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I-INTRODUGZO

14~ O zinco e sua importincia nog sistemas bioldgicos

¢ zincoe & um metal de nimero atémico 20 e de 65,37
unidades de massa at.Gmica, sendo encontrado nos seres vivos
principalmente =ob a forma de cidtion divalente (Sienko & Plane,
1978).

As primeiraz indicag@fes do envolviment.o do =zince em
sistemes bioldgicom datam de 1869 guando Raulin d{cf. Vales,1978)
mostrou que o Aspergillus niger nio crescia na auséncia desse
metal. Logo a seguir o =zince foi encontrade em plantas e em
t.ecidog animais, su:fgindo, no infgio do sécoculo, az primeiras
evidénoias da sua importéncia para o© crescimentc normal das
plant.as superiores (Valees, 1978). Nas décadaz seguintes pouco se
avangou nesses esgtudos, sendo as agles tLoxicazm do zinco
conhecidas bem antes do estabelecimeonto de seu papel nas fungBes
biolégicas essenciais., Os estudos da "Febre do fume metalico”,
causada pelo excegomo de exposigio a gagses gque contém =zinco,
levaram Collier & Prinker, em 1926 {cf.YVales,1978>, a
padronizarem o© primeiro m$stodo quimico gque dosava, de maneira
pouco zengivel © nivel de =zincoe em materiais biolégicom. Nos
dit.imos quarent.a anos o problemasz anali tico= foram
paulatinamente resolvidos, causando réapide avange na Area em
questio. Métodos que inicialmente utilizavam a ditizona como
reagente e que e baseavam na especbtrofotometria e fluorimetria

foram abandonadoz dando lugar as técnicas des espectrozscopia de



RX e eletroguimicas gque, apesar de precisas, s3o bastante
trabalhosas. Hoje tem~se como conmagrada a espectrofot.ometria de
absorgdoc atdémica, que ¢ um método de dosagem simples, rapido e
reproduzivel (Smith ot al, 1979, Falchuk &t al, 1988),

Atualme nte a importancia do =zince no cGrescimento,
degonvolvimento [ reprodugio de animaiz de laborat.dédrio,
microrganismos & seres humanos ¢ reconhecida. Porém, na maior
parte das vezes, o mecanigmos onvolvidos nfo =80 entendidos
(Chilsbow=ki,1978),

Muitas enzimas dependem do =zinco como cofator ou o contém
na =ua eegstrutura, sendo azs mais conhecidas: as peptidases
{carboxipeptidases A e B e a=m carboxipeptidases de ampla
especificidade>, a fosfatase alcalina, a anidrase carbénica, =a
desmutase de superoxido, as dezidrogenases alcGolicas, as
aldolazes, a transcarbamilase de aspartato, a transcarboxilase e
a Polimerase I de DNA <Valees, 1978 - Chlebowski & Coleman.,1978).
Uma wvez que o zinco é constituinte estrutural degsas enzimas, &
importante ressaltar gue a oconcontragic de =zZinco nos diversos
tecidos s3o, em parte, dependentes da necessidade local quanto a
uma alta ou baixa atividade das enzimazs citadas. Assim, a
redistribuicio desse metal & maiz ou moenox i’xomogénaa no=
individuos sadios, assuminde as mais diversas distribuicSes na
vigéncia de doengasm, tais como, insuficiéncia renal orénica,
anemia falciforme, acidomem metabdlica e respiratdéria de causas
variadas etc.(Chlobowski & Coloeman, 1974). Uma vez que om
mami feros s3o incapazes de. mobilizar rapidamente o =zinco de
outros compartimentos ou exstogues & facil compreender ax=

dramaticas consequéncias da defici®ncia do =zinco, © que torna



simples a realizacXo de modelos oxperimentais, Jj4& <gque baixos
niveis soricos de zinco s3o obtidos com apenas poucos dias de
diet.as deficient.es dozge mat.al Vales, 1087, Intensas
alteragfes dermatolégicas no rato, anormalidades conztitucionaism
no esqueloeto da g.alinha € paraqueratose nos suinog surgem gquando
osses animaiz s3o submotidozs a dietas deficientes om Zinco,
sendo essas alteraglies mais severas gquanto mais jovem for o
animal e rapidamente revertidas caso =e reestabelega um aporte
dist.ético com concentragdc normal de =zinco (Chlebowski B
Coleman, 1976>. No homem wuma das consequéncias mais conhecidas
da deficiencia de zince ¢ a acrodermatite enteropatica, doenca
pradominantemente observada em criancas . com distdrbios da
absorgdo  intestinal desze metal, que lﬁanif' est.am intensas
alteragBles dermatolégicas = de crescimeni;o. Neszas criancas,
asgim como nos animais, a terapia com =zineo tem result.ados
extremamente satisfat.drios (Abou-Mourad et al.,, 1979,

E interessante ressaltar que om efeitoz deletérios da
deficiéncia de =zinco podem ser parcialmente evitados se houver
concomitante deficiéncia de calcio (Hurley & T20,1972 = Masters
et al.,1988). Heth =t al.,(196§>,' mogtraram gue o© aumento da
ingestdo de calcio por ®si =5 induz 3 diminuigSc na absorgEo de
zinco em ratos, muito smbora tais resultadoz n3p tenham sido
observados no homem <(Spencer et al.,19658). Ao nivel colular, &
comum, © zZinco e © <llcio terem efeitom opostos, sendo o
primeiro inibidor e o segundo, ggtimulador da calmodulins,
proﬁeina muito important.e pelo seu papel nos processos
regulat.drios celulare=z (Brewer st al ,1979).

Ha necessidade de zinco para o funcionamento normal do



siztema imunoldgico, consequente ac seu papel nos linfécitoz e
em ocutras células imunocompetentos. De fato, a funcio
imunoldgica deopende da capacidade de divisSo e diferenciacfo
dessas células e, portanto, da presenga de =zince em quantidades
suficientes, uma vez gque, como foi citado anteriorments, esge
metal & constituinte da Polimerase I de DNA, snzima es=zencial
pars a divissio celular (Sold & Naspitz, 1988). A caréncia de
- zint: em animai=z leva 3 intenza atrofia dos orgé’os linfdides,
além da diminuigSo da resposta mitogdnica egpecifica e n3o
especifica, diminuigde da produgdoc de anticorpos e da fungio
citotdwica, sendo essamw alteracies proporcionais 3 intensidade
da caréncia (Beach ot al.,1980 ~ Fernandes et al. 19793,

Ocorrem alteragBes no metabolisme do =inco em divergas
doengax endderinas, como no hipertircidi=smo, onde s3o
encontradas baixas concontragBes de =mingoe intra-eritrocitirio.
Tais achados podem szer Gteis para diferenciar o hipertiroidismo
adquirido antes da gestagZo daquele que surge transitoriamente
negse periodo. No primeiro caso, o niwvel intra=-eritrocitarios de
zinceo ¢ baixo, mendo normal no segundo (Lac et al.,1987).

A hipozincemia* tambem & observada no diabetes mellitus
tipo Il =mendo causada pela h.iperzincﬂtria“ apresontada por esgses
pacientes, A. perda urinaria de =zinco ¢ tanto maior guanto maior
for o descontrele da doenga, © gque explica, em parte, os
problemas imunocldgicos assccgiados a ezma condic8o (Kinlaw ot

al., 19835,

& = “baixor niveir =dricozm de =zinco"

*»= ‘“perda urinaria excessiva de =zZinco"”



Durant.e o cicle menstrual oz niveis séricom de =zinco tendem
a fiut.uar de maneira ciclica, ast.ando alt.os durant.e a
menstrusgcdo ¢ a fase folicular e declinando nas fasoes ovulatdria
e Itea. Ja o zinco intra-eritrocitirio se mantém constante

durante todo gicle menstrual {(Peuster ot al.,1987),



1.2- Az alteragSes hormonais na Insuficiéncia Renal CGrénica

A falta de fung3o renal decorrente da lesfo do rim
persistente e irreversivel & denominada insuficiéncia renal
crénica CIRCD = acarreta intensas alt.eragBes metabdlicas
capazes, cagso n3o sejam tomadas medidas que restituam a
depuragSo das substinciaz tOxicaz do organismo, de levar ao
shito . Essas medidas inciuem a didlise peritoneal, a
hemodialise e © transplante renal, onde as =zubstAnciaz tdxicas
s%o filtradas por uma membrana natural (peritdénec’ ou artificial
(celofane semi~permeivel> ou ainda pelo prépio tecido renal
transplantado de uma outra pessoa (Brenner & Lazarus, 10842,

0 reconhecimento da presenga de alteragfes hormonaiz na IRG
foi possivel a partir dos anos 60, quando o= regimes de didlize
passaram a ser eoficazes e a =sobrevida dos wurémicos, que antes
era de sSomanas, passou a zor de alguns anog. Assim, not.ou-x=e
que praticamente todes os pacientes com IRG tinham hipogonadismo
e muitos apresentavam ginecomastia (Wheelsr et al,1954 -~
Schmitt ot al., 1968), além de outras alteragties hormonais
posteriormente identificadas (Handelsman, 1985).

A ginecomastia desses pacientes fol confirmada como sendo
umsa mani:'f'estagzao do hipogonadismo do wurémico, sendo afawtadas
out.ras causas frequentew dessa alteragdo, tais como o© uso de
drogaz, hepatopatias, desnutrigdo stoc.. C(Lindsay et al. 19670,
Também =¥o comuns na IRC a diminuig3ec da libido & da potoncia,
t-anto antes gquanto depois da in=zt.alagdo da didlise,

observando-=ze grande melhbra desse quadro apdés o tranzplante



renal (Larsen et al.,1972).

A fertilidade dos homens, quando &m programas de
hemodidlise, & de aproximzdamente metade da observada na
populagioc de mesma idade (Elstein et al,1969). Tambem ocorrem
alteragB@es substanciaiz no numero e na mobilidade espermatica
desses pacientes d(Canale ot al,1984), =endo gque encontra-se,
tamb&ém baixo o© nivel de testost.erona, havendo franca meslhora
apés o tranplante (Lin et al,1975- Hodsworth et al.1978- Chopp
ot. al. 1978 ~ Baumgartem, 1977>. Essa al.t.erar;ﬁo pode surgif quer
por diminuigZe na taxa de produgfo, quer por aumento na
depuragioc metabdlica desse horménio Yan Kammen et al.1978).
Uma vez que ndc héd alteraglies na proteina braﬁsportadora de
testosterona na IRC, aliado ao fato de que ela n3o se altera na
didlize, a diminuig3o do nivel desse andrédgenc n3o pode =er
explicada por esse mecanismo (Van Kammen et al 1972 -
Stewart-~Bentley et al.,i1974>,

O nivel de eztradicl, tant.c nosm homensz como nas mulheres,
tem mgido descritc como normal ou baixo (Swerdloff et al,1970 -
Strickler et al. 19745, E importante resgaltar que essa
alteragsdo nas mutheres urémicas pode ser zecundaria a
hiperprolactinemia CHandoleman, 10858), uma voz gque a3
normalizac8c do nivel de prolactina, pelo tratamento com
bromocriptina, melhora o nivel de estradiol (Waz=s et al.,1978),

Embora o nivel dazs gonadotrofinas n3o =e altere apds a
disdlime peritoneal ou hemodisdlizse {(Quevara st al.,1969), o
nivel sérico de LH costuma ésbar eglevado na IRC <C(Hodsworth et
al.,, 1978>, J& o nivel de F5H pode ser normal, };avendo t.ambém

elevagBas ocamiconais (¢ Swerdloff ot al 1970 ~ Morley et al,



1978>. Apdés o uso do hoermdnio ewtimulador das gonadotrofinas
(GnRH>, pode ococorrer um aumento exacerbado do LH com demora em
retornar ao nivel bamal, sendoc que, em menor proporgfo, achados
gimilares podem ocorrer com relagio ao FSH., Essas rogpogtas
anémalag nSc sS3o corrigidas com o= e=zquemas de didlise, porém o
s80 guando o paciente & transplantado com muceszo (Le Roith ot
al., 1980 +« Schernthaner et al,1978). Importantes alteracles
menstruais ocorrem nas mulheres urdmicas, sende qus a amenorréia
surge fregquentemente quando a filtragfo glomerular cai abaixo de
4 mbl/minut.c (Shaldon, 19662.

