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RESUMO

O ferro € um metal essencial para homeostase celular, porém quando em sobrecarga
tem sido associado a danos em diversos 0rgaos, inclusive no sistema cardiovascular.
Foi recentemente demonstrado que a sobrecarga de ferro induz disfuncéo endotelial
e estresse oxidativo, 0 que poderia aumentar o risco de aterosclerose. No entanto, a
nocividade relacionada ao ferro em uma condi¢do de predisposi¢cao genética para a
aterosclerose ainda ndo esta clara. Neste estudo, testamos a hipétese de que a
sobrecarga cronica de ferro intensifica o processo aterosclerotico associado a
disfuncédo endotelial em camundongos nocautes para apolipoproteina E (apoE(-/-)).
Foram analisados soro e aortas de camundongos selvagens C57BL/6 (C57) e apoE(-
/-) injetados com soro fisioldgico ou ferro-dextrano i.p. (Fe, 10 mg/camundongo/dia) 5
vezes por semana durante 4 semanas. A sobrecarga de ferro aumentou os niveis
séricos de ferro e de biomarcadores de lesdo hepatica e estresse oxidativo, assim
como a deposicao de ferro na aorta em ambas as linhagens, mas apenas nos
camundongos apoE(-/-) Fe tinham intensificados a hipercolesterolemia (1,7 vezes), o
tamanho da placa aterosclerética (19% da luz da aorta) e o infiltrado celular nestas
lesBes. Por microscopia eletrénica de varredura, o pequeno dano endotelial estrutural
causado pela sobrecarga de ferro no C57 Fe foi piorado no grupo apoE(-/-) Fe.
Entretanto, a disfuncé&o endotelial foi encontrada apenas no grupo apoE(-/-) Fe, com
relaxamento diminuido a acetilcolina e hiper-reatividade a fenilefrina associada a
reducdo da modulacdo pelo 6xido nitrico. Além disso, o tiron e a indometacina
atenuaram a reatividade a fenilefrina em maior magnitude nas aortas do grupo apoE(-
/-) Fe. Confirmando, houve reducao na atividade de enzimas antioxidante (superéxido
dismutase e catalase) e aumento da expressao de ciclooxigenase-2 em aorta, e niveis
elevados de metabdlitos do tromboxano A2 e da prostaciclina na urina do grupo apoE(-
/-) Fe. Nossos resultados demonstram que a sobrecarga crénica de ferro intensifica o
processo aterosclerético e induz disfungcdo endotelial em camundongos
ateroscleroticos, provavelmente devido ao estresse oxidativo e o desequilibrio entre

os fatores relaxantes e contrateis sintetizados pelo endotélio danificado.

Palavras-chave: sobrecarga de ferro; aterosclerose; disfuncdo endotelial; estresse

oxidativo; prostandides.



ABSTRACT

Iron is an essential metal for cellular homeostasis, but when overloaded it has been
associated with damage to various organs, including the cardiovascular system. We
previously demonstrated in rats that iron overload induces endothelial dysfunction and
oxidative stress, which could increase the risk of atherosclerosis. However, the iron-
related harmfulness under a genetic predisposition to atherosclerosis is still unclear. In
this study we have tested the hypothesis that chronic iron overload intensifies the
atherosclerotic process associated with endothelial dysfunction in apolipoprotein E
knockout mice (apoE(-/-)). Serum and aortas of wild-type C57BL/6 (C57) and apoE(-/-
) mice injected with saline or ferro-dextran i.p. (Fe, 10 mg/mouse/day) 5 times a week
for 4 weeks were used. Iron overload increased serum iron levels and biomarkers of
liver injury and oxidative stress, as well as aortic iron deposition in both lines, but only
apoE(-/-) Fe mice had intensified hypercholesterolemia (1.7 times), the size of the
atherosclerotic plaque (19% of the aortic lumen) and the cellular infiltrate in these
lesions. By scanning electron microscopy, the small endothelial structural damage
caused by iron in C57 was worsened in the apoE(-/-) Fe group. However, endothelial
dysfunction was found only in the apoE(-/-) Fe group, identified by impaired relaxation
to acetylcholine and hyperreactivity to phenylephrine associated with reduced nitric
oxide modulation. Moreover, tiron and indomethacin attenuated reactivity to
phenylephrine with greater magnitude in aortas of the apoE(-/-) Fe group. Confirming,
there were reduces in the antioxidant (superoxide dismutase and catalase) activity,
increased expression of cyclooxygenase-2 in the aorta and elevated levels of
thromboxane A2 and prostacyclin metabolites in the urine of apoE(-/-) Fe group. Our
results showed that chronic iron overload intensifies the atherosclerotic process and
induces endothelial dysfunction in atherosclerotic mice, probably due to the oxidative
stress and the imbalance between the relaxing and contractile factors synthesized by

the damaged endothelium.

Key words: iron overload; atherosclerosis; endothelial dysfunction; oxidative stress;

prostanoids.
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1 INTRODUCAO

1.1 FERRO

O ferro é um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre, sendo um
metal de transicdo com capacidade de doar e receber elétrons. Por meio de suas
acOes oxidantes e redutoras, participa de muitas reacdes biologicas, dentre elas a
sintese do DNA, acdo como cofator enzimatico na cadeia respiratoria mitocondrial e
proliferacédo celular. Por ser um componente do heme incorporado a proteinas como
a hemoglobina e mioglobina, participa de func¢des vitais como a oxigenagao e
respiracao celular. Além disso, pode-se associar a proteinas como a NADPH oxidase
e oOxido nitrico sintase, participando da catalise de reacdes metabdlicas e reacdes
redox antimicrobianas (DEV; BABITT, 2017; GROTTO, 2010; GUDJONCIK et al.,
2014).

1.1.1 Ciclo do ferro no organismo dos mamiferos

A obtencédo do ferro no organismo dos mamiferos é feita por meio da dieta e
pelo reaproveitamento de eritrocitos senescentes (DUNN; RAHMANTO;
RICHARDSON, 2007). Em carnes vermelhas e derivados animais encontra-se na
forma heme (mais facilmente absorvida) e em vegetais e graos, o tipo ndo-heme, que
esta principalmente na forma férrica (Fe®*) (GROTTO, 2010).

Conforme mostrado na figura 1, o ferro € absorvido pelo enterécito no epitélio
duodenal, por meio da proteina transportadora do heme-1 (HCP1) e do transportador
de metal divalente 1 (DMT1). Para a absorcdo da forma Fe3* ocorre uma reacdo de
reducdo, através da redutase férrica, para a forma ferrosa (Fe?*). Apds absorgdo, no
meio intracelular certa quantidade de Fe?* é convertida para Fe3* e se liga a ferritina
e o restante de Fe?* se liga ao transportador basolateral, a ferroportina, direcionando-
se para o0 sangue para ser oxidado para Fe3* pela ferroxidase hefaestina, ligando-se
posteriormente a transferrina. O ferro heme € absorvido através do HCP1, e no meio
intracelular o ferro é liberado da protoporfirina pela heme oxigenasse, e segue o

mesmo destino do restante do Fe?* presente do enterécito. O organismo humano
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absorve cerca de 1-2 mg de ferro por dia em uma dieta normal contendo entre 13-18
mg de ferro (DUNN; RAHMANTO; RICHARDSON, 2007; GANZ, 2013; GROTTO,

2010; SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012).

EXC:SSO de Anemia/hiptxia Infecgo/inflamagao
erro /
IL-6
Ferro proveniente
do catabolismo de
eritrocitos

Hepcidina
senescentes

Macréfago

Enterécito

Figura 1. Controle dos niveis circulantes de ferro. A hepcidina, ao formar um complexo com a
ferroportina, leva a sua internalizacdo e degradacdo. No enterécito o ferro ndo € exportado para o
exterior da célula e a absorcdo pelo DMT-1 é inibida (figura a esquerda). Nos macréfagos,
principalmente do bago e figado, o ferro fica acumulado em seu interior, diminuindo o ferro disponivel
para eritropoese (GROTTO, 2010).

Além da absorcdo intestinal, a fagocitose e a degradacdo de hemacias
senescentes sao uma fonte importante de ferro para o organismo (20-25 mg por dia),
guantidade que € suficiente para manter a hematopoese diaria. Esse processo €&
realizado principalmente pelos macrofagos do baco e medula éssea e em menor
proporcao nas células de Kupffer no figado, que ocasiona em liberacao de ferro e
bilirrubina. O ferro pode entdo ser retido nas moléculas de ferritina no macréfago ou
exportado pela ferroportina para circulagao (DEV; BABITT, 2017; GROTTO, 2010).

A transferrina, molécula transportadora do ferro no organismo, € uma
glicoproteina sintetizada no figado, retina, testiculo e cérebro. Possui dois sitios, e em

pH neutro pode transportar até dois atomos de ferro, e além disso o solubiliza, atenua
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sua reatividade e facilita sua liberacdo para as células (GROTTO, 2010). Em
condi¢cBes normais, a transferrina no corpo humano tem capacidade de transportar até
12 mg de ferro. Porém, esta capacidade raramente é utilizada, e em geral de 4-6 mg
de ferro circulam ligados a transferrina, equivalente a aproximadamente 30-50% de
saturacao pelo ferro. Quando complexado a transferrina, a internalizacdo celular do
ferro € iniciada pela interacdo desse complexo ao receptor de transferrina (TfR)
presente na superficie da maioria das células (DUNN; RAHMANTO; RICHARDSON,
2007; PONKA; BEAUMONT; RICHARDSON, 1998) que levard, apos varias etapas, a
endocitose do complexo apoTf-TfR-HFE, com posterior liberacdo do ferro (DUNN;
RAHMANTO; RICHARDSON, 2007; GROTTO, 2010; SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012).

Além disso, alguns sistemas podem captar o ferro também ndo ligado a
transferrina, como o coracao e o figado (LIUZZI et al., 2006). Dessa forma, quando a
capacidade de ligacdo a transferrina esta totalmente saturada o ferro pode circular
livremente pelo soro, intensificando seu depdsito nesses tecidos (GROTTO, 2010). O
ferro fica armazenado na forma de estoques de ferritina e hemossiderina,
normalmente presentes nas células reticuloendoteliais do baco, figado e medula
0ssea (GROTTO, 2010).

Conforme mostrado na figura 2, no organismo, a maior parte do ferro esta
contido na hemoglobina dos eritrcitos, enquanto em torno de 2-4 mg permanece na
circulacdo e é utilizado para atender as necessidades diarias de ferro para apoiar a
hematopoese e outras necessidades corporais. Aproximadamente 1-2 mg de ferro
sao fornecidos pela absorcao dietética no duodeno, que € equilibrada por uma perda
nao regulada de 1-2 mg de ferro principalmente por meio das secrecfes corpéreas,
descamacdo das células intestinais e epidérmicas e perda de sangue como no caso
do sangramento menstrual. No entanto, em situacdes de sobrecarga, como o
organismo ndo possui mecanismos especificos que regulem sua eliminacdo, o
equilibrio do ferro corporal necessita de especial comunica¢do entre os locais de
absorcdao, utilizacdo e estoque (DEV; BABITT, 2017; GROTTO, 2010).
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RBCs (~2g)

Medula dssea ~20-25
(~300 mg) mg/dia /
Plasma Fe3*-T
(2-4 mg) \
Enterocito (dieta) Perda de ferro Outros tacldos Figado
(~1-2 mg/dia) (~1-2 mg/dia) (~1g)

(~600 mg)

K Macrofagos
F

Figura 2. Homeostase do ferro sistémico (adaptado de DEV; BABBIT, 2017).

Esta comunicacéo € estabelecida principalmente pela hepcidina, um horménio
peptidico circulante, sintetizado pelos hepatdcitos, e que em niveis aumentados reduz
a absorcédo de ferro, enquanto em niveis diminuidos a aumenta, podendo levar a
sobrecarga. Além disso, a interacdo da hepicidina com a ferroportina controla os niveis
séricos de ferro nos enterécitos, hepatécitos e macrofagos. Com a formagédo do
complexo hepcidina-ferroportina ocorre internalizagdo daquela proteina assim como
sua degradacéo, desta forma o ferro ndo € externalizado, depositando na forma de
ferritina em hepatocitos e macréfagos (DUNN; RAHMANTO; RICHARDSON, 2007;
GANZ, 2013; GROTTO, 2010). A expressao da hepcidina é regulada principalmente
pelos niveis circulantes de ferro (excesso de ferro na circulacdo aumenta a expressao,
enguanto a anemia e hipdxia diminuem). Além disso, estado inflamatdrio, transferrina
saturada com ferro e vias ativadas pelas moléculas HFE, hemojuvelina e TfR2 também
aumentam a expressdo da hepcidina (GANZ, 2013; GROTTO, 2010). Assim, em
situacOes fisiologicas, o0 organismo de forma sistémica consegue manter a
homeostase do ferro principalmente pela acdo da hepcidina, conforme descrito na

figura 1.
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1.1.2 Sobrecarga de ferro

Apesar do importante papel do ferro na homeostase celular, desordens de
origens primérias ou secundarias podem causar sobrecarga desse metal no
organismo, ocasionando em depdsitos de ferritina e/ou hemossiderina em varios
tecidos (SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012), incluindo figado, baco, coracdo, artérias,
cérebro e macréfagos (BERTOLI et al., 2018; DAY et al., 2003; JIANG et al., 2007;
LEGSSYER et al., 2003; LOU et al., 2009; MA; ZHOU; XIE, 2012; MARQUES et al.,
2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2017), contribuindo para lesées importantes nesses
sitios.

Como descrito anteriormente, diversas proteinas sdo responsaveis pela
homeostase do ferro, e algumas mutacdes nos genes que as codificam, tais como
HFE, TfR2, HJV, BMP6 e HAMP, levam a diferentes formas de hemocromatoses
hereditarias (SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012). A hemocromatose hereditaria (HH) é
uma desordem genética caracterizada pelo aumento da absorcdo de ferro intestinal
qgue, na auséncia de terapia adequada, leva a sobrecarga de ferro e lesédo em muitos
orgaos, com cirrose hepatica, cardiomiopatia e arritmias, artropatia, diabetes,
hipogonadismo e hiperpigmentacdo da pele (SANTOS et al., 2012; SANTOS;
KRIEGER; PEREIRA, 2012). A HH relacionada ao gene HFE (HH tipo 1) ocorre em
aproximadamente 80% dos casos de HH. A proteina codificada pelo gene relacionado
a hemocromatose (HFE) normalmente participa de vias inibitérias para a absorcéo e
disponibilizacdo de ferro, compete com a transferrina (proteina transportadora de
ferro) na ligacdo com seu receptor (TfR1), regulando a passagem deste ion para o
citoplasma das células do organismo (EDISON; BAJEL; CHANDY, 2008), e ainda
sinaliza o estimulo da expressao de hepcidina em situacfes de ferro sérico elevado
(DARSHAN; ANDERSON, 2009). Dentre as HH nao-HFE, destacam-se as do tipo 2,
3 e 4. A HH tipo 2 é mais rara, causada tanto por mutaces no gene para a
hemojuvelina (HJV, tipo 2A) quanto para a hepcidina (HAMP, tipo 2B). A HH tipo 3 é
causada por mutacbes no gene codificador do receptor de transferrina 2,
comprometendo assim como na HH tipo 1, o controle da expressao de hepcidina e a
interacdo com transferrina na sinalizacdo em elevagdes dos niveis de ferro. Ja a HH
tipo 4 € uma doenca autossdmica dominante, originada por mutacbes no gene

codificador da ferroportina (SLC40A1), o que compromete a saida de ferro de células
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com enterocitos e macréfagos (SANTOS et al., 2012; SANTOS; KRIEGER; PEREIRA,
2012; SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012).

A sobrecarga de ferro de origem secundaria, assim como a sobrecarga de
origem primaria, tem alto indice de morbidade e mortalidade, levando a disfungcédo em
varios orgaos, inclusive cardiomiopatias (BERDOUKAS et al., 2013; DANJOU et al.,
2013; OLIVEIRA; ROCHA; FERNANDES, 2014; SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012). As
principais desordens de origem secundaria responsaveis por sobrecarga de ferro sdo
as desordens hematoldgicas: talassemia (maior e intermediaria), anemias
sideroblastica (adquiridas ou congénitas) e anemias diseritropoiéticas (deficiéncia de
piruvato kinase, anemia perniciosa crénica, esferocitose herediaria, anemia falciforme
e sindrome mielodisblasica) (SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012). A talassemia é a causa
mais comum de hematopoese ineficiente e consequente sobrecarga de ferro
secundaria, tendo uma estimativa de incidéncia de 1:10000 pessoas sintomaticas na
Unido Europeia e 1:100000 em todo o mundo (CAO; GALANELLO, 2010; SIDDIQUE;
KOWDLEY, 2012). Apesar da presenca das desordens hematologicas supracitadas
em territério nacional, ndo existem dados de incidéncia e prevaléncia de sobrecarga
de ferro no Brasil, e sim estimativas indiretas, mediante os calculos da populacéo que
requerem transfusdes e, assim, poderdo desenvolver sobrecarga de ferro (BRASIL,
2009, 2018). Muitas dessas doencas, especialmente a talassemia e sindrome
mielodisblasica, demandam necessidade de mdltiplas transfusées sanguineas, o que
pode agravar em sobrecarga de ferro ao longo do tempo secundéria a transfusdes,
pois uma unidade de concentrado de hemécias contém entre 200-250 mg de ferro
elementar (GATTERMANN, 2009; PIPPARD et al.,, 1979; SIDDIQUE; KOWDLEY,
2012). Nesse aspecto, vale ressaltar que a transfusao sanguinea crénica é a principal
causa de sobrecarga de ferro, independente da doenca de base (GATTERMANN,
2009). Assim como a transfusdo sanguinea, a administracéo parenteral excessiva de
ferro em pacientes com insuficiéncia renal de estagio terminal pode levar a sobrecarga
desse metal no organismo, devido a inadequada atencao para as reservas de ferro
e/ou inflamacéo sistémica e aos altos valores administrados i.v. (100-1000mg), que
excede a capacidade de transferrina livre e representa uma quantidade enorme em
comparacao a absorc¢ao intestinal (1-2 mg/dia) (SOOD et al., 2008; VAZIRI, 2014).

Além das desordens hematoldgicas, outras situacdes patoldgicas podem levar
ao aumento da sobrecarga de ferro, como as doencas cronicas do figado,
principalmente hepatite (DI BISCEGLIE et al., 1992; SEBASTIANI et al., 2006) e



24

aceruloplasminemia, uma doenca recessiva autossémica ocorrida devido a mutacao
do gene de ceruloplasmina (HARRIS; KLOMP; GITLIN, 1998). As manifestacdes
clinicas nas sobrecargas de ferro secundarias sdo semelhantes as descritas
anteriormente para a HH, sendo mais brandas ou graves dependendo da origem da
sobrecarga e dos 6rgdos acometidos (GATTERMANN, 2009).

Ademais, a ingestédo acidental de ferro € um dos motivos de intoxicacado por
este metal, sendo importante causa de morbidade e mortalidade principalmente entre
as criancgas. Ocorre principalmente pela ingestao acidental de comprimidos contendo
ferro em sua formulacéo, tal como o sulfato ferroso, prescritos a mulheres gravidas no
pré-natal, e os diversos multivitaminicos prescritos a criancas. A ingestdo acontece
devido a multiplos fatores, principalmente as caracteristicas dos medicamentos, como
a cor, revestimento com acucar, semelhanca a doces populares e a frequente
associacado dos multivitaminicos com personagens de desenhos animados, e também
devido a incapacidade dos pais e do publico em geral de reconhecer a toxicidade
desses medicamentos (LINDQUIST, 1949; MADIWALE; LIEBELT, 2006).

A existéncia de testes de rastreio sensiveis e tratamentos relativamente
eficazes, associada a significante morbidade e mortalidade em pacientes nao
tratados, tém levado a consideracdo de rastreio da populacdo e formulacdo de
diretrizes para o manejo da sobrecarga de ferro em todo o0 mundo, incluindo o Brasil,
através da Portaria conjunta N° 7/2018 do Ministério da Saude (BRASIL, 2018), que
regulamenta protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas na sobrecarga de ferro em
ambito nacional. Segundo a diretriz nacional, para o diagndstico € importante a
avaliacdo de manifestacées clinicas como as citadas acima e também exames
laboratoriais como a saturacdo da transferrina (normal de 20— 50%) e ferritina sérica
(normal: mulheres de 11-306,8 ng/ml e homens de 23,9-336,2 ng/ml), enquanto o
tratamento envolve flebotomia e/ou uso de quelantes de ferro a depender da origem

da sobrecarga e complicacdes clinicas apresentadas pelo paciente.

1.1.2.1 Efeito da sobrecarga de ferro em diferentes sistemas

A sobrecarga de ferro tem sido associada a muitos danos morfolégicos e
funcionais em diversos 6rgdos. A pigmentacdo marrom da pele em pacientes com

7 7

sobrecarga de ferro € muito comum, e geralmente € um dos primeiros sinais
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identificados nesses pacientes. Isso ocorre devido a melanina e a deposicao de ferro
na camada basal da epiderme e em torno de glandulas sudoriparas, sendo mais
pronunciada nas regides onde a pele é exposta ao sol, como face, pescoco,
antebraco, dorso das maos, pernas e velhas cicatrizes (CHEVRANT BRETON et al.,
1977; SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012). Além disso, também é comum a presenca de
atrofia cutanea, achatamento das unhas e perda dos pelos do corpo (SIDDIQUE;
KOWDLEY, 2012).

Como o figado é o primeiro 6rgdo envolvido nos estoques de ferro é
frequentemente acometido (SANTOS et al., 2012; SANTOS; KRIEGER; PEREIRA,
2012; SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012). Pacientes assintomaticos podem apresentar
aumento do figado e elevados niveis de biomarcadores de lesdo hepatica (BACON,;
BRITTON, 1990; DI BISCEGLIE et al., 1992). Entre as pessoas com sobrecarga de
ferro, embora a maioria, cerca de 40-100% dos pacientes desenvolvam significante
deposicao de ferro no figado, apenas 10-25% progridem para fibrose hepatica e
4-6% desenvolvem cirrose (OLYNYK et al., 1999). Essas condi¢cdes dependem da
duracdo da sobrecarga, de niveis de ferritina sérica maiores que 1000 ug/L e da
presenca de outros fatores de risco como hepatite C viral e consumo crénico de alcool
(MORRISON et al., 2003). Além disso, a deposicdo hepatica aumentada de ferro tem
sido relacionados com a sindrome dismetabdlica da sobrecarga de ferro, resultando
em anormalidades metabdlicas como hiperglicemia e resisténcia a insulina,
dislipidemia, aumento do indice de massa corpérea, esteatose ndo-alcodlica e
hepatite (BRITTON; SUBRAMANIAM; CRAWFORD, 2016; DEUGNIER; BARDOU-
JACQUET; LAINE, 2017).

Disfun¢bes no sistema enddcrino também sdo comuns em pacientes com
sobrecarga de ferro, principalmente a diabetes, prevalente em mais de 70% dos
pacientes com cirrose (SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012). Ocorre devido a diminui¢cao da
secrecdo de insulina em consequéncia ao acumulo de ferro nas células beta do
pancreas ou devido ao aumento da resisténcia insulinica (HRAMIAK; FINEGOOD;
ADAMS, 1997; MENDLER et al., 1999), favorecendo o surgimento de outras
anormalidades metabdlicas. Além disso, hipogonadismo pode ocorrer devido a
disfuncdo no hipotalamo, hipofise ou gbnadas (SIMINOSKI; D’COSTA; WALFISH,
1990), assim como a disfuncao tireoidiana também pode estar presente, na forma de
hipotireoidismo ou hipertireoidismo (EDWARDS et al., 1983). Ademais, um estudo do

NOSSO grupo mostrou que o ferro, mesmo agudamente, ja provoca anormalidade no
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eixo hipotalamo-hipofise-gonadal associada ao estresse oxidativo em ratas (ROSSI et
al., 2016).

Problemas orteoarticulares também tém sido encontrados em pacientes com
sobrecarga de ferro. Na HH a osteoporose ocorre aproximadamente em 25% dos
pacientes (VALENTI et al., 2009) e as artropatias estdo presentes em 25-50% dos
pacientes (HAMILTON et al., 1981; VALENTI et al., 2008).

Muitas das alteragOes supracitadas estéo relacionadas, pelo menos em parte,
aos efeitos nocivos do estresse oxidativo sobre sistemas bioldgicos, devido a
capacidade oxidante e redutora do ferro no organismo de mamiferos (DEV; BABITT,
2017; GUDJONCIK et al., 2014). Esta relacao entre ferro e estresse oxidativo tem sido
demonstrada em muitos estudos clinicos e experimentais. Em humanos, tem sido
descrito a presenca de estresse oxidativo tanto na sobrecarga de ferro de origem
primaria, como na secundaria (GAENZER et al., 2002; KUKONGVIRIYAPAN et al.,
2008; VINCHI et al., 2019). Em roedores, varios estudos demostram estresse
oxidativo no organismo de ratos submetidos a sobrecarga de ferro crénica (BERTOLI
etal., 2018; KRAMER et al., 2012; LOU et al., 2009; MARQUES et al., 2015; RIBEIRO
JUNIOR et al., 2017) e aguda(ANDREU et al., 2009; ROSSI et al., 2016). Além disso,
estresse oxidativo também tem sido identificado em camundongos submetidos a
sobrecarga de ferro (DAVIS; BARTFAY, 2004; DAY et al., 2003; OUDIT et al., 2003,
2004; VINCHI et al., 2019), o que leva a danos importantes em diversos sistemas.

Por ser um metal de transicdo, possui alta capacidade de doar ou receber
elétrons o que favorece o estresse oxidativo. Assim, a capacidade do ferro induzir a
producdo de espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs), ndo édevida somente
aos efeitos do ferro sobre o organismo, e sim eventos gerais e inerentes ao proprio
elemento quimico. Sabidamente, o ferro € capaz de reagir com outras espécies
guimicas e ainda agir como catalisador de rea¢des quimicas que geram radicais livres,
tais como as reacfes de Fenton e Haber-Weiss (BURKITT; MASON, 1991; BYLER et
al., 2017; KEHRER, 2000; WARDMAN; CANDEIAS, 1996):

Reacédo de Fenton
Fe?* + O2 <> Fe? + 02
2027 +2H" — O2 + H202
Fe?* + H202 — Fe® + "OH + OH"~
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Reacdo de Haber-Weiss
Fed* + O <> Fe?* + O2
Fe?* + H202 — Fe3* + OH™ + "OH
02~ +H202 — O2+ 'OH + OH~

Ja é bem conhecido que o aumento da producdo de EROs associado ao
estresse oxidativo pode causar danos ao sistema cardiovascular, sendo um
importante alvo terapéutico em estudos experimentais nas sobrecargas de ferro
(KRAMER et al., 2012; OUDIT et al., 2004; SANGARTIT et al., 2016).

1.1.2.2 Efeito da sobrecarga de ferro sobre o sistema cardiovascular

As alteracOes cardiovasculares sdao complicagbes comuns na sobrecarga de
ferro, sendo as cardiomiopatias fatores determinantes na sobrevida destes pacientes
devido a sua associacdo com alta morbidade e mortalidade (MURPHY; OUDIT, 2010).
Apesar das pesquisas do efeito de ferro sobre o coragéo terem inicio desde a década
de 1960 (BUJA; ROBERTS, 1971; ENGLE; ERLANDSON; SMITH, 1964; LEON et al.,
1979; SCHELLHAMMER; ENGLE; HAGSTROM, 1967), os mecanismos e vias
envolvidas nas cardiomiopatias férricas ndo sao completamente esclarecidas, sendo
investigadas até os dias atuais (AