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RESUMO

O zinco é um micro-elemento essencial que tem despertado interesse devido a
sua importancia para os seres humanos, tornando relevante a compreensao de
sua homeostase. Estudos realizados neste sentido destacam as proteinas
transportadoras do mineral como chave para o processo homeostético.
Distarbios na homeostase do Zn tém sido associados a inUmeras doencas
cronicas como a Doenca Renal Cronica (DRC) e tém-se discutido, dentre as
possiveis causas deste desequilibrio, as alteracdes nas fungcbes das proteinas
transportadoras desse elemento. Esse estudo objetivou determinar a
concentracdo de Zn plasmaético, a proteina C reativa, e a expressdo de genes
codificantes das proteinas Zntl, Zipl, Zip3, Zip4, Zipl4 e metalotioneina em
pacientes hemodialisados com DRC. O estudo foi realizado em 25 pacientes
com DRC, em terapia de hemodialise, que atendiam aos seguintes critérios:
tempo de hemodialise maior ou igual a 6 meses, fistula artéreo-venosa
funcionante, auséncia de doengas cronicas, sem retransplante, com Kt/V = 1,2,
sem intercorréncias clinicas ou cirdrgicas. A determinacdo do Zn foi feita por
espectrofotometria de absorcédo atbmica; a andlise da proteina C reativa pelo
teste de Quimioluminescéncia, e reacdo de PCR quantitativo e em tempo real
(gPCR) para determinacéo da expressédo dos genes codificantes das proteinas
transportadoras ZnT1, Zipl, Zip3, Zip4, Zipld e metalotioneina. Os dados
foram analisados utilizando-se o teste “t” de Student e analise de variancia para
comparacdes entre os grupos, com nivel de significancia de 95%. Dos 25
pacientes estudados, 12 eram do sexo masculino e 13 do sexo feminino. A
idade variou entre 18 — 78 anos, com média de 53 anos. A média do zinco
plasmético foi de 61,27 pg/dL, e intervalo de 43,32-89,6; a proteina C reativa
apresentou média de 0,228 + 0,139mg/dL, variando de 0,024 a 0,515mg/dL. A
média e desvio padrao da expressdo dos genes codificantes do Zntl foi de
10,00252 + 0,001401; A Zipl teve expressdao média de 0,00402 + 0,002694, a
Zip3 0,00013 + 0,000180; Zip4 0,00638 + 0,002682; Zipld de 0,00371 =
0,002234 e Zntl1, 0,00252 + 0,001401. A expressao do gene (= matalntinnaina
foi de 0,03122 + 0,0014. A concentragdo de zinco no plasr

diminuiu de forma significativa, enquanto o0s niveis de prt

permaneceram elevados, sugerindo persisténcia da atividade inflamatéria dos
pacientes, com a compartimentalizacdo do zinco. A expressdo dos genes da
Metalotioneina, ZnT1 e Zip14 se mostraram alterados de forma significativa. No
entanto, as alteracfes foram contrarias ao esperado, frente as modificacées do
zinco e Proteina C reativa, fortalecendo a idéia de que outros fatores nédo
controlados podem interferir na expressao de tais genes. O RNAm da Zipl,
Zip3 e Zip4 ndo apresentou modificagdo na sua expressdo, de forma
significativa, nos dois periodos do estudo.

Palavras-chave: Zinco. Expressao Génica. Hemodialise. Doenca renal crbnica.



ABSTRACT

Zinc is an essential micro-element which has attracted attention due to its
importance for humans, makink relevant the ubderstanding its homeostasis.
Studies in this regard highlight the effect of mineral transporter proteins as key
to the homeostatic process. Disturbances in the homeostasis of zinc have been
associated with many chronic diseases such as chronic kidney disease (CKD)
and have discussed the following possible causes of this imbalance, changes in
the functions of transport protein that element. This study aimed to determine
the concentration of plasma Zn, C-reactive protein and the expression of genes
coding proteins Zntl, Zipl, Zip3, Zip4, Zipld and metallothionein in
hemodialysis patients with CKD. The study was conducted with 25 patients with
CKD on hemodialysis therapy, who met the following criteria: duration of
hemodialysis equals or greater than 6 months, artery-venous fistula functioning,
absence of chronic diseases, no retransplantation, with Kt / V = 1.2, without
clinical or surgical complications. The determination of Zn was made through
atomic absorption spectrophotometry, the analysis of C-reactive protein by
chemiluminescence test, and PCR reaction and quantitative real-time (QPCR) to
determine the expression of coding genes from the transporter protein ZnT1,
Zipl, Zip3 , Zip4, Zipl4 and metallothionein. The data were analyzed using the
“t” test of Student and analysis of variance for comparisons between groups,
with a significance level of 95%. From the 25 patients studied, 12 were male
and 13 were female. The age ranged from 18 to 78 years, averaging 53 years.
The average of plasma zinc was 61,27mg/dL, and it ranged from 43,32 to 89,6;
The C-reactive protein had an average of 2,28 + 1,39, ranging from 0.24 to
5.15. The average and the standard deviation of the expression of coding genes
of the Zntl was 10.00252 + 0.001401; The Zipl had an average expression of
0.00402 % 0.002694, the Zip3 0.00013 + 0.000180, the Zip4 0, 00,638 =
0.002682; the Zip14 of 0.002234 + 0.00371, the Znt10, 00252 + 0.001401. The
expression of the metallothionein gene was 0.03122 + 00014 The
concentration of zinc in the patients’ plasma has significantly ¢

the levels of C-reactive protein remained elevated, suggesting

of the inflammatory activity of patients and therefore, the compartmentalization
of zinc. In the expression of metallothionein genes, ZnT1 and Zipl4 were
significantly altered. However, the changes were contrary to expectations,
related to the changes of zinc and C-reactive protein, reinforcing the idea that
other unmeasured factors may interfere in the expression of such genes. The
MRNA of Zipl, Zip3 and Zip4 showed no significant change in expression, in
both periods of study.

Keywords: Zinc. Gene expression. Hemodialysis. Chronic kidney disease
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1  INTRODUCAO

1.1 Aspectos metabdlicos do zinco

O zinco é um micro-elemento fundamental para os organismos vivos. A
ele tém sido atribuidas funcdes no crescimento e desenvolvimento dos
organismos, proliferacéo, diferenciacdo e apoptose celular. Possui fungdes
catalitica, estrutural e regulatoria, fazendo parte da estrutura de grande nimero
de proteinas, garantindo estabilidade as suas conformacfes e, muitas vezes,
facilitando interacdes entre essas proteinas e outras macro-moléculas como,
por exemplo, o DNA (BERG; SHI, 1996). Andreini et al. (2006) realizaram um
estudo de bioinformética para avaliar quantas e quais proteinas codificadas
pelo genoma humano requerem zinco para suas fungdes fisiologicas e
encontraram que atualmente 2.800 proteinas humanas séo ligadas ao zinco,
equivalente aproximadamente a 10% do que o genoma humano produz.

Esse mineral age como antioxidante, destruindo radicais livres pela
reducdo de radicais superoxido a peréxido de hidrogénio, por meio da
catalizacdo da enzima superoxido dismutase. A reducdo eficiente desses
radicais livres de superoxido mantém a integridade de membranas, reduz o
risco de cancer e diminui o processo de envelhecimento (BRAY; BETTER,
1990; HO; COURTEMANCHE; AMES, 2003; SONG et al., 2009).

A deficiéncia de zinco esta associada a manifestacdes adversas ja na
embriogénese dos organismos vivos. Dvergsten et al. (1993) demonstraram em
animais que a caréncia do mineral no periodo pré-natal e pds-natal estava
associada a prejuizos na maturacdo e diferenciacdo dos neurbnios
cerebelares. Em criancas e adolescentes, a caréncia de zinco promove
deficiéncia no crescimento e retardo no desenvolvimento, podendo, ainda,
identificar-se anorexia, apatia, depressdo, diarreia, alopecia, disturbios do
paladar e do olfato, dermatite e hipogonadismo. A acrodermatite enteropatica,
doenca auto-sdmica recessiva, caracterizada pela mal-absor¢éo intestinal do
micro-elemento, leva criangas a apresentarem sintomas como acrodermatite

periorificial, placas crostosas descamativas, irritabilidade e alteracbes
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emocionais por comprometimento do cortex cerebral (OMS, 1998; ACKLAND;
MICHALCZYK, 2006). Diante dos diferentes papéis bioldgicos do zinco, fica
evidente sua importancia no organismo humano.

A recomendacéo diaria deste nutriente para a populacédo sadia é de 8
mg para mulheres e 11 mg para os homens (FOOD AND NUTRITION BOARD,
2001). Mariscos, ostras, carnes vermelhas, figado, milidos e ovos sdo as
melhores fontes alimentares de zinco, sendo que seu conteudo varia entre 0s
alimentos e outros fatores podem afetar sua biodisponibilidade. De acordo com
Sandstead e Smith (1996), alguns constituintes quimicos ingeridos
simultaneamente nas dietas podem inibir a absor¢cdo do zinco, como o fitato,
presente em cereais, e outros, como 0s aminoacidos cisteina e histidina,
aumentar a absorcao do mineral, melhorando sua solubilidade.

Por outro lado, o excesso de zinco pode ser toxico para as células,
tendo em vista sua unido a ligantes intracelulares inapropriados, competicéo
com outros metais por locais de ligacdo em enzimas e transportadores,
causando prejuizos ao funcionamento normal da célula (KOH et al., 1996;
GAITHER; EIDE, 2001).