A =ubunidade @« daz glicoproteinas também esta com nivel
aumentado  na IRC, =em alteragso nam suas proprisdades
cromatograficas <(Hagen et al., 197462 Essas alteraglies reflet.em
a hiparsecreg3ce hipofiziria causada pelas influéncia=s ainda ndo
compreendidas da wuremia na fungic gonadotrdfica desmsa glandula
(Blackman et al.,1982).

A fungBo tGirecideana <, na maioria dag vezes, normal. Nem
Sompre, por<ém & faecil diagnozsticar clinicament.e o
hipotiroidizmo, uma vez que sssa doenga tem sintomas em comum
com a IRG, taizx como, fraqueza, cansago, ressecamento da pels e
dificuldade para realizag¢ido de tarefas intelectuaiz (Handel=zman,
1985). Quandoc surgem alteragBes tircideanas, eogssas se apresentam
como wum hipotiroidismo secundiario (Cowden et al.,, 1981). A
produc3oc de Ts, T+ & Ts reversc coztumam ser normais na IRQ,
muit.o embora a conversic periférica de T4 em T3 esteja diminuida
(Wartofsky e Burman, 1982, |

O nivel de GH coztuma estar seslevado na IRC, mantendo=mo

inalterado durante o esquema de diidlise. J& o© transplante renal



revert.e essa  anormalidade cuja origem & decorrente da
deficiéncia no mecanismo regulatéric da secre¢3o de GH pelos

zomatotrofos (Feldman, 1974).



1.3~ Zinco e prolactinemia na Insuficidéncia Renal Ordnica

O nivel sérice da prolactina estid frequentement.e sumentado
na IRC (Cowden et al,1978- Chirit.o et al.,1972 - Nagel et al,
1973)>, Em busca da seticlogia de tal di=sfung8o, diverzozm azutorss
e preocuparam em avaliar, de maneira clamgica, © controle da
secregic de prolactina. Assim, houve a preoccupagio de afastar a
ingestio de drogas sabidamente causadoras de hiperprolactinemia,
uma vez que elas s3o frequentemente utilizadaz por pacientes com
IRC {antihipert.enzivos, antideprezsivos, antiematicos e
tranquilizantes), Isso foi confirmade por diversos autores ao
afastarem do= e=zmtudos os pacientes que utilizassem  tais
medicagties {Chirito et al. 1972 =Nagel et al,, 1972, ‘E:.
interegsante regsaltar que aw drogas com efeitos colaterais
anti-dopaminérgicos agravam a hiperprolactinemia do paciente
urémice, porém a prevaldéncia dessa alteragSo nie ¢ maior do que
nos pacientes com IRG. n3oc uguarios dessas medicaglez (Jowden et
al.,1978= Gomez et al. 19803 Também estudou-se a ﬁrevalé-ncia
deg=a condicio patoldgica em doengas renais ndo urémicas, tais
come a sindrome nef r-:f-;t,ica, mostrando-se que a hiperpreolactinemia
somente surge quando ocorre __,c;ueda wignificativa da filtragsdo
glomerular (Cowden ot al.,1978 = Ijaiya et al., 1980).

Uma vez gque o nivel de prolactina nde muda agudamente apde
as sowsSes deo didlise d(Hagen et al,i19763, & que tambdm a
extragio renal- da prolactina reprezenta apenas uma pequena
fragio <{6%), pode~se sSupor gue a hiperprolactinemia dos=

ur&micos niEoc seja causada por alteraglios na depuragic plasmatica

10



desca =ubstincia <(Cowden st al.,i‘??&). A realizagio de estudos
dindmicoxs da =ecregio deo prolactina, mostrou respostas
deficientes ao eztimule pelo TRH, _matoclopramida {Cowdon ot
al.,1981), clorpromazina (Ramirez et al,, 19772, arginina o
hipoglicemia induzida- por  insulina (Schmitz et al.,1983% Do
maneira similar fol demonstrada a reduzida inibig3o causada
pelos agonistas dopaminérgicos, L-~dopa (Ramirez et al. 19772,
bromocriptina Cowden ot al..19B1> ¢ dopamina (Sievertsen et
al., 190802, No antanto, a automaticidads do Iactolrofic &
revertida apds o trangplant.e renal (Lin et al., 1979,

Inicialmente imaginava-se gque a eticlogia de +tal alteragfo
fosse wgimilar i das outraxw disfuncdes endéc.rinas da uremia, izto
&, alteragfes metabdlicas que de alguma maneira levariam ao
cont.role andmalo da hipdf isé- {(Handelsman, 1985). Obviamente tai=m
alteragties metabdlicas =s3o importantes na determinagZo da
hiperprolactinemia da IRC, pordém outros fatores inezperados
pagsgaram & wer implicados de maneira deciziva para explicar tal
disf\mt;.ao.

Em 1973, La Bella et al., estudande a infludncia da adic3o
de fons metdlicos encontrados em extratos hipot.alimicos sobre as
zacroglies hormonaiz de culturas de célulaz de hipdfises de
ratos, descobriram que o cobre, ¢ =zinco e o nigquel tinham
sfuitos importantez na liberaglic doz horménico=s hipofisArios,
Amasim, © cobre esra capaz do estimular o hormdnic estimulador da
tiredidae <(TSH>, o adrenocorticotrdfico <(ACTHY, o Iluteinizante
{LH), o de crescimento <{(GH) | o a prolactina, sendo o =z=inco & o©
' niquel estimuladores do TSH, ACTH, LH & GH, porem inibidores da

prolactina. Deve-zme ressaltar que, as concentragSes de =zince

11



utilizadas eram suprafisiolégicas.

Dez anos apds as primeiras evidéncias da influéncia do
zinco na sSecregfo da prolactina, doim  grupo= de  autorem
demon=ztraram gque, em culturas de hipdfise de ratos o© =zinco, em
concentragBes fisicldgicas ( da ordem de 10 -a 158 uMd, inibia a
secregSo @ a sintezse da prolactina (Login et. al1983 & Judd et
al, 1984>, sendo que em concentragles suprafisgiolégicas ( 100
uM? t.ambém causara a liberagdo de LH (Login et al, 1983,

Em 1980 Koppeiman et al. emtudaram o aiwite G
administ.racfo aguda de zinco em humanos, mostrando que esse {on
era incapaz de alterar o nivel da prolactina em mulhereg normais
e hiperprolactinémicas. J&4 BrandSe Neto et al (1989
conseguiram mostrar gque =zinco administrado via oral reduz o
nivel da prolactina, em individuos normais de ambos sexosm,
diferindo, portanto, 1= 10 = achador dagueles publicados por
Koppelman et al.(1989>. Segundo Travaglini et al.(1989>, n3o ha
reducio da prolactina nos pacientes com IRC, apds ¢ meses de
teorapia c¢om zinco. Entretantoc, Mahajan et al (19852, observaram
que 18 a 24 meses de terapia com zinco podiam levar a efeitos
bonéficos com relagZo a redugic do nivel de prolactina. Além
dizmo, esszez autorez mostraram a presenga de forte correlagdo
negativa entre o ni.vel sérice de =inco e da px;olactina, gquando
inclui am, no mesme grupe, os pacientes tratados com zinco e os
com placebo. Essex mesmos autores, oem 1982, haviam demonstrado
elevagdo no nivel de testosterona em pacientes com IRC, apds a
t-erénpia com =zinco. |

Com relagd8o a0 metabolismo do zince na RO, pode-=e afirmar

que exigte deoficidneocia na abszorgic intestinal desse metal
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(Antoniou et al.,i1981, Foot & Hinks, 1988), © que, =assocociado a
fatores nio totalmente eosclarecidos, leva a wuma baixa =zincemia
{Antoniou et al.1977 & Mahajan et @l,1982) O nivel de =zinco
intra-leucocitdric tem =ido utilizado como metodo para avaliar o
status corporal de zinco,‘ uma vez gue O zZince séricc nem sempre
reflete a quantidade +total doezze metal po organizmo (Solé &
Nagpit.z,1988 = Rinks ot al.,1982). Através des=a t.éonica
demonstrou-se que oz pacientes com IRC tém deficiéncia global de
zinco Foot & Hinks,1987). Também hd referdnciaz de que as=
concentracBas de =zinco s8o baixas ou normais em varios orgios de
pacientes que faleceram de IRC <Mahajan ot al,1979), muito
embora, © compartimanto intra~eritrogitirico apresente ni vel
aument.ado degse metal, (Sandstead, 19803, Tambem demonstrou-se
qus pacientes urémicog ndo apregontam maiores perdas urinariacg
ou fecaiz d4de =zince (Handelsman, 1985 = Mahajan st al,1979), o
que agsociado ao alto nivel intra-eritrocitario de Zinco
encontradoe nos pacientezs com IR, permite =supor que ocorra uma
redist.ribuigio compartimental deosze moetal. Axs modificagtes
relatadas por alguns auntores no nivel eritrocitirico da anidrase
carbénica, enzima gque cont.eém um atomo de zinco por molscula,
poderiam e=zmtar relacionada=s ao sumento  intra-eritrocitirio

de =zinco.
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1.4= Anidraze Carbénica. Biogquimica e Fiziologia.

O grupo de Meldrum e Roughton {190232) igolou, purificou e
definiu ax= propiedades da anidraze carbdnica <GA> encontrada nos
orit.récitos e outros tecidos e responsével pelo aumento da
velocidade das reagBez de hidratagiio do GOZ o degidratagio do
dcido carbdniceo <H2003). Esza enzima <, no aspecto quantitativo,
a segunda proteina encontrada nos seritrocitos,

Em 1940, Keillin ® Mann demonstraram a presenga 49 TiRGo e
anidrase carbdénica & em 1949 Valee et al. mostraram a correlagdo
exigtente entre a atividade da CA e a concentragio
intra~epritrocitdria de =zinco, =endo que tal achado foi baseado
na dosagem da atividade da enzima em varias doengas que
aprésent-avam dif aren‘bes- concentrag@es de =zinco no interior das
hemaciaz. Em 1960 Lindskog e Malstrom <1960) demonstiraram gue a
dissociacio do =zinco da enzima determinava a perda da atividade
enzimatica.

