma formacgao na estrutura das conchas (HUGGETT et al,
1992; CLARK et al, 2000).
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A bioacumulagdo do TBT ao longo da cadeia tréfica pode causar a danos a
saude humana, ja que o homem pode se contaminar pela ingestao de peixes
e mariscos. Segundo Castro e colaboradores (2007), a exposicdo a
compostos orgénicos de estanho pode gerar ocorréncia de caracteres
sexuais masculinos em fémeas de moluscos. Esse mesmo processo de
modificagdo do aparelho reprodutor em moluscos foi descrito em outros
trabalhos (CRISTALE et al, 2009). Essa alteragcdo anatomofisiologica tem
sido empregada como bioindicador de baixo custo para esse tipo de polui¢éo,
pois possui atributos mensuraveis. A familia Muricidae é provavelmente o
taxon de molusco mais utilizado como bioindicator de contaminagao por

compostos organoestanicos em todo o mundo.

Existem estagios de desenvolvimento sensiveis ao TBT em uma série de
organismos aquaticos, especialmente em certas espécies de moluscos, algas
e zooplanctons que possuem habilidade limitada para metaboliza-lo. Esse
envenenamento do sistema biolégico pode originar mutagdes nas espécies
afetadas, condenando-as a extingdo (GODOI, FAVORETO & SANTIAGO-
SILVA, 2003). Logo, a biotransferéncia desses compostos a outros niveis
troficos da cadeia alimentar informa o risco ambiental potencial relacionado a

presencga desse composto no ambiente (FENT, 1996).

O comprometimento com a homeostase dos individuos expostos a este
toxico pode comegar ainda no desenvolvimento embrionario. O estudo da
intoxicacdo por TBT em peixes (Phoxinus phoxinus) revelou que essa
espécie apresentou altos indices de mortalidade, deformagdo na coluna
vertebral, paralisia e olhos opacos quando expostos por 3 a 10 dias de TBT
(MEIER, 1992). Uma vez no sistema bidtico, o TBT pode vir a ser degradado
por enzimas presente no metabolismo natural dos organismos e, assim,
perpassar por todos os niveis troficos da cadeia alimentar de maneira
acumulativa. FENT (1996) descreve que os peixes carnivoros, encontrados
no topo das cadeias tréficas do ecossistema marinho, s&o os que irdo
apresentar maior nivel de concentragao do xenobionte devido ao processo de
bioacumulagdo e biomagnificagdo, podendo ser mais afetados e funcionarem

como veiculo para contaminagdo humana.
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Uma vez absorvidos, as concentragées enddgenas de TBT no organismo
variam consideravelmente uma vez que depende de fatores como tempo e
forma de exposicdo e da concentracdo. Recentes estudos acerca dos
mecanismos de toxicidade de organoestanicos, como o tributilestanho (TBT)
em mamiferos, indicam que TBT & um potente inibidor da ATP sintase
mitocondrial sugerindo que o TBT se liga diretamente a ATP sintase,
comprometendo a atividade mitocondrial e o funcionamento da célula como
um todo (VON BALMOOQOS et al., 2004). Outros trabalhos envolvendo os
efeitos do TBT em modelos animais revelaram que o composto age
desregulando gravemente os equilibrio hormonal (DELGADO FILHO et al.,
2010; DELGADO FILHO et al., 2011; PODRATZ et al., 2015). O efeito tdxico
no sistema endocrino, inclui a desregulagdo dos horménios sexuais. Em
machos, a toxicidade parece afetar negativamente a produgao de células
germinativas e a motilidade dos gametas, além de promover uma diminui¢cao
no tamanho dos testiculos e epididimo (CHEN et al., 2018; MITRA, et al.,
2017). Em fémeas, o TBT age induzindo a puberdade precoce, reduzindo a
fertiidade, além de ser capaz de atravessar a barreira placentaria e se
acumular na placenta e nos tecidos fetais (SENA et al., 2017, PODRATZ et
al., 2012; MELLO et al., 2014). O TBT, portanto, € um importante agente

desregulador dos horménios sexuais.

No sentido de tentar compreender melhor o comportamento do TBT nos
diferentes extratos, e com isso caracterizar o seu potencial toxico para as
espécies aquaticas, muitos cientistas utilizaram o TBT como foco principal de
suas pesquisas nas ultimas duas décadas (GODOI et al., 2003; SENA et al.,
2017; SANTOS-SILVA et al., 2016) No entanto, os dados sobre a
permanéncia do tributilestanho (TBT) em ambiente aquatico, disponiveis na
literatura ainda ndo sao suficientes. De acordo com Fent (1996), o TBT
apresenta uma resisténcia a degradagdo de 7 a 30 dias na agua com
temperaturas de verao para padrdoes nordicos. Porém, para temperaturas de
inverno, a degradagao pode levar de 2 meses ou mais. Informagdes quanto a
presenca e ao comportamento deste composto para climas tropicais sao

poucas ou inexistentes ainda.
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A utilizagdo indiscriminada do TBT foi regulamentada em varios paises ao
longo das duas ultimas décadas, porém a ineficacia das medidas introduzidas
levou a proibigdo da aplicacdo de tintas com TBT em todo tipo de
embarcagdes, tendo que ser removidas ou seladas dos cascos das
embarcacgdes até janeiro de 2008 (IMO, 1999). Enquanto no exterior o TBT
sofre restricbes ha 20 anos, no Brasil ainda ndo existe controle sobre esse
composto nas embarcagdes. O pais pretende seguir as recomendacgdes da
Organizagao Maritima Internacional (IMO) para banir o uso dessas
substancias; mas o acordo, que deveria ter entrado em vigor em 2003, so
passara a ter validade quando for ratificado por 25 paises (FERNANDEZ,
2001).

Segundo Manaham (1991), o comportamento cinético de uma substancia
quimica toxica ao organismo pode seguir as seguintes vias: ser absorvido
pelo organismo e eliminado através de diferentes tipos de mecanismos; ser
excretado sem qualquer alteragcdo na sua estrutura molecular; ou ainda, ser
metabolizado e se tornar apto para ser um ativo componente quimico na fase
dindmica. Na fase dinamica, o composto ou elemento toxico pode interagir
com células e tecidos ou 6rgdaos do organismo, o que pode lhe conferir
algumas respostas toxicas. Estas respostas podem ser uma reagéo primaria,
uma resposta bioquimica ou, ainda, os chamados efeitos observaveis, sendo
estes ultimos considerados como representativos do maximo efeito de uma

substancia toxica.

Dentre os efeitos observaveis, o estudo ultraestrutural revela-se um
importante meio de avaliagao de alteragdes promovidas pela intoxicagao por
TBT no metabolismo.
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2. OBJETIVO GERAL

Estudar a ultraestrutura de doengas metabdlicas, como a Osteoporose, a
Doenca de Alzheimer e a por estresse de Tributilestanho (TBT).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS EM MODELOS DE OSTEOPOROSE E
ALZHEIMER

- Investigar as alteragbes na ultraestrutura 0ssea;

- Identificar as alteragcbdes na densidade mineral 6ssea;

- Avaliar as alteragdes nas ultraestruturas neuronais;

- Analisar o acumulo de lipidios no cérebro e figado;

- Investigar a presencga de placas amiloides no figado, rim e fémur;

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS EM MODELOS DE INTOXICACAO POR TBT

- Identificar alteragcbes provocadas pela intoxicagao por TBT na ultraestrutura

ossea;

- ldentificar alteragbes provocadas pela intoxicacdo por TBT na densidade

mineral 6ssea;



46

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ORGANOGRAMA METODOLOGICO

\
( PARA O ESTUDO

ULTRAESTRUTURAL EM MODELOS
ANIMAIS DE OSTEOPOROSE E DA
DOENCA DE ALZHEIMER (DA)

s <
Camundongos C57 Black 6 com 12
meses de idade (*)

\ J
C57 SHAM: K C57 OVX: \ 4 C57 APOEKO: ) C57
Animais Animais Animais nocaute APOEKO/OVX:
falsamente submetidos a para o gene Animais APOEKO
operados. ovariectomia: APQE, o qual e submetidos a
procedimento codifica a ovariectomia.
que mimetiza a apolipoproteina E
menopausa,
marcada pela K /
diminuicdo das
concentragdes
plasmaticas de

& estrogénio. /

(*) Os animais de todos os grupos foram submetidos as mesmas condi¢cdes de
temperatura, alimentagéo e luminosidade

4 )
PARA O ESTUDO

ULTRAESTRUTURAL EM MODELOS
ANIMAIS DE ESTRESSE CAUSADO
POR TRIBUTILESTANHO (TBT)

e <

Ratas Wistar com 12 meses de idade (*)

\ | Y,
CONTROLE ANIMAIS TBT.
Ratas ndo tratadas com Ratas tratadas com TBT
TBT. (100ng/kg/dia) por 15 dias

consecutivos.

(*) Os animais de todos os grupos foram submetidos as mesmas condigdes de
temperatura, alimentagéo e luminosidade.
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ESTUDO

ULTRAESTRUTURAL DE
DOENCAS METABOLICAS

Para analise UItraestruturalw

(Para analise Ultraestrutural

em modelos de
Osteoporose e DA J

a )

Grupos analisados:
1-C57 SHAM
2-C57 OVX
3-C57 APOEKO
4-C57 APOEKO/OVX

~
J

Analises realizadas —

(técnica utilizada)

/
Andlise da presenca de

lipideos no cérebro — (Qil
red)

J/
s A
Analise do neurdpilo —
(MET)
L Y,
s A

Analise da mielinizacdo dos

axonios — (MET)

N J
s ™
Analise da microglia e

NFT s— (Cajal)

_ Y,
e B
Analise da ultraestrutura

ossea (MEV)

- J
-~

Quantificagcado da Densidade

Mineral 6ssea (qCT)

N
~
Andlise da presenca de
placas amiloides no figado,
rim e fémur - (Tioflavina-S)
s A

Andlise da presenca de

lipideos no figado - (QOil red)
. J

em modelos de Intoxicagao
L por TBT

a )

Grupos analisados:

1- CONTROLE
2-ANIMAIS TBT

Analises realizadas —

(técnica utilizada)

L J

e B\
Analise da Densidade
Mineral 6ssea (DXA)

- J

e N
Analise da ultraestrutura
ossea (MEV)

- J
e D\
Quantificagdo da Densidade

Mineral 6ssea (qCT)
- J
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3.1.1 Estratégia metodologica

Tendo como objetivo principal uma melhor compreens&o do delineamento do
estudo acerca da utilizacdo de ferramentas para o estudo ultraestrutural de
doengas metabdlicas, como estratégia metodologica, entdo, dividiremos o
trabalho em duas segdes: 3.2 Sec¢ao |: analise ultraestrutural em modelos de
osteoporose e doenca de Alzheimer e 3.3 Secéo |l: analise ultraestrutural em
modelos de estresse por TBT.

3.2. SEGAO I: ANALISE ULTRAESTRUTURAL EM MODELOS DE
OSTEOPOROSE E DOENCA DE ALZHEIMER

3.2.1 Animais utilizados

Para o estudo ultraestrutural das doengas metabdlicas de originadas pelo
envelhecimento Alzheimer e Osteoporose foram utilizados camundongos
fémeas C57 Black 6 (Mus musculus) ovariotectomizadas (OVX) como modelo
para osteoporose pOds-menopausa, visando a estudar fendbmenos associados
a ultraestrutura do tecido ésseo em condi¢bes que possam ser de grande
importdncia para o tratamento da doenga. Além disso, para o estudo
ultraestrutural da doenca de Alzheimer foram utilizados animais mutantes
APOEKO. Os animais foram mantidos por doze meses de vida, em gaiolas
com temperatura controlada entre 23° e 25° C e alimentados com racéo e
agua/agua, mantidos em ciclo claro/escuro de 12h/12h. Os animais foram
entdo eutanasiados, sendo que 6rgéos e fluidos foram devidamente
estocados para posterior analise. Todos experimentos foram realizados de
acordo com as Diretrizes de Pesquisa Biomédica para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério disponiveis on-line e seguiram as recomendagodes
das Diretrizes da Associacdo Americana de Medicina Veterinaria (2007). O
uso dos modelos animais nesta pesquisa, foi aprovado pelo Comité de Etica
e Pesquisa no Uso de Animais (CEUA), desta instituicdo (pagina 116).
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Foram entdo utilizados quatro grupos, a saber: C57 SHAM operado
(selvagem ou wild type (WT) ou controle; C57 ovariotectomizado (OVX);
APOEKO SHAM, animais nocaute submetidos a falsa ovariotectomia (APOE
SHAM) e APOEKO ovariotectomizado (APOE OVX).

3.2.2 Analise da ultraestrutura do cérebro

Para analisar e avaliar os danos ultraestruturais causados pela deficiéncia de
estrogénio e da APOE, no cérebro dos quatro grupos, utilizamos como

ferramenta a Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET).