E necessario, entdo, um controle rigoroso dos niveis intracelulares de
zinco. Para isso, varios mecanismos de quelacédo, efluxo e influxo de zinco do
interior das células para o plasma e organelas intracelulares foram
desenvolvidos nos organismos superiores. Por meio de sua ligacdo a proteinas
intra e extracelulares, sequestracdo no interior de vesiculas e organelas e sua
excrecdo pelos rins, intestino e pele, o zinco é mantido de maneira estavel no
organismo e variacdes bruscas em suas concentracdes sao evitadas. Um dos
principais instrumentos de manutencdo da homeostase do zinco sdo as
proteinas que coordenam a entrada e a saida do mineral nas células e as que
promovem quelacao intracelular deste mineral (COUSINS; MCMAHON, 2000;
SEKLER et al., 2007).

O zinco € absorvido, principalmente, no intestino delgado, pela borda em
escova dos enterdcitos, mediante processos de difusdo passiva e processo
mediado por carreadores. Em situacdes de baixa ingestdo, ocorre aumento da
capacidade de transporte mediada por carreadores e, quando ha aumento da
oferta alimentar, o mecanismo de difusdo passiva se sobressai. O mineral

absorvido é transportado para o figado ligado a albumina e dai para outros
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tecidos ligados aos aminoacidos ou a alfa-2-macroglobulina (VALLEE;
FALCHUK, 1993). O zinco € excretado do organismo por meio dos rins, da pele
e do intestino. As perdas urinarias variam de 300-600 mg/dia, influenciadas por
mecanismos de secrecdo no tubulo proximal do néfron.

Diferentemente do ferro, o zinco ndo possui forma de estoque no
organismo para mobilizagdo em situacdes de deficiéncias, tornando necessario
um eficiente mecanismo homeostético para o zinco, visando a minimizar os
efeitos das variagdes na ingestdo do mineral (KING et al., 2001).

Com relacdo a sua distribuicdo no organismo humano, 80% do zinco
estdo nos 0ssos, musculos, figado e pele. A circulacdo representa a menor
parte do total de zinco do organismo e o turnover plasmatico é o mais elevado.
No sangue, 80% deste encontra-se no eritrocito e 16%, no plasma, ligado
principalmente a albumina (SANDSTROM, 1997). Como se observa, sua
distribuicdo no organismo ocorre de forma heterogénea, tornando a avaliagdo
nutricional do zinco um processo dificil, agravada pela escassez de parametros
bioquimicos sensiveis, validados como critério diagnostico (COZZOLINO,
2005).

Segundo Whitaker (1998), a dosagem do zinco plasmético nao reflete
claramente o estado nutricional do elemento no individuo. Isso ocorre devido a
redistribuicdo tissular do elemento apos sua absorcdo e ao fato de algumas
doencas infecciosas e inflamatérias, o estado de gravidez e algumas
medicacOes promoverem a compartimentalizagcdo do mineral, gerando quadros
de hipozincemia relativa. Mesmo considerado um parametro limitado na
avaliacdo do zinco corporeo, a literatura traz valores de referéncia para esse
elemento no plasma, cujo ponto de corte para se determinar o risco de
deficiéncia é 70 pg/dL (GIBSON, 1990).

A dosagem do zinco eritrocitario € também utilizada para avaliacdo do
estado nutricional relativo a esse micro-elemento. Esse € um parametro que
reflete os niveis de zinco em um periodo de tempo mais longo, ndo traduzindo
mudancas recentes em seu conteudo no organismo, devido a meia vida
prolongada das hemaceas (GIBSON, 1990). Este método possui limitacdes,
como dificuldade no processo de analise, na separacdo da amostra,

interferéncia de matriz, problemas relacionados ao contetdo de hemoglobina



13

no eritrocito, importante na determinacdo da quantidade de zinco, que pode
estar alterado devido a patologias cronicas ou agudas associadas.

A atividade enzimatica das metaloenzimas zinco dependentes tem sido
proposta como um indicador do estado nutricional do mineral. Esse método é
criticado pelo fato de uma Unica enzima nao poder refletir o estado nutricional
do zinco. Assim, surgem problemas como falta de sensibilidade do método e
dificuldade de acesso aos tecidos para analise. Dentre as enzimas
potencialmente utilizaveis tem-se a 5-nucleotidase, a superoxido dismutase e a
fosfatase alcalina (SALGUEIRO, 2000; YUYAMA, 2005; LOWE; FEKETE;
DESCI, 2009).

Outros parametros tém sido utilizados para a determinacao da situacéo
nutricional relativa ao elemento nos individuos, como concentracdo de zinco
nos cabelos, refletindo estado nutricional crénico de deficiéncia, na urina, nas
células mononucleares, nas plaguetas (LOWE; FEKETE; DESCI, 2009).

A metandlise publicada por Lowe, Fekete e Desci (2009) teve como
objetivo identificar biomarcadores uteis na avaliacdo do estado nutricional
relativo ao zinco, determinando quais respondiam apropriadamente a
alteracdes no estado nutricional relativo ao micro-elemento frente a terapias de
suplementacao ou deplecdo deste. Segundo esta mesma metanalise, a maioria
dos trabalhos utilizava a dosagem plasmatica do zinco como marcador do
estado nutricional relativo ao mineral e concluiu que o zinco plasmatico
alterava-se significativamente, de acordo com as intervencdes realizadas,

sugerindo-o como bom marcador para o estado nutricional do zinco.

1.2 Zinco e a nutrigenGmica

A nutrigenbmica € a ciéncia que estuda a interacdo entre o0s
constituintes da dieta e 0os genes e seus produtos, alterando fenétipos (KAPUT,
2007) e nos € apresentada com grandes possibilidades de ter nessa
ferramenta respostas confiaveis relativas ao comportamento metabolico do
zinco.

As interagfBes entre os nutrientes e 0s genes podem ocorrer de varias
formas e uma delas é a interacdo direta, na qual o nutriente, apos interagir com

um receptor, age como fator de transcrigéo, ligando-se ao DNA e induzindo a
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expressado génica (ZEISEL, 2007). O zinco age modificando a expressao
génica por meio de sua ligacdo ao fator de transcricdo metal responsivo 1
(MTF-1) (MULLER; KERSTEN, 2003). O MTF-1 funciona como um sensor
intracelular de zinco, ligando-se direta e reversivelmente ao mineral, adotando
uma conformacéo ligante-DNA e transferindo-se para o nucleo da célula, onde
se liga aos elementos metal-responsivos em locais de leitura dos genes,
promovendo o aumento da transcricao destes genes (SMIRNOVA et al., 2000).
O papel deste fator como segundo mensageiro e transdutor de sinais na
expressdo génica tem se destacado, sendo objeto de interesse de
pesquisadores. Dentre 0s genes que tém sua expressdo génica modificada
pelas concentragbes de zinco, pode-se citar 0s genes codificantes das
proteinas transportadoras de zinco e 0s genes codificantes da metalotioneina,
cujo trabalho realizado por Liuzzi, Blanchard e Cousins (2001) demonstraram
alteracbes em suas expressfes, apds suplementacdo da dieta de ratos com
este mineral (McCORMICK; MENARD; COUSINS, 1981).

Cousins, Liuzzi e Lichten (2006) realizaram um estudo em humanos e
suplementaram com 15 mg de zinco/dia homens jovens, constatando
alteracbes nas expressdes génicas de metalotioneinas, proteinas
transportadoras de zinco e citocinas, em populacdes de leucdcitos.
Observaram que algumas proteinas aumentaram sua expressdo com a
suplementacdo do mineral na dieta, enquanto outras responderam de forma
negativa, e ainda que, esses mesmos genes alteram suas expressbes em
resposta a fatores, como citocinas e outros mediadores de resposta

inflamatoéria.

1.3 Metalotioneina

A metalotioneina (MT) € uma proteina citosélica de baixo peso molecular
(6.000-7.000 KDa) descoberta em 1957 em rim de cavalo por Margoshes e
Valle. Possui alto contetudo de cisteina (25-30%) que se liga ao zinco, com
capacidade de ligacédo de 5-7 atomos deste metal por molécula, assim como a
outros metais, com alta afinidade. Seus residuos de cisteina seriam o0s

responsaveis pela funcdo de detoxificagdo de metais, j& que esses radicais
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captariam os metais (ANDREWS, 2000; SATO; KONDOH, 2002). E assim
chamada de proteina ligante-metal, presente abundantemente nas células.

Estd relacionada com a manutencdo da homeostase do zinco
(ANDREWS, 2000) e tem sua expressao génica induzida pela administracao
desse mineral, que regula a sintese de metalotioneina através do fator de
transcricdo metal responsivo 1 (KOURY, 2004). Estudos em roedores e
humanos tém revelado que os niveis de RNAmM das metalotioneinas s&o
responsivos ao aumento do zinco oferecido na dieta (SULLIVAN; BURNETT;
COUSINS, 1998; CAO et al, 2000; COUSINS; LIUZZI; LICHTEN, 2006;
AYDEMIR; BLANCHARD; COUSINS, 2005), havendo aumento da expresséo
da proteina quando h4 um aumento na oferta do micro-elemento.

Estudo onde administraram-se lipopolissacarideos a ratos com (MT) e
sem (MT-null) a expressao do gene da metalotioneina observaram-se aumento
nas concentracdes hepaticas de zinco em ratos normais (MT), mas ndo em
ratos MT-null, fato que sugeriu que a metalotioneina seria responsavel pelo
acumulo de zinco no figado durante reacdes inflamatorias (PHILCOX et al.,
1995). Esses resultados sugeriram que a metalotioneina tem capacidade de
reter zinco em condicdes fisioldégicas, tendo grande importancia no
metabolismo deste elemento.

Esta associada a resisténcia ao estresse oxidativo e foi a primeira
proteina envolvida na homeostase do zinco a ser identificada e estudada. E
responsavel pela regulacdo da concentracdo intracelular do zinco e, em
situacdes de baixa concentracdo de zinco na célula, a metalotioneina libera o
zinco, mantendo os niveis intracelulares desse elemento. Sob condicbes de
elevado estresse oxidativo, a liberacdo do zinco ligado a MT resultaria em
maior disponibilidade de agrupamentos sulfidrilas prontos para atuar na
protecdo antioxidante. Por sua vez, o zinco liberado seria redistribuido na
célula, podendo ser utilizado em outros mecanismos de protecdo antioxidante
(SATO, 1992).