Até o momento =8co conhecidaz <cince imozimas da CA
{EC.2.21.4>2, =endo tres citoplasmaticaz, CGA I, CA II e GA III
{Lindskog et al,1984>, uma ligada & membrana celular, CA 1V
(Wigtrand, 19842, e a dltima, GA mit, snconbrada nos
mitocdndrices {(Storey et al., 10845, Semelhant.es em sua
configurag3c, as isozimas apresentam peso molecular em torno de
20000 e wum &tomo de =zinco por molécula, s3c hidrossoldveis, o
t&m atividade entre pH 6 e 10, com agHo maxima em pH 8 Maren,
19672. Além da# izozimays principais, igozimaz secundariaz de
cada uma delas podem smer formadas por medificagfes na

conformagio melecular {Headings= & Tashian, 19715, por
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desaminagdo <(Funakoshi & Deutsch, 19692, ou pela combinag3o
desses processos, sendo essas isozimaz denominadas pela sigla da
imozima principal =seguida por algarismoz arabicos: CA I-1, OCA
-1, CGA II-2 etc..(Tashian et al,1984>. A isozima CA I-1, que
reprezent.a um estsigio do processo de degradago da CA I, era ,
arberiormente, conhecida como GCA A (Osborne & Tashian, 1974).

As isozimaz da anidrase carbénica n3c tém a mos=ma
distribuigio noz diferentes tecidos, o que sugeregque elas tenham
papeis fisiolSgicos diferentes. Assim, enquanto @& T4 §I &
predominantemente eritrocitdria, a €A II ¢ ubiqua, sendo
encontrada tanto nazs hemicias como no cérebro, pulmesr, rins,
sistema digestivo e diversas ¢lindulas (Tashian ot al.,1984). A
CA III é encontrada em pequena guantidade nos eritrdcitos, porém
& a principal isozima da CA encontrada na mu=sculatura
ezquelética, além de estar presente também, nos hepatdcitos
(Funakoshi & Deusch, 1971- Carter et al..1979 =Chegwidden ot
al.,19843>. A ismozima CA IV foi identificada na membrana das
celulas renais (Wistrand, 1984} enquanto que a CA mit foi
izolada dos mitocdndrios dos hepatdcitos Storey ot al.,1984).

Embora a reagSo cataligada pela anidrase carbénica =o Ja a

mesma em todos oz tecidozm, isto &, a hidratagio do CO ala

22
apresenta diferentes papeiz fizioldgicos, sendo responsavel ora
pela retirada s transporte do GOa, ora pela produgcio de ifon=m
hidrogénic e HCOa-, que participam de trocas idnicas atravazs das
membranazy plasmaticas, ou de reagfies metabdlicas espec‘i ficas
(Maben,l?&ét). No primeiro céso, temos as anidrases carbénicas
localizadas no eritrdcitoc s no endotélio cqapilar de diversos
orgi3os, onde catalisam a hidratagZo do 002 produzido pelo
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met.aboligmo celular, permitindo o sou transporie ocomo ion HCOa-
ate og pulmtes (Swenson ¢t al,1984), Exmsa -mogma fungio ©
realizada pela anidrazse carbdnica citoplasmitica e extracelular
do musculo esqueldtico, gus acelera, assim, a retirada do GOZ do
t,ocide muscular para o =zmangue (Groz et al,1984), e pela onzima
presente no cristaline, que facilita a —aida do coz produzido
{Friedland & Maren, 1984>, A enzima encontrada no endotélio
pulmonar tambdém tem sido responsabilizada pela formag8o de HCO -

3

para facilitar a difusso do GOz atraves da  barreira
alvéolo-capilar (Swenson et al.,1984).

Nas celulas dos ductos, tdbulos e epitélios  superficiais
egpacializados no trangporte idnico, enconbtra-me a anidrase
carbdnica citoplazmatica e também a enzima lLgada a membrana,
ambasz catalisando a produgfo doz fons necossarioz para ag trocas
iénicas (Spicer et al., 19843 Aszim, no estdmago, azw oélulag
parietais =secretam os protons gerados pela anidrase carbénica,
acidificando o conteiddo gastrico, enguanto liberam o HGOa-para o
l{ quido intersticial, alcalinizando=o Vinik & Helsinger, 1984 o
Spicer et al.,19843 No intestino grosso, a anidrase carbdnica
do epitélio colunar possmivelmente prové ions hidrogénic para a
troca com © =odio intraluminal (Patton &t al.,1982>

Nog rins, a enzima dos tdbulos contornadoes proximais gera
fons hidrogénic; que =30 ftrocados pelos ions sédio da luz
tubular, facilitands a reabzorgSo dezsme dltimo, enquante gque nos
tttbulos distais o2 ione hidrogénico promovem a acidificag3o de
uriha, além de mediar a reabzorgio dos ifons HGOQ- e potassio.
{Dobyan & Bulger,1982; Dubome, 1984; Wigtrand, 1984; Spicer et

al.,1984 - Lonnerholm,1984).
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Ne péncreaz. a anidrase carbénica est4 implicada na
manutencdo do slevado teor de HCOa- do lquido pancreitico
(Kumpulainen & Jalovaara, 1981>, enquantoc nos ductoms hepaticos o
nas glandulas salivares, embora se presuma que ela tambem esteja
relacionada as trocas iénicas, m=eu papel fisiolc‘.’agic:o ainda n3e
i esclarecido <(Carpentier et al.,1984). Bom conhecida & a
fungdo da anidrase carbdénica citoplasmatica encontrada no corpo
vinar do globo ocular, onde ela & fesponsével pela producse do=m
ions HGOQ- DeCOsSArio= para o mistoma de transporteo de Anions na
2 -dugSe do humor aquoso (Kishida ot al., 19843,

Noe plexo cordide, os ions HGOa-, resultantes da hidratagio
do C{)z, S50 responsaveiz pela maior parte do fluxo do lfgquido
cefalo~raquidianc (Vogh, 1980> em coperagciZo com a Nat+ K+ ATParse,
que mupre o= ions sdédic (Masuzawa et al, 1984 = Vogh & Marem,
19842, Os inibidores da anidrage carbénica diminuem a produg o
de liquor, o gque indica © seu use em algumas doengas
neurclégicas (Vogh, 19802,

A CA encontrada nos osteoclastos produz os ions hidrogénio
que participam da dissolugio 4Acida dos minerais da matriz dszea
extracelular, permitindo a sua reabsorgic (Gay ef. al.,1984).

No figado, além de =or encontrada nos ductos, a anidrase
carbdnica tambem existe nos hepaldcit.os, onde fornece oz ions
HGOQ- para o= passos iniciais da formagfe da citrulina no
metabolismo da wursia, assim como para a transformagSc do
piruvat.o em oxalacetato na sintese dos écidoé graxos {Dodgson et
al., 1984,

A importincia da anidrase carbénica na tirdide ¢ decorrente
do fornscimento de fons HCO_ - que compstem com o iodeto pelas

3
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substAncias trangportadoras de Aanions, participando assim da
regulagio do transporte de iodo através daz membranag celulares
tiroideanas, mzondo o=E0 Processo inibido pelo horménio
egtimalador da tirdide (TSH> (Chow et al.,1984).

No sangue, além :de estar presente nos eritrdacitos, a
anidrazse oz’ 3 lcga & tambem detectada no plaosma o nas plagustas,
onde participa do mecanizmo de agregagso plaquetaria dependente
de trumbina (Gicfert et al.1924),

Ocorrem alteragfes da anidrase carbdnica eritrocitiria om
divergas doengas, entre elas na Insuficiéncia Renal Crdnica
(IRC). Nesza doenga foi observado aumento da concentragio da CA
I, fato que nio t.em sido considerado COmo mecanisme
compensatdéric, uma vez que esse aumento nio estd relacionado nem
com & duracXo & nem gom a gravidade dos distirbios acido-basgicoz
ou da uraemia Drukker et al.,1972). Ezzse aumento, entretanto,
apresenta associagdc negativa com a depuragdio da creatinina e
sempre ocorre nos pacientes qus apresentam reserva alcalina
menor que 20 mEgs1l Mondrup & Anker, 19740, Desze modo, a
acidose tambem pode seor considerada come um estimulo para o
aumento da CA I, o gue & reforgade pele fato de gque fetos
submetidoz a acidoze no final da gestagic apresentam um aumento
do nivel desma isozima (Moyniham, 1980),

Também =30 referidas modificac@es da (A eritrocitiria nas
doencas hormonais. Assim, essa enzima esta diminuida no
hipertirecidismo e aument.ada no hipotiroidismo, havendo
nor'malizac;io apés a corregio do distdirbice hormonal e estande o
nivel da iseozima CA 1 inversamente relacionado ao de: tiroxdna

(Weatherall & Mctyre,1967- Anker & Mondrup,1974- Lie~Injo ot
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al..1967- Magid, 1970- Noorgard-Pedersen & Lindholm, 19722,

Q0 aumento da CA II em gewtantes sgugers gque o3 hormdnios
zexuaiz tambdm podem determinar modificagBes deszaz isozimas
(Funakoshi & Deustch, 1971). Sabe-se qus o nivel eritrocitario
de CA 1 correlaciona-se com © nivel gérico de progestercona, o
que om leva a variar conjuntaments durante o cicle monstrual
(Paciorek & Spencer, 19802, Por outro lado, n3do = observam
altesagles no ni vel da CA om mutheres que utilizam

anticonespcionais orais (Neorgard-Pedersen & Lindholm, i¥/C0
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II- OBJETIVOS

Considerando que nos pacientess com IRC submetidos a
hemodidlize observa-se wum aumentoe do nivel de prolactina,
diminuigSo do nivel =&rico =1 aument.o do ni vel
intra~eri?_ .zitario de =zinco, aléem de elevagBo na concentragio
eritrocitaria da anidrase carbdénica, ¢ estudo =imult.ineo desses
fatores puvueera levar A melhor compreensSce da inter-dependéncia
sntire ele= (Jom esse objetive propusemo-nos a:
1~ Avaliar © nivel séricoe de zinco e de prolactina, a atividade
& a concentragio da anidrase carbdnica eritrocitiria e dag s;as
igozimas em um grupo de pacientes com IR{ submetidoz a um
osquema de hemodiilise.
2= Verificar a relagSo entre a concentragfo e. A - atividade da
anidrase carbénica eritrocitiria com o nival s&rico de
prolactina e do zinco.
3= Avaliar o stafus corporal de zince através da dosagem do
zinco intra-leucocitirico nos pacientes com IRC em esquema de
hemodialise,
4= Eztudar o efeitce in vitro. da adigio de =inco sobre a
atividade da anidrase carbénica eritrocitaria de individuos

hi gidos=,

20



IFI-CASUISTICA E METODOS

I11.1- Casuistica

hForam esiudados 34 pacientes (18 homens e 16 mulheres)
com IRC de etiologia nio determinada e submetidos A hemodiilize
h&é pelo menos um ano, =sendo gue 25 deles' eram atendidos no
Ho=zpital Irm3Zoes Penteado de Campinas (SP) ¢ og ¢ restantes no
Servigo de Nefrologia do Hospital Santa Rita de Cissia em S3o
Pauloe. Tomou-ze o culdado de excluir pacientes gue utilizavam
drogas sabidamente causadoras de hiperprolactinemia
Co—metildopa, metociopramida, ete). A idade media e o desvio
padr3c em pacientez do sexo masculino foi de 4978 e 1324 e de
42.14 e 14.22 anos nos do sexo feminino.

