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Descricao anatdbmica da
presenca do ion zinco nos
nucleos cocleares
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Resumo

A presenca do ion zinco tem sido descrita em algumas
diferentes regides do sistema nervoso central e, dentro do sis-
tema auditivo, nos ndicleos cocleares. Seu papel fisiologico ain-
da néo é totalmente compreendido. Objetivo: O presente
trabalho teve como objetivo o estudo da distribuicio anatbmica
da marcacéo para zinco. Forma de estudo: Experimental.
Material e método: Mediante o uso de técnica histoquimica,
comparando-a com os padrdes anatémicos e citoarquitetdnicos
normais evidenciados com a coloragéo de Nissl, em nuicleos
cocleares. Foram estudados ratos adultos, sacrificados por
perfusao intracardiaca e submetidos a histoquimica de Neo-
Timm, a qual evidencia zinco nos tecidos. Os nucleos cocleares
foram estudados a microscopia ética. Resultado: Os autores
descrevem a distribuicdo diferenciada do ion segundo os
subnucleos dorsal e ventral. Conclusdo: Concluem que esta
caracteristica certamente tem uma intima relagdo com a dife-
renciacao fisioldgica destes.
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/ Summary

The presence of zinc has been noticed in different
areas of the central nervous system, and, in the auditory
system, cochlear nuclei. Its physiological role has not
yet been fully described. Aim: This work has as main
goals: to study the anatomic distribution of zinc. Study
design: Experimental. Material and method: By means
of histochemistry, and to compare it with the
morphological features observed by using Nissl-staining
methods, in cochlear nuclei. The subjects were adults
rats. They were sacrificed by intracardiac perfusion,
following a protocol for zinc histochemistry. The cochlear
nuclei were studied by light microscopy. Results: The
authors describe the differenciated distribution of zinc
among dorsal and ventral cochlear nuclei. Conclusion:
They concluded that this feature has a relationship with
the physiological differentiation of them.
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INTRODUCAO

Os nucleos cocleares (NNCC) constituem a primeira
estacao das vias auditivas dentro do sistema nervoso central,
abrigando os neurdnios ditos “secundarios”, 0s quais recebem
informac@es ascendentes das fibras do nervo coclear (NeC)*.
Sua posi¢do e organizacao basica é bastante uniforme entre
ratos, gatos, coelhos e camundongos, com diferengas muito
pequenas em relagéo aos primatas?. Localizam-se na borda
lateral da jungdo entre a ponte e o bulbo, no tronco cerebral®.
Classicamente, sdo subdivididos em ntcleo dorsal (NCD),
nucleo ventral, o qual por sua vez é subdividido em anterior
(NCVA) e posterior (NCVP), e nucleo intersticial (NI) ou raiz
do nervo coclear. Os axénios do NeC entram pelo NI e se
bifurcam em segmentos ascendente e descendente. A
subdivisao do nucleo ventral em anterior e posterior é relativa
a esse ponto de entrada do NeC. O ramo ascendente penetra
no NCVA disposto em fasciculos, os quais mantém fixa sua
posicéo relativa entre si. O descendente entra no NCVP,
também disposto em fasciculos, para em seguida se reunir
num feixe Unico e se dirigir ao NCD?,

A projecéo das fibras do NeC, a partir de sua entrada
nos NNCC, se faz segundo um esquema regular, dando
origem a uma representacdo cocleotdpica, ou seja,
respeitando a regido de origem da fibra dentro da coclea e
permitindo uma distribui¢do precisa de frequéncias dentro
dos NNCC*. As fibras nervosas provenientes de neurdnios
com posi¢do basal na coéclea seguem para regides mais
dorsais dos NNCC. Ja as fibras originarias de regifes apicais
atingem preferencialmente posi¢8es ventraist“. Em gatos, a
destruigdo da porcao basal da coclea (sitio de percepcao de
freqUiéncias agudas) leva a degeneracao das porcdes dorsais
do NCV. Destruicdo da porcao apical da céclea (freqliéncias
graves) leva a degeneracdo das porc8es ventrais do mesmo
nucleo®.