1.4 Proteinas transportadoras de zinco

As proteinas transportadoras de zinco dividem-se em duas familias

responsaveis pelo controle do efluxo e influxo do mineral nas células,
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garantindo a homeostase do micronutriente nos meios intra e extracelular. S&o
elas: Familias Carreadoras de Soluto (SCL) 39A e Familias Carreadoras de
Soluto (SCL) 30A (LIUZZI; COUSINS, 2004).

1.4.1 Familia carreadora de soluto (SCL) 30A

A familia SCL30A, também conhecida como familia ZnT, compreende
dez membros (ZnT1-10) que realizam o transporte de zinco removendo-o do
citoplasma das células para o plasma e interior das organelas citoplasmaticas
(PALMITER; HUANG, 2004). Teve seu primeiro membro descoberto em 1995,
quando Palmiter e Findley decodificaram o cDNA do transportador de zinco
ZnT1l em experiéncia com células de rim de ratos. Essas células puderam
crescer em ambientes extracelulares muito ricos em zinco e suas
concentracdes intracelulares permaneceram baixas mesmo nessas condicoes.
Baseados nisso, uma funcéo de exportacdo de zinco para o ZnT-1 foi proposta.
Sua importancia para 0s organismos vivos foi estudada por Tsuda et al (1997),
que verificaram aumento da expresséo génica dessa proteina durante isquemia
cerebral transitoria em ratos, fato seguido por morte neuronal e influxo de zinco
para o interior da célula. Koh et al., em 1996, aprofundaram o estudo
observando que neurbénios do hipocampo de ratos quando expostos a altas
concentragbes do mineral, elevavam os niveis de mRNA da ZnT1, sugerindo
um papel de defesa neuronal da ZnT1, evitando grande aumentos dos niveis
do elemento no interior do neurdnio.

A atividade transportadora de zinco de outros membros desta familia
(ZnT 2, 4-8) tem sido comprovada mediante a sobrevivéncia de células em
meios com média e alta concentragdo em zinco. Esses transportadores
promovem a diminui¢do do zinco intracelular mediante o efluxo do mineral das
células e influxo em vesiculas intracelulares. O mecanismo de transporte
mediado pelos ZnTs é desconhecido e ocorre contra um gradiente de
concentragdo. A maioria dessas proteinas tem sido encontrada associada a
endossomos, sistema de Golgi e reticulo endoplasmatico.

Estruturalmente, as proteinas da familia ZnT tém uma homologia
consideravel entre si. Dos quatro membros caracterizados por Liuzzi,

Blanchard e Cousins (2001), que foram ZnT 1, 2, 3 e 4, todos possuiam um
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polo hidrofébico, composto por seis dominios transmembrana, com nitrogénio e
carbono terminais, localizados no intracelular. Foram detectadas, também,
alcas intracelulares ricas em residuos de histidina, que serviriam para se ligar
ao zinco, possuindo um canal anfipatico por meio do qual o zinco é
transportado (PAULSEN; SAIER, 1997).

Os transportadores da familia ZnT s&o encontrados principalmente no
intracelular. A proteina ZnT1 parece ser o Unico ligado a membrana plasmatica,
encontrando-se distribuido de forma difusa nos tecidos. Localiza-se nos
enterocitos em sua porcao basolateral (McMAHON; COUSINS, 1998; YU et al.,
2007) de acordo com sua fungdo em reduzir o zinco do citosol, promovendo
seu efluxo para o interior da circulacao porta, permitindo a absor¢céo do zinco
da dieta.

McMahon e Cousins, em 1998, realizaram experimento alimentando
ratos com dietas com niveis variaveis de zinco e observaram que as dietas com
elevadas concentracdes de zinco aumentaram a expressao do gene codificante
da ZnT1 no intestino dos ratos mas ndo alteraram sua expressdo no figado
desses animais. Observaram, também, que apesar da elevacdo dos niveis da
expressdo génica do mRNA da ZnT1 no intestino dos ratos, os niveis dessa
proteina aumentaram modestamente. Liuzzi, Blanchard e Cousins (2001)
observaram em ratos que a expressdo da ZnT1 foi mais alta na placenta, no
rim e no intestino delgado, seguidos pelo tecido adiposo e figado. Quando foi
realizada a suplementacao de zinco na dieta, a expressdo do RNAmM da ZnT1
aumentou significativamente. Em humanos, os niveis do RNAm da ZnT1 nos
leucdcitos aumentaram marcadamente com a suplementacdo de zinco na dieta
e foi mais abundante em monécitos que em linfocitos T e neutréfilos
(PALMITER; FINDLEY, 1995). Aydemir, Blanchard e Cousins (2006)
suplementaram seres humanos 16 dias com zinco e observaram aumento na
expressao do gene da ZnT1.

A expressao do mRNA da ZnT2 é mais localizada, sendo encontrado em
células do intestino delgado, testiculos e rim. Nessas células, concentra-se em
compartimentos intracelulares, associados a endossomos, sistema de Golgi ou
reticulo endoplasmatico. Nas células acinares do pancreas, encontra-se em
vesiculas e, dessa forma, realiza o transporte do zinco para o interior de

vesiculas e organelas citoplasmaticas, reduzindo sua concentracdo no
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citoplasma das células (LIUZZI et al., 2004). A expressao intestinal em ratos do
ZnT2 mRNA reflete muito estritamente a ingestao de zinco na dieta, ndo sendo
detectavel quando os ratos sédo alimentados com dietas pobres em zinco. Em
condi¢cbes basais, o ZnT2 nao foi detectado no figado, mas quando os ratos
foram submetidos a privacdo alimentar, algum nivel de expressao foi
detectado, sugerindo que os hormdnios associados com a resposta ao jejum
tém uma influéncia regulatéria sobre estes transportadores (LIUZZI;
BLANCHARD; COUSINS, 2001).

Como se observou, o nivel de mRNA ZnT2 reflete muito fielmente a
ingestao de zinco no intestino delgado. Essa resposta diferencial sugere que os
genes deste transportador sao estritamente regulados pelo suplemento de
zinco. A expressao dos transportadores ZnT1, ZnT2 e ZnT4 mRNA foi étima
nas células dos vilos do intestino delgado, mais que nas células das criptas,
fato que reflete sua funcado, relacionada a absor¢cdo do zinco (COUSINS;
LIUZZI; LICHTEN, 2006).

Outra proteina transportadora de zinco € a ZnT3, ainda em
caracterizacéo, presente principalmente nas vesiculas intracelulares em tecidos
do cérebro e testiculos. Os ultimos estudos envolvendo esta proteina focaram
seu papel nas desordens cerebrais, como isquemias, epilepsias (COLE et al.,
2000; DANSCHER et al., 2003).

Estudo anterior realizado por Cousins et al. (2003) em ratos revelou que
0 ZnT4 esta distribuido em todos os tecidos, sendo maior sua expressao no
intestino delgado e na glandula mamaria. Os niveis de ZnT4 mRNA foram
significativamente diminuidos com a dieta deficiente em zinco. E a proteina
responsavel pela sindrome letal do leite em ratos (PILETZ; GANCHOW, 1978),
caracterizada pela morte dos ratos em periodo de lactacédo, quando os filhotes
de maes com mutacdes no gene da ZnT4 eram amamentados exclusivamente
pelo leite dessas ratas. Os filhotes sobreviviam quando alimentados por ratas
normais ou quando suplementados oralmente com zinco.

A ZnT5 encontra-se em abundéancia nas vesiculas das células beta
pancreatica, que contém insulina (KAMBE et al., 2002). E a Gnica proteina
transportadora da familia com 12 dominios transmembrana, ao contrario das
outras, que possuem seis dominios. Possui também papel relevante em

reacOes alérgicas e é requerido na hipersensibilidade de contato e na resposta
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alérgica mastocito mediada (NISHIDA et al., 2009). Em experiéncia com células
derivadas de linfocitos de ave, observou-se que a ZnT5 poderia formar
complexos heterodimeros com a ZnT6, podendo ativar a enzima zinco
dependente fosfatase alcalina (NISHIDA et al., 2009). Estudos relativos a
doenca de Alzheimer revelam que hd um aumento das proteinas ZnT6 no
cérebro de individuos com a patologia. A distribuicdo da ZnT6 foi
posteriormente estudada em cérebro de pacientes com doenca de Alzheimer e
identificou-se que neurbnios degenerados apresentavam altos niveis de ZnT6
(LOVELL; SMITH; MARKESBERY, 2006).

A ZnT7 é também expressada no pancreas e seu homodimero também
pode ativar a enzima zinco dependente fosfatase alcalina. A ZnT8 foi mais
recentemente descrita e € especifica das células do pancreas, estando
presente nas células beta e alfa em ratos (CHIMIENTI et al., 2006) . Estudos
observaram a expresséo da ZnT8 e sua relagdo com diabetes tipo 2, revelando
que em ratos Knockout os niveis de insulina plasmatica foram reduzidos em
machos e fémeas e que a concentracdo de zinco, bem como a secrecdo de
insulina glicose-dependente, estavam marcadamente reduzidos quando
observados cortes nas ilhas pancreaticas desses ratos (POUND et al., 2009).
Ao contrario, o aumento na expressao da ZnT8 nas células da ilha leva ao
acumulo de zinco e ao aumento da secrecao de insulina glicose-dependente
(CHIMIENTI et al., 2004).