O pgrupe controle foi constituido de 40 individuos normais
21 homens e 1% mulheres?, que n3o utilizavam gqualquer medicacio
e nio apresentavam alteragiio ao exame figico. Em  todos
investigou-=se hist.éria de galact.orreia e as mulheres
apresentavam ciclog menstruais regulares Desses, 30 individuos
eram doadores veoluntédrios do banco de sangue do HC UNICAMP,
sendo os 10 restantes médicos desse mesmo hospital. A  idade
média e o© desvie padrZc npos individuos controles do | sexo
ma=sculine foi de 4128 e 1106 e de 4294 e 1012 ancos nos do
gexe feminino.

Os pacientes com IRC e os controles estudados foram
analisados separadamente em dois grupo=s. Assim, em uma primeira

etapa avaliou-se na amostra 1, constituida de 16 pacientes, ¢
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homens e 7 mulheres, 14 caucasdides e 2 de origem negroide, os
niveis de prolactina, =zincoe =érice , hemoglobina, atividade
total e concentragdo da ani‘drase carbénica eritrocitaria e de
cuas isozimas CA I, CA I1 e CA II. O mesmo foi realizadoc em 22
indivi duos normai=s, 12 homens e 10 multheres, 20 caucasdides e 2
negréides. JA na amostra I, estudada em uma segunda etapa, 18
pacientes, ¢ homens = 9 mulheres, 18 caucasdides e 3 de origem
negréide, dosaram-se o8 2 hiveis de  prolactina e  de  =zinceo
intra-leucocitario, sendo o© grupa controle constituido de 18
pessoas, ¥ homens e ¢ mulheres, 16 caucasdides e 2 negrdides.
Amostras de sangue de um terceiro grupe d{Amostra III,
constituido de 5 homens caucasdides normais coﬁ idade média de
3003 e desvico padrico de B35 anos, foram utilizadas para a
realizac¥o da avaliagfo, in wvitre, do efeito da concentragio do

zinco na atividade total da anidrase carbdnica eritrocitaria.

II.2- A coleta de mangue

Btilizando-ze =somente material plastico e descartivel
colheram-se aproximadamente 20 ml de sangue de cada individuo,
usando~se como anticoagulante a heparina séddica na razic de 0,01
a 0,02 mlml de sangue. Nos pacientes com IRC a coleta foi
realizada antes de ser iniciada a sessfo de hemodiidlise e, nos
individuos normais, de 2 a 4 horas apdés o despertar matinal

Doz individuos da Am‘_;»s:'t_,ra I, inicialmente foram separados
0,5. ml de sang,;ue total para a dosagem da hemoglobina . Os

restantes 19,5 mi foram centrifugados a 1800 rpm, durante 10
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minutos, sendo o plasma assim obtido estogcado a =20 °c em 2
frascos lvres de zinco, para pomterior dosagem do =zinco sérico
e da prolactina, O concentra-do de hemacias por outro lado, foi
lavado 3 vezes ocom scolugfe =alina a 0,0%, separando-se apds a
titima centrifugag¢io, tambéem a 1800 rpm durante 10 minutos=, uma
alf quota para a determinagio da atividade da CA sendo o restante
estocadoe a =20 °C, para posterior extrag3o da fragfo protéica
correspondente a CA.

Dos individuos da Amostra II, 2 ml de =sangue foram

centrifugados a 1800 rpm e o plasma obtido estocado a -20 ©

C
para posterior dosagem da prolactina. 0 restante do sangue (18
ml> foi utilizado para a separagfo e contagem dos leucécités,
sendeo © concentrado espesso de leucdcitos, congelado a -20 °¢
para posterior dosagem do zinco intra-leucocitidrio.

Na Amostra III, foram colhidas aliquotas de 8 ml de sangue,
sendo estas centrifugadas a 1800 rpm e ¢ concentrado de hemacias
lavado 38 vezes com solugfo =salina a 0,9%. Esse material foi

utilizado para a realizacio da avaliagZo do efeito da

concentragio do zinco na atividade total da CA.
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II1.3- Dosagens Bioguimicas

H1.3.a- DeterminacgXo da concentragio de zinco mérico

O zinco sérico fol domsado de acorde com a técnica de
Falchuk et al. {19885 com digscretas modificacSes, conforme
descrito a segulr. .Para evitar contaminag3o pelo =zinco, todo
material de wvidro ut.ilizadc; nessa  doterminagfo fol previamente
lavade com Acido nitrico. Realizou-se a desproteinizacio de 1 mi
de plamma pela adigfo de igual volume de Acido tricloroacético a
1G3%. Apds agitag3o e centrifugagciico a 3000 rpm, dJdurante 20
minutos, 1T ml do =sobremadante foi tranferido ﬁara um tubo de
ensalo, onde foi adicionada &agua degionizada até =me obter um
volume final de B ml de solugio, gque foi utilizada para a
leitura da absorbincia em espectrofotdmetro de aboorgefo atdmica.

A concentragfio de =zinco, em cada amostra, expressa em ug/dl de
plasma, fol calculada pela comparacis da absorbincia da amostra

com aquela fornecida por uma curva padrio.
III.b- Determinagio da concentracZo de zinco intra-leucocitario

A dosagem do =zinco intra~leucocitdrio foi feita de
acorde com a técnica de Hinks et al <1982) com di=scretas
modificacBes. —A 15 mi de =sangue total colocados em provetas
graduadas foi adicionada igual gquantidade de uma solucioc de
dexf.ran 150 =a '10% em soluglo salina a 0,9 % Realzousse a

inversio cuidadosa do= tubos para a mistura homogénea do dextran
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com ¢ sangue. Apés repouso durante 1 hora para sedimentacfc da
serdie vermelha, do =obrenadant.e obtido, correspondente a um
liquide turve e rico em leut_:écit.os, foram retirados 0,1 ml que
foram adicionados a 1.9 ’ml de uma solugioc de Turk (Acido acético
glaclal 4 % com 4 gotas de azul de metileno 1% 2100 ml>
Prosseguiu-se com a contagem leucocitiria em cimera de Newbauer.
Apdés ser medido o volume, o restante do sobrenadante, foi
aspirado com pipeta Pasteur, e colocade em outro tubo de ensaio
de polietileno que foi centrifugado a 5000 rpm a 4 °C durante
30 minutos. O sobrenadante obtido apés a centrifugagfo foi
desprezado, =mendo medidoe o wvolume do concentrado de leucdcitos
gque se depositou no fundo do tubo. Esse material foi
desproteinizado, através da adigio de _igual volume de Acaido
tricloroacético a 10X, sendo novamente submetido a centrif ugagio
a 3000 rpm a temperatura ambiente durant.e— 18 minutes. O
sobrenadante limpido obtido serviu para a dosagem do =zZinco,
seguindo a técnica ji descarita anteriormente.

A concentragfio de =zinco intra leucocitarico foi expressa em

pmol por 10° leucédcitos, sende calculada pela férmula:

[Pn] no concentrado Volume do concentrado
digerido de leuctcitos de leucdcitos
(emol/mld <{mlil>
Zn = - X x 10
{(pmal por Volume da suspenszo Nimero de leucdcitos
8 inicial rica sem na suspensio inicial
10 "celd ieucdcitos rica em leucdcitos
(ml> ' {leucdcitos/mid
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111.3.c~ Quantificagioc da hemoglobina

A qguantificacdce da hemoglobina total e da hemoglobina
pre=zente no hemolisado utilizade para a dosagem da atividade da
anidrase carbénica eritrocitiria fol feita pela determinacio da
absorbancia do hemolisado, diluide 1000 vezes em Agua destilada
em 546 nm. Para o ciloculo da concentragio da hem;:)globina,
utilizou-se o coeficiente de extingio molar da btemogtobima, e

nesse comprimentoe de onda, € de 13,8.

I111.3.d- '_Deberminac;'a“o da atividade da anidrase carbdnica

eritrocitaria

Realizou~se a determinacio da atividade +total da anidrase
carbdénica eritrocitiria segpundo téanica desorit.a por  Norato
{1087> que ¢ uma adaptagfeo da téonica originalmente descrita por
Tashian (1969)., onde se utiliza o acetato de o-naftila como
substrate da enzima. |

A 1 ml do concentrado de hemacias adicionaram-se 3
valumes de &4Sgua destilada para bhemdlise, seguindo-se a separagio
do- ectroma pela adicio de igual volume de cloroférmio, agitagfo
vigorosa da mistura e centrifugagio a 60600 rpm durante 10
minutos. 0 sobrenadante destinado a determinacio da atividade da
anidrase carbédnica foi ent¥o dilufdo na razic 110 (v/v> em agua
destilada, obtendo~se um hemolisado n.a dilunticSo 1740 (v/vd>. Em

dois tubos plipetou-se 0,05 ml do hemolisado dilufdo 1/40 <v/v)
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em Agua destilada, ao qual acrescentou-se 1 ml de acetato de
o.:-naftila a 1,7 mM em tampio fosfato 0,02 M, pH 7,0, contendo
dioxana a 2%. A um dos _1_:.ubos_: adicionou-se, antes do substrato, 1
ml de acetazolamida a ,8: mM em uma .s:olm;ﬁo dilt:ic:ia de NaOH,
seguindo-ze incuba¢giZo em banho-maria durante 20 minutos a 37 00.'
No outro tubo a acetazolamida foi adicionada apds o periodo de
incubacXo. Ao final acrescentou-se, a ambos o= tubos, 0,5 ml de
B-cloro-o-toluidina (Fagst Red-TR saltda 2 mg/mi em uma solug3o
de laurilsulfato de s&édio a 1,22, |

Apsds aguardar 15 minutos para o completo deserwolviment,q da
cor mediu-se a abgsorbincia em 8855 nm, contra tubos brancos
contendo Agzua destilada em lugar da enzima e seguindo os mesmos
procedimentos acima, isto ¢, um tubo branco recebeu 1 ml de
acetazolamida no in;'cio da incubggﬁo ' enquanto e outro
acrescent.ou-se esse inibidor apos 20 minutos de incubagio a 37
°G. Durante o ensaic manteve-se o pH da mistura de reagfo entre
7,0 e 7,2, pois wvalores de pH superiores a essez determinam
hidrélize espontinea e significativa do acetato de o~naftila
(Mestriner, 1970).

A atividade da anidrase aarbdnica eritrocitiria corresponde
A diferenca A A= (ASBS tubo 2 - AB55 tubo 1) =sendo o tubo 1
aquele que recebeu acetazolamida no in{cio da incubagBo e o tubo
2 -0 que recebeu esse inibidor apds trancorridos os 20 minut.os de
incubacZo a 87 °“C. Considerocu-se 1 unidade (U> de atividade como
1 umol de acetato de aoa-naftol produiido por minuto por ml de
hemolisado; A atividade esmpecifica foi calculada ;am relacio &
quantidade de hemoglobina presente no hemolisado, & expressa em

U-mg Hb.
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II1.3.e- QuantificacZo protéica da anidrase carbénica eritrocitaria

Para a obteﬁé;so de uma solugZo de anidrase carbénica
eritrocidria parcialmente purificada utilizou-se a técnica da
extragcio pelo etanol-cloroférmio (Meldrum & Roughton, 1933~
Rickli et al,1964 - Tashian & Carter, 1076). A adaptagEo
descrita a =eguir fol realizada por Norato 087> e fol a que
apresentou melhor reprodutibilidade em nosso laboratdério.