Os cérebros desses animais foram lavados trés vezes 2% de tampéao PIPES
(acido 1,4-pipeazinadietanosulfénico, pH 7,4). Posteriormente, os cérebros
foram seccionados na regido de interesse (FIGURA 5). Os 6rgaos foram
incubados em uma solugdo fixadora contendo 1% de PIPES, 2% de
glutaraldeido (GA) e 2% de paraformaldeido (PA) por 2 horas em
temperatura ambiente. Apds essa etapa, os 6rgaos foram lavados novamente
com tampéao PIPES e pds-fixadas com uma solugao contendo 1% de OsO4 e
1% tampéo PIPES, seguida de uma nova lavagem com tamp&o PIPES por 30
minutos. Apds esse periodo, as células foram desidratadas em série
crescente de etanol (30, 50, 70, 90, 100%), seguida da inclusdo gradual de
EPON® (resina epoxi), diluida em etanol, nas seguintes proporgdes: 3:1, 2:1
(por 6 horas), 1:1 (por 12 horas), 1:2, 1:2 (por 6 horas), 1:3 (por 12 horas) e,
finalmente, EPON® puro por 24 horas. O EPON® foi trocado mais uma vez
e o0 material foi submetido a polimerizagao a 60°C por 48 horas. Os blocos de
resina contendo as amostras foram entao seccionados com faca de diamante
numa espessura de aproximadamente 70 nm. Os cortes foram dispensos
sobre uma grade de niquel (300 mesh) e contrastados primeiramente com
uma solugdo de acetato de uranila (5%, diluida em H20O), por 20 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, foram contrastados com uma solugao de
citrato de chumbo (composta de 4% de nitrato de chumbo e 3% de citrato de
sédio), por 5 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram

visualizadas no microscépio Zeiss 900 a 80 kV.
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Figura 5 — Esquema demonstrativo da secgao cerebral utilizada para microscopia. A-
Cérebro de animal C57 desse estudo; B — Corte Sagital; C- *regido seccionada. Fonte: Be C
imagens adaptadas Totenhagen et al., 2017.

3.2.3. Analise da morfologia da coluna vertebral

Para analisar a morfoestrutura 6ssea da coluna vertebral de todos os
animais, utilizamos como ferramenta a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).

Os ossos foram limpos mecanicamente, com o uso de agua destilada e
retirada de tecidos adjacentes de forma manual, sem o uso de qualquer
agente corrosivo para nao danificar a ultraestrutura o0ssea. As colunas
vertebrais foram lavadas com PBS (0,9% NaCl, 10 mM Na;HPO., pH 7.,4)
cinco vezes, com o objetivo de promover a retirada de proteinas existentes,
além de manter o pH estavel, a fim de evitar artefatos e também manter a
osmolaridade do material. Apds a lavagem, o ossos foram submetidos a
fixagdo. A fixagéo foi feita com 2% glutaraldeido (GA) e 2% paraformaldeido
(PA) em tampao PIPES (acido 1,4-pipeazinadietanosulfénico, pH 7,4), por
24h. Apos essa etapa, foi iniciado o processo de desidratagdo, em série com
etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes 100%, por 40 minutos), seguido pelo
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Ponto Critico (Bal-Tec CPD 030), no qual etanol foi substituido
gradativamente por CO; liquido. O ponto critico acontece no momento em
que a interface entre CO, liquido/gasoso ndo existe, pois a quantidade de
moléculas liquidas que se tornam gas é exatamente igual a quantidade de
moléculas de gas que se tornam liquidas. A temperatura foi entdo elevada e
todo o liquido se tornou gas, deixando a amostra totalmente seca. As
amostras foram fixadas, com o auxilio da fita de carbono e tinta de prata
sobre o suporte, que estara em contato direto com o porta-amostras do

microscopio.

O material foi metalizado no aparelho Bal-Tec FCD 050, sob uma atmosfera
de argdbnio e foi coberto com platina (Pt), o uso da platina foi uma opgéo em
detrimento da cobertura com ouro (Au), utilizado como técnica de rotina, em
funcdo da platina ter uma melhor e maior interatividade com os elétrons
liberados pelo filamento de tungsténio no momento da visualizagdo no
microscopio. As amostras foram visualizadas no microscopio eletrénico de
varredura (JEOL 1400 PLUS) a 25 KV.

3.2.4 Tomografia computadorizada quantitativa (qCT)

A tomografia computadorizada da coluna vertebral dos animais utilizados
neste trabalho foi realizada na Unidade de Experimentagdo Animal da
Universidade Estadual do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro, UENF. As
amostras foram posicionadas no tomografo modelo 2290468 GE Healthcare®
em decubito esternal para realizagdo do procedimento; as imagens
tomograficas obtidas foram reconstruidas através do software OsiriX, lite
versao 2.0. Como referéncia para a densidade mineral 6ssea, foi utilizado um
padrao (phanton) de hidroxiapatita e agua, para calibracdo de valores de

atenuacao.
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3.2.5 Identificagdo de placas amiloides

Para identificar a presenca de placas amiloides foi utilizado o protocolo
Tioflavina S (GUNTERN et al., 1992). Este corante é bastante utilizado para a
visualizagdo e quantificacdo de agregados amiloides de proteinas, tanto in
vitro como in vivo (e.g. placas B-amiloides e agregados da proteina tau,
associados a doenga de Alzheimer. Quando se liga as estruturas ricas em
folhas B, a Tioflavina S apresenta um aumento da sua fluorescéncia e um red
shift caracteristico no seu espectro de emissido. Adicionalmente, a alteragao
da fluorescéncia deste composto ja foi associada com interagbes com DNA
de cadeia dupla. Assim, as placas senis e os emaranhados neurofibrilares
ficam fluorescentes, com background preto. Foram utilizados para essa
analise figado, rim e fémur dos animais selecionados, de forma a avaliarmos
a presencga de placas senis nesses 6rgaos. Antes de iniciar o processamento
das amostras, os fémures dos animais foram colocados em uma solugéo 1M
de EDTA, 4°C, por 3 semanas, trocando a solugdo 3 vezes. O EDTA que
atua como um quelante de Ca®* desmineralizando o osso, mantendo intacta a
matriz organica. Posteriormente, os fémures foram retirados da solugéo
fixadora; a partir desta etapa todos os 6rgaos foram processados seguindo o
mesmo protocolo. As amostras foram lavadas em agua deionizada por 30
minutos; desidratadas em série crescente com etanol (70%, 90% e 3 vezes
100%, por 1 hora) diafanizadas com Xilol durante 30 minutos (3x); banhadas
em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluidas em blocos de parafina.
Esses foram cortados em sec¢bes de 10 uym de espessura utilizando
micrétomo. As segdes obtidas foram montadas em laminas previamente
tratadas com solugédo de gelatina 1% e permaneceram durante 24 horas em
estufa a 56°C. Os cortes foram desparafinados utilizando Xilol por 2 minutos
(2x); alcool absoluto por 1 minuto (2x); alcool 95% por 1 minuto (2x); alcool
70% por 1 minuto (2x) e hidratados com agua deionizada em 3 etapas por 2
minutos. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em solugédo de
Permanganato de Potassio 0,25% por 20 minutos; lavadas com agua
deionizada por 1 minuto; submetidas a solugdo Bleaching (Branqueamento)
por 2 minutos; enxaguadas com agua deionizada por 1 minuto; mergulhadas

na solugdo Blocking (Bloqueio) por 20 minutos; enxaguadas com agua
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deionizada por 1 minuto; imersas em solugdo de Acido acético 0,25% por 5
segundos e enxaguadas novamente com agua deionizada por 5 minutos.
Aposs a completa secagem das laminas as segdes foram imersas em solugao
de Tioflavina S (0,0125% de Tioflavina S em g.s.p. 100,0 mL de Etanol 50%)
por 5 minutos; secas a temperatura ambiente; lavadas 2X com solugao de
etanol 50%; enxaguadas com agua deionizada 2X por 1 minuto e montadas
com laminula empregando-se geléia de glicerina (16% de gelatina; 53% de
glicerina; q.s.p. 100,0 mL agua deionizada) como agente selante. A solugao
Bleaching foi preparada adicionando-se 1,0g de Metabissulfito de Potassio e
1,0g de Acido Oxalico em qg.s.p. 100,0 mL de agua deionizada. Para o
preparo da solugdo Blocking foram utilizados 1,0 g de Hidroxido de sodio e
3,0 mL de Perdéxido de Hidrogénio 30% em q.s.p. 100,0 mL de agua
deionizada. As solugbes Bleaching e Blocking foram descartadas sempre
apos a passagem de cada lamina sendo substituidas por solugéo nova.

3.2.6 Identificagdo de agregados neurofibrilares e microglia ativada

Para identificar agregados neurofibrilares e a ativagado microglial foi utilizado o
protocolo Cajal (BEHMER et al., 2003), que consiste em uma técnica em que
0s sais de prata que se ligam as estruturas nervosas s&o reduzidos pela agao
de um unico agente oxidante com o intuito de se visualizar a prata metalica.
Os hemisférios cerebrais foram fixados embebidos em solugcédo fixadora
tamponada (PBS/Formalina 4%) a 4°C (LITCHFIELD & NAGY, 2001) para
posterior processamento. Apds a retirada de um dos hemisférios da solugao
fixadora, o tecido cerebral foi tratado com 1,5% de Nitrato de Prata (AgNO3) a
37°C no escuro, por 05 dias, até que o tecido desenvolvesse uma cor marrom
escuro. O excesso de AgNOs; do tecido foi lavado com H>O deionizada por 02
horas. Para a reducido quimica da prata metalica e posterior visualizagdo dos
constituintes celulares do tecido estudado, utilizou-se hidroquinona a 2% em
Formalina neutra 5% por 24 horas. Posteriormente, o tecido foi desidratado
em série crescente com etanol (70%, 90% e 3 vezes 100%, por 1 hora). Em
seguida, os hemisférios permaneceram durante 30 minutos (3x) em Xilol,

foram banhados em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluidos em bloco
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de parafina. Subsequentemente, os blocos foram cortados em micrétomo
obtendo-se secbes de 10 uym de espessura. As secdOes obtidas foram
montadas em laminas previamente impregnadas com solugdo de gelatina 1%
e acondicionadas a 56°C overnight para secagem. Em seguida as laminas
foram desparafinizadas utilizando Xilol por 2 minutos (2x); alcool absoluto por
1 minuto (2x); alcool 95% por 1 minuto (2x); alcool 70% por 1 minuto (2x) e
hidratadas com agua deionizada em 3 etapas por 2 minutos sendo seladas

com laminula e resina sintética média — Balsamo do Canada.

3.2.7 Analise do acumulo de lipidios

Para identificar possiveis acumulos de lipidios no figado, rim e fémur foi
utilizada como protocolo a marcacéo por Oil Red. A coloracao oil red marca
de cor vermelho-alaranjado os acumulos lipidicos, o que identifica a
diferenciagdo adipogénica (PROPHET, 1994). Foram utilizados para essa
analise figado, rim e fémur dos animais selecionados, de forma a avaliarmos
a presencga de placas senis nesses 6rgaos. Antes de iniciar o processamento
das amostras, os fémures dos animais foram colocados em uma solugéo 1M
de EDTA, 4°C, por 3 semanas, trocando a solugdo 3 vezes. O EDTA que
atua como um quelante de Ca?* desmineralizando o osso, mantendo intacta a
matriz organica. Posteriormente, os fémures foram retirados da solugéo
fixadora; a partir desta etapa, todos os 6rgaos foram processados seguindo o
mesmo protocolo. As amostras foram lavadas em agua deionizada por 30
minutos; desidratadas em série crescente com etanol (70%, 90% e 3 vezes
100%, por 1 hora) diafanizadas com Xilol durante 30 minutos (3x); banhadas
em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluidas em blocos de parafina.
Estes foram cortados em seg¢des de 10 pm de espessura utilizando
micrétomo. As segbes obtidas foram montadas em laminas previamente
tratadas com solugédo de gelatina 1% e permaneceram durante 24 horas em
estufa a 56°C. Os cortes foram desparafinados utilizando Xilol por 2 minutos
(2x); alcool absoluto por 1 minuto (2x); alcool 95% por 1 minuto (2x); alcool
70% por 1 minuto (2x) e hidratados com agua deionizada em 3 etapas por 2

minutos. A lamina foi coberta com solugdo de oil red O (Merck, Darmstadt,
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Alemanha) 0,5% diluida em propileno glicol (Synth, Diadema, Sao Paulo,
Brasil) e aguardados dois minutos. Logo apés, foi lavada em solugdo de
propileno glicol 85% por um minuto, lavada duas vezes em agua, corada
rapidamente na hematoxilina de Mayer's (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
lavada novamente em agua. A lamina foi deixada a temperatura ambiente
para secagem e quando seca foi realizada a montagem, pingando-se uma
gota de glicerina (Merck, Darmstadt, Alemanha) e coberta por laminula

(Perfecta, Mooca, S&o Paulo, Brasil).