Os conhecimentos atuais mostram que os NNCC
desempenham func¢éo altamente diferenciada no tratamento
e integracdo das mensagens auditivas, ndo podendo ser
considerados como simples estacBes de passagem do sinal.
Sua organizacdo estrutural € bastante complexa, contendo
distintas populagdes neuronais, com elevado nimero de fibras
provenientes de regides centrais da via auditiva e com grande
variedade de circuitos intranucleares. Parece haver uma
distincdo entre as func¢des dos subnucleos dorsal e ventral,
sendo a do primeiro moduladora sobre a do segundo*®.

A partir da segunda metade deste século, tem-se
tornado cada vez mais conhecida a participacdo de alguns
metais de transicdo em reacOes bioldgicas. Esse metais
tomariam parte na estrutura de algumas enzimas e de
proteinas ndo enzimaticas, além de se ligarem a alguns outros
tipos de moléculas bioldgicas. Analises quimicas mostraram
a presenca de metais no sistema nervoso central (SNC),
tornando necessario o desenvolvimento de protocolos de
investigacdo para melhor conhecimento de sua distribuicao

nos tecidos e nas células, utilizando-se, para isso, técnicas
histoquimicas. Na metade deste século, estudos utilizando
um agente quelante, a ditizona, revelaram a presenca do
fon zinco no hipocampo. Em 1958, Timm demonstrou o
mesmo fato através de uma revelagdo histoquimica com
sulfeto de prata. Outros estudos se seguiram, encontrando-
se uma revelagdo intensa para zinco, particularmente nas
fibras musgosas do hipocampo®’.

Sabe-se hoje que o zinco, além de ser um compo-
nente nutricional essencial para 0 metabolismo vegetal e
animal, tem uma funcdo bastante especifica na transmissdo
nervosa central excitatéria em mamiferos®. O cétion é en-
contrado em alguns terminais sindpticos, seqliestrado nos
botbes axonais, sendo liberado na fenda sinaptica em segui-
da a chegada do impulso elétrico, por um mecanismo pro-
vavel de exocitose das vesiculas que o contém. Esse meca-
nismo é dependente de célcio. Inicialmente detectado nas
estruturas do sistema limbico (hipocampo e amigdala), hoje
é descrito nas camadas 1-3 e 5 do cOrtex cerebral, na glan-
dula pineal e também nos ndcleos cocleares®919,

Seu papel fisiolégico ndo é bem conhecido. Uma vez
que as vias neurais onde foi identificado sdo vias
glutamatérgicas, e sabendo-se que o zinco inibe a ligacdo
do glutamato a seus receptores, principalmente o do tipo
N-Metil-D-Aspartato (NMDA), acredita-se que tenha um
papel na modulacéo da atividade desse tipo de sinapse®. O
aumento na concentracdo extracelular de zinco, por
sucessivas atividades sindpticas excitatérias, levaria a um
bloqueio do receptor pés-sindptico, sendo, assim, responsavel
por um controle funcional do sistema. A funcéo do ion parece
ser protetora contra efeitos neuro-excitotoxicos®. Um efeito
antagonista do zinco sobre receptores de GABA também foi
demonstrado™.

Em algumas regides, o ion se encontra ligado a pré-
proteinas, estabilizando-as. Aparece também ligado a uma
substdncia denominada fator de crescimento neuronal
(neuronal growth factor — NGF), principalmente a um
complexo armazenador deste, o 7S-NGF. Trata-se de um
fator neurotréfico cuja ativacdo se segue a uma perda de
aferéncias nos sistemas onde é encontrado e esta ligada a
ocorréncia de fenémenos pléasticos de brotamentos neuronais.
Sabe-se que o0 hipocampo é uma area rica em NGF e que,
nessa estrutura, o zinco parece atuar como um regulador do
fendmeno tréfico secundario a perda das aferéncias, além
de constituir um bom marcador histoquimico para sua
evidenciacdo®*,

A localizagao do zinco nos nucleos cocleares, segundo
Frederickson et al. (1988)° da-se de duas diferentes formas:
0 primeiro tipo aparece como uma capa ao longo de toda a
superficie do nlcleo dorsal, correspondendo a sua camada
molecular. No segundo tipo, o zinco é marcado de forma
salpicada, nas regides correspondentes as células granulares.
Essa localizagdo bem diferenciada torna o ion um bom
marcador para estudos histoquimicos de alteracdes nos
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circuitos neurais dos nucleos cocleares. A literatura,
entretanto, é falha quanto a demonstracdo detalhada da
distribuicdo do zinco ao longo da extensdo antero-posterior
dos nucleos cocleares e sua correlagdo com a fisiologia dos
sub-nucleos.

Os objetivos do presente trabalho foram:

1. Estudar de forma detalhada a disposicao do ion zinco ao
longo de toda a extensdo dos nucleos cocleares;

2. Comparar essa distribuicdo com a subdivisdo anatdmica
dos nucleos, estudada pela coloracdo de Nissl.

MATERIAL E METODO

Onze ratos Wistar albinos, adultos, com 70 dias de
vida, foram submetidos ao estudo.

Os animais foram sacrificados por meio de perfuséo
intracardiaca, seguindo o protocolo especifico para a técnica
histoquimica de Neo-Timm. Como esse protocolo ndo entra
em conflito com o procedimento da coloracdo de Nissl, foi
possivel utilizar os mesmos sujeitos para estudo pelas duas
técnicas.

Inicialmente, os animais receberam uma injecdo
intraperitoneal de solugdo de selenito de sodio em agua
destilada, na concentracdo de 20 mg/ml, na dose de 20 mg/
kg. O selenito de sddio possui uma agao quelante sobre o
zinco tecidual, precipitando o mesmo e potenciando a
evidenciacdo do ion pelo protocolo de Neo-Timm®. Trinta
minutos ap0s a aplicagdo do selenito, foi realizada a perfusao.
Foram perfundidos inicialmente 100 ml de solucdo de
tampao Millonigs 0,12 M, pH 7,4. Em seguida, introduziram-
se 100 ml de solugéo de sulfeto de sédio a 0,1% no mesmo
tamp&o. O sulfeto reage com o zinco, precipitando-o nos
tecidos. A seguir, administraram-se 100 ml de glutaraldeido
a 3% em agua bidestilada e deionizada, para fixacdo, e
novamente sulfeto a 0,1% em Millonigs, no volume de 200
ml. Os cérebros removidos foram estocados durante uma
noite em solugdo de sacarose a 15% em glutaraldeido a 3%.
A seguir, foi realizado congelamento com 2-metilbutano a
99,5% (Sigma-Aldrich), a -40°C.

Os cérebros foram cortados em criostato (Micron-
Zeiss), em secgbes com espessura de 25mm, colocadas
sobre I&minas de vidro gelatinizadas. As sec¢des abrangeram
a extensdo dos nucleos cocleares, entre 11,60 e 9,68 mm
no eixo antero-posterior, a partir do Bregma, de acordo com
o atlas estereotaxico de Paxinos e Watson (1986)*. Para
cada nivel, uma lamina foi encaminhada para estudo com
coloracdo de Nissl, uma para histoquimica de Neo-Timm e
uma para armazenagem.

A revelacdo da técnica de Neo-Timm é semelhante a
uma revelacdo fotogréafica, na qual utiliza-se um banho
contendo nitrato de prata®’. A prata reage com 0 zinco
precipitado nos tecidos pelo sulfeto e pelo selenito, formando
um composto visivel de coloragdo marrom, o qual pode

variar sua tonalidade de acordo com a quantidade de zinco
presente no tecido e com o tempo de exposic¢éo do tecido
ao banho.

Apb6s montagem e sacagem das laminas, as mesmas
foram estudadas sob microscopia 6ética, fazendo-se uma
varredura dos NNCC no sentido antero-posterior, analisando-
se a distribuicdo da marcacdo para o zinco.

O zinco precipitado nos tecidos, quando revelado pela
histoquimica de Neo-Timm, assume uma coloragdo marrom,
sendo sua intensidade diretamente proporcional a concen-
tracdo do fon. Assim, regides com grande concentracao de
zinco coram-se fortemente em marrom. Regides de baixa
concentracdo exibem coloracdo ténue. Quando transforma-
das as imagens para escala de cinzas, permanece essa
proporcionalidade da intensidade de cinza com a concen-
tracdo do ion nos tecidos.

RESULTADOS

A distribui¢do do zinco nos nucleos cocleares, nos
diferentes niveis de corte, encontram-se ilustradas nas figuras
aseguir.

A Figura 1 mostra o nicleo coclear em sua
extremidade posterior, onde se encontra apenas o sub-nucleo
dorsal. Vale a pena ressaltar que os sub-nucleos dorsal e
ventral ndo se encontram completamente coincidentes, no
plano sagital. O nlcleo coclear dorsal localiza-se mais
posteriormente, enquanto o ventral € mais anterior. Nota-se
na figura que o nicleo coclear dorsal marca intensamente
para zinco, principalmente na sua camada mais externa,
denominada camada molecular. Na camada molecular
encontram-se células pequenas, arredondadas, abundantes,
as quais sdo denominadas células granulares. Esse tipo de
célula também é encontrado no cerebelo e no hipocampo,
regides também ricas em zinco.

A Figura 2 mostra cortes intermediarios, onde se
visualizam os sub-ntcleos dorsal e ventral. A medida que os
cortes progridem em sentido anterior, o nucleo dorsal diminui
sua proje¢do, enquanto o ventral torna-se mais evidente.
Nota-se que a marcagdo para zinco no ndcleo coclear ventral
€ menos intensa, encontrando-se espalhada de forma ténue
pelo interior do nicleo, e formando uma fina camada mais
concentrada na periferia do mesmo.

Na Figura 3, véem-se os cortes mais anteriores,
onde se encontra apenas nucleo coclear ventral, com o
padrdo de marcacdo histoquimica descrito no paragrafo
anterior.

A Figura 4 ressalta o limite entre os sub-nucleos dorsal
e ventral, onde pdde-se notar, em todos os cortes estudados,
um refor¢o no padrdo de marcagéo para zinco. Estudando-
se essa regido com coloragdo de Nissl, para evidenciacdo
celular, notou-se intensa concentragao de células granulares,
correspondendo ao mesmo padrao celular das outras regides
ricas em zinco.
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Figura 1. Cortes da extremidade posterior do ndcleo coclear,
evidenciando apenas o nucleo coclear dorsal, ricamente marcado
pela histoquimica para zinco. NCD = nlcleo coclear dorsal; CE =
cerebelo; PCl = pedunculo cerebelar inferior; TE5 = trato espinhal
do trigémeo.

Figura 3. Extremidade anterior do nucleo coclear, onde se encontra
apenas sub-nlcleo ventral, com coloragdo mais fraca para zinco,
denotando menor concentracado do fon nesse nivel do ndcleo. NCV
= nucleo coclear ventral.

Figura 2. Observa-se o aparecimento gradual do nucleo coclear
ventral, & medida que o nivel de corte avanca em direcao anterior,
com marcagao histoquimica menos intensa do que no dorsal. NCV =
nucleo coclear ventral. PCl = pedunculo cerebelar inferior; CT =
corpo trapezéide.

DISCUSSAO

O método de Neo-Timm se mostrou bastante eficiente
para uso nos nucleos cocleares. Descrito inicialmente por
Timm, em 19585, e posteriormente modificado por Danscher
(1981)%, consiste numa revelagdo do zinco pelo nitrato de
prata, formando granulos escuros visiveis a microscopia
Optica. Os primeiros estudos a esse respeito localizaram o
zinco nos bot&es sinapticos terminais de fibras musgosas,
gue sdo os axdnios das células granulares do giro denteado
do hipocampo, porém, estudos subsequientes comprovaram
gue o ion esta presente em outros sistemas sinapticos, entre
eles, os nlcleos cocleares®’. Frederickson et al. (1988)°
descrevem uma distribuicio diferenciada da marcagéo para
zinco nos NNCC. A primeira, mais difusa, pontilhada ao longo
das regides de dominio das células granulares; a segunda,
mais compacta, localizada na camada molecular, que é a
camada mais externa do NCD. O mesmo foi afirmado por
Haug (1973)8.

Em nosso estudo, os nlcleos cocleares mostraram
uma distribuicdo da marcacao para zinco bastante semelhante
ao citado acima. No NCD, a marcacdo é muito intensa,
delineando uma camada mais ou menos espessa, na face

Figura 4. Transicéao entre os nlcleos cocleares dorsal e ventral, onde ha um reforgo do padrao de marcagéo histoquimica. Observa-se, em B
e C, alta concentragédo de células granulares (setas). B = aumento 40x; C = aumento 100x.
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dorsal do ndcleo. Mais internamente, a marcacdo é de padrdo
salpicado menos denso. No NCV, o zinco forma uma camada
fina em sua superficie dorsal; nas regides mais anteriores do
nacleo, a camada marcada para zinco se volta em direcao
ventro-medial, acompanhando os contornos do nudcleo e
delimitando-o com o pedunculo cerebelar anterior. No
interior do NCV, o padrdo de marcacdo também é do tipo
pontilhado escasso. Na interface entre os ntcleos cocleares
dorsal e ventral, hd uma invaginacdo de células granulares,
marcando nitidamente o limite entre ambos. Essa regido
também é intensamente marcada para zinco, conforme
mostra a Figura 3.

A origem do zinco evidenciado nos nucleos cocleares
néo é confirmada. Na camada molecular do NCD, acredita-
se que esteja presente nas sinapses originarias das fibras
paralelas, que sdo os axonios das células granulares.
ObservacBes prévias em estruturas prosencefalicas
localizaram o zinco como co-fator de sinapses glutamatérgicas.
Estudos mostram que as células granulares dos nucleos
cocleares utilizam glutamato como neurotransmissor?. Sabe-
se que as fibras paralelas fazem inameras sinapses de
passagem ao longo da camada molecular. O padrédo de
marcacgdo em granulos pode corresponder a esses pontos
de sinapses®®.

cerebelo, e acredita-se que possa haver semelhancgas entre
ambas também do ponto de vista funcional. A distribuicdo
das células granulares no NCD e NCV e a existéncia das
fibras paralelas cruzando a camada molecular do NCD faz
pensar numa acdo direta desse tipo celular sobre o
funcionamento da camada molecular®®. Sendo as células
granulares interneurénios cujas aferéncias sdo recebidas de
moduladores do sistema auditivo, podemos talvez afirmar
gue o ion zinco, sendo ele préprio um modulador sinaptico,
tem papel fundamental no controle funcional do sistema.
Sabe-se, também, que aferéncias do NCD atingem neurdnios
do NCV, os quais tém por fungdo conduzir a informacéo
vinda da periferia para estruturas mais rostrais da via auditiva.
Neste caso, podemos supor que o NCD exerca, por meio
dessas aferéncias, controle sobre a passagem do sinal
encaminhado ao Sistema Nervoso Central. O fato do NCD
ser rico em zinco, o qual suspeita-se que tenha um papel
modulador de sinapses, e de receber rica inervacdo do
sistema auditivo eferente, contribuem para reforcar esse
conceito.

CONCLUSOES

g . . 1. O estudo através da coloracao de Nissl e da histoquimica
~ Jaopadrao de marcacao encontrado no centro dos de Neo-Timm permitiu evidenciagio da estrutura anatémica
nucleos e em outras areas de dPrr_unlo das celulgs granulares dos nucleos cocleares dorsal e ventral, bem como da
pode representar ou 0s axonios dessas células ou as distribuicgo diferenciada dos sistemas ricos em zinco.
chamadas fibras musgosas, que fazem sinapses em 5 A jlizacdo da técnica de Neo-Timm para detecdo de
glomérulos com os dendr|.tos das células granulares e das zinco nos tecidos permite o estudo da distribuigdo
células de Golgi a elas associadas. O fato de ser uma marcagéo anatdémica de alguns circuitos neurais nos nucleos
mais escassa faz pensar que, caso as fibras musgosas utilizem cocleares, podendo ser utilizado para o estudo dessas
0 zinco como co-fator, isso ndo se da na totalidade das estruturas, em condicdes normais e de rearranjos plasticos.
mesmas®. 3. A distribuicdo diferenciada do zinco entre os nucleos
O tipo de aferéncia recebida pelas células granulares cocleares dorsal e ventral reforca o conceito de que ha
n&o ¢ totalmente conhecido. Estudos apontam para fibras um papel fisiolégico distinto entre ambas as estruturas.
do feixe olivo-coclear ou de outros feixes descendentes, os 4. A ligacdo do nucleo dorsal com o sistema auditivo
quais penetram nos nticleos cocleares e marcam positiva- eferente, a presenca do ion zinco em grande quantidade,
mente para acetilcolina; alguns autores apontam essa e a existéncia de fibras que cruzam do nticleo dorsal para
aferéncia como sendo a origem das fibras musgosas**. Se o ventral, sdo fortes evidéncias de que esse sub-nicleo
isso for verdade, entdo o zinco encontrado esparsamente exerca importante papel modulador sobre o inicio da via
nas regides de dominio das células granulares ndo provém auditiva central.
das fibras musgosas, uma vez que essas ndo utilizam . _
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