A ZnT9 foi isolada inicialmente de células pulmonares embriolégicas
humanas, localizando-se no citoplasma e nucleo (SIM; CHOW, 1999) e a
ZnT10 pode ser encontrada no figado e no cérebro do feto, acreditando-se que
desempenhe papel importante durante o desenvolvimento fetal e tenha uma
expressao restrita a vida fetal (HUANG, 2005).

1.4.2 Familia carreadora de soluto (SCL) 39A

A outra familia de transportadores é a Zip, composta de 14 membros
com atividade transportadora de zinco confirmada para Zip de 1 a 8 e Zipl4
(GAITHER, 2001). A atividade de transporte de zinco tem sido confirmada

através da mensuracdo da captacdo de zinco ou por meio de probes que



20

produzem emissdes fluorescentes ligando-se ao zinco intracelular Iabil
(MATHEWS et al., 2006).

O mecanismo de acgéo desta familia ndo é conhecido e seu processo de
transporte ocorre a favor de um gradiente de concentracédo. Atuam elevando os
niveis intracelulares de zinco, promovendo o influxo deste do meio extracelular
para o intracelular e o seu efluxo do interior das organelas intracelulares
(LIUZZI; COUSINS, 2004). A maior parte das proteinas Zip estdo localizadas
nas membranas plasmaticas das células, fato que, no intestino, corrobora sua
funcdo de captacdo do zinco extracelular. Outro fator que fortalece a teoria
refere-se a sua posicdo polarizada nas células intestinais, quando assumem
localizagdo mais basolateral durante dietas com suprimento adequado de
zinco.

A Zipl é expressa em grande variedade de tecidos e tipos celulares,
estando presentes na membrana plasmatica e no reticulo endoplasmatico das
células (GAITHER; EIDE, 2001; MILON et al.,, 2001). Tem sua expressao
génica alterada pelos niveis de zinco, sendo regulada negativamente pela
suplementacdo do mineral (CAO et al., 2001) e por determinados tipos de
hormdnios, como a prolactina e a testosterona, utilizadas no tratamento de
certos tipos de cancer prostatico, promovendo 0 aumento na concentracao
intracelular de zinco (COSTELLO et al.,, 1999). Sua expressdo génica €
sugerida como biomarcador do estado nutricional relativo ao zinco no
organismo humano (ANDREE et al., 2004).

A Zip2 é expressa em menor propor¢cao e em poucos tecidos e como a
Zipl, ela também esta relacionada com o transporte do zinco do extracelular e
do interior de organelas para o citosol das células, tendo sua expressao
alterada pelos niveis de zinco. Cao et al. (2001) realizam um estudo avaliando
avaliando a responsividade da metalotioneina e da expressdo génica do RNA
mensageiro da Zip2 a adicao de N,N,N’, N'-tetrakis(2-
pyridylmethyl)ethylenediamine (TPEN), um quelante intracelular de zinco que
reduz os seus niveis, observando-se um aumento na expressdo do RNAmM da
Zip2.

Dentre as proteinas transportadoras de zinco da familia Zip, a Zip3 € a
gue possui menos informagdes, mas em estudos que avaliaram sua expressao

7

em tecido da prostata, observou-se que a mesma é encontrada em tecido
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prostatico normal, tendo sua expressdo aumentada pela prolactina,
localizando-se principalmente na membrana apical das células do epitélio
secretor. Ja nas células cancerigenas da prOstata, a expressdo da Zip3
encontra-se reduzida (DESOUKI et al., 2007).

Estudo avaliando a expressao da Zip3 em células epiteliais mamarias
observou que esta proteina tem um importante papel na importacdo do zinco
no tecido mamario. Constatou também que a referida proteina ndo tem, nos
niveis de zinco, a Unica forma de regulacdo de sua expressdo, sendo
responsiva a prolactina (KELLEHER; LONNERDAL, 2002). Outro estudo
sugere que a Zip3 ndo € um transportador especifico para o zinco, ja que
outros metais podem inibir o transporte deste mineral por essa proteina
(DUFNER-BEATTIE et al., 2003). A Zip3 esta presente em organelas
intracelulares em concentracdes médias de zinco, mas, quando ha caréncia do
mineral, essa proteina situa-se principalmente na superficie das células
(WANG et al., 2004).

A Zip4 é um dos transportadores mais estudados em humanos. Sua
deficiéncia funcional leva a acrodermatite enteropatica, situacdo em que o Zip 4
ndo é capaz de captar o zinco no intestino, causando deficiéncia organica do
metal (WANG, 2002). Estudos em ratos com dietas restritas em zinco
aumentaram a concentracdo do Zip4 e sua localizacdo na membrana
plasmatica dos enterécitos, enquanto a suplementacdo de zinco rapidamente
reverte esta situacao.

Em dietas com suplementacdo de zinco, a Zip5 nao tem sua expressao
alterada. No entanto, sua localizacdo sofre modificacdo de acordo com a
quantidade de zinco ingerido. Ela é diferentemente internalizada em resposta a
concentracdo de zinco da dieta, contribuindo para homeostase do metal
(DUFNER-BEATTIE et al., 2004).

Dentre outras proteinas transportadoras pertencentes a familia Zip,
Taylor (2000) identificou o gene da Zip6, como estrogénio responsivo em
células de cancer do pulmdo. A Zip8 é identificada como transportador
expresso nos mMonaocitos, que tem sua expressao marcadamente aumentada
com a resposta inflamatéria aguda, sendo seu gene induzido pelo fator de

necrose tumoral alfa e endotoxinas (COUSINS, 2006). Analises de microarray
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DNA em humanos demonstraram aumento na expressdo da Zip8 na
inflamac&o sistémica aguda induzida pela infusdo de endotoxina.

Por outro lado, a Zipl4 esta presente nos hepatécitos de ratos durante
resposta de fase aguda, da sépsis e da inflamacao, promovendo um aumento
na captacdo hepatica de zinco e produzindo uma hipozincemia transitoria.
Liuzzi et al. (2005) realizaram estudo em ratos, observando que a interleucina-6
(IL-6) produziu aumento significativo na expressdo do gene codificante da
Zipl4 em cultura de hepatocitos de ratos, considerando-a o principal

transportador de zinco responsivo a citocinas.

1.5 Zinco e inflamacao

Uma das alteracdes observadas na resposta inflamatoria sdo as
alteracdes nas concentracbes dos micronutrientes plasmaticos (FILTEAU;
TOMKINS, 1994). Estudos tém documentado alteragdes no metabolismo do
zinco em modelos experimentais com animais, de inflamacao aguda e cronica,
e mesmo em humanos com condi¢cdes inflamatérias crénicas (MOSHAGE,
1997; GABAY; KUSHNER, 1999; VASTO, 2006; CVIJANOVICH et al., 2009).
Wieringa et al. (2002) realizaram um estudo com 418 criangas da Indonésia
onde dosaram proteinas de fase aguda, dentre elas a proteina C reativa e as
concentracbes plasmaticas de zinco e ferro, e concluiram que o estado
inflamatdrio afetou significativamente os niveis de zinco, promovendo
hipozincema plasmética nos pacientes.

Na resposta inflamatoria, inUmeras citocinas e proteinas sédo produzidas,
dentre elas a IL-6 e a proteina C reativa (PCR). A IL-6 € uma citocina produzida
por macrofagos ativados e induz a expressao de outros genes que levam a
alteracdes no organismo (MOSHAGE, 1997).

Dentre os genes que tém sua expressao induzida pela interleucina-6,
tem-se o gene codificante da Zipl4 e da metalotioneina (SCHROEDER;
COUSINS, 1990; LIUZZI et al., 2006). Com o aumento da transcricdo desses
genes e da sintese destas proteinas, ha uma tendéncia em ocorrer uma
compartimentalizagdo do zinco, tendo em vista que a Zipl4 promove a
captagdo do zinco do extracelular para o intracelular e a metalotioneina, por ser

um quelante intracelular de zinco, promove o acumulo intracelular de zinco



23

durante reacéo inflamatéria (PHILCOX et al., 1995). Assim, a hipozincemia é
uma das alteracdes encontradas na resposta inflamatoria, devido ao acumulo
do zinco no citosol das células.

Um dos marcadores utilizados para caracterizar o estado inflamatério é
a proteina C reativa, que possui grande sensibilidade em estados inflamatérios
agudos e cronicos, podendo permanecer com concentracdes elevadas durante
estes estados (THOMPSON et al., 1995).

1.6 Doencarenal crénica e inflamacgéo

A doenca renal crbnica € uma patologia determinada pela perda
progressiva da funcdo renal, acompanhada pelos mais variados desequilibrios
de metais, eletrélitos e nutrientes. A perda da funcéo renal é avaliada pelo ritmo
de filtracdo glomerular que, quando atinge valores muito baixos, inferiores a 15
ml/min, tem-se o que se denomina faléncia funcional renal, estagio mais
avancado da perda funcional do rim, correspondente ao estagio 5. Nesta fase,
as terapias de substituicdo renal, dentre elas, a hemodialise, fazem-se
necessarias (BRENNER; LAZARUS, 1992; ROMAO JUNIOR, 2004).

Pacientes submetidos a hemodialise caracterizam-se, ainda, por um
estado de inflamacédo cronica (KIMMEL et al.,, 1998; YAO; LINDHOLM;
STENVINKEL, 2004; VIDT, 2006). Sethi et al. (1988) foram os primeiros
pesquisadores a demonstrar que um terco dos pacientes em hemodialise
apresentava niveis elevados de proteina C reativa. Varios outros estudos
confirmaram que a inflamagao crbnica tem prevaléncia aumentada nesta
populacdo, com 30% a 50% dos pacientes exibindo evidéncias de resposta
inflamatoria exacerbada (ZIMMERMANN et al.,, 1999; PANICHI et al., 2000;
BAYES et al., 2003).

Dentre os fatores que explicam o estado de inflamacéo crbnica, tém-se a
potencial contaminacdo do sangue por endotoxinas no fluido de dialise e o
repetido contato do sangue com materiais artificiais no circuito extra corpéreo,
com ativacdo de sistemas biologicos como o sistema imunodlogico e
coagulacéo. A propria fisiopatologia da insuficiéncia renal promove diminuicao
da eliminacao renal das citocinas, associados a um aumento na sua producao
(YAO; LINDHOLM; STENVINKEL, 2004). Poole et al. (1990) demonstraram
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que a diminuicao da funcgéo renal pode afetar o clearance do fator de necrose
tumoral alfa e da interleucina-1 (IL-1) em ratos nefrectomizados, ocorrendo
também o acumulo de substancias urémicas téxicas, que estimulam a sintese
de citocinas inflamatdrias nestes pacientes.

O estado inflamatério crénico promove um estado de ma nutricdo
progressiva. Os elevados niveis de citocinas proinflamatérias resultam em
catabolismo por agéo direta no sistema gastrintestinal, ou por agao indireta
mediada por citocinas no sistema nervoso central, resultando em anorexia
(BERGSTROM, 1999). Acchiardo, Moore e Latour (1983) associaram a ma
nutricdo com o aumento da mortalidade em pacientes dialisados. Desde entéo,
estudos tém demonstrado a importancia do estado nutricional no prognéstico
dos pacientes hemodialisados (MARCKMANN, 1989).

O estado inflamatorio crénico promove alteragcdes na concentracdo de
zinco. Estudos realizados por Mendes et al. (1988), avaliando a frequéncia de
hipozincemia em pacientes hemodialisados e comparando-os a um grupo
controle de pacientes normais, observaram valores de zinco sérico
significativamente inferiores no grupo de pacientes hemodialisados.

A hipozincemia encontrada nesses pacientes possui varias justificativas.
A diminuicdo da oferta de zinco, pela diminuicdo da ingestdo; o aumento na
excrecao urinaria e fecal do metal encontrada na insuficiéncia renal crénica
(CABRAL; DINIZ, 2003); o processo de hemodialise, que compromete a
excrecdo dos elementos podendo tanto reté-los no organismo, quanto espolia-
los. A redistribuicdo do zinco corporal pode ser considerada outro fator
responsavel pela hipozincemia, como observaram Kimmel et al. (1988), niveis
eritrocitarios de zinco elevados nos pacientes com doenca renal cronica,
enquanto o0s niveis plasmaticos estavam diminuidos. Atribuiu, assim, a
hipozincemia a uma redistribuigcdo tissular do zinco com o aumento de sua
concentracdo em alguns tecidos e reducao em outros. Dentre as hipéteses que
explicariam essa redistribuicdo estaria uma alteracdo na expressdo das
proteinas transportadoras do zinco em fungédo de uma modificacdo nos proprios
niveis plasmaticos do elemento ou do estado inflamatério crénico do paciente.

Neste contexto, a nutrigendbmica se apresenta como alternativa na

avaliacdo do estado nutricional referente ao zinco. A expressdo génica das
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proteinas transportadoras de zinco seria um dos caminhos que levariam ao
entendimento do metabolismo e & homeostase do mineral.

Os sintomas da deficiéncia de zinco confundem-se com os da doenga
renal, dificultando o dimensionamento da importancia da hipozincemia no
paciente portador de insuficiéncia renal crénica. Manifestacdes como anorexia,
disfungéo gonadal, deficiéncia na resposta imunocelular estdo presentes em
ambas as situacgfes. A reposicdo de zinco nestes pacientes ndo € consensual.

Existem controvérsias, principalmente, na determinacdo do estado
nutricional do zinco nestes pacientes, que conforme exposto, ndo possui um
método com sensibilidade e acuracia sastisfatoria (MENDES et al.,, 1988),
acrescidos, da escassez de estudos que interpretem o comportamento do zinco
nos pacientes portadores de doenca renal, submetidos ao processo de
hemodialise. Nesta investigacdo, acredita-se que o0s resultados poderdo
contribuir para a compreensao do comportamento do zinco nos pacientes em

questéao.
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OBJETIVOS

Geral

Analisar a expressao de genes codificantes de proteinas transportadoras
de zinco e metalotioneina em portadores de doenca renal crbnica,

submetidos a hemodialise nos tempos inicial do estudo e apoés trés anos.

Especificos

Quantificar a expressdo do RNAm da proteina transportadora de zinco
pertencente a familia SCL 30A, ZnT1 nos tempos TO e apos trés anos
(T3).

Quantificar a expressdo do RNAm das proteinas transportadoras de
zinco pertencentes a familia SCL 39A: Zipl, Zip3, Zip4 e Zipld nos

tempos TO e trés anos apos (T3).

Quantificar a expressdo do RNAmM da metalotioneina nos tempos TO e

trés anos apos (T3).
Analisar a concentracdo plasméatica de zinco nos tempos TO e T3.

Avaliar o estado inflamatério dos pacientes mediante a dosagem da
proteina C reativa nos tempos TO e T3.

Avaliar as alteracdes na expressdo dos genes codificantes das proteinas
em andlise, diante das modificacdes nas concentracdes plasmaticas de
zinco e do estado inflamatério dos pacientes ocorridas no intervalo de

trés anos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizagéo do estudo

Realizou-se um estudo experimental em pacientes portadores de
doenca renal crénica (DRC), estdgio 5, em programa de hemodialise na Clinica
Nefrolégica do Piaui (CLINEFRO), em Teresina-Pl, no periodo de 2005 a 2008.

O estudo foi dividido em duas etapas.

3.2 Etapal

No primeiro momento do estudo, tempo 0 (T0O), as amostras de sangue
dos pacientes eram provenientes do Biobanco do Laboratério de
Imunogenética e Biologia Molecular da Universidade federal do Piaui
(LIB/UFPI). Obteve-se o RNA de 43 amostras de sangue, que foram
retrotranscritas em cDNA, para realizacdo de estudo prévio, cujo objetivo era,
também, avaliar a expressdo génica das proteinas transportadoras de zinco,
dando origem a este banco de amostras.

Os critérios de inclusdo utilizados para selecdo dos pacientes nesta
etapa do estudo foram:

e tempo de hemodialise maior ou igual a seis meses;

e fistula artéreo-venosa funcionante;

e auséncia de doencas cronicas como diabetes e alteracbes na
tiredide;

e sem retransplante;

e comKt/V=1,2;

e sem intercorréncias clinicas e/ou cirargicas.

O cDNA resultante foi estocado em freezer a -80 °C. Posteriormente,
essas amostras foram submetidos a reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real e os resultados analisados pelo programa Sequence Detection
System (Applied-Biosystems), podendo-se obter a quantidade relativa de

copias do acido ribonucleico mensageiro (RNAmM) dos genes codificantes da
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metalotioneina, Zipl, Zip3, Zip4, Zipl4d, ZnT1l. Nas amostras de sangue
também foram realizadas andlise de zinco plasmatico e da proteina C reativa.
A metodologia descrita se refere a empregada em estudo prévio cujos
resultados foram utilizados neste trabalho, correspondendo ao tempo TO, que

consta no protocolo experimental do presente estudo.

3.3 Etapa?

Trés anos apos o inicio do estudo (T3), novas amostras foram coletadas
de pacientes que participaram da primeira fase, havendo uma reducdo no
namero dos mesmos, sendo o0 motivo das perdas o Obito, devido a elevada
morbimortalidade identificadas em pacientes em hemodialise, tendo a amostra
final da pesquisa sido constituida de 25 pacientes. Nesta etapa, além da coleta
de amostras sanguineas, foram obtidas informacgfes relativas a dados como
idade, sexo, renda familiar, tempo de hemodialise, mediante consulta nos

prontuarios dos pacientes.

3.3.1 Avaliacéo bioquimica do zinco

3.3.1.1 Controle de contaminacao

Todo o material de vidro e polipropileno utilizados no estudo foram
desmineralizados por meio de banho em solucao de acido citrico a 30% por, no
minimo, 12 horas, seguido de enxagiie com agua MILLIQ® Water System por
dez vezes, com a finalidade de se reduzir a contaminagdo com metais
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

3.3.1.2 Reagentes

Para o preparo das solucdes e a diluicdo das amostras, utilizou-se agua
livie de fons, processada pelo MILLIQ® Water System (Continental Water
System Corp. El Paso, Texas).
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3.3.1.3 Coleta das amostras de sangue

Foram coletadas amostras de sangue dos 25 pacientes que fizeram
parte da primeira etapa do estudo e permaneciam em hemodidlise, atendendo
aos critérios de inclusdo previamente determinados.

As amostras sanguineas (10 ml) foram obtidas por meio de puncéo
venosa, em tubos de ensaio desmineralizados contendo citrato de sodio a 30%
(6 mg/ml de sangue total), por técnicos de enfermagem treinados para este fim.
No momento da coleta, os pacientes se encontravam em jejum minimo de 10

horas, sendo realizadas antes do inicio das sessdes de hemodialise.

3.3.1.4 Separacao dos componentes do sangue

Realizou-se a centrifugacdo do sangue total a 3.000 rpm durante 15
minutos (centrifuga Sigma® 2K15), em até 2 horas apds a coleta. O plasma foi,
entdo, extraido com pipeta automatica, acondicionados em tubos de
polipropileno desmineralizados e estocados a temperatura de -20 °C até o

momento da analise.

3.3.1.5 Determinacao do zinco no plasma

Para determinacéo do zinco no plasma, as amostras foram enviadas por
Sedex 10® para o Laboratério de Nutricdo e Minerais da Universidade de Séo
Paulo, mantidas congeladas a -20 °C. A andlise do mineral foi realizada por
espectrofotometria de absorcdo atbmica de chama, segundo método proposto
por Rodriguez; Narizano; Cid (1989). Trés aliquotas de cada amostra de
plasma foram preparadas, diluindo-se em agua de MILLIQ® Water System, na
proporcao de 1:5 e aspiradas diretamente no espectrofotdmetro.

Utilizou-se aparelho de espectrofotometria de absorcdo atdmica de
chama, da marca VARIAN SS 220, adotando-se as seguintes condi¢Oes de

trabalho:
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a. Comprimento de onda: 213,9 nm;

b. Fenda: 1 nm

c. Chama oxidante acetileno/ar, com fluxo de 2,5: 15 I/min,
respectivamente;

d. Sistema de atomizacao: queimador com cabeca de uma fenda
de 10 cm de largura e nebulizador munido de pérola de
impacto;

e. Leitura feita em triplicata, com tempo de integracdo de 3

segundos.

O equipamento foi calibrado com solu¢gbes aquosas de glicerol a 3% e
acido nitrico a 1%, preparadas por diluicdo de padrdo de zinco Tritisol®
(MERCK®), nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1,0 pg/ml, sendo os
resultados fornecidos em absorbancia.

Para verificar a exatiddo das leituras das amostras, utilizou-se o padréo
certificado de Zinc-Atomic Spectroscopy Standard Solution Fluka 1,0000 g/l
(Sigma Aldrich®) e o padrao certificado de referéncia Seronorm®.

3.4 Determinacao da proteina C reativa

O método utilizado para quantificacdo da proteina C reativa (PCR) foi o
de Quimioluminescéncia, lido no aparelho Immulite 2000, realizada em
laboratorio privado de analises clinicas de Teresina. Considerou-se como
inflamados pacientes cujos valores da proteina C reativa foram superiores a 0,1
mg/dL.

3.5 Meétodos moleculares

Para a realizacdo dos métodos moleculares empregados neste estudo,
uma segunda amostra sanguinea foi coletada obedecendo a mesma técnica
adotada na primeira etapa para obtencdo do RNA mensageiro e, posterior,
obtencdo do cDNA, para realizacdo da reagcdo de polimerase em cadeia em
tempo real, realizada no Laboratério de Imunogenética e Biologia Molecular
(LIB) da Universidade Federal do Piaui.
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3.5.1 Extracdo do RNA

As amostras de sangue para extracdo de RNA foram centrifugados a
4.000 rpm durante 20 minutos, para separacdo da fase fluida do sangue e
retirada da camada referente as células leucomonociticas, constituindo o buffer
coat. Este foi transferido para um tubo eppendorf, estéril e livre de RNAse. A
extracdo de RNA foi realizada pelo método Trizol, de acordo com instrucdes do
fabricante (Invitrogen). O RNA foi ressuspendido em 30 pL de agua bidestilada,
tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato-DEPC (Invitrogen) e logo, em seguida,
determinou-se a pureza da amostra em nanoespectrofotometro (NanoDrop

Technology Inc., Wilmington, USA).

3.5.2 Quantificacao e pureza da amostra

Para a determinacédo da concentracdo e pureza do RNA extraido, uma
aliguota de 2 pL de cada amostra foi transferida para o NanoDrop, sendo
realizada e registrada a leitura nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. O
padrdao grafico e o valor da razdo das densidades Opticas entre o0s
comprimentos de onda 260 e 280nm, foram consideradas ideais quando entre
1,8 e 2, determinando a pureza das amostras. Em seguida, as amostras foram
acondicionadas a -80 °C, para posterior sintese de cDNA.

3.5.3 Sintese de cDNA

O RNA extraido das amostras foi submetido a sintese de cDNA, cujo mix
utiizado na reacdo continha DNTPs (2,5 mMoles), tampdo da enzima
transcriptase reversa (10x), 0,1 M de Dithiothreitol (DTT), inibidor de Rnase
(RNasin), oligo dT35 1/10 (7,5 pMoles), além do RNA de cada paciente e agua
ultrapura, atingindo volume final de 50 pyL. A reacdo de RT-PCR (gqPCR) foi
processada num termociclador GeneAmp® PCR System 9700. O produto da
reacéo foi estocado em freezer a -80 °C até o momento de sua utilizacdo para

realizacéo qPCR.
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3.5.4 Reacéo de PCR quantitativo e em tempo real (QPCR)

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa e em tempo real sem
sonda foi realizada no equipamento ABI prism 7500 (Applied-Biosystems) com
os iniciadores especificos (primers) para cada gene de interesse, utilizando
como gene constitutivo o 18S RNA ribossémico (RNAr). Os primers foram
sintetizados de acordo com sequéncias previamente publicadas (COUSINS et

al., 2003) pela Invitrogen, conforme quadro 1.

RNAmM Forward Primer Reverse Primer e no de acesso no
humano GenBank
MT1 &2
NMO005950, GCACCTCCTGCAAGAAAAGCT GCAGCCTTGGGCACACTT
X97260
NM%)';tlllg 4 GGTGGCCAATACCAGCAACT TGTACTTCCACTGTATCACCACTTCTG
ZIP1
BC003152 AAGGGCTCTGCTGGGAACA ACCCCTGGCCCATCATG
ZIP 3
XM046934 TGTGAGGGAAAAGCTCCAGAAG TTCGGCCAGCGGGTAGT
Npé%dém GCGGCCTGTTAAATACG ACTTTCCACACGGCCCG
ZIP14 ACTTAGGGCATCGCAGATGTTT GCAGTAACCTAGACGGGTCATTTAA
18S rRNA AGTCCCTGCCCTTTGTACACA GATCCGAGGGCCTCACTAAAC

Quadro 1 — Gene que codifica a proteina, com respectivos nimeros de acesso no GenBank e
primers

Fonte: Cousins et al. (2003).

As reacdes foram preparadas em placas de polipropileno contendo 96
pocos e especificas para reacdo (Applied Biosystems). Utilizou-se 2 uL de
cDNA, 6,5 pL do mix Syber green PCR master mix, 0,52 pL dos primers
forward e reverse, numa concentracdo de 200 nM e completado com agua
ultrapura para um volume final de reacéo de 12,5 2 yL. Todas as reacfes foram
realizadas em triplicata, sendo uma dessas utilizada como controle negativo da
reacdo. As amostras foram submetidas a seguinte termociclagem: 50 °C por 2
min; 95 °C, por 10 min seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 15 seg e 60 °C por 1
min. Ao final, eram considerados validos apenas os resultados cuja reacao
apresentasse curva de dissociacdo com apenas um pico, referente a
temperatura de melting do primer utilizado em cada reacéao.

Os resultados obtidos por meio da reacdo de gPCR foram analisados
utilizando o programa Sequence Detection System (Applied Biosystems), que

permite obter a curva de dissociacdo, a intensidade de fluorescéncia da
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amostra, a cada ciclo da reacdo. A quantidade relativa de copias foi obtida
utilizando-se a férmula: 2 ™ 2°T (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

3.6 Analise estatistica

Os dados numéricos foram expressos em média e desvio padréo. As
médias encontradas entre os dois tempos do estudo foram comparadas por
meio do teste “t” de Student e andlise de variancia (ANOVA), sendo adotado o
valor alfa de 5%. O programa utilizado para tabulacdo e realizacdo dos testes

estatisticos foi o SPSS, versao 15.0.

3.7 Aspectos éticos

Para execucdo deste trabalho, foi obtido o Consentimento Livre e
Esclarecido de cada participante do estudo em sua primeira etapa, obedecendo
as normas do Conselho Nacional de Saude contidas nas resolucfes 196/96 e
257/97. Nas duas etapas, obteve-se aprovacdo do Comité de Etica da UFPI
(pareceres numeros 021/2005 e 039/2008).
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4 RESULTADOS

Foram estudados 25 pacientes portadores de doenca renal cronica,
estagio 5, em programa de hemodialise no periodo de 2005 a 2008, sendo que
48% (12) desses eram do sexo masculino e 52% (13), do sexo feminino. A
média de idade foi de 53,32 + 16,13 anos, com intervalo de 18-78 anos. Eram
de baixa renda, com média de 1,88 * 0,92 salarios minimo, variando de
pacientes sem renda a pacientes com renda de cinco salarios minimos.

Quanto ao tempo de dialise, a média encontrada dos pacientes foi de
7,84 + 2,67 anos, e variacdo de 4-16 anos. Considerando-se sete anos como
ponto de corte entre alto e baixo tempo de didlise, 52% (13) dos pacientes
tinham baixo tempo e 48%(12), alto tempo de didlise, conforme Tabela 1.

Considerando-se as caracteristicas clinicas dos pacientes, avaliou-se a
concentracdo média de hemoglobina obtendo-se um valor médio de 12,9+1,87
g/dL com variagcdo de 10,2 g/dL a 17,8 g/dL. Para avaliagdo do estado
nutricional dos mesmos foi determinado o Indice de massa corporea,
identificando-se uma média de 22,39+2,5 Kg/m? e intervalo de 18,3 Kg/m? a
26,75 Kg/m?.

Tabela 1 — Perfil dos pacientes quanto ao sexo, idade, renda e caracteristicas
clinicas.

Caracteristicas Média Variacao
Idade (a) 53,32+16,13 18-78
(média £ desvio padréo)
Sexo
Masculino (%) 52
Feminino (%) 48
Renda(salario minimo) 1,88 + 0,92 0-5
Tempo de didlise em anos 7,84 + 2,67 4-16
Hemoglobina (g/dL) 12,9+1,87 10,2-17,8
indice de massa corpérea (Kg/m?) 22,39+2.5 18,3-26,75

4.1 Zinco plasmatico

Realizou-se a dosagem de zinco plasméatico nos pacientes no inicio do
estudo (TO) e 3 anos apos (T3), obtendo-se no tempo TO uma concentragdo
meédia de 71,77 + 6,49 ug/dL, com variacao de 48,5 ug/dL a 101,4 pg/dL e, no
tempo T3, uma média de 61,27 + 13,76 pg/dL, variando de 43,32 ug/dL a 89,61
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pug/dL. Aplicando o teste “t” de Student, observou-se que ha diferenca
significativa entre as médias de zincemia plasmatica encontradas nos dois
periodos, conforme Tabela 2. Considerando-se o ponto de corte proposto por
Gibson (1990) para hipozincemia plasmatica inferior a 70 pg/dL, encontrou-se
que, no primeiro momento, 48% (12) dos pacientes apresentavam zinco
plasmatico baixo e 52% (13), concentragdo normal ou alta. No tempo T3, 76%
(19) dos pacientes encontravam-se com zinco plasméatico abaixo dos valores

de normalidade e 24% (6), com zinco plasméatico normal ou alto.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo das concentracdes plasméticas do zinco e
proteina C reativa nos tempos TO e T3

Tempo Tempo O Tempo 3 Significancia
Zinco plasmatico 71,77+16,48 61,27+13,76 p=0,025
(Mg/dL)
Proteina C reativa 0,24+0,26 0,23+0,14 p>0,05
(mg/dL)

4.2 Expressdao génica das proteinas transportadoras de zinco

Dos genes codificantes de proteinas transportadoras de zinco
pertencentes a familia Zip que tiveram sua expressao génica avaliada ( Zip 1,
Zip 3, Zip 4 e Zip 14), o Unico que alterou sua expressao de forma significativa
entre os dois tempos do estudo foi da Zip14 (Figura 1).
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Figura 1 — Expressado de genes codificantes de proteinas transportadores de zinco no
inicio do estudo e ap6s 3 anos
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A expressdo do gene que codifica essa proteina diminuiu
significativamente (p<0,05) sua expresséao entre os tempos TO e T3. Quando se
comparou a expressao deste gene com o0s niveis plasmaticos do zinco, o
comportamento sugeriu que, no inicio do estudo, a expressao foi menor no
grupo dos hipozincémicos, situacdo que se inverteu no Tempo 3, quando a

expressao foi maior nos pacientes desse grupo (Figura 2).
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Figura 2 — Expressédo do gene codificante da Zip 14 no inicio do estudo e 3 anos apos,
conforme os niveis de zinco dos pacientes

Em relacdo a expressdo dos genes codificantes das outras proteinas
pertencentes a familia Zip que foram avaliadas neste estudo, Zipl, Zip3 e Zip4,
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os dois tempos da pesquisa,
havendo uma queda na expressdo dos genes codificantes de todas elas, entre os dois

tempos do estudo, conforme Figura 1.

Dentre as proteinas da familia ZnT, a Unica que teve a expressao do gene
codificante analisado foi a ZnT1. Constatou-se, de forma semelhante ao verificado na
expressao da familia Zip, que a expressao do gene codificante da ZnT1 reduziu-se

significativamente entre o inicio do estudo e os trés anos ap6s 0 mesmo (p<0,05).
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4.3 Proteina c reativa

A dosagem sérica da proteina C reativa foi realizada como forma de se
determinar o estado inflamatorio dos pacientes, sendo classificados como
portadores de processo inflamatério aqueles com niveis superiores a 0,1 mg/dl.

Conforme Tabela 2, no inicio do estudo (T0O), o nivel médio de proteina
C reativa foi de 0,24 + 0,26 mg/dL, com variacdo de 0,01 mg/dL a 0,96 mg/dL,
portanto, acima do ponto de corte preconizado para se determinar presenca de
inflamac&o. Apos trés anos (T3), a média e desvio padrao da proteina C reativa
foram de 0,228 + 0,139 mg/dL, variando de 0,024 mg/dL a 0,515 mg/dL. Com
esses valores, verificou-se que a concentracdo média da proteina C reativa
permaneceu superior ao ponto de corte que classifica a inflamacéo, nos dois
periodos de tempo, ndo havendo diferenca significativa entre as médias nestes
dois momentos. Observou-se que no TO, 72% (18) dos pacientes se
encontravam com niveis séricos de proteina C reativa acima do valor de
referéncia que determina a presenca de estado inflamatério, quadro que se

manteve constante apos 3 anos do achado inicial.

4.4 Expressao génica da metalotioneina

Comparando-se os dois momentos do estudo, a expressdo do gene
codificante da metalotioneina se reduziu de forma significativa (p<0,05) entre
os dois tempos avaliados, conforme Figura 1.

Dividindo-se o0s pacientes em grupos de hipozincémicos e
normozincémicos, nos dois periodos de tempo, observou-se que a expressao
do gene codificante da metalotioneina foi maior no grupo dos pacientes
normozincémicos, tanto no tempo inicial quanto trés anos apos, conforme

Figura 3.
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Figura 3 — Expressdo do gene codificante da metalotionaina segundo a zincemia
plasmatica nos dois tempos do estudo

Analisando-se a expressdo desta proteina em funcdo da proteina C
reativa, verificou-se que a expressao do gene codificante da metalotioneina foi
maior nos pacientes com niveis elevados da referida proteina tanto no TO

quanto no T3.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, buscou-se descrever o comportamento da proteina C
reativa, do zinco, de proteinas responsaveis pelo seu transporte e da
metalotioneina em pacientes hemodialisados, em funcdo do tempo de
hemodialise dos pacientes. Tendo em vista a ampla sintomatologia que causa
prejuizos na qualidade de vida desses pacientes e a existéncia de estudos
relacionando parte dessas alteracdes ao estado inflamatério crbénico a que
estes pacientes estdo submetidos e a consequiente hipozincemia que se
desenvolve em tais situacfes. (ZIMA et al., 1999; KIZILTAS; EKIN; ERKOC,
2008).

Vérios trabalhos documentam um estado de hipozincemia plasmatica
em pacientes submetidos a hemodialise (CONDON; FREEMAN, 1970;
MANSOURI, 1970; FUKUSHIMA et al., 2009; RASHIDI et al., 2009) e tém
sugerido a suplementacéo de zinco como forma de minimizar as manifestacoes
clinicas presentes nesta patologia (ATKIN-THOR et al., 1978; MAHAJAN, 1980;
HO, 1984). Contudo, o conhecimento sobre o metabolismo desse mineral ainda
é limitado.

Com relacdo as caracteristicas relativas ao sexo e a renda familiar dos
pacientes, o estudo mostrou propor¢cdo semelhante entre homens (52%) e
mulheres (42%); resultado importante, tendo em vista a possivel interferéncia
do género no estado nutricional relativo ao zinco, devido a fatores hormonais
(COZZOLINO, 2005), como por exemplo, as alteracbes na expresséo da Zipl
provocadas pela testosterona (COSTELLO et al.,, 1999). A renda familiar é
importante no acesso aos alimentos e, por conseguinte, no perfil nutricional.
Dos 25 pacientes estudados, 24 apresentavam renda inferior a dois salarios
minimo, tornando a amostra homogénea do ponto de vista socioeconémico e
cultural, aproximando provaveis habitos de vida e alimentares.

Os pacientes foram avaliados quanto a zincemia plasmatica, aos niveis
de proteina C reativa e a expressédo do gene codificante da metalotioneina e
das proteinas transportadoras de zinco ZnT1, ZiP1l, ZiP3, ZiP4 e ZiP14, em
dois tempos, no inicio do estudo — Tempo 0 (T0), e apos trés anos — Tempo 3
(T3).



40

Comparando-se o0s resultados das concentracdes meédias de zinco
plasmético nos dois periodos de tempo, verificou-se diminui¢do nos valores de
73,09ug/dL no TO para 61,27ug/dL no T3, com significAncia estatistica
(p<0,05). Esses resultados sdo apoiados pelos estudos de Batista et al. (2006),
gue realizaram pesquisa mostrando que os niveis plasmaticos de zinco foram
mais baixo em pacientes hemodialisados que nos controles, e Navarro et al.
(2006), que avaliaram as concentracdes plasmaticas de zinco e cobre séricos
em 48 pacientes hemodialisados e encontraram uma média de zinco
plasmatico significativamente diminuida, quando comparados com 52 controles
sadios. Mafra e Cozzolino (1999) realizaram trabalho dosando zinco plasmatico
em pacientes portadores de doenga renal cronica e encontraram estado
nutricional deficitario em relacdo a este elemento nos referidos pacientes.

Segundo revisdo sistematica publicada recentemente por Tonelli (2009),
que analisou 128 estudos, foi evidenciado que os niveis séricos de zinco sao
significativamente mais baixos em pacientes hemodialisados que nos controles.
Com base nessas evidéncias, 0s resultados obtidos nesta pesquisa, cujos
niveis plasmaticos de zinco dos pacientes hemodialisados encontram-se
abaixo do ponto de corte proposto por Gibson (1990), caracterizando um
estado de hipozincemia, sdo concordantes com a literatura consultada no que
se refere a este paramentro.

Dentre os fatores apontados pela literatura como responsaveis pela
hipozincemia plasmética encontradas, tém-se a diminuicdo intestinal da
absorcado de zinco pelo trato gastrointestinal (CHEN et al. 2004), baixos niveis
de albumina, aumento da excrecédo fecal e urinaria (NAVARRO et al., 2006),
além da ocorréncia de uma redistribuicdo do zinco, que passaria do
compartimento plasmatico para o interior das células, devido & acdo de fatores
inflamatoérios que estariam presentes e circulantes nesses pacientes (SMYTHE
et al., 1982; KIMMEL et al., 1988)

As citocinas e interleucinas produzidas durante a resposta inflamatoria,
destacando-se neste contexto a Interleucina-6, induziriam a producdo de
metalotioneina pois, sendo um quelante intracelular de zinco, promoveria a
compartimentalizacdo do mineral, culminando com a hipozincemia plasmatica
(GABAY; KUSHNER, 1999).
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Estudos tém demonstrado que 20-50% dos pacientes submetidos a
hemodialise apresentam estado inflamatério crénico (ZIMMERMANN et al.,
1999; ISEKI et al., 1999; PANICHI et al., 2000; BAYES et al., 2003). Nesse
estado, os pacientes apresentariam niveis séricos aumentados de proteinas de
fase aguda e citocinas inflamatoérias, podendo gerar consequéncias para 0s
pacientes, como aceleragcdo no processo de aterosclerose, aumento no risco
de morbimortalidade cardiovascular e alteragcbes nos niveis séricos de
microelementos (YAO; LINDHOLM; STENVINKEL, 2004).

A reacdo inflamatoria seria atribuida a elementos associados a propria
doenca renal e a fatores relacionados com o processo dialitico, como
contaminac@o microbiologica dos fluidos utilizados na hemodialise, produtos
pirogénicos bacterianos que ultrapassariam as membranas de hemodidlise,
contato do sangue com os materiais da circulacdo extracorpOrea e processos
infecciosos nos locais de puncdo (PEREIRA, 1995; STEFONI et al., 1998).

A proteina C reativa, marcador sisttmico de inflamagdo, tem-se
mostrado um bom marcador de inflamacdo nos pacientes submetidos a
hemodialise (KANAAN et al., 2008) e foi o parametro utilizado neste estudo
para se determinar o estado inflamatério dos pacientes. Observou-se que, no
inicio do estudo, o valor médio da concentracao sérica dessa proteina de fase
aguda era superior ao ponto de corte para classificar o individuo como
inflamado, situacdo que persistiu apos trés anos do inicio do estudo. Estes
resultados estdo em consonancia com a literatura, quando demonstra que 0s
niveis de proteina C reativa encontram-se elevados no plasma de pacientes
com doenca renal crénica em hemodialise (LIANG et al., 2003).

Relacionando-se o0s niveis séricos de proteina C reativa com as
concentragfes plasmaticas de zinco, encontrou-se uma relagéo inversa entre
essas variaveis. Enquanto os niveis de proteina C reativa estiveram
persistentemente elevados nos dois tempos do estudo, os niveis séricos do
zinco plasmatico diminuiram de forma significativa. Lin et al. (1992), estudando
alteracdes na zincemia e na proteina C reativa em pacientes com traumatismo
cranio encefélico, observaram que o0 zinco plasmatico diminuiu suas
concentracbes enquanto o0s niveis de proteina C reativa estavam
marcadamente elevados, na admissdo dos pacientes, caracterizando uma

relacdo inversa entre os valores de zincemia plasmatica e de proteina C
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reativa. Os dados até aqui obtidos estdo em concordancia com a literatura,
mostrando que proteina C reativa e zincemia plasmatica correlacionam-se
negativamente.

Diante desses dados, fica evidente que os pacientes envolvidos neste
estudo se encontravam em estado inflamatorio, quadro compativel com os
baixos niveis de zincemia plasmaética identificados e com a provavel ocorréncia
de compartimentalizacdo do zinco nesses pacientes.

Avaliando-se a expressdo do gene codificante da metalotioneina,
observou-se que sua reducdo foi significativa entre os dois momentos do
estudo. Dividindo-se os pacientes em dois grupos de acordo com 0s nhiveis de
zinco plasmatico em hipozincémicos e normozincémicos nos tempos TO e T3,
verificou-se que a expressao do gene codificante da metalotioneina foi maior
no grupo dos pacientes hormozincémicos nos dois periodos. Este fato encontra
apoio na literatura, quando esta demostra que o0 gene codificante da
metalotioneina aumenta sua expressao em resposta a suplementagéo de zinco
(SULLIVAN; BURNETT; COUSINS, 1998).

Comparando-se a expressao da metalotioneina no TO entre os pacientes
com proteina C reativa normal e elevada, verificou-se que a expressao foi
maior naqueles pacientes que possuiam proteina C reativa mais elevada, cujo
resultado é amparado no fato de a expressdo do gene codificante da
metalotioneina ser induzida pela Interleucina-6, citocina presente em estados
inflamatérios (DE; MCMASTER; ANDREWS, 1990; SCHROEDER; COUSINS,
1990; HUBER; COUSINS, 1993).

Por outro lado, analisando-se o comportamento da expressao do gene
da metalotioneina entre TO e T3, verifica-se reducdo significativa em sua
expressédo. O resultado encontrado pode ser atribuido a tentativa do organismo
de manter a homeostase do zinco, devido a situagdo de hipozincemia
identificado nos pacientes (AYDEMIR; BLANCHARD; COUSINS, 2005)

Com relagcdo ao estudo da expressdo dos genes codificantes das
proteinas transportadoras de zinco pertencentes a familia Zip, o gene
codificante da proteina transportadora de zinco Zipl4 se mostrou alterado entre
os dois tempos do estudo, diminuindo de forma significativa a sua expresséo
(p<0,05).
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A literatura mostra que a Zip14 é a proteina transportadora de zinco que
mais se altera frente a situacdes de inflamacéo, tendo sua expressao
aumentada nessas circunstancias (LIUZZI et al.,, 2005). Nesse estudo,
observou-se uma reducdo na expressdao do mRNA da Zipl4. Sendo um
importador de zinco, a Zipl4 tem sua expressdo aumentada em situacdes de
caréncia do mineral. Diante da significativa diminuicdo na sua expressao,
apesar da reducdo na zincemia plasmatica, a influéncia de outras variaveis ndo
controladas presentes na doenca renal crénica podem ter contribuido para este
resultado.

As outras proteinas transportadoras de zinco pertencentes a familia Zip
que tiveram a expressédo de seus genes codificantes avaliados foram a Zipl,
Zip3 e Zip4. A expressao de todos os genes codificantes reduziu-se entre os
tempos TO e T3 de forma nao significativa. A literatura mostra que a Zipl tem
sua expressédo diminuida em situagdes de aumento na oferta de zinco (CAO et
al., 2001). Nesta pesquisa, a expressao do gene codificante da Zipl mostrou-
se reduzida, mesmo em situacdo de hipozincemia plasmatica, ndo coincidindo
com o descrito em trabalho ja publicado. De acordo com outro estudo, esse
fato pode ter ocorrido em virtude da Zipl ser também regulada por outros
fatores, como a prolactina e a testosterona, variaveis que ndo foram
controladas neste estudo (COSTELLO et al, 1999).

De forma semelhante ao verificado no comportamento da expressao da
Zipl, o gene codificante da Zip2 também teve sua expressdo diminuida entre
os dois tempos da pesquisa, de forma néo significativa. Estudos sugerem que,
em situacdo de diminui¢cdo dos niveis de zinco, ocorre aumento na expressao
do gene que codifica esta proteina (CAO et al., 2001), fato contrario ao que se
constatou nesta pesquisa, 0 que, mais uma vez, pode ser atribuido a variaveis
gue alteram a expressao desse gene e nao foram controladas.

A outra proteina transportadora que teve a expressdo do seu gene
codificante avaliado foi a Zip4, uma das mais importantes transportadoras de
zinco encontradas no intestino humano. Nesta pesquisa, observou-se uma
reducdo nao significativa na expressao do gene codificante dessa proteina,
entre o inicio do estudo e trés anos apds. Como a Zip4 tem na alteracdo de sua
localizac@o na superficie dos enterdcitos uma das principais formas de atuar na

homeostase do zinco, modificacdes na expressdo de seu gene codificante
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podem nao representar sua principal forma de responder a variacbes da
zincemia plasmética, explicando a pouca alteracdo entre os dois tempos do
estudo, apesar de mudancas significativas na zincemia plasmética.

Dos genes codificantes de proteinas transportadoras de zinco
pertencentes a familia ZnT, o Unico que teve sua expressdo avaliada neste
estudo foi o da ZnT1, tendo sido identificado uma diminuig&do significativa em
sua expressao, entre os dois momentos do estudo.

O gene codificante da proteina ZnT1l € regulado pelo Fator Metal
Responsivo-1, situada no citosol das células. Este fator liga-se ao zinco, torna-
se ativo, passa ao nucleo da célula e liga-se a regido metal responsiva dos
genes, induzindo a transcricdo do gene da ZnT1l (ANDREWS, 2001). A
expressdo do gene codificante da ZnT1l aumenta com a suplementacdo de
zinco na dieta (AYDEMIR; BLANCHARD; COUSINS, 2006). Como verificou-se
diminuicdo na zincemia plasmética dos pacientes, ocorreu uma reducdo
significativa na expressdo do RNAm da ZnT1, estando esta situacido apoiada

pela literatura consultada.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado em pacientes portadores de doencga renal crGnica em
hemodialise revelou diminuicdo expressiva nas concentracdes médias do zinco
plasmatico entre os dois periodos do estudo (TO e T3), sugerindo que o tempo
de hemodidlise e os agravos associados a este processo podem interferir no
estado nutricional relativo ao mineral.

Concluiu-se, também, que os pacientes se apresentavam em estado
inflamatorio crénico, identificado pela elevada média das concentracfes da
proteina C reativa, que ndo se modificou, quando comparou-se esse
biomarcador nos dois periodos do estudo.

A expressao de todos os genes codificantes de proteinas avaliados
reduziram-se. Os genes da metalotioneina e da ZnT1 diminuiram de forma
significativa, corroborando o estado hipozincémico em que 0s pacientes
encontravam-se. Por outro lado, o RNAm da Zipl14 reduziu significativamente
sua expressao, contrariamente ao esperado, diante do estado inflamatério e de
hipozincemia dos pacientes, revelando a necessidade de novos estudos para
avaliar a interferéncia de fatores ndo controlados que possam modificar a

expressao dessas proteinas e, por conseguinte no metabolismo do zinco.
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