A avaliagdo qualiquantitativa foi realizada por 2 avaliadores experientes
independentes, havendo concordéncia entre 0os mesmos quanto aos
resultados observados.Todas as imagens foram analisadas quantitativamente
utilizando o programa Image J®, versdo 1.51S (Wayne Rasband National
Institute of Healths, USA).
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3.3 SEGAO II: ANALISE ULTRAESTRUTURAL EM MODELOS DE
ESTRESSE POR TBT

3.3.1 Animais utilizados

Para o estudo ultraestrutural das doengas metabdlicas originadas pelo
estresse de tributilestanho (TBT), ratos Wistar fémeas adultas (12 meses de
idade) foram mantidas sob temperatura controlada entre 23° e 25° C e

alimentados com ragao e agua/agua, com um ciclo claro/escuro de 12/12h.

Todos experimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes de
Pesquisa Biomédica para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério
disponiveis on-line e seguiram as recomendagdes das Diretrizes da
Associacdo Americana de Medicina Veterinaria (2007). Os ratos foram
divididos em dois grupos. Grupos controle (CTRL, n = 6) foram tratados
diariamente com veiculo (etanol a 0,4%) e ratos do grupo TBT100 (TBT100, n
= 5) foram tratados diariamente com 100 ng / kg / dia de TBT,
respectivamente, por 15 dias. Apds o periodo de 15 dias de tratamento, os

animais foram eutanasiados.

Todos os animais foram anestesiados com tiopental sodico (50 mg / kg, ip.,
Fontoveter, Brasil). As doses e rotas de exposicdo foram escolhidas com
base em protocolos de estudos anteriores (PODRATZ et al., 2012;
BERTULOSO et al., 2015; RIBEIRO et al.,, 2016) e outros (ZHOU et al.,
2013).

Todos experimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes de
Pesquisa Biomédica para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério
disponiveis on-line e seguiram as recomendagdes das Diretrizes da
Associagcdo Americana de Medicina Veterinaria (2007). O uso dos modelos
animais nesta pesquisa, foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa no

Uso de Animais (CEUA), desta instituigao (pagina 115).
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3.3.2 Quantificagdo da densidade mineral 6ssea

O quantificagado da densidade mineral éssea (DMO) foi realizado por meio de
medidas de Absorciometria por Raios X de dupla emissdo (DXA), utilizando
Faxitron 6000c, Suica. Os dados foram expressos em g / cm? e
categorizados como osteopénico / osteoporatico (<-2,0) ou normal (-1,0 <t> -
1,5). Todos os animais com intervalo de pontuacéo t entre -1,5 e -2,0 foram
classificados para minimizar as chances de falsos negativos (n = um excluido
do grupo controle). Além disso, os cortes de raios X de uma dimensao
integrados (g / cm?) foram entdo normalizados por cortes tridimensionais
utilizando a determinac&o da pontuagao t (também da Faxitron, Suiga). Os
dados também foram normalizados pelo peso corporal do animal, assim

como as imagens dos raios X também foram registradas.

3.3.3 Analise da morfologia da coluna vertebral

Para analisar a morfoestrutura 6ssea da coluna vertebral de todos os
animais, utilizamos como ferramenta a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).

Os ossos foram limpos mecanicamente, com o uso de agua destilada e
retirada de tecidos adjacentes de forma manual, sem o uso de qualquer
agente corrosivo para nao danificar a ultraestrutura o0ssea. As colunas
vertebrais foram lavadas com PBS (0,9% NaCl, 10 mM Na;HPO., pH 7,4)
cinco vezes, com o objetivo de promover a retirada de proteinas existentes,
além de manter o pH estavel, a fim de evitar artefatos e também manter a
osmolaridade do material. Apés a lavagem, o ossos foram submetidos a
fixagdo. A fixagéo foi feita com 2% glutaraldeido (GA) e 2% paraformaldeido
(PA) em tampao PIPES (acido 1,4-pipeazinadietanosulfénico, pH 7,4), por
24h. Apos essa etapa, foi iniciado o processo de desidratagdo, em série com
etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes 100%, por 40 minutos), seguido pelo
Ponto Critico (Bal-Tec CPD 030), no qual etanol foi substituido

gradativamente por CO; liquido. O ponto critico acontece no momento em
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que a interface entre CO, liquido/gasoso ndo existe, pois a quantidade de
moléculas liquidas que se tornam gas é exatamente igual a quantidade de
moléculas de gas que se tornam liquidas. A temperatura foi entdo elevada e
todo o liquido se tornou gas, deixando a amostra totalmente seca. As
amostras foram fixadas, com o auxilio da fita de carbono e tinta de prata
sobre o suporte stubs, que estara em contato direto com o porta-amostras do

microscopio.

O material foi metalizado no aparelho Bal-Tec FCD 050, sob uma atmosfera
de argdbnio e foi coberto com platina (Pt), o uso da platina foi uma opgé&o em
detrimento da cobertura com ouro (Au), utilizado como técnica de rotina, em
funcdo da platina ter uma melhor e maior interatividade com os elétrons
liberados pelo filamento de tungsténio no momento da visualizagdo no
microscopio. As amostras foram visualizadas no microscopio eletrénico de
varredura (JEOL 1400 PLUS) a 25 KV.

3.3.4 Tomografia computadorizada quantitativa (qCT)

A tomografia computadorizada da coluna vertebral dos animais utilizados
neste trabalho foi realizada na Unidade de Experimentagdo Animal da
Universidade Estadual do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro, UENF. As
amostras foram posicionadas no tomografo modelo 2290468 GE Healthcare®
em decubito esternal para realizagdo do procedimento, as imagens
tomograficas obtidas foram reconstruidas através do software OsiriX, lite
versao 2.0. Como referéncia para a densidade mineral 6ssea, foi utilizado um
padrao (phanton) de hidroxiapatita e agua, para calibracdo de valores de
atenuagdo. A avaliagdo qualiquantitativa foi realizada por 2 avaliadores
experientes independentes, havendo concordancia entre os mesmos quanto
aos resultados observados. Todas as imagens foram analisadas
quantitativamente utilizando o programa Image J©, versdo 1.51S (Wayne
Rasband National Institute of Healths, USA). E os valores foram analisados

estatisticamente por ANOVA® seguida do teste de Tukey.
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4. RESULTADOS

4.1 SEGAO | : ANALISE ULTRAESTRUTURALEM MODELOS DE
OSTEOPOROSE E DOENCA ALZHEIMER

4.1.1 Analise da presencga de lipidios no cérebro

Utilizando a microscopia otica e através da técnica de marcagao de lipidios
por oil red, foi possivel observar a presenca de lipidios no cérebro dos
animais estudados. Em animais controle (Figura 6A, B e C) observamos uma
fraca marcagéao, ao passo que em animais OVX (Figura 6D, E e F), APOEKO
(Figura 6G, H e I) e (Figura 6J, K e L) verificamos marcagbes mais forte,
indicando um acumulo de lipidios nas amostras estudadas. Especificamente,
no cérebro de animais ovariectomizados além do acumulo de lipidios no
interior dos vasos sanguineos (FIGURA 6D, 7E), também foi possivel
observar a presenca de espacamento do tecido vascular com a presencga de
lipidios em meio as células que compdem os tecidos vasculares. Em animais
APOEKO, foi possivel observar a presenga de um grande acumulo de lipidios
no interior de vasos sanguineos, além de locais especificos de grande
quantidade de lipidios extravasando em meio aos tecidos vasculares e uma
possivel quebra da barreira hematoencefalica (FIGURA 6H-l). Em tecidos
cerebrais de animais APOEKO/OVX, foi possivel visualizar um grande
acumulo de lipidios em um vaso dilatado e uma espessa camada de tecido
vascular (FIGURA 6J, 1K), onde também foi possivel identificar a presenca
de acumulo de lipidios (FIGURA 6L).
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Figura 6: Microscopia o6ptica de cortes histolégicos cerebrais. Histoquimica
utilizando oil red e HE. A, B e C — controle C57 (WT); D, E e F - C57
ovarictomizados (OVX); G, H e | - APOE-KO (ApoE/SHAM); J, K e L — APOEKO
ovarictomizados (ApoE/OVX). Asteriscos — presenca de lipidios marcados por oil
red; setas — parede do vaso sanguineo com a presenca de lipidios em meio aos
tecidos vasculares.

4.1.2 Anélise histologica cerebral

Para observar as possiveis alteragdes estruturais presentes no cérebro e a
presenca de estruturas especificas como placas b-amiloides e agregados
neurofibrilares, utilizamos o método histolégico Cajal. Os resultados dessa
analise revelaram a presencga de placas amiloides no cérebro de animais
APOEKO e APOEKO/OVX (Figura 7H, K e L). Além disso, foi possivel
identificar os diversos emaranhados neurofibrilares nas amostras (Figura 7G-
L) APOEKO e APOEKO/OVX. Nas amostras APOEKO/OVX esses
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emaranhados tornam-se mais evidentes por toda a extensdo da amostra
(Figura 7J-L). Os neurdnios observados na amostra controle (Figura 7A- C)
apresentam citoplasma claro, caracteristico neste tipo de amostra. Nas
amostras OVX, os neurdnios apresentam diversas vesiculas eletrodensas no
seu interior (Figura 7F). Essas mesmas caracteristicas histologicas foram
identificadas nas amostras APOEKO, neurbnios com muitas vesiculas
eletrodensas, identificadas como vesiculas lisossémicas (Figura 71).

Ao analisarmos as células gliais, especificamente a microglia, foi possivel
observar células de microglia ativadas, caracterizadas por células
arredondadas com nucleo eletrodenso escuro. A presenca desse tipo celular
foi observado em amostras OVX e APOEKO (Figura 7A-C).
Interessantemente, no cérebro de animais APOEKO/OVX (Figura 7J-L) n&o
foram identificadas células da microglia ativadas, mas, sim, placas b-
amiloides e intensos emaranhados neurofibrilares (NFTs).

Ao realizarmos a contagem celular no cérebro dos grupos estudados,
verificamos que a quantificagcdo de microglia ativadas foi possivel de ser
realizada em cérebro de animais OVX (69 £ 5) e APOEKO (111 = 8, n=10),
n=10, p<0,005. Nao houve a presenga de micréglia ativada no cérebro de
animais controle (SHAM) e no cérebro de animais APOEKO/OVX, devido a
presenca intensa de NFTs também n&o foi possivel identificarmos a microglia
ativada (GRAFICO 1). A quantificagdo numérica de micréglia ativada foi
realizada por contagem individual encontrada da area total do campo
observado. Para cada grupo, foram analisados 10 campos aleatorios.
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Figura 7: Microscopia Optica de cortes histolégicos cerebrais. Histoquimica
utilizando o método de Cajal. A, B e C — controle C57 (WT); D, E e F - C57
ovarictomizados (OVX); G, H e | - APOE-KO (ApoE/SHAM); J, K e L — APOEKO
ovarictomizados (ApoE/OVX). Setas simples — neurénios; Setas largas — micréglia
ativada; Asteriscos escuros — emaranhados neurofibrilares; Asteriscos claros —
placas p-amiloides. A,D,E,J — barra 300 um; B,G,H,K — barra 100 um; C,F,1,J -
30 um.
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Grafico 1: Quantidade de células da micréglia ativada. Controle — animais C57
SHAM; OVX - animais C57 ovarictomizados; APOEKO - animais sem

apolipoproteina-E; APOEKO/OVX — animais APOE ovariectomizados. * p<0,005,
comparados ao grupo controle. Os valores foram analisados estatisticamente por
ANOVA® seguida do teste de Tukey.

4.1.3 Analise da ultraestrutura do cérebro

Diversos estudos descrevem o papel central da apoliproteina E (apoE) no
transporte de lipidios e a isoforma 4 (apoE4) como um importante fator de
risco para o desenvolvimento de doengas vasculares, como a arterosclerose.
Além disso, a apoE4 é também considerada um fator de risco crucial para o
desenvolvimento da DA (FARRER et al., 1997; KIM et al., 2015). Varios
mecanismos pelos quais APOE-4 promove DA foram propostos; apos a lesao
cerebral, a apoE € produzida pelos células gliais para transportar o colesterol
para as membranas sinapticas e neuronais danificadas, restabelecendo as
morfoestruturas cerebrais e, consequentemente, suas fungdes; no entanto, a
reparagao e a remodelagem de estruturas danificadas parecem ser menos
eficazes por apoE-4 do que outras isoformas (MAHLEY et al., 2006;
VERGHESE et al., 2011; FARRER et al., 1997; KIM et al., 2015).
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No que diz respeito aos estudos acerca da influéncia de estrogénio na
manutengao da estruturas cerebrais e no desenvolvimento da DA, estes sdo
ainda controversos (LI et al., 2014; SPENCER et al, 2014). Tal fato
proporciona uma importancia ainda maior as pesquisas que possam

contribuir na elucidagao dessas questdes.

Sendo assim, para que pudéssemos analisar as implicagdes da deficiéncia
de estrogénio e da apoE na ultraestrutura cerebral, realizamos a técnica de
MET nos quatro grupos de animais C57 SHAM, OVX, APOEKO e
OVX/APOEKO utilizados neste estudo.

Os resultados revelaram que a deficiéncia da proteina apoE promove uma
perda do neurdpilo evidenciado por um aumento do espacgo intercelular
(FIGURA 8C), quando comparado aos animais controle (FIGURA 8A).
Quando analisamos o cérebro dos animais OVX, observamos que nao houve
uma perda significativa de neurdpilo (FIGURA 8B); porém, em animais
APOEKO/OVX, observamos que a auséncia da APOEKO combinada a
deficiéncia de estrogénio, provocada pela ovariectomia, promove uma perda
significativa de neurépilo (FIGURA 8D). O grafico (GRAFICO 2) mostra que a
area de perda de neurdpilo no cérebro foi de 10 vezes mais em animais
APOEKO/OVX (151.286 + 0.200 pm?2), em relagdo ao cérebro de animais
controle (14.549 = 0.150 pm2, n = 10; p<0.001).

A quantificagdo da perda de neuropilo foi realizada subtraindo a area sem
neurdpilo pela area total do campo visual de todos os quatro grupos
estudados.
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Figura 8: Analise do neurdpilo Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) do
cérebro. Em A, neurépilo do cérebro de animais controle; B, neurdpilo de cérebro de
animais OVX; C, neurépilo de cérebro de animais APOEKO e D, neurdpilo de

cérebro de animais APOEKO/OVX. A, B, C, D —barra 1 um.



66

180000

160000 T

140000

120000

100000

80000

Area (um?)

60000
40000

20000

0

Controle OovX APOEKO APOEKO/OVX

Grafico 2: Medida da area de neurdpilo perdido no cérebro de camundongos (um?2).
Controle - animais SHAM; OVX - animais ovariectomizadas; APOEKO -

animais sem apoE; APOEKO/OVX - animais sem apoE e ovariectomizadas. *
p<0,001, comparados ao grupo controle. Os valores foram analisados
estatisticamente por ANOVA® seguida do teste de Tukey.

Ao analisarmos as demais ultraestruturas presentes no cérebro dos animais
investigados, foram identificados muitos axdnios mielinizados, principalmente
na amostra WT (FIGURA 9A), ja na amostra APOEKO/OVX, os axbnios
identificados estavam em processo de desmielinizacdo (FIGURA 9D),
também é possivel observar diversos fragmentos de oligodendrdcitos devido
a desmielinizacdo. Nas amostras OVX e APOEKO (FIGURA 9B e 9C),
verificamos poucos neurénios mielinizados. Em uma visdo geral da amostra
foi possivel observar algumas regides mais eletrodensas em amostras
APOEKO e APOEKO/OVX, que foram analisadas posteriormente utilizando

um maior aumento.
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Figura 9: Microscopia Eletrénica de Transmissé&o de cortes do tecido cerebral de
camundongos para andlise da ultraestrutural. A — controle C57-SHAM (WT); B - C57
ovarictomizados (OVX); C - APOEKO ; D — APOEKO ovarictomizados (ApoE/OVX).
AM — axénios mielinizados; Setas — processo de desmielinizagdo; Asterisco —
fragmentos de aligodendrdcitos.

4.1.4 Analise da morfologia da coluna vertebral

A deficiéncia estrogénica € a causa mais comum de osteoporose, porém a
acao do hormdnio estrogénico combinado a uma deficiéncia da apoE sobre o
tecido 6sseo ainda nao foi claramente definida. Para que pudéssemos
observar as possiveis alteracdes na morfoestrutura 6ssea dos animais
utilizados nessa pesquisa, realizamos a microscopia eletrénica de varredura

(MEV) na coluna vertebral.
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A analise da morfologia da coluna vertebral das amostras controle mostrou
uma superficie uniformizada, com a presenga de peridsteo integro, canais de
Volkmann claramente observaveis com bordas preservadas contendo em seu
interior vasos sanguineos, também foi possivel visualizar o periésteo em toda
sua uniformidade revestindo a estrutura 6ssea (FIGURA 10 A-C). A analise
da coluna vertebral de animais que haviam sido ovariectomizados (OVX)
mostrou uma superficie uniforme, porém com uma aparente perda do
periosteo e poros vasculares dos canais de Volkmann com bordas irregulares
(FIGURA 10D — F). Ao observarmos as amostras da coluna vertebral de
animais APOEKO (FIGURA 10G - I), verificamos que a superficie 6ssea nao
se apresentava uniforme e, em aumentos maiores dessas areas, foi possivel
observar a presenca de muitas fossas de reabsorgcdo Ossea e perda da
integridade do periosteo (FIGURA 10J).

Quando as colunas vertebrais de animais APOEKO/OVX foram analisadas,
mais fossas de reabsorgédo na superficie 6ssea foram observadas, indicando
sinais de uma maior deterioragdo (FIGURA 10J — L), além da perda da

integridade do peridsteo.
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Figura 10: Microscopia Eletrénica de Varredura da coluna vertebral de
camundongos. A, B e C — controle C57 (WT); D, E e F - C57 ovarictomizados (OVX);
G, H e | - APOE-KO (ApoE/SHAM); J, K e L — APOEKO ovarictomizados
(ApoE/OVX). Setas simples — sinais de perda do peridsteo; Setas largas — canais de
Volkmann; Asteriscos — superficie éssea apresentando processo de reabsorgao;

4.1.5 Andlise da densidade 6ssea mineral

Para que pudéssemos compreender os efeitos da presenca das cavidades e
das alteracdes na uniformidade da superficie 6ssea encontrada na coluna
vertebral dos animais OVX, APOEKO e APOEKO, quando comparados ao
controle, foi realizada uma Tomografia Computadorizada quantitativa (qCT).
Nossos resultados indicam que a deficiéncia de estrogénio promove uma
reducdo da massa 6ssea mineral (FIGURA 11B) que também pode ser
observada em animais APOE (FIGURA 11C). A analise por qCT da coluna

vertebral de animais APOE/OVX indicou que a perda da massa Ossea é
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maior em animais com deficiéncia de estrogénio e da proteina apoE (FIGURA
11C), quando comparados ao controle (FIGURA 11A).

A quantificagdo da perda de massa Ossea, nos mostrou que em animais
OVX, APOEKO e APOEKO/OVX foi de 24,36%, 34,23% e 38,31%,
respectivamente (GRAFICO 3, n= 130 secgdes, p<0,001). A quantificagdo foi
realizada através do comparativo entre as emissdes intensidades captadas

entre as amostras controle e os outros grupos analisados.

COBAIA 01
876

Figura 11: Tomografia Computadorizada quantitativa (qCT) de coluna vertebral de
camundongos para analise quali e quantitativa da densidade mineral 6ssea. A—
controle C57 (WT); B - C57 ovarictomizados (OVX); C - APOE-KO (ApoE/SHAM); D
— APOEKO ovarictomizados (ApoE/OVX); E — padrdo da captacdo de por emissao
idnica; F — phanton (padrao de densidade).
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Grafico 3: Perda da massa Ossea, encontrada nos animais analisados por qCT,
comparados ao controle, em porcentagem. Controle - animais SHAM; OVX -
animais ovariectomizadas; APOEKO - animais sem apoE; APOEKO/OVX -

animais sem apoE e ovariectomizadas. * p<0,001, comparados ao grupo
controle. Os valores foram analisados estatisticamente por ANOVA® seguida do
teste de Tukey.

4.1.6 Analise da presenca de placas amiloides

Para que fosse possivel identificar uma possivel presenca de placas b-
amiloides em outros 6rgdos, analisamos outros 6rgaos como figado, rim e
fémur, utilizando o método por marcagdo com Tioflavina-S (TS). Nossos
resultados demonstraram a presenga de placas amiloides em todos os
orgéos analisados somente de animais APOEKO e APOEKO/OVX (FIGURA
12G-L). A intensidade da fluorescéncia indicou que a deficiéncia de APOE
acoplada a deficiéncia de estrogénio das amostras APOEKO/OVX promoveu
uma maior formacéo de placas b-amiloides nesses animais (FIGURA 12J-L).
Em animais controle (FIGURA 12A-C) e OVX (FIGURA 12D-F) n&o houve a
captacao significativa de emissao de luz, indicando que nessas amostras nao

ha acumulo de placas amiloides nos 6rgéos investigados.
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O gréfico (GRAFICO 4) mostra que somente o figado de animais APOEKO
(12.398 £ 0.138) e APOEKO/OVX (22.619 + 0.205), assim como o rim de
animais APOEKO (15.698 £ 0.009), de animais APOEKO/OVX (27.148 +
0.116), do figado de animais APOEKO (17.489 + 0.178) e de animais
APOEKO/OVX (31.994 % 0.098) emitiram fluorescéncia, indicando a

deficiéncia da apolipoproteina-E, que foi crucial para o acumulo de placas
amiloides. Porém, a deplegao de estrogénio foi importante para potencializar,
em quase 2x a amiloidose no figado (n = 15; p<0.005), rim (n = 15; p<0.011)
e fémur (n = 15; p<0.001). A quantificacdo foi realizada através do
comparativo entre as emissdes intensidades de fluorescéncia captadas entre
as amostras de animais OVX e APOEKO/OVX, pois apenas estas

apresentaram reacdo com a Tioflavina-S.
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Figura 12: Microscopia de Fluorescéncia Confocal do figado (A, D, G e J), rim (B, E,
H, K) e fémur (C, F, | e L) de camundongos para identificagdo de placas amiloides,
utilizando o método Tioflavina S. A, B e C — controle C57 (WT); D, E e F - C57
ovarictomizados (OVX); G, H e | - APOE-KO (ApoE/SHAM); J, Ke L — APOEKO

ovarictomizados (ApoE/OVX). Barra — 300 um.
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Grafico 4 : Intensidade de fluorescéncia captada no figado, rim e fémur indicando a
presenca de placas amiloides através de Tioflavina-S. Controle — animais SHAM,
ndao houve captacdo; OVX — animais ovariectomizados, ndo houve captacgio;
APOEKO - intensidade de fluorescéncia captada em animais APOEKO;
APOEKO/OVX - intensidade de fluorescéncia captada em animais sem

apolipoproteina-E e ovariectomizados. * p<0,005, comparados ao figado do grupo

OVX; * p<0,011, comparados ao rim do grupo OVX; * p<0,001, comparados ao
fémur do grupo OVX. Os valores foram analisados estatisticamente por ANOVA®
seguida do teste de Tukey.

4.1.7 Analise da presencga de lipidios no figado

A Apoliproteina E € uma importante proteina envolvida no transporte de
lipidios como colesterol e triglicerideos no sangue.

Para avaliarmos o papel do estrogénio e da apoE no figado, utilizamos o
método de Oil red em animais submetidos a ovariectomia (OVX), animais
APOEKO, APOEKO/OVX e animais controle (SHAM). Nossos resultados
demonstraram que a deficiéncia de estrogénio promoveu um aumento de
lipidios no figado dos animais OVX que se distribuiram de maneira
relativamente uniforme (FIGURA 13F). Ao analisar o figado de animais
APOEKO, verificou-se a presenga de lipidios acumulados (FIGURA 13G — 1),
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ja em animais APOEKO/OVX foi possivel observar a presenga de grande

quantidade de lipidios no figado desses animais (FIGURA 13K e L).

Figura 13: Microscopia Optica do figado de camundongos, identificagdo de lipidios
utilizando o método Oil red. A, B e C — controle C57 (WT); D, E e F - C57
ovarictomizados (OVX); G, H e | - APOE-KO (ApoE/SHAM); J, K e L — APOEKO
ovarictomizados (ApoE/OVX). Setas simples — sinais de acumulo de lipidios. A, D,
G, J —barra 300 um; B, E, H, K—barra 100 um; C, F, I, L — 30 um.
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4.2. SEGAO II: ANALISE ULTRAESTRUTURAL EM MODELOS DE
ESTRESSE POR TBT

Em pesquisas desenvolvidas previamente pelo nosso laboratorio,
demonstramos que o tratamento com TBT promove profundas modificacbes
no sistema enddcrino dos animais tratados (DELGADO FILHO et al., 2010;
DELGADO FILHO et al., 2011; PODRATZ et al., 2015; SANTOR-SILVA et al.,
2016; SENNA et al., 2017) e que o TBT exibiu muitos efeitos deletérios de
ordem cardiovascular, reprodutiva e glandulas hipotalamicas-hipofise
dependentes (MERLO et al., 2016; COUTINHO et al., 2016; XIMENES et al.,
2017; BERTULOSO et al, 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2016; DOS
SANTOS et al., 2012; SENA et al., 2017). Observamos que nas fémeas, os
efeitos toxicos do TBT podem estar associados a expressao do receptor de
estrogénio alfa (ERa) (COUTINHO et al., 2016; XIMENES et al., 2017,
BERTULOSO et al., 2015), sendo este receptor a principal isoforma expressa
em células Osseas, especialmente osteoblastos (PAVONE et al., 2017;
ROONEY & VAN DER MEULEN, 2017). O estrogénio inibe a ativagao do
remodelamento &ésseo, mais provavelmente através dos osteoclastos. Os
efeitos diretos do estrogénio no osso incluem a indugdo da apoptose e a
inibicdo da formagao de osteoclastos. Além desses efeitos diretos sobre os
osteoclastos, o estrogénio também parece regular a inibigdo da apoptose de
osteoblastos e aumentar a expectativa de vida dessas células (KOUSTENI et
al., 2001). Assim, a deficiéncia de estrogénio induzida pelo TBT parece afetar
diretamente a manutengao da integridade 6ssea.

A partir de tais resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa objetivamos
identificar as possiveis alteragées na integridade da matriz mineral 6ssea

promovidos pelo tratamento com o organoestanho.
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4.2.1 Determinagéo da densidade mineral 6ssea (DMO)

A quantificacdo da densidade mineral éssea de animais tratados com TBT foi
realizada por meio de medidas de Absorciometria por Raios X de dupla
emissao (DXA), (FAXITRON 6000c, Suiga). Verificamos que mesmo doses
baixas de TBT (100 ng / kg / dia) por 15 dias levaram a drasticas alteragdes
no metabolismo mineral 6sseo. As medicdes por DXA mostraram que as
ratas adultas tratadas com TBT exibiram uma DMO aumentada em
aproximadamente 30% (180 mg / cm? ) quando comparados aos animais
controle (142 mg / cm?), (p = 0,047, FIGURA 14).

A B

Figura 14: Determinagédo da densidade mineral 6ssea (DMO) de animais controle e
tratados com TBT, por DXA; A — imagem representativa de animais controle; B —
imagem representativa do grupo tratado com TBT;



78

200
180 1

160

140

DMO (g/cm2)
N A O ® O
o o o o o o

TBT Controle

Grafico 5: Determinacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) de animais controle e
tratados com TBT, por DXA; A — densidade mineral 6ssea de animais controle em

glcm* B — densidade mineral éssea de animais tratados com TBT g/cm? *
p<0,0047, comparados ao grupo tratado com TBT. Os valores foram analisados
estatisticamente por ANOVA® seguida do teste de Tukey.

4.2.2 Analise da morfologia da coluna vertebral

Diversos estudos envolvendo o efeito do Tributilestanho (TBT) no sistema
endocrino (CHEN et al., 2018; MITRA et al., 2017), demonstraram que esse
organometal afeta diretamente os horménios esteroides como testosterona e
estrogénio. Enquanto agente desregulador dos horménios sexuais femininos,
o TBT parece estar envolvido, entre outros mecanismos, no desenvolvimento
precoce da puberdade e na diminuigado do tempo da puberdade (SENA et al.,
2017; PODRATZ et al., 2012; MELLO et al., 2014).

Sendo a deficiéncia estrogénica um dos mais importantes fatores de risco
para o desenvolvimento da osteoporose, parece-nos ser de extrema
relevancia a necessidade de se avaliar os efeitos do estresse por TBT na
morfologia 0ssea.
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Para tanto, utilizamos como ferramenta a Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) na avaliagdo da ultraestrutura da coluna vertebral das ratas
submetidas ao estresse por TBT e das ratas controle. Nossos resultados
indicaram que o estresse por TBT causa profundas e graves alteragdes na
morfologia 6ssea, quando comparada ao controle. O TBT causa danos na
borda do corpo vertebral, diminuindo a espessura e causando danos
ultraestruturais (FIGURA 15D e E). A osteoporose observada, além de afetar
a superficie 6ssea e as bordas do corpo das vértebras, também afeta os
canais de Volkmann que apresentam uma grave deformidade (FIGURA 15F)
quando comparados aos sistemas de canais de Volkmann presentes nas
vértebras das ratas controle (FIGURA 15C).

Figura 15: Microscopia EletrOnica de Varredura (MEV) da coluna vertebral de ratas.
A, B e C — controle; D, E e F — animais tratados com TBT; Setas — borda do corpo
vertebral; Asterisco — superficie da estrutura éssea;
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4.2.3 Tomografia computadorizada quantitativa (qCT)

Apesar dos danos morfoestruturais demonstrarem claramente os graves
efeitos do TBT na estrutura 6ssea vertebral das ratas tratadas, realizamos
outra técnica de imagem para avaliarmos os efeitos na Densidade Mineral
Ossea (DMO) e, para isso, utilizamos a Tomografia Computadorizada
Quantitativa (qCT). Os cortes de leitura foram de 2,5 mm de espessura em
intervalos de 1,05 mm. Nossos resultados revelaram que os animais tratados
com TBT (FIGURA 16D-G) apresentam mais partes moles e que ha uma
profunda perda de massa 6ssea, quando comparados aos animais controle
(FIGURA 16A-C). Ao quantificarmos os dados obtidos através da qCT,
verificamos que a intensidade de radiagdo captada da massa mineral nas

vertebras dos animais controle (105.337 + 534) foi de quase 40% maior do
que os animais tratados com TBT (65.485 * 327), (p<0,001, GRAFICO 6). A

quantificacdo foi realizada através do comparativo entre as emissdes
intensidades captadas entre as amostras controle e animais tratados com
TBT.
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Phantom
TBT Tratado 1 — corte de 2. 5mm

Controle 1 - corte de 2,5mm TBT Tratado 2 — corte de 2,5mm

Controle 2 — corte de 2,5mm TBT Tratado 3 — corte de 2,5mm

=

Controle 3 — corte de 2,5mm TBT Tratado 4 — corte de 2,5mm

Figura 16: Tomografia Computadorizada Quantitativa (qCT) da coluna vertebral de
ratas. Phanton (padrdo de densidade); A — C — animais controle; D - G — animais
tratados com TBT;
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Grafico 6: Quantidade de massa mineral 6ssea analisada em animais controle e
animais tratados com TBT. Controle — animais sem tratamento; TBT — animais

tratados com 100ng/ kg/dia deTBT; * p<0,001, comparados ao controle. Os valores
foram analisados estatisticamente por ANOVA® seguida do teste de Tukey.
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5. DISCUSSAO

5.1 SEGAO I: ANALISE ULTRAESTRUTURAL EM MODELOS DE
OSTEOPOROSE E DOENCA DE ALZHEIMER

Uma das grandes questdes da ciéncia é elucidar quais mecanismos sao
responsaveis pelo envelhecimento e como sua desregulacéo direciona a
senescéncia e o declinio, induzindo as células a morte. Em muitas doengas
degenerativas associadas ao envelhecimento, as etiologias proximais
especificas da doenga, como a agregacgao de proteinas, deterioragdo tissular,
culminando em um mau funcionamento fisiolégico, decorrem da
desregulacéo dos processos responsaveis pela regulagcao do envelhecimento
saudavel, como a autofagia e as proteostases.

Investigar as alteragdes ultraestruturais para elucidar os processos celulares
envolvidos no contexto de doencas classicamente relacionadas ao
envelhecimento como a Osteoporose e a Doenca de Alzheimer (DA)
fornecera informacdes valiosas sobre a biologia fundamental do
envelhecimento, bem como ajudara no aumento da qualidade de vida da

populagao idosa.

A osteoporose é uma doenca metabdlica do osso, que se caracteriza por
baixa massa e deterioragdo do tecido 6sseo, conduzindo a fragilidade do
0SSO com consequente aumento do risco de fraturas. Essas mudancas
ocorrem durante o processo de remodelacdo continua do osso, como
resultado do desequilibrio entre o processo de reabsorgao pelos osteoclastos

e as células formadoras de matriz (osteoblastos).

O declinio da fungcdo ovariana na menopausa resulta em diminuicdo da
producdo de estrogénio e um aumento paralelo nos niveis de FSH. Os efeitos
combinados da privagdo de estrogénio e aumento da produgdo de FSH
causam uma acentuada estimulacdo da reabsorcao O6ssea e uma baixa
reposicdo da matriz dssea, resultando em um periodo de rapida perda de
massa o0ssea que € o fator preponderante para o desencadeamento da

osteoporose pos-menopausa (RIGGS et al.,, 2002). Varios fatores de risco
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estdo implicados no favorecimento da perda Ossea pds-menopausa.
Preditores importantes n&o modificaveis da desmineralizagdo Ossea sao
idade, sexo, periodo de amenorreia (MOHAMED et al., 2003; KANISAND et
al., 2005) e historia parental de fratura (KANIS et al., 2004).

No que diz respeito a DA, unico gene atualmente associado a doenga € o
alelo 4 do gene da apolipoproteina E (APOE) (MAHLEY & RALL, 2000).
Varios mecanismos pelos quais APOE-4 promove AD foram propostos; apos
a lesdo cerebral, a apoE é produzida pelos astrocitos ou ainda também pela
microglia, para transportar o colesterol para as membranas sinapticas e
neuronais danificadas. Em nossos resultados, avaliando a presenca de
lipidios no cérebro dos animais estudados, verificamos que sob a luz da MO,
foi possivel identificar um acumulo de lipidios nos vasos sanguineos dos
animais OVX (FIGURA 6 D-F), quando comparado aos animais SHAM
(FIGURA 6 A-C). Esses dados indicam que a deplegcdo de estrogénio,
resultado da ovariectomia, promove um acumulo de lipidios nos vasos
sanguineos dos animais tratados. Segundo Munoz e colaboradores (2002)
como consequéncia dos efeitos do declinio da producdo de estrogénio
endogeno pelos ovarios na menopausa encontram-se os disturbios
funcionais, incluindo dislipidemia, que aumentam o risco de doencgas
vasculares em mulheres na pos-menopausa. Em animais APOEKO, foi
possivel identificar também um grande acumulo de gordura nos vasos
sanguineos cerebrais, além da quebra da barreira hematoencefalica (BHE)
(FIGURA 6 G-l). Nossos resultados véo de encontro com diversos estudos
importantes que demonstram os efeitos da apoE no desenvolvimento de
doengas vasculares e da DA (SAUNDERS et al., 1993; STRITTMATTER et
al., 1993), que também parece regular o acumulo de AB. De acordo com Tai
e colaboradores (2016) a ApoE afeta a vascularizagao cerebral afetando o
fluxo sanguineo, o acoplamento neuronal-vascular e a integridade da BHE.
Na periferia cerebral, a ApoE tem importantes implicacbes na
desenvolvimento da aterosclerose (HUANG et al., 2014; TAl et al., 2016). Ao
analisarmos a presenca de lipidios no cérebro de animais APOE/OVX, foi
possivel observar claramente, que a deficiéncia da APOE, acoplada a
deficiéncia do estrogénio, potencializa os efeitos de acumulo de gordura no
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cérebro desses animais (FIGURA 6 J-L), possivelmente favorecendo a

formacéao de aterosclerose e a quebra da BHE nesses animais.

Um estudo epidemiologico demonstrou a relagdo direta entre altos niveis de
colesterol sanguineo e o aumento de risco de desenvolvimento da DA
(KIVIPELTO et al., 2001). Existem muitas evidéncias sugerindo uma forte
relacado entre a deterioragdo da homeostase lipidica cerebral, as alteracdes
vasculares e a patogenia da DA. Essas associagbes incluem:
reconhecimento de que a apoE4, atua como o principal fator de risco
genético para o desenvolvimento da DA; estudos epidemioldgicos ligando os
fatores de risco, como a hipertenséo e altos niveis plasmaticos de colesterol,
a deméncia; e também ao efeito benéfico do uso de drogas redutoras do
colesterol, como as estatinas, no combate a doenga de Alzheimer idiopatica
(POIRIER et al., 2001). Outros estudos indicaram que o colesterol foi capaz
de regular o processo proteolitico da proteina precursora amiloide (APP),
favorecendo a formacgéo da substancia p-amiloides (AB), ao passo que uma
reducao dos niveis plasmaticos do colesterol foi capaz de reduzir a formagao
amiloidal (FASSBENDER et al., 2001).

As caracteristicas histopatoldgicas presentes no parénquima cerebral de
pacientes portadores da doencga de Alzheimer incluem placas Ap, associadas
a uma variedade de diferentes tipos de placas senis, acumulo de filamentos
anormais da proteina tau e consequente formacdo de novelos/agregados
neurofibrilares (NFT), perda neuronal e sinaptica, ativagdo da microglia e

reacao inflamatdria.

Ao analisarmos tecido cerebral de animais submetidos a ovariectomia (OVX)
e animais APOEKO, foi possivel observar a presenga da neurodglia ativada
com diversas vesiculas lisossémicas em seu interior, indicando a indugao de
apoptose no cérebro desses animais (FIGURA 7F e 71), quando comparados
aos animais SHAM (FIGURA A-C). Micréglia € conhecida por responder
rapidamente a alteragcdes na homeostase cerebral durante estresse, trauma,
doenga ou processo patologico (MATCOVITCH-NATAN et al., 2016; TIAN et

al., 2017). Elas sédo as células imunes pré-dominantes residentes no SNC,
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que embora inicialmente consideradas responsaveis por orquestrar
neuroinflamacédo (CARTIER et al., 2014). Ja os lisossomos sao organelas
encontradas em todos os tipos de células animais (exceto os eritrocitos) e
representam as principais organelas catabdlicas da célula. A variedade de
substratos degradados nos lisossomos €& ampla, variando desde
macromoléculas e organelas intracelulares a receptores de superficie e
patégenos, entre outros. Para exercer sua fung&o catabdlica, os lisossomos
contém um extenso conjunto de hidrolases, incluindo proteases, nucleases,
lipases, sulfatases ou fosfatases, cujos pH 6timos sdo geralmente baixos (pH
4,5-5). No entanto, os lisossomos n&o sao meros locais para descarte e
processamento de residuos celulares, mas também atuam como reguladores
centrais da homeostase celular em diferentes niveis. Por exemplo, eles estao
envolvidos na regulagdo das respostas celulares a disponibilidade e
composi¢ao de nutrientes, resisténcia ao estresse, morte celular programada,
reparo da membrana plasmatica, desenvolvimento e diferenciacdo celular,
entre muitos outros (BRAUN et al., 2015a, 2015b; BOYA, 2012; SETTEMBRE
et al., 2013b). Assim, a presenga da grande quantidade de vesiculas
lisossébmicas encontradas em animais OVX e APOEKO (FIGURA 7F e 7I)
indicam que no tecido cerebral desses animais, os lisossomos desempenham
um papel determinante nos processos que controlam as fungdes cerebrais,
relacionados a funcionalidade. Interessantemente, ao observarmos o tecido
cerebral de animais APOE/OVX, nao foi possivel observarmos a presenca de
tais vesiculas lisossdbmicas nos neurbnios. Uma possivel explicagdo para
esse fato seria a agdo combinada da desregulagao do transporte de lipidios,
promovida pela auséncia da APOE, associada a baixos niveis de estrogénio,
promovido pela ovariectomia, tenha resultado na apoptose dos neurdnios e
também no excesso de NFT (FIGURA 7J-L).

Investigar o envolvimento da microglia no inicio e progressédo da DA esta se
tornando cada vez mais importante, ja que os varios estudos vém
demonstrando os papéis que essas células imunes podem desempenhar.
Nesses trabalhos, a microglia ativada parece estar diretamente ligada a
neuroinflamacao, acumulacdo de AB e proteina tau fosforilada, bem como
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implicada na perda neuronal e sinaptica (FUHRMANN et al., 2010; MORRIS
et al., 2013).

Uma outra caracteristica neuropatologica da DA, os NFTs, consistem em
filamentos helicoidais procedentes da hiperfosforilagdo do citoesqueleto da
proteina tau. A hipdtese da tau e dos NFT sugere que na DA a fungdo normal
da proteina tau de estabilizar os microtubulos neuronais é prejudicada e,
mais ainda, os microtubulos de neurbnios doentes sao gradualmente
substituidos por NFT (ZHAO & ZHAO, 2013). Nossos dados indicam a
homeostase lipidica prejudicada e conjugada a deficiéncia de estrogénio,
promovem uma drastica formacgao de NFTs, favorecendo o desenvolvimento
de um quadro histopatolégico semelhante ao verificado na DA (FIGURA 7J-
L).

O neurdpilo € uma area do tecido cerebral formada por dendritos
compactados, células da glia e ramificagdes dos axdnios e € encontrada em
nucleos do sistema nervoso central e entre os corpos celulares neuronais.
Porém, ainda ndo esta claro, a nivel ultraestrutural, como a arquitetura do
neurdpilo do cérebro, em qualquer regido isolada, pode ser alterada durante
o envelhecimento ou causada por estresse, ou até que ponto mudangas na
morfologia dos dendritos e axdnios se manifestam como alteracées na

conectividade sinaptica.

Neste trabalho, analisamos a ultraestrutura do cérebro de animais que
tiveram a menopausa induzida (OVX) e verificamos que a deficiéncia de
estrogénio ndo resultou em uma alteracao significativa do neurépilo (FIGURA
8B), quando comparado aos animais controle (FIGURA 8A). Animais
APOEKO apresentam uma perda de neurdpilo, favorecendo a formacao de
areas com auséncia de estruturas no cérebro (FIGURA 8C), nesses animais
também foi possivel observar varias regides eletrondensas ricas em lipidios.
Ja em animais APOE/OVX, foi possivel observar claramente que a
deficiéncia da apoE e do estrogénio prejudicou drasticamente a estrutura do
neurdpilo, indicando que, nesses animais, vastas areas cerebrais sao
gravemente deletadas, do ponto de vista ultraestrutural (FIGURA 8D). Em um

estudo envolvendo as alteragbes do neurdpilo de camundongos C57,
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promovidas pelo envelhecimento, foi verificado que animais jovens
apresentam o neuropilo mais eletrondenso, apresentando mais areas com
dendritos e axdnios, ao passo que, em animais senis, essas mesmas regides
apresentam escassez significativa de neuropilo (CALI et al., 2017). Nossos
dados estdo de acordo com o observado por Cali e colaboradores (2017)
uma vez que em animais com deficiéncia de APOE est&do relacionados ao
desenvolvimento da DA e, em animais OVX, a deficiéncia de estrogénio esta
relacionada a um periodo pés-menopausa sendo que ambas condi¢des estao

relacionadas ao envelhecimento.

A observacao das ultraestruturas cerebrais, além de ser um excelente meio
para a avaliagao das condi¢cdes do neuropilo, também se mostrou uma muito
importante para avaliagao da condigdes das células e estruturas neuronais,
como a bainha de mielina, responsavel direta pela qualidade das sinapses. A
desmielinizagdo € um processo frequentemente observado na DA e pode
constituir um declinio cognitivo relacionado a essa neuropatologia (ROHER et
al., 2002; SVENNERHOLM & GOTTFRIES, 1994; VLKOLINSKY et al., 2001).
Em geral, os pacientes com DA apresentam um aumento na degradagao da
mielina (BARTZOKIS et al., 2003). Essas observagbes sdo altamente
relevantes, uma vez que as aberragcbes e perdas mielinicas podem levar a
uma falha de condutancia potencial de agdo, com as consequéncias
concomitantes para a progressao do comprometimento induzido pela DA.
Nossos resultados revelaram que a deficiéncia de estrogénio observada em
animais OVX resultou em uma menor visualizagao de axénios, porém os que
foram identificados estavam mielinizados (FIGURA 9B). Essa aparente perda
axonal em animais OVX também foi observada em outros estudos
(ANDERSEN et al., 1999; RUITENBERG et al., 2001; Li et al., 2014), em que
foi demonstrado que uma reducédo dos niveis de estrogénio cerebral em
mulheres na pds-menopausa pode estar associada a um risco maior de
desenvolver DA em comparagao com homens pareados por idade. Utilizando
murinos como modelo de estudo, Moore e colaboradores (2014) estudaram a
atuagdo do receptores de estrogénio como um agente protetor contra o
processo neurodegenerativo de doengas desmielinizantes. Neste trabalho, os
autores demonstraram que o aumento nos receptores de estrogénio ERP
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melhora a fungdo motora e promove a remielinizagdo. No entanto, os efeitos
da terapia de reposi¢ao hormonal na fung&o cognitiva e no risco de DA tém

sido controversos.

Ao analisarmos o cérebro de animais APOEKO além de identificarmos uma
menor area de neurodpilo, também foi possivel observar alguns axénios em
processo de desmielinizagado (FIGURA 9C). Diversos trabalhos envolvendo a
relacdo dos alelos da APOE com a DA foram realizados, inclusive
demonstrando que diminuicdo nos niveis de colesterol também pode ser
benéfica na prevengdo do inicio clinico da DA, porque 0S processos
patolégicos da DA, como a formagao de placas amiloides pelos oligdbmeros
AB, resultam em disfungdo cognitiva da DA (ESPARZA et al., 2013),
provavelmente dependente dos niveis de colesterol nas membranas (DI
SCALA et al., 2013; HICKS et al., 2012; HAYASHI et al., 2002). Sendo assim,
fatores que comprometam a homeostase lipidica podem prejudicar a
manutengao da integridade das membranas celulares de oligodendrocitos e
neurdnios, comprometendo em uma instancia maior os processos sinapticos
e favorecendo o desenvolvimento de patologicas reconhecidamente

desmielinizantes, como a DA.

Indubitavelmente, o papel isolado da deficiéncia de estrogénio e da apoE na
ultraestrutura do cérebro dos animais aqui estudados apontam para um
processo desmielinizante e de perda do neuropilo, fatores fundamentais para
a fisiologia normal do cérebro. Esses resultados nos levaram também a
estudar a ultraestrutura cerebral em animais APOEKO que foram submetidos
a ovariectomia (APOEKO/OVX). Nossos resultados revelaram que além da
perda evidenciada de neuropilo, poucos axdnios foram encontrados e estes
apresentavam um drastico processo de desmielinizacdo e fragmentos da
bainha de mielina (FIGURA 9C), quando comparado ao controle (FIGURA
9A).

A perda de massa Ossea observada entre as mulheres aumenta
drasticamente apds a menopausa, em um periodo marcado por insuficiéncia
ovariana progressiva, resultando na diminuicdo da concentragdo plasmatica

de hormoénios sexuais femininos, como o estrogénio (RECKER et al.,1992;
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PARHAMI et al., 2000). O estrogénio tem um papel fundamental na fisiologia
das mulheres. Apesar de seu papel fundamental na reproducédo, ha muitos
relatos apontando a ag&o desse hormdnio no metabolismo das lipoproteinas
e na formagao e manutengao da massa 6ssea (MARJORIBANKS et al., 2017;
ROZENBERG et al., 2013).

Embora alguns trabalhos tenham mostrado uma correlagdo entre a baixa
DMO e o gendtipo da ApoE em pacientes com osteoporose, isso ainda esta
sujeito a grandes controvérsias (ZAJICKOVA et al., 2003; KOHLMEIER et
al.,1996). Neste trabalho, além de avaliarmos os efeitos no cérebro de
animais OVX e APOEKO, avaliamos também as altera¢des ultraestruturais

no 0sso desses animais.

A analise qualitativa por MEV das vértebras de animais OVX revelou que a
deficiéncia de estrogénio promovido pela ovariectomia resultou em uma
perda de peridsteo e da integridade das bordas dos canais de Volkmann,
indicando danos a estrutura 6ssea (FIGURA 10E-F), quando comparado a
ultraestrutura dos animais WT (FIGURA 10A-C). Outros trabalhos corroboram
com nossos resultados acerca dos efeitos de perda 6ssea em ratas
ovariectomizadas (REDDY & LAKSHMANA, 2003; NETTO et al., 2006) em
que foi demonstrado em outras estruturas ésseas como fémur e tibia, o dano
estrutural promovido pela deficiéncia de estrogénio. Um estudo recente
(SHARMA et al., 2018) demonstrou alteragbes na superficie local dos poros
vasculares devido a deficiéncia de estrogénio em ratas ovariectomizadas.
Nesse trabalho, as propriedades biomecanicas do osso foram analisadas e a
porosidade vascular cortical e o risco de fraturas foram relacionados.

A apolipoproteina E (ApoE) € um componente proteico das lipoproteinas e
facilita a sua depuracdo da circulacdo. Isso € confirmado pelo fendtipo de
camundongos deficientes em ApoE que apresentam altos niveis de colesterol
plasmatico e desenvolvem espontaneamente lesbes ateroscleréticas e
doengas neurodegenerativas, como a DA. Embora tenha sido relatada uma
associagao entre certos alelos da ApoE e a DMO (KOHLMEIER et al., 1998;
SHIRAKI et al., 1997; DICK et al., 2002; SOUZA et al., 2018), o fendtipo

0sseo de camundongos, relacionado a auséncia de apoE, nao foi relatado até
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o momento. A influéncia da apoE na massa 6éssea em murinos parece ainda
controversa (BACHNER et al., 1999; NEWMAN et al., 2002; SCHILLING et
al., 2005). O estudo detalhado dos efeitos na ultraestrutura éssea de animais
APOEKO, revelou que a deficiéncia da apolipoproteina-E foi um fator
preponderante para alteragdes ultraestruturais como a perda da integridade
do periosteo, formacao de fossas de reabsor¢ao éssea, deixando a superficie
O0ssea das vertebras com nitido aspecto de porosidade (FIGURA 10G-I).
Esses dados indicam que o desequilibrio na homeostase lipidica € capaz de
aumentar o processo de reabsor¢ao 0ssea, através da formagao das fossas
de reabsor¢do e, ao mesmo tempo, diminuir o processo de reposicido e
renovacdo da matriz éssea, através da deterioragdo do peridésteo. Esse
desbalango no processo de remodelamento 6sseo € justamente o que
caracteriza o quadro osteoporoético. Interessantemente, os mesmos alelos da
APOE relacionados ao desenvolvimento da DA em diversos trabalhos
(ESPARZA et al., 2013; DI SCALA et al., 2013; HICKS et al., 2012; HAYASHI
et al., 2002) foram também relacionados ao desenvolvimento da osteoporose
e ao risco de fraturas em um grupo de mulheres na pés-menopausa (SOUZA
et al., 2018).

A analise ultraestrutural dos segmentos vertebrais de animais APOEKO/OVX
nos revelou que a deficiéncia no transportador de lipidios, associada a
deplecédo de estrogénio promoveu uma drastica alteragdo na ultraestrutura
das vértebras dos animais estudados. Foi possivel observarmos uma
gravissima perda do periosteo, além de profundas fossas de reabsorcao
O0ssea, promovendo a deterioracdo da microarquitetura do esqueleto
(FIGURA 10J-L). Além da visivel deterioragdo na estrutura, vale ressaltar
que durante o preparo das amostras para que fosse possivel expor as
unidades vertebrais, toda retirada de tecido foi feita manualmente a fim de
nao comprometer a estrutura com agentes corrosivos. Todos os trés grupos
incluindo C57 SHAM, OVX e APOEKO, a retirada de tecido camada por
camada foi feita com relativa dificuldade, porém na amostra APOEKO/OVX a
retirada das camadas, além de ter sido feita com extrema facilidade, boa
parte das vértebras quebraram, expondo a fragilidade da estrutura ossea
desses animais, ainda durante a fase de preparagao. A isoforma ApoE4 tem
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demonstrado estar associada a aterosclerose, DA e osteoporose (LONG et
al., 2004; KOHLMEIER et al.,1996; HEISS et al., 2008; WILSON et al., 2006;
SCHOFS et al.,, 2006). A hipotese € que a variagdo genética no locus da
ApoE, conhecida como E2, E3 e E4, pode modular a DMO. Até o momento, o
alelo E4 tem sido associado principalmente a menor DMO e risco de fratura,
embora dados recentes tenham mostrado que o APOE2 também pode
diminuir a DMO em algumas populagdes (PLUIJIM, 2002; SNNELS, 2003;
SILVA et al., 2010). Alguns trabalhos demonstraram uma correlag&o entre o
baixo DMO e o gendtipo da apolipoproteina E em pacientes com osteoporose
(ZAJICKOVA et al., 2003; KOHLMEIER et al.,1996; LONG et al., 2004;
SOUZA et al., 2018). Em um desses trabalhos, especificamente realizado em
nosso laboratério, o gendtipo de um grupo de 413 mulheres com osteoporose
foi analisado e os resultados revelaram que o alelo E4 esta associado a
osteoporose, mas somente quando associado a E2 ou E4 como segundo
alelo (SOUZA et al., 2018). Neste trabalho, verificamos que a auséncia do
gene APOE também foi capaz de desencadear um processo osteoporotico,
que foi potencializado ela deplecdo de estrogénio, em nosso modelo de
estudo.

Esses resultados foram confirmados através da qCT, onde foi possivel fazer
uma analise qualiquantitativa da DMO vertebral dos animais estudados neste
trabalho. A partir do uso da técnica de alta tecnologia e refinamento
verificamos que a DMO ¢&ssea dos animais ovariectomizados (FIGURA 11B)
foi menor que a DMO dos animais WT (FIGURA 11B). De acordo com a
mesma técnica, a deficiéncia de APOE foi ainda mais grave para a
manutenc¢ao da estrutura dssea, promovendo uma menor DMO (FIGURA
11C) quando comparado aos animais controle e OVX. Interessantemente,
assim como nos resultados em que a ultraestrutura das vertebras foi
analisada, foi possivel determinar entre os grupos analisados, uma DMO
menor nos animais APOEKO/OVX (FIGURA 11D).

A amiloidose é uma doenga heterogénea que resulta da deposigao de
agregados proteicos fibrilares insoluveis de folhas beta em diferentes tecidos
e que pode ser adquirida ou hereditaria. A doenca pode ser localizada em
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tecidos e 6rgéos especificos ou sistémica. As placas amiloides podem se
acumular em diferentes tecidos como figado, bacgo, rim, coragdo, cérebro e
vasos sanguineos, causando diferentes sindromes clinicas, incluindo
cardiomiopatia, hepatomegalia, proteindria, macroglossia, equimoses,
neuropatia, insuficiéncia renal, hipertensdo e anormalidades corneanas e
vitreas. Algumas doengas podem ser caracterizadas como amiloides, dentre
as quais a DA se inclui.

O acumulo de agregados amiloides dentro e fora das células é responsavel
por eventos patologicos, como sobrecarga de calcio, ruptura da membrana
celular, estresse de ER, disfungdo mitocondrial, defeitos em autofagia,
estresse oxidativo e ativacdo das vias de sinalizagdo de morte celular
(ABEDINI & SCHMIDT, 2013; CAO et al., 2013; CORTES et al., 2014;
HUANG et al., 2011; KONARKOWSKA et al., 2006; RIVERA et al., 2014;
ZHANG et al., 2003).

Analisamos o figado, rim e o fémur para identificar uma possivel presenca de
placas amiloides nesses tecidos, utilizando como marcador especifico e
altamente sensivel, a TS. Nossos resultados revelaram a presenga de placas
amiloides nos trés tecidos analisados de animais APOEKO (FIGURA 12G-l) e
APOEKO/OVX (FIGURA 12J-L), indicando que a falta da apolipoproteina-E
foi crucial para o desenvolvimento de placas amiloides. Embora a quantidade
de agregados amiloides tenha sido aumentada em animais que além de
serem knockout também eram ovariectomizadas, nossos resultados indicam
que a falta de estrogénio per se ndo seja capaz de promover a formagao de
placas amiloides nos diferentes tecidos estudados, mas sim de potencializar
o efeito produzido pela falta da apoE.

As dislipidemias sao caracterizadas por perfis anormais de lipoproteinas
séricas e sdo um fator de risco para aterosclerose (ANSELL, 2008) e
doencas a ela relacionadas, como a DA. A apolipoproteina-E medeia a
depuracédo de lipideos séricos, como colesterol e triglicérides (HARRIS et al.,
2002). Camundongos com deficiéncia de apolipoproteina E (apoE - / -)
desenvolvem hipercolesterolemia como resultado do acumulo de

remanescentes de quilomicrons, lipoproteinas de densidade muito baixa
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(VLDL) e lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) (PLUMP et al.,
1992). Embora as pesquisas atuais tenham levado a avangos significativos a
respeito do desequilibrio na homeostase lipidica, existe um grande interesse
em explorar o que continua sendo uma das principais causas de morbidade e

mortalidade em todo o mundo.

Nos nossos resultados demonstraram que os animais knockout para o gene
apoE desenvolvem acumulo de lipidios no figado (FIGURA 13G-I), principal
local de sintese de apo-E. Alguns trabalhos relatam que em murinos
APOEKO desenvolvem espontaneamente hipercolesterolemia e acumulo de
lipidios adrticos (NAKASHIMA et al., 1994; D’'USCIO et al., 2001; PLUMP et
al., 1992; TAMMINEN et al., 1999; CYRUS et al., 1999).

Os estrogénios tém efeitos em muitos sistemas organicos, incluindo a
regulagdo do metabolismo lipidico do figado e os niveis séricos de
lipoproteinas. O figado € um local importante onde o metabolismo dos acidos
graxos, triglicerideos e colesterol sdo coordenados para atender as
necessidades metabdlicas na fisiologia normal. Nossos resultados da
avaliacdo da presencga de lipidios no figado de animais OVX, demonstraram
que a falta de estrogénio, promoveu um acumulo de lipidio no o6rgao
analisado (FIGURA 13F) quando comparado ao figado de animais controle
(FIGURA 13A-C). Outros estudos indicaram que o tratamento com estrogénio
apos a ovariectomia foi capaz de minimizar o impacto da dislipidemia nos
murinos analisados (PALMISANO et al., 2017).

Ao serem analisados os figados de animais APOEKO/OVX verificamos a
presenca de grande quantidade de lipidios quando comparados aos outros
grupos estudados (FIGURA 13J-L), indicando mais uma vez que a deplecao
de estrogénio foi capaz de potencializar os efeitos produzidos pela deficiéncia
de apolipoproteina —E, dessa vez, associada a acumulo de lipidios no figado.

Nossos resultados reunem um novo conjunto de dados em que animais
APOEKO/OVX fornecem nao apenas um modelo pratico para o estudo da DA
e osteoporose, mas um excelente modelo para os padrées de doencas

metabolicas associadas ao envelhecimento.
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5.2 SEGAO II: ANALISE ULTRAESTRUTURAL EM MODELOS DE
ESTRESSE POR TBT

A denominag&o organometalico se da pelo poder de associagéo covalente do
metal com o atomo de carbono, o que |he confere a propriedade de
solubilidade em solventes apolares (NORMAN, 1978). Dentre os
organometalicos mais comumente utilizados, pode-se destacar o
tributilestanho (TBT) devido sua ampla utilizagao industrial na composi¢ao de
materiais plasticos, pesticidas, tintas, produtos quimicos farmacéuticos, entre

outros.

O estanho pode ser encontrado no ambiente aquatico, na ordem de
aproximadamente 3 toneladas por quildmetro cubico de agua, o que faz
desse metal um importante contaminante dos sistemas aquaticos e de todos

0s niveis troficos envolvidos.

Estudos envolvendo os efeitos do estanho no organismo se fazem de
extrema relevancia uma vez que sua ampla utilizagcdo e seus potenciais
efeitos no organismo humano, s&o ainda incipientes. Uma vez inserido no
sistema bidtico, o TBT pode ser degradado, parcialmente excretado ou,
ainda, incorporado no organismo, alterando sua fisiologia e
consequentemente, o seu correto funcionamento. Componentes téxicos sao
potencialmente capazes de se acumular em alguns 6rgéos e tecidos como
hepatico, renal, cerebral, adiposo e 6sseo, tornando esses tecidos pontos
estratégicos de bioacumulagéo.

A partir de nossos resultados, ao utilizarmos como ferramentas de analise
tecnologias de ponta para avaliarmos os efeitos do TBT na ultraestrutura no
0ss0 em modelos animais, foi possivel trazer luz aos efeitos desse

organometal no metabolismo 6sseo.

O metabolismo 6sseo é um recurso importante para manter a homeostase
extracelular de Ca2+, Pi e Mg2+ em mamiferos. Diversos trabalhos tém
mostrado que o chamado "metabolismo mineral" € regulado principalmente
pelo hormdnio paratireoidiano - PTH (SOUZA et al., 2018; BARSTOW, 2017)
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e os metabdlitos ativos do calciferol, como a vitamina D3 (ANDERSON, 2017;
STURGEON et al.,, 2017). No entanto, outros horménios desempenham
papéis importantes no metabolismo 6sseo, bem como estrogénio (E2),
horménio da tireoide e glicocorticoides (PIKE et al., 2017; ANDERSON, 2017,
BARSTOW, 2017; PAVONE et al., 2017). Recentemente, varios xenobidticos
tém sido associados a disfungdes da fungdo enddcrina; portanto, estes tém
sido chamados de compostos disruptores enddcrinos, dentre esses inclui-se
o TBT.

Através de pesquisas recentes desenvolvidas em nosso laboratorio,
demonstrou-se que o TBT exibiu muitos efeitos deletérios nas glandulas
cardiovasculares, reprodutivas e também nas hipofise-hipotalamo
dependentes (MERLO et al., 2016; COUTINHO et al., 2016; XIMENES et al.,
2017; BERTULOSO et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al, 2016;
RODRIGUEZ et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2012; SENA et al., 2017).
Observamos que, pelo menos nas fémeas, os efeitos toxicos do TBT podem
estar associados a expressdo do receptor de estrogénio alfa (ERa)
COUTINHO et al., 2016; XIMENES et al., 2017; BERTULOSO et al., 2015).
ERa € a principal isoforma expressa em células Osseas, especialmente
osteoblastos (PAVONE et al., 2017; ROONEY et al., 2017), o estrogénio inibe
a ativacdo do remodelamento 6sseo, mais provavelmente através dos
osteoclastos. Os efeitos diretos do estrogénio no osso incluem a indugao da
apoptose de osteoclastos e a inibicdo da formacdo de osteoclastos. Além
desses efeitos diretos sobre os osteoclastos, o estrogénio também parece
regular a inibigdo da apoptose de osteoblastos e aumentar a expectativa de
vida dos osteoblastos (KOUSTENI et al., 2001).

Assim, nos parece claro que a deficiéncia de estrogénio induzida pelo TBT
parece afetar a manutengao da integridade 6ssea. Uma vez que a falta de
producdo de estrogénio em mulheres apds a menopausa € a principal causa
de osteoporose neste grupo especifico (ESHARGHIAN et al., 2017; HE et al.,
2017). Apesar de um artigo publicado por Baker e colaboradores (2015)
mostrar que o TBT prejudica a diferenciagdo de células mesenquimais em
osteoblastos (modelo in vitro): nada foi encontrado sobre os efeitos do TBT
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no osso até o momento. Com o objetivo de langar luz na falta de
conhecimento neste campo relativamente novo da endocrinologia, usamos
técnicas de estado da arte padrdo-ouro, com tecnologia de ponta para
investigar o papel do TBT no metabolismo mineral e ésseo em um modelo

animal bem estabelecido pelo nosso grupo.

Neste trabalho, relatamos que mesmo doses baixas de TBT (100 ng/kg/dia)
por 15 dias (MERLO et al., 2016; COUTINHO et al., 2016; XIMENES et al.,
2017; BERTULOSO et al., 2015) levaram a alteragdes no metabolismo 6sseo
e mineral. As medi¢cdes por DXA mostraram que as ratas adultas tratadas
com TBT exibiram uma DMO 30% maior (180 mg/cm?) do que 0s seus
controles (142 mg/cm?, FIGURA 14).

Por outro lado, uma vez que o estanho se acumula em muitos 6rgéos,
seguimos a hipotese de que este metal pode estar deslocando cations
bivalentes dos ossos. De fato, em resultados obtidos em nosso laboratério foi
verificado um aumento significativo de Sn no soro de animais tratados com
TBT - como esperado (TABELA 1) - que levou a um aumento de 2 vezes
desse metal pesado nos ossos deste grupo quando comparado aos controles
(dados ndo mostrados). Embora os niveis de Sn encontrados nos ossos de
animais tratados com TBT fossem muito menores do que os utilizados por
Baker e colaboradores (2015), o efeito pode ser plausivel, pois a quantidade
de tecido 6sseo (1 vértebra, mais ou menos 1 mg) deve ser multiplicado pelo
peso total do esqueleto para estimar o total de estanho retido no osso de
animais tratados com TBT.

Testes de uranalise e soro foram realizados em nosso laboratério (RESGALA
et al., 2019), em busca dos principais biomarcadores do metabolismo mineral
e 0sseo. A atividade da Fosfatase Alcalina (AP) sérica foi determinada em
todas as amostras através de analise espectrofotométrica da reagao do ponto
final, um método padrdo usado em laboratérios clinicos (Bioclin, Vitoria,
Brasil). As concentracdes de calcio plasmatico e urinario (total e ionizado),
fésforo e creatinina foram determinadas colorimetricamente também pelos
kits fornecidos pela Bioclin, seguindo o protocolo do fabricante. A analise da

osteocalcina sérica (OC), Fosfatase Alcalina (AP) e Deoxipiridinolinas (DPD)
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urinarias foi determinada pelo teste de ELISA fornecido pela Metra
Bioscience (Metra Bioscience, EUA - 16), seguindo o protocolo do fabricante.
Tanto o plasma quanto o calcio urinario (Ca**), fosforo (Pi), magnésio e
creatinina foram determinados no Laboratério de Quimica Clinica do Hospital
Universitario Anténio Cassiano de Moraes (HUCAM) através de meétodos
padronizados (Bioclin, Vitoria, Brasil).

No entanto, quando medimos Ca?*, Mg®* e Pi no soro e urina desses
animais, os dados foram conflitantes. Observamos que os ratos tratados com
TBT apresentaram tanto aumento do débito urinario de Ca?* quanto aumento
na relacdo Ca®/creatinina (TABELA 1), o que indicaria o contrario. Mesmos
efeitos foram observados nas mesmas medidas de Mg®* e Pi. Esses dados
controversos foram ainda mais estranhos, uma vez que o Unico parametro
idbnico mineral sérico significativamente alterado no soro foi o Pi (11,8 £ 0,8
para o tratamento com TBT vs. 7,7 £ 0,5 para o controle, p = 0,038).
Enquanto o Ca?* ionizado no foi alterado. Contudo, sabemos que o TBT
nestas condicbes danifica severamente tanto o figado como os rins
(COUTINHO et al., 2016; XIMENES et al., 2017; BERTULOSO et al., 2015),
locais de sintese do metabdlito ativo da vitamina D, 1a, (OHz) vitamina D3
(PIKE et al., 2017, ANDERSON, 2017). Assim, nossos resultados indicam

que o estresse organoestanico altera severamente o metabolismo funcional.

Estes ultimos dados sugerem duas coisas, de acordo com o artigo anterior
publicado pelo nosso grupo: 1) Primeiro, a hiperfosfatemia deve ser devido a
maior taxa de filtracdo de Pi, uma vez que houve uma diminuicdo simultanea
no Pi plasmatico e aumentou na massa urinaria de Pi; 2) O efeito do PTH
deve ser minimizado, uma vez que é o principal horménio responsavel pela
secrecgao de Pi no tubulo proximal, e podemos ver se a razdo Pi/creatinina foi
diferente entre os grupos tratados com TBT e controle. Em conjunto, essas
hipéteses favorecem o papel do efeito deletério do TBT na DMO, podendo
estar associado ao eixo PTH - Vitamina D. Nosso grupo mostrou que nao
apenas o teor mineralizado da matriz éssea poderia ser alterado nas fémeas
pela acdo do estrogénio (E2); portanto, os disruptores dos efeitos do E2
devem ter ag¢des profundas no tecido 6sseo (PODRATZ et al., 2015; MERLO
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et al., 2016; COUTINHO et al., 2016; XIMENES et al., 2017; BERTULOSO et
al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2014; DOS
SANTOS et al.,, 2012; SENA et al., 2017). Para tentar conciliar os dados
bioquimico com os de DXA, determinamos o tecido ésseo mineralizado e
macio usando microCTScan. A FIGURA 16 revelou que os animais tratados
com TBT (FIGURA 16 D-G) exibiram mais tecidos moles (matriz organica
imagens cinza claro nas suas vértebras) do que os controles (FIGURA 16A-
C). Estas imagens, portanto, indicaram que ha muito menos osso
mineralizado em ratos tratados com TBT, embora o 0sso remanescente seja

mais denso do que aqueles encontrados em animais controle.

Os resultados obtidos com qCT (FIGURA 16) foram claramente antagénicos
quando comparados aos resultados obtidos através da técnica de DXA
FIGURA 14). Nosso grupo de pesquisa analisou a dosagem de Sn em
vértebras Osseas de o0ssos secos de ambos os grupos. Vértebras
descalcificadas e ndo desmineralizadas de ratos tratados com TBT exibiram
um teor de Sn 10 vezes maior quando comparadas aos controles (34 + 5
ppm/g de tecido/g de animal para TBT Animais tratados versus 2,3 £ 5 ppm/g
de tecido/g de animal para animais controle).

Tomando todos esses resultados em conjunto, é plausivel que, pelo menos
Sn%* possa estar competindo em algum nivel com Ca** e/ou Mg* na
mineralizagdo ou na formag&do da microarquitetura da matriz 6ssea. Se isso
for verdade, esse fato poderia explicar por que a atividade osteoblastica
permanece normal, enquanto que a excrecédo urinaria de DPD/creatinina é
elevada em animais com TBT, parecendo haver nesses animais uma maior

reabsorcao éssea.

Para verificar as condigbes ultraestruturais da matriz, usamos Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) para examinar a morfoestrutura ossea.
Recentemente, temos estudado o papel de horménios e outras moléculas na
ultraestrutura 6ssea em modelos murinos usando tanto o microCTScanning
quanto o DXA, juntamente a métodos histoquimicos, moleculares e
bioquimicos classicos (SOUZA et al., 2017; DE SIQUEIRA et al., 2012,
SOILVA et al., 2000).
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A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) vem consolidando a
compreensao da matriz 6ssea durante os estagios osteopénicos/osteoporicos
que nao podem ser vistos in vivo com a mesma nitidez através de qCT,
densitometria e situagbes de alteracbes genéticas especificas. Neste
trabalho, observamos que a anatomia macroscoépica através de MEV (escala
de 2 mm) nos animais tratados com TBT ja apresentam uma deterioragdo do
tecido cartilaginoso fora das vértebras 6sseas (n=3, FIGURA 15D-F) quando
comparados ao grupo controle (FIGURA 15A-C). A analise em microescala
de osso compacto externo de ratos tratados com TBT (FIGURA 15D) revelou
que a espessura da matriz 6ssea de ratos tratados com TBT exibiram
diminuicdo quando comparadas aos controles (respectivamente, FIGURAS
15D e 15A). Além disso, os canais de Volkmann dentro de ossos compactos
pareciam ser mais frageis e desestruturados também. Analises em maiores
aumentos da matriz 6ssea mostraram um drastico defeito na ultraestrutura da
matriz 6ssea que corroborou os achados de alta atividade osteoclastica

evidenciada por maior excrec¢ao urinaria de DPD/creatinina.

Portanto, nossos dados sugerem trés possiveis explicagdes para os danos
ultraestruturais do TBT no tecido 6sseo. Primeiro, porque as disfungcbdes do
figado e rins ja relatadas pelo nosso grupo (COUTINHO et al., 2016;
BERTULOSO et al., 2015), o eixo PTH - vitamina D pode ser interrompido em
algum momento. Outra hipdtese plausivel € que o Sn esta sendo trocado por
Ca?* elou Mg®* na prépria matriz éssea de alguma forma levando ao
comprometimento da estrutura e formagdo Ossea ou, como Baker e
colaboradores (2015) demonstraram, desregular a diferenciacdo de células
mesenquimais osteoprogenitoras em osteoblastos levando a um balango de
tendéncias reabsorcao o6ssea, em vez de formacdo. Outra hipotese € a de
que o 27-hidroxicolesterol, um metabdlito do colecalciferol, proposto por He &
Nelson (2017), pode atuar de forma adjuvante com o TBT no E2 protetor no
0sso levando a inativacdo e apoptose de osteoblastos, portanto, menor

formacéao ossea.

No entanto, todas as trés possibilidades estdo sendo exploradas neste
momento pelo nosso grupo. Independentemente da hipdtese a ser
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confirmada, parece-nos claro que o estresse induzido pelo TBT altera, de
forma severa, a manutencdo da massa mineral éssea, induzindo a
osteoporose precoce, sendo, portanto, um importante fator ambiental

relacionado a essa doenca.
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6. CONCLUSAO

As doengas de ordem metabodlica podem ter origem a partir do processo
natural de envelhecimento celular ou serem desencadeadas a partir de
agentes promotores de estresse. Dentre as principais doengas relacionadas
ao envelhecimento, foram destaque, neste trabalho, a DA e a osteoporose. A
partir de estudos ultraestruturais, revelamos que, a priori, os danos
provocados pela falta da apolipoproteina-E no cérebro, tais como a formagao
de emaranhados neurofibrilares (NTF's), placas amiloides, ativacdo da
neurdglia, arterosclerose, quebra da barreira hematoencefalica e perda de
neuropilo, foram potencializados quando a auséncia da apo-E estava
associada a falta de estrogénio, nos animais estudados. Nossos resultados
demonstraram que os danos ultraestrurais no cérebro de modelos da DA,
foram potencializados pela deplecdo de estrogénio. Além disso, foram
identificados danos mais graves na microarquitetura 6ssea, resultado de um
grave processo osteoporoético, quando a deficiéncia da apoE fora combinada
a deficiéncia de estrogénio (OVX), quando comparado aos demais grupos.
Verificamos que em animais modelos de DA (APOEKO) houve um acumulo
de lipidios no figado e que esse acumulo foi potencializado pela deficiéncia
estrogénica. Sendo assim, concluimos que em modelos da DA, os danos
ultraestruturais promovidos pela deficiéncia da apoE, foram potencializados
pela deplecdo de estrogénio. Além disso, nosso trabalho reune um novo
conjunto de dados, demonstrando que os danos promovidos pela deficiéncia
da apoE, combinados aos danos promovidos pela deficiéncia de estrogénio,
resultaram no desenvolvimento de uma importante doengca metabdlica, a

amiloidose.

Nossos resultados acerca do estudo de doengas metabdlicas geradas por
estresse por TBT, revelaram que este organometal promove drasticos danos
na microarquitetura Ossea, semelhantes a osteoporose, comprovando os

efeitos negativos no metabolismo 6sseo promovidos pelo organoestanho.

Nossos dados sugerem trés possiveis hipoteses para os efeitos deletérios do
TBT no tecido 6sseo. Primeiro, as disfungdes do figado e dos rins ja

relatadas pelo nosso grupo, em que o eixo PTH - vitamina D pode ser
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interrompido em algum momento. Outra hipétese plausivel € que o Sn esta
sendo trocado por Ca?* e/ou Mg?* nos ossos e isso de alguma forma leva ao
comprometimento da formagao 6ssea ou, ainda, como Baker e colaboradores
(2015) demonstraram, parece desregular a diferenciagcdo de células
mesenquimais osteoprogenitoras em osteoblastos, levando a um balango de
tendéncias para reabsorgcédo 6ssea, em vez de formacao. Outra hipotese € a
de que o 27-hidroxicolesterol, um metabdlito do colecalciferol, como proposto
por He e Nelson (2017), pode atuar em efeito adjuvante com TBT no E2
protetor em o0ssos levando a inativagdo dos osteoblastos e apoptose,
portanto, menor formacao 6ssea. Nao obstante, todas as trés possibilidades
estdo sendo exploradas neste momento pelo nosso grupo.

O estudo ultraestrutural de doengcas metabdlicas relacionadas ao
envelhecimento, como osteoporose e doenca de Alzheimer, além de doencas
metabdlicas relacionadas ao estresse, como intoxicacado por TBT, parece-nos
ser mais uma area promissora para contribuicdo cientifica, no sentido de
auxiliar na prevengao e diagnostico dessas e de outras doengas de ordem
metabdlica.
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ANEXO |

EFFECTS OF TRIBUTYLTIN (TBT) ON RAT BONE AND MINERAL
METABOLISM
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ANEXO Il

VITAMIN K SUPPLEMENTATION MODULATES BONE
METABOLISM AND ULTRA-STRUCTURE OF
OVARIECTOMIZED MICE
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