Hemolisou-se 0,5 ml do concentrado de hemécias lavadas com 3
volumes de 4dgua destilada gelada (4 °@>, ficande a mistura em
repouso durante 30 minutos a 4 Ca. A seguir, mantendo-se o
hemclizsade em banhe de gelo, acrescent.ou—se,ﬂ gota a pota,
simultineamente e soba 'agit.ag:’a‘io_ constante, 0,5 ml de etanol a 95

% e 0,62 ml de cloroférmio, ambos & temperatura de 0 °

c,
mantendo-se a agitagio durante mais 15 minuto=. A pasta espessa
cbtida permaneceu em repouso, em banho de pgelo, durante outros
15 minutos, seguindo-me a centrifugagio do material em
centrifuga refrigerada a 4 °¢, durante 30 minutos, a 5000 rpm.
Filtrou-se o sobrenadante e este serviu para a realizagio da
eletroforese da anidrase carbdnica e a dosagem do conteddo
protéice desse material.

A dosagem da proteina presente na solugio de anidrase
carbonica foi feita pelo método da reacio do biureto <Layne,
10875, com pequenas modificacBes, como descrito a seguir.
Acrescentou~ge 0,058 ml da solugio  de anidrase carbdénica
par;':ia.l.l;lenbe pu;:*ificada a 2 ml da solugZo de Ibil.lr-eto. Apds

repousas durante 30 minutos a temperatura ambiente, mediu-se a
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absorbancia da solugZio em 546 nm. O calculo da concentragdo de
proteina, em cada amostra, foli realizado pela comparagio dos
valores de absorbancia obtidc;s com agueles de uma curva padrzd
preparada com uma solucZo de albumina bovina. Com os dados da
concentracio de protefina da soluciio € o volume total obtide na
purificagio de 0,5 ml de concentrado de heméicias, calculou-se a

c'oncent.rac;”a"o total da anidrase carbdnica (€A totd por ml de

concentrado de hemacias, pela férmula:

[CAl = 2 Img de proteina-mil da solugiel X . [volume da solugio <(mlil
mg-ml de
hemacias

A eletroforese para dete.fmiriat;go das propor¢Ses das
izgozimas da anidrase carbénica epritrocitiria foi realizada em
fitas de acetato de celulose, em tampZo tris-glicina pH 8,6, sob
180 wvolts, durante 1 hora Nessas condicSes obtem-se, a partir
da origem, 3 bandas, a saber CA I, CA I e CA I-1 sendn a
segunda banda a mais concentrada (Ruiz-Reyes & Ramirez-Zorrilla,
1968~ Tashian & J(arter,A9748>. Ao término da eletroforese
realizou-se a coloragio das fitas mantendo-as imersas em uma
solugZo de Ponceau 0,8 % em TCA B % durante 1 minuto. A seguir
realizau~se a descoloracZo do fundo pela imersio das fitas,
sucessivamente, em 28 cubas contende soluglo descorante Cacido
acdético a B2D durante 1 hora nas primeiras 2 cubas e de 36 a 72
horas na Gltima.

“Apd= a fixacio procedeu-se a diafanizag¥e das fitas de
acetato de celulose pela sua desidratagio em metanocl durante 30

segundos seguida pela imersfo em uma solugfo constituida de 17
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ml de metancl, 2,8 ml de &cido acético glacial e ©€,2 ml de
giicerol durante 1 minuto. As fitas foram ent3o0 incubadas
durante 30 segundos em est.uf-a a 60 °C. A densitometria das fitas
diaf anizadas, fornege um grafico que apresenta 3 picos
correspondentes as isozimas CA II, CA I e CA I~1. Por métodos de
integragfo das curvas obtidas pode-se calcular os porcentuais de
cada isozima. Assim, conhecendo-se a concentragZo de proteina
presente na solugXoe utilizada para a eletroforeme, foi possivel
estimar a concentraclo de cada imozima, sende o resultados
expressos em mg de proteina por ml de concentrado de hemacias

{mg/ml>, como CA I total (CA I 4+ 04 IS1), GA 1 & CA II.
IHI-23.f- A dosagem da prolactina

A dosagem de prolactina foi realizada pela técnica de
radioimunoensaio, utilizando o "Kit' Coat-a—-Count. da DPFC,
conforme rotina do laboratéric de Endocrinclogia da FCM da
UNICAMP.

Aos tubos plasticos revestidos de anticorpo anti-prolactina,
adicionou-se 0,02 ml de plasma, sendo loge apédés encubados com 1

B at®t. prD. A

ml de prolactina tamponada e marcada com I
separacio da fragBo livre da ligada foi I-Ealizaqa_ por aspiracZo,.
A medida da radicatividade ¢ qi realizada em um contador gamma e
os valores encontrados domparados com as leituras obtidas por
uma curva padrio, expresszas em ng./ml

ITodas as am;::stras, de cada grupeo, foram dosadas em um mesmo

ansaio e om duplicata, sende a variagZo intra-ensaic no primeiro
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grupo de 67 2 e a concentracioco minima detectavel de 0.9 ng/ml
J& no segundo grupe a variagiio intra—ensale fol de 7,2 X & a
concentragio minima det,ect.-é.vel de 0,98 ngs/ml. A variag®o
interensaio encontrada foi de 8,4 2 . O wvalorex da amostra
controle nZo foram zignificativamente diferentes de controles

padronizados anteriormente no laboratdrio.

iI1.3.g~ Efeito in vitro do zinco na atividade da anidrase carbdnica

Para o© estudo do efeito da concentragZSo de =zinco na
atividade da anidrase carbénica, foram adicionados & agua
destilada, para preparagfo do  hemolisado 140, quantidades
variadas de =zinco, de maneira que esse tivesse concentracBes de
0; 0,4; 6,5; 2,5; 12,8 e 62,8 uM de =zinco. A concentracioc "peal“
de =zinco em cada tubo permansceu desconhecidé\, uma vez Jgue a
guantidade de zince presente [lisiologicamente nas amostras n3io
foi levada em conta, sendo a atividade obtida na “concentraciZo O
de =zinco no hemolisado', equivalente a atividade da enzima nas
concentracSes fisioldgicas desse metal, j& presentes na amostra
em questXo,

Uma vez preparados o= hemolisados 1740 com diversas
concentracSes de =zZinco estes foram incubados por uma hora a
temperatura ambiente. Procedeu-se a dosagem da atividade da
anidrase carbdnica eritrocitaria conf’ Drn{e teanica descrita
anteriormente.

As concentraglies de zinco escolhidas para este experimento
foram baseadas .em uma série de ensaios que utilizaram as mais

variadas concentraces desse metal. Os resultados observados com
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a utilizacio de concentracBes maiores mostraram a ocorréncia de
franca inibigcEo da atividade da enzima. lsso provavelmente e
deve ao baixissimo pH da solt.;r;.ﬁo de zZinco gue ¢ preparada usando
como solvente o acido cloridrico, e portanto levando a intensa
queda do pH quando me atingem concentragSes de =zinco prdximas a
1 mM. Nas concentra¢cSes em gue foi realizado o experimento o pH
foi constante mantendo-se em 7,3 mesmo nos tubos com as malores
concentrac®es de =zinco.

Para provar dgue as concentragBes de zinco wulddtradas 3o
induzem a hidrélise espontinea do acetato de o-naftil, foi
medida a absorbancia de controles gue continham &pua destilada
no lugar do hemoiiéado 1740 com a=z concentracBes citadas de
zinco, presseguindo-=e com o8 mesmos passos descritocs  para
determinagcio da atividade da anidrase carbdnica eritrocitaria.
N3o =me obgervou nenhum efeito do =zinco na hidrélise do acetato

de o-naftil, ou seja as leituras obtidas com concentractes

variadas de =zinco, nSo foram diferentes dos tuboas brancos, que

medem a hidrélize espontinea do acetato de o naftil.
II1. 4~ Analise estatigtica

A comparagio das varidvels quantitativas obtidas nos
pacient.es com IRC e no grupo controle foi realizada
utiizando-se a anilise nHSo paramétrica de Mann-Whitney, Para a
investigacZo da associacio entre as wvariaveis utilizou-se o
coeficiente de correlagZo de Spearman. Em todos os casos=
adotou-se o© nivel de significincia de B¥., 0Os calculos foram

realizados utilizando-se o pPrograma de computador

Microstat, Ecosoft. Inec., ro8y4.
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IV~ RESULTADOS

A discriminacZo dos valores das varidveis estudadas na
Amostra I no grupo de pacientes com IRC e no grupo controle se
encontram respectivamente nas tabelas 1 e 2, estando as médias e
os desvios padrio apresentados na tabela 3.

A comparagio das varidveiz entre o= sexos em cada grupo,
realizada pelo teste de Mann-wWhitney, mogstrou nio haver
diferenga significativa em nenhuma das variidveis nos pacientes
com IRC {(tabela 42> J& no grupo controle, a= mulheres apresemnt.am
maiores niveis de concentracio da CA eritrocitiaria total, CA 1
t.otal e CA I, nio havendo diferenca gignificativa na
concentragio da CA II. Também a prolact.:!.na_ naz mulheres normais
foi significativamente mais elevada do que nos homens,  enquanto
os niveis de hemoglobina foram menores. A idade e o =zinco sérico
nIo apresentaram diferenga significativa guanto ac sexo nesse
grupo {(tabela 53,

Nags wvaridveiz em gque houve diferenga smignificativa guanto
ap SexXn a comparacio aentre os grupos fol feita separadamente,
sendo nas demais o© estude feito em conjuntoe, o gque pode ser
viesto na tabela 6, onde todas as variidveis foram comparadas,
pelo teaste de Mann-Whitney, entre pacientes com IRC e individuos
normais. NZo houve diferenga significativa gquante a idade nos
dois grupos. Os pacientes com IRC de ambos os sexes apresentaram
nivei= gignificativamente menores da concentragio de
hemoglobina, anidrase carbénica eritrocitdria total e das suas
tsozima=s CA I e CA 1I, assim como do =zinco =érico. A

concentraclio da CA I total (CA I + CGA I-1) somente se encontra
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gignificativamente diminuida nas pacientes com IRC do sexo
femininc, engquantce nos homens a diferenga n3e foi significante.
Os niveis de prolactina c-e a atividade total da anidrase
carbdnica eritrocitaAria est3e significativamente aumentados nogs
paciente=s com IRC.

O caloulo do coeficiente de correlagio de Spearman, foi
realizado no grupoe de individuo=s normais separadamente por =exo,
gendo am varidveis dogs pacientes urdmicos, que n3o apresontaram
diferengas entre oz =mexos, avaliadas em conjunto. As cosrelacdes
esperadas entre as concentragBes das isozimas e entre essas e a
concentragcio total da €A foram observadas em ambos grupos, com
excessi3o da CA 11 que =e correlacionou positivamente com a CA 1
total e a CA 1 somente no grupo de pacientes com IRC (tabelas 7,
8 e 9> Nos pacientes com IRC a idade correlacionou-se
positivamente com os niveis de CA II, enquanto a atividade total
da CA eritrocitiria e o niveis de zinco sérico, e este ultimo
com a preolactina sérica estiveram correlacionados negativamente
{tabela 7> O grafico I mostra a reta de regressio linear
aplicada aos dados de =zince sérico e prolactina no=s pacientes
cgom IR, Nos individuos doe grupo controle deoe smexo feminino,
observaram-se correlacBes positivas entre o zZinoo =sérico e a
concentracfio total da CA I e entre a prolactina e a CA II
CtLabela . 93, No entanto, Nnes indivi duos= normais do BOXO
macculine, =somente se obgervaram as associacBes entre as
isozimas entre si e entre essas e a concentragio total da CA
Ctabela 83. Nenhuma variidvel apresentou correlagio com o= niveis
de hemoglobina.

As tabelasz 10 e 11 mostram a discriminacio das wvariiveis
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estudadas nos pacientes com IRC e controles da Amostra I, e na
tabela 12 as respectivas médias e desvios padrio. Nas tabelas 13
e 14 pode-=e obgervar que t;enhuma daz wariidveig diferiu quanto
ao sexo tanto nos pacientes quanto nos individuos normais, o dque
permitiu a anillse agrupada para a comparagic entre ozges
grupos. Nio se encontraram diferencas quanto a idade enire esses
grupos, porém nos pacientes com IR0, os niveis de zinco
intra-leucocitario estiveram aignificativamanta diminui dos,
estando, também significativamente, aumentados o5 niwveis de
prolactina (tabela 155.

0 cdlculo da correla¢fiv de Spearman em pacientes com IRC do
Amogtra I se encontra na tabela 16, e para individuos normais,
na tabela 17. Nos pacientes houve correlagdo negativa entre os
niveis de zinco intra-leucocitirico e o= de '.prolact.ina, sendo que
nenhuma correlacio significativa fol observada nog individuos
normais. A reta de regressio para oS dados do Zzingo
intra-leucocit.idrico e prolactina nesse grupo de pacientes se
encontra no Grafico II.

Na tabela 18, encontram-ge os resultados da atividade da
anidrase carbénica em ginco individuos normais da Amestra III,
cujos hemolisados diluidos 140, foram expostos a diferentes
concentrag®es de =zZince, (omo me pode observar no grafice III,
todog os individuos tiveram comportamento similar, ocorrendo
aumento da atividade dessa enzima a medida que a concentragfo
a&icionada de =zinco aumenta, sendo gque a partir de determinado
momento a adicXo desse metal, leva a inibig:ﬁ‘o da atividade da
anidrase carbdénica eritrocitaria Nesse grafico, representou-=e

na abcissa o logaritmo decimal da concentragio adicionada de
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zinco d(uM), =mendo a ordenada utilizada para a atividade da
anidrase carbdnica em Us/mg Hb . Verificou-se que as curvas do

grafico 3 podem =mer descritas de forma adequada por expressdes

matemiticas do tipo:

b (x ~ )7

fixd) = a +
1 +d [z~ o’

Onde:-
X \m N o+
o
X = quantidade individual de =zinco
z= quantidade adicionada de zinco ac hemolizado 1./40

a, b, ¢ e d s50 constantes da funcfo £OO.

Calculando a=m curvas (x> com um computador, pode-se mostrar
que as diferengas nas curvas do grafico IIl podem ser atribuidas
apenas as pequenas variacBes de % (incluido no valor de =D,
mantendo constantes os outros pardmetros. Isso explica que as
variagBes nas concentragSes fisioldgicas de =zinco de cada
amoatra podem =eor regpongiveis pelas diferancas encontradas da
concentragio de =zZinco em qgque surge o pico de atividade da

anidrase carbdénica aritrocitiaria,
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TABELA 1- Dosagens dos niveis de hemoglobina, anidrase carboOnica

eritrocitaria, zinco e prolatctina séricos em pacientes com

IRC da amostra I

Ativ.
Paciente Idade Sexo - Hb Prolactina CAtot €AI CAII CAltot CaAtot Zinco
(anos) (g%’ (ng/ml) (mg/ml) (L/maHb ) (ugr/dl)

12~-MOB &5
13-LRA 32
14-MLF 35
{5-MCP 24
16—-MP 46

14,7¢ 90,15 4,246 2,07 ©,81 3,45 4,25 63,00
19,60 17,08 1,93 @,91 eo,18 1,77 4,20 B4, 58
?,7¢ 3¢,82 2,85 1,3¢ 0,32 2,53 4,39 88,43
7,60 18,79 2,78 1,74 @,09 2,467 6,23 B3,7%
ie,1¢ 18,98 3.99 2,21 ©,34 3,469 3,87 84,93

1- JRM 37 M 8,70 200,00 6,27 3,89 9,23 46,24 7,28 34,@5
2= JH &z M 8,90 30,33 2,74 1,26 ¢,38 2,16 ?.7¢ 86,27
3- CSN 35 M 7,00 246,73 2,00 0,92 ¢,20 1,80 7,32 77,1¢@
4~ MPA 45 M 8,80 31,17 2,39 t,42 0,34 1,85 8,08 79,77
3=~ RS 68 M 7,00 14,13 2,96 1,15 @,35 .21 3,11 21,33
&- MAM 41 M 10,40 91,92 @,7¢ ©,37 ,13 0,59 3,462 58,34
7- EOC 61 M 11,30 48,57 1,10 0,42 2,07 1,83 4,69 64,47
8- JCS 37 M 8,70 17,564 1,42 1,e7 @¢,i2 1,30 3,13 79,37
g- LV 62 M 2,60 B¢,24 4,63 2,20 ¢.,26 4,37 2,47 33,01
ie-ALC 3¢ F 6,49 41,7@ 1,76 ©,6% @.,2@¢ 1,36 7,1e 83,18
11-MFHM 41 F 10,70 200,00 3,2 1,52 .73 2,47 7,14 34,58

F

F

F

F

F
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anlidrase car

TABELA 2- Dosagens dos niveis de hemogloblna, bonica
eritrocitaria, =zinco e prolactina sericos em
pessoas normaic da Amostra I
: Ativ

Aamostra Idade Sexo Hb Prolactina CAtot CAI CAII CAltot CAtot Zinco
(anas) (g%) (ng/ml) {ma/ml) (U/mgHb) (ug/dl)
1 -HG 29 M i5,1¢ 17,890 1,97 4,02 0,24 1,73 ¢,11 148, 48
£ -RP 26 M 14,3¢ 4,10 3.80 1,96 1,19 2,461 0,20 198,20
3 -eCa 27 M 13,635 12,75 2,30 9,89 0,54 1,964 9,17 116,17
4 -MT 41 M 16,04 4,27 3,20 1,463 ©,32 2,88 @,74 128,18
5 -JJS 56 M 15,0 10,98 3,9¢ 1,8e 1,59 2,31 9,37 106,12
6 -BS 40 M 14,34 8,81 4,25 1,78 1,42 2,83 0,34 99,14
7 -MJ 30 M i2,40 10,87 3,00 41,47 0,51 2,49 e,22 148, 44
8 -FM 59 M 16,7@¢ 11,38 5,01 2,36 ©,87 4,14 0.17 189,38
9 -M5 §7 M 13,68 13,51 4,30 2,3% 1,90 3,3¢ 2,89 138,19
10-CAS 49 M i4,80 8,484 4,30 2,646 0,21 4,09 1,01 144,28
i1-RCP 47 M 15,31 10,26 2.23 1,34 ©,87 1,96 ©,77 138,90
ie-ZaB 32 M ir,e1 9,34 7,00 4,5¢ 1,27 5,73 2,98 146,10
i3-La 41 F 12,63 8,44 4,29 2,42 0,34 3,95 g,22 136,00
14-012 29 F 7,80 11,4@e 4,7¢ ¢2,eZ2 0,43 4,27 ¢,12 189,17
15-TB 49 F 15,73 15,214 3,50 1,72 1,02 2,48 1,1¢ 28,14
16-HHM 40 F i2,13 18,20 6,74 3,48 1,03 5,71 0,66 159.20
17-AA 54 F 13.14 14,38 6,20 4,28 ©,32 5,48 2,58 166,36
18-MBS 57 F 14,20 13,22 6,06 3,29 0,81 5,25 ®,44 198,90
19-JCS 36 F 14,3@ 18,26 4,20 2,36 1,03 3,87 ¢,32 92,98
2e-MX 34 F 13,49 14,28 5,80 3,16 ¢,93 4,87 0,26 156,06
21-GCS 58 F 15,01 17,80 3,01 2,21 1,34 3,67 e, 22 124,98
22-TMA 59 F 12,12 14,36 4,5¢ 3.,2% 0,81 3,49 0,48 112,13
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TABELA

3~ Medias e desvios padrdo das varidveis estudadas

nos pacientes com IRC e normais da Amostra 1.

IRC
Homens Mulheres
meédia dp media dp
Idade 49,78 13,24 42,14 14,22
Hb 8,57 1,42 1e,00 2,64
€A tot. 2,64 1,77 2,97 0,94
ca 1 1,40 1,07 1,49 @,57
cA 11 0,27 0,18 ©,38 0,28
CA 1 tat. 2,37 1,74 2,5 e,78
g;i:égade 6,71 2,23 5,40 1,41
Zinco 71,74 14,03 77,81 13,34
Prl 60,77 59,30 59,65 66,98

Controles
Homens Mulheres
media dp media dp

14,77 1,46 13,24 1,7
3,78 1,37 5,17 i,00
1,98 2,95 2,82 9,79
¢.78 @, 4% 2,82 @,31
3,009 1,15 4,34 1,ez2
0,49 @,35 9,44 0,2%

141,98 29,43 134,59 32,21

1@,354 3,21 14,77 3,11
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TABELA 4- Comparaclo entre as variaveis de homens e mulheres com IRC

da Amostra I. Teste de Mann—Whitney

Homens Mulheres p
soma dos dados ordenados soma dos dados ordenados

idade 84,5 49,5 9,14
Hb &7 .9 48,9 9,17
Ca tot &7 &9 @,16
ca I 69 . &7 .21
Ca II 70,5 65,5 @,24
ca I tot &7 a9 0,14
Atividade '

Ca tot 87 47 0,09
Zinco Y4 &% e, 16
fril 78,3 37.9 @,42
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TABELA 5- Comparacao entre as variaveis de homens e mulheres normais

da Amostra I. Teste de Mann-Whitney.

Homens Mulheres P
soma dos dados ordenados soma dos dados ordenados

Idade 132 i2l ¢,35

Hb 169 B84 &,02 ¥
Ca tot 120,35 152,5 Q,007 %
Ca I 193.5 149,55 @,01
Ca II 132 12l @,35

CA I tot ie3 159 @,e5
At ividade

Ca tot 138 115 2,30
Zinco 147 igs é,27
Pril @7 154 &,003 *

# Significatiwvo
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TABELA &4~ Comparacdes entre as variavels dos pacientes com IRC com
as dos individuqs normais da Amostra I,
Teste de Mann—-Whitney.
IRC Normais P

soma dos dados ordenados soma dos dados ordenados
Idade 349,95 409,29 @,2090

Homens 45 1864 6,2 10 "x
Hb

Mulheres 49 113 9,01 *

Homens 75 134 ¢,04 *
Ca tot.

Multheres 9@ ies 0,001 *

Homens 74 157 @,03 #
Car I

Mulheres 33,5 11i2.2 o, 002 *
ca II 188,5 525,5 1,3 16 %«

Homens 7é 135 2,951
£a I tot

Mulheres 3e i21 ¢,001 *
Atividade e
CA tot 488 253 %,7 10 °x
Zinco 136 495 9,7 10 "x

Homens 151 ge 1,1 107 %
Pri ) ) 4

Mulheres 25 38 8,9 16  «x

# Significativo
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variaveis estudadas nos pacientes com IRC

TABELA 7- Resultados da analise de correlacaoc de Spearman entre as

da Amostra I

Idade Hb Ativ.ChA CAtot ca 11 CA Itot

ca I Zinco

Hb 8,35 1,00
Ativ.CA -0,04 -0,17 1,00
Ca tot ©,30  ©,15  ©,25 1,00
CA Il  o,57% 0,17 ©,e8 0,59% 1,00
CA I tot 0,26  @,07 0,17  ©,98% 9,50% 1,00
ca 1 6.2t  ©,09 0,24 0,94% ©,51%  @,95% 1,00
Zincag &, ec —-@,34 —-@,00 -0,29 e,e2 ~g&,411 -Q,C@ i,ee
Pri 0,12 ©,46 0,48 0,28  @,282 0,18 ¢.20 -o,g0x
X p < @.05
F e 9.50
n o= 16
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TABELA 8- Resultados da analise de correlac3p de Spearman entre as

variaveis estudadas nos home ns

normais da Amostra I

Idade Hb Ativ CA €A tot CA Il Ca I tot Ca I Zinco
Idade 1,00
Hb 0,064 1,0¢
Ativ Ca @.,36 =-0,42 i,00
CA tot 0,34 -2,38 @,38 i,e0
ca Il @.,23 -~0.,22 -0,03 @, 48 1,00
Ca I tot @,26 -@,35 9,46 @,94x 2,23 i,09
Ca I @,26 -9,45 9,53 Q.23% @, 36 2,91 t,¢0
Zinco -¢,24 ®,22 -©,3¢ 2,146 -9,25 ©,26 e,21 1,9@e
Prl -0.,07 -¢,67 -0,41 -9,21 -&,17 ~-9,35 -2.,26 -0.81
¥ p ( 0.05
L 2. .69
n = 12
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TABELA 9- Resultados da analise de correla¢3o de Spearman entre as

variaveis estudadas nas mulheres normais da Amostra I

Idade Hb Ativ.ChA CA tot ca II Ca I tot Ca 1 Zinco

Idade 1,00
Hb @,1é 1,020
Ativ.CA 9,25 ©,43 1,00
Ca tot ¢,14 -@,35 -0,13 1,00
ca 11 ®,14 0,60 ¢,29 0,15 i,00
ca I tot-2,14 -©,53 -¢,24 Q,B5% -2,30 1,00
Ca I ©,36 -0,35 @,19 ¢,73% -@,ec Q,77% 1,09
Zinco -¢,39 -¢,33 -9,43 ¢,51 -@,37 8. 71% 9,39 1,00
Prl 2,01 @,335 9,35 ¢,37 9,85% -¢,04 ¢,902 -0,13
¥ p ( 0.93
L .65
n = 1o
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TABELA 10-Dosagens da prolactina e =zinco intra-leucocitario em

pacientes com IRC da Ampstra II

Zincao
Paciente Idade Sexo intra~leucocitario
(anos) {(pmal/

10%células)

1- JMN 22 M 80,906
2- GSN 38 M 73.60
3- MD 39 M ?0,30
4- LAL 41 M &9, 40
5~ ALA 44 M ie1,e08
6— MBS 48 M 89,43
7- JSN 34 M 28,14
B- AA 33 - M 98,13
9- RZ 45 M 88,14
1¢-PHMN 32 F 86,37
1i~-JAL ec F 168,14
iB2-MJG 54 F &b, @7
13-CJ 41 F g81,e%
14-CB 44 F 746,07
15-AMC =1 F ?8, 09
146-ESD 44 F 106,98
17-MES 49 F 69,28
18-GS&L 33 F 946,36

Prolactina
{ng/ml)

42,77

AT DA

3,029
210,00
4,00
25,32
13,00
27,21
32,65
2?,66
8,03
39,355
24,34
11,391
10,70
.78
48,23
124, @7
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TABELA ti-Dosagens da prolactina e zinco intra-leucocitario

pessoas hormalis da aAmostra 11

em

Numero

1- 08C
2- Mac
3- J4JC
4- KMS
5- LAS
&—- GRS
7— VUGD
B~ CXS
?- JGF
to-MaZ
11-4LX
12-AMC
13-MCS
14-CFD
15-AC

146-MCX
17-VH

18-CF

Zinco
Idade Sexo intra-leucocitario
(anos) (pmol/

10°células)

27 M 13@e,13
34 M 1453, 45
32 M 16¢,14
48 M 127,26
43 M 115,190
39 M 11¢,15
37 M 128,00
49 M 145,90
4z M 150,31
a7z F 121,03
2é F 124,04
49 F 106,03
47 F 195,07
41 F 117,09
44 F 126,40
52 F 160,90
43 F 171,10
39 F 148,04

Prolactina
{rg/ml)

6,37
13,06
2,50
2,4e
4,00
2,50
11,71
2,30
3,00
3,00
3,20
7,84
&,00
10,34
9,71
18,32
3,40
2,70
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TABELA 12- Médias e desvios padr3o das varidveis estudadas nos

pacientes com IRC e nos normais da Amostra I1.

IRC Controles
Homens Mulheres Homens Mulheres
meédia dp meé ia dp media dp média dp

Idade 38,22 7,83 441,22 1,32 39,33 7,01 41,060 8,54
Zinco
intra- 84,79 12,98 84,38 192,73 134,70 146,73 133,00 23,05
leuc .
Pri 44,57 &3,79 36,73 38,19 3,31 4,22 &,77 4,99
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TABELA 13-Comparacio entre as variavels de homens e mulheres com IRC

da Amostra JI. Teste de Mann—-Whitney.

Homens Mulheres
soma dos dados ordenados soma dos dados ordenados P
Idade 7& 25 2,20
Zinco intra-
jeucocitario 85 84 9,48
Prolactina 85 Bé& @,48

TABELA 14-Comparacfo entre as varidvels de homens e mulheres normais da

amostra II. Teste de Mann-—Whitney.

Homens Mulheres
soma dos dados ordensdos sama tos dados ordenados P
Idade 78 ¢3 @,25
Zinco intra-
leucocitario ?3 78 °,25
Prolactina 71,5 29,5 @,10
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TABELA 15— Comparacio das wvaridvels dos pacientes com IRC com as
dos individues normais da Amostra II. Teste de

Mann—-Whitney

IRC Controles P
soma dos dados ordenados goma dos dadas ordenados
Idade 339 334 9,46
Zinco intra- —
jeucocitario 173 471 2,80 10 «
—5
Prl 437,35 208,95 4,1¢ 10 "«

# Significativo
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TABELA ié6~ Resultados da analise de correlagio de Sepearman entre as

variaveis estudadas nos pacientes com IRC da Amostra II.

Zinco intra-
Idade Leucocitdario Prolactina
Idade 1,0¢
Zinco intra- —0, 09 1,00
leucocitario
Prolactina - —-0,81 ~-Q,80% 1,00
*» p ¢ @,05 r = @,47 n = 18
=

TABELA 17- Resultados da andlise de correiacﬁo de Spearman entre as

variaveis estudadas nos individuos normais da Amostra I

Zinco intra-
Idade ieucocitario Prolactina
Idade _ 1,0e¢
Zinco intra- _e, 05 1,00
leucocitario
Prolactina ¢,03 -@,063 1,9@
r_= 0,47 n = 18
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TABELA 18 - Efeitoc tn wvitre  do zinco na atividade da
anidrase carbdnica eritrocitiaria em individuos normais

da Amostra III

Atividade Anidrase Carbdnica U/mg Hb

CZn1 @ uM .1 uM @.5 uM 2.5 uM 12.5 uM &2.5 uM
Amostra
i 1,446 2,97 4,35 7,65 6,71 2,12
2 1,09 2,76 3,78 6,38 3,81 i,20
3 8,76 1,19 5,98 ! 1.85 1,06 0,81
4 1,74 2,e7 1,97 4,38 4,89 2,18
S 1,05 1,44 e, 2,7% 5,29 e,18
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Grafico I- Reta de regressio aplicada as variavels zinco sérica

e prolactina em pacientes com IRC da Amostra I.
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Grafico 11- Reta de regressio aplicada as variavels zinco intra-
leucocitario e prolactina em pacientes com IRC da

Amostra II.
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Grafico III-Efeito in vitro do zZinco na atividade da anidrase

carbénica eritropcitiria de individuos normais da aAmostra III.

5 Atlvidade CA U/mg Hb

AN
[/

0' | ] I ] i 1
1.6 -1 -0.6 0 0.6 1 1.6 2
log [Zn] uM

35




V- DISCUSSAOD

A dosagem concomitante de =zinco, prolactina, atividade e
concentragcio da anidrase carbdnica eritrocitiria em pacientes
com IRG, nfo consta da literatura corrente. Da meama maneira,
nZo foi estudada a importancia do staius corporal de zince na
determinacZo da hiperprolactinemia do paciente urémico.

¢ estudo realizado, vwvisou buscar novos dados para a
compreensio da influéncia 34 descrita por Mahajan et al, 1085,
dos niveizs de =zinco 'na prolactinemia dos pacientes em IRC. A
determinacio da atividade e concentragcfic da anidrase carb;innidé-'
eritrocitidria foram tomadas como madelo para- avaliar a
redistribuic;“a’d intra-eritrocitiria do zinco, como - propostoc por

Valee et al., 1949, enquanto os niveis intra-~icucocitirios de

zinco foram estudados para egtabelecer, nesses pacient.eg, o
Sstatus corporal de zinco <(Solé & Naspitz, 1988 - Hinks et al.,
19825,

Com relagcio ao intensmoe aument.o da atividade total da
anidrase carbdnica eritrocitiria encontrada nos nossos pacientes
com IRC {(cerca de 15 vezes maior do que nos individuos normais=),
podemos  ressaltar que nEo foi possivel encontrar resultado
similar na Hteratura, wuma wvez que o= trabalhos que se
preocuparam em estudar essa varidvel em pacientes urémicos,
detiveram-se somente na avaliagio da concentracZo protéica das
isozimas da anidrase carbénica. Assim, Drukker et al, 1972 e
Mondrup & Anker, 1974, utilizando a téanica da imunodifusio

radial descreveram aumentc da concentragdo da isozima CA 1. J&
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em nossa casuigtica esse aumento nice foi observado, sendo, ao
contraric, encontrados menores valores das concentrag@es das
iéozimas da anldrase carbn‘s;:xica nos pacientes urémicos guando
comparados aos normais, com excegio da CA I total, em individuos
do sexo mas=sculino, onde essa diminuigio n3o foi estatisticamente
significativa .

Como, ocbservamos em nossa casulstica, gue homens tem
menores concentracBes de CA I total do gque mulheres normais
(tabela B>, ¢ possivel explicar a discordincla entre o= nossos
achados com os de Mondrup & Anker, 1074, uma vez que o grupo
controle deszmes autores era constituido somente por individuos
do w=mexo masculino, o que levaria a falza supos=i¢io de wum
aumento da concentracio dessa isozima no grupo de pacientes com
IRC, que era constituido por individuos de ambos os sexo=.

Todas as outras variidveis estudadas mostraram resulf.ados
compativeis com o8 da literatura. Assim, os ni veis de
hemoglobina dos pacientes com IRC foram significativamente
menores quando comparados aos individucs n;:rmais, como, entre
outros, referiram Brenner & Lazarus, 1985. O mesmo ocorreu com
o niveizm de =zinco =zérico e intra-leucositarico que apresentaram
valores menores ao serem comparados com o5 controles normais,
sendo is=mo jA referido por Antonicu et al, 1977, Mahajan et
al, 1982 e Foot & Hinks, 1987. Também a prolactina, em nossa
amostra, mostrou diferenga importante entre pacientes com IRC e
normais, uma vez gque egca esteve aumentada no primeiro grupo,
fato também jA descritc por Cowden et al, 19¢78- Chirito et al,

1078 e Nagel et a2l ,1973.

Apenas nos pacientes com IRG, observou-se associacfo entre
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a CAIl e a CA total Para o fato des=ma correlacio n8o ter sido
observada nos individuos normais nZc encontramos uma explicagio
evidente. Tambdm surgiu _uxna associagdo negativa entre a
atividade total da anidrase carbdnica e o <zinco sérico, ndo
osbservada no grupoe controle, o gue pode ser explicado pela
redistribuicfo eritrocitiaria desse metal como veremos adiante.

Os niveis de =zinco =é¢rico se correlacionaram negativamente
com o da prolactina nos pacientesz com IRC o que Jj& havia =ido
descrito por Mahajan em 1985, Entretanto, esse autor juntou em
um mesmo grupo pacientes urémicos tratados com zince ou placebo,
enquanto em nossa casulstica, esma associacio foi obmervada em
pacientes que nunca fizeram uso da terapia com esse metal.

Tanto a atividade total da anidrase carbdnica como a
concentragc¥o desta e das suas principais isozimas eritrocitirias
nio =se correlacionaram com os niveis de prolactina nos pacientes

em IRC, o gque sgBugere que eessa enzima nioc tem importincia na

det.erminacio da hiperprolactinemia da uremia.

Os dados de Schaefer et al, 1088, afirmam que a
hiperprolactinemia tende a melhorar apds a normalizacloc da
anemia através da terapia com eritropoetina, porém em nossos
dados niEec =e notaram influéneciag doz niveis de hemoglobina na
prolactinemia, o que pode ter ocorrido pela pedJgquena
flutuacZo encontrada com relacio a sssa varidvel

Importante ressaltar a correlagfo encontrada nos pacientes
com IRC entre os niveis de =zinco intra-leucocitirio e o= de
prolactina, o que demonstra a influéncia do status corporal de
zinco na etiopatogenia da hiperprolactinemia desse grupo de

pacientes. Esse achado nos leva a supor que o fator importante
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no degenvolvimentoe dessa alteracZo ¢ a deplegio corpdrea de
zinco. O0s niveis de zinco sérico, de maneira grosszeira, também
representam o status corpcl;a.l de =zince, e também estiveram, em
nossa amostra, correlacionados aos de prolactina.

Correlagdo gque permanece até o momento sem explicagio e &
impar na literatura, & a asgociagBo entre a CA Il e a prolactina
nas mulheres normais. Ha referéncias de que a CA II aumenta em
goegtantes (Funakoshi & Daustch, 1071}, antretanto ossa isozima
n3ic sofre alteracBes com o uso de anticoncepcionais orais que
contém e=strogénios e progestigenos, o que nos levaria a supor
que tal aumento possa ser decorrente do aumento da prolactina
durante o periodeo gestacional (Molitch, 1985). Obviamente, para
testar essas suposigBes serdio necessarios estudos onde sejam
conhecldas a fase do peri{ode menstrual  de cada mulher,
observando-se como variam os niveis de CA II com relacBo acs de
prolactina, o mesmo podendo ser avaliado durante a gestacgZo.

A correlagdo entre a idsozima CA I e o =zinco sérico
encontrada entre mulheres normais j4 fol descrita por Norato,
1987 em um grupo composto por individuos de ambos os mexuos.

A resdigtribuigio do Zinco para = compartimento
intrpa-eritrocitario, como citads antericormente, nioc deve eoegtar
relacionada com a hiperprolactinemia dos urémicos, porém tal
fato deve =s=ear importanta para a determinacio da alta atividade
total da anidrase carbdnica eritrocitidria encontrada nesses
individuos. Iszo foi =Sugerido pelo experimento in vitreo, onde o
acrécscimo de - zinco, dentro de determinadas concentractes,
ragultou em aumento da at,ividade- total dessa enzima E

int.eressante ressaltar, gque o pico de atividade da enzima, nesse
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experimento, ocorreu em gconcentragBes de zinco =similares Aquelas
encontradas no interior das hemacias de pacientes com IRC
(Sandstead, 1080D>. Nog paci;antes com IRC observamos ainda, que
essa atividade da enzima esta inversamente correlacionada aos
niveis de =zinco sérico, o que reforga a hipdtese de gque a
redistribuicio desse metal € a responsidvel pelas alterac@Bes
encontradas na atividade t.otal da anidrasze carbdnica
eritrocitaria,.

6 estudo, em pacientes com IR(, do comportame—t- A~
atividade total da anidrase carbdnica eritrocitiria apés contato
com diferentes concentragBes de =zinco, a avaliagZo da r-e.lac;go.
daz concentracBes intra-eritrocitarias de zince e a atividade
dessa enzima e o estudo da cinética enzimitica da reagio
eatudada in wvitro, poderfio trazer informagSes - que complementem

este estudo.
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CONCLUSCES
i~ Os pacientes com IRC est;ldados, quandoe comparados a controles
normais, apresentam altos niveir de prolactina e da atividade
total da anidrase carbdnica eritrocitiria, embora apresent.em
baixas concentrag®es proteicas totais dessa enzima e das suas
principais isozimas. Esces pacientes também apresent.am
diminui¢Zo dog nivels de =minco sérice e intra-leucoaitirio.
2- A atividade total da anidrase carbdnica eritrocitaria se
correlaciona negativamente com og niveizs de zincoe mérico na IRC.
3- A atividade e concentragiio totais da anidrase carbénica
eritrocitiria ou das suas principais izozimas ndo =13
correlacionam com os niveis de prolactina nos pacientes com IRC
ou nos individuos norm;’ais, com exceg¥o da CA II que, em nossa
amostra, =e cor:l.:helacionou pogitivamaente <com a prolactina em
mulheres normais.
4- O ni veis de Zinao sérian e int.ra-leucocitario sa
correlacionam negativamente com os da prolactina na IRC, o que
mostra a importincia do status corporal de Zinco na determinacio
da hiperprolactinemia da uremia.
B- Acrescimo de =zZirco in vitro em 5 amostras de =sangue de
indivi duos normais levaram a um aumento na atividade da anidrase
carbdnica eritrocitézb’ia ; inibindo essa atividade a partir de
determinada concentracfo.
6= 0 aumentoe da atividade da anidragse carbdnica eritrocitiria
nos pacientes com IRC deve ser decorrente da redistribuicZe de

zinco para o daompartimento intra-eritrocitirio.
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RESUMO

Oz niveis séricos de i::rolactina e zinco, a concentragic de
hemoglobina e a atividade e concentragic total da anidrase
carbdnica eritrocitiria e suas isozimas, foram avaliados em 16
pacientes com IRC em esguema de hemodiilise, sendo comparados
com 22 individuos normai=. Em outros 18 pacientes hemodializados
e 18 pes=zcas hnormais  foaram estudados o= niveis de =zinco
intra~-leucocitirio e de prolactina. Um estudo in wvitro avaliou
os efeltos do =inge na atividade da anidrazs carbénica em B
indivi duog normaits.

O0s pacientes com IRC apresentaram altogs niveis de
prolactina e da atividade total da anidrase carhdnica
eritrocitaria, estando balxas a consentracio total dessa enzima,
das Suas princibais isozimas=, o zinco sérico e
int.ra~ieucocitarico, assim comoos niveis de hemoglobina.

A atividade total e a concentracio da anidrase carbdnica
eritrocitiria e das =suas isozimas n3o se correlacionaram com os
niveiz de prolactina em nenhum dos dois grupos, com excecio dos
niveis de CA Il que se correlacionaram & prolactina nas mulheres
normais. JA& a atividade total dessa enzima apresentou correlagio
negativa com o niveis de =zinco =sérico nos pacientes t'.%om IRC.
Também o zincoe sérico e o intra~leucocitaric se correlacionaram
negativa e significativamente com os niveis de prolactina nesses
pacientes, ¢ que n3oc ocorreu nos individuos normais.

O experimento in witro mostrou gque concentracdes crescentes
de =zincoe acrescentados em hemolisados de individuos normais s%o

capazes de aumentar a atividade da anidrase carbdnica
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eritrocitaria, ocorrende inibigfo da enzima quando se atingem
concentragcdes mais elevadas dessie metal.

0= nossos resultados, t;:ugerem que a redistribuicic do =zinco
para o compartimentc intra-eritrocitirico leva a um aumento da
atividade da anidrase carbdnica, nSo se relacionando a etiologia
da hiperprolactinemia da IRC. Entretanto o Zinco
intra-leucecitario, gque representa o status corporal de =zZinco,
esta correlacionade negativamente 2 prolactina, sugerinde gque a

depie¢3o corpérea de zinco deve ser importante fator na

hiperprelactinemia do urémico.
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SUMMARY

The prolactin, =zinc and 'hemoglobin levels, activity and total
concentration of carbonic anhydrase and ils isoenzymes were
evaluated in 16 chronic renal fallure LCRF> patients on
hemodialygis, and in 22 normal subjects. In another 18 wuremic
patients and 18 normal persons we studied the leukocyte zinc
aontent and the prolactin levels. In addition, we performed an
in vwvitro study in order to evaluate the zinc influence on the
activity of the erythrocyte carbonic anhydrase in 5 normal
sub jects.

Patients with CRF =howed high levels of prolactin and
carbonic anhydrase activity, while the total concentration of
this enzyme, its iscenzymes, serum and leukoc‘yte zine contents,
and hemoglobin levels were low.

The activity and concentration of the carbonic anhydrase and
its isocenzvmes did not have any influence on the prolactin
levels in either group, with the exception of the iscenzyme CA
II that correlated with the prolactin levels in normal woman We
also found a negative correlation between the activity of the
carbonic anhydrase and the =zinc levels among CRF patienta.
Serum and leukocyte Zinc correlated negatively and
significatively with the prolactin levels, which was not
observed in the normal subjedcts.

The in wvitro experiment shows that increasing the
concentration of =zinc in the hemolysate of normal subjects
increases the carbonic anhydrase activity up to a maximum;

further increases show the opposite effect.
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This regults suggest that the =zZinc redigtribution to the
eryvthrocytes leads to an increase in the cewbonic anhydrase
activity, but it is unlike.'t-y that this iz the cause of the
chronic renal failure hyperprolactinemia. However, the leukocyte
zing, that is a measure of the =zinc body status, is negatively
correlated with +the prolactin level. This suggests that zinc
body depletion might. be the etiology of the uremic

hyperprolactinemic state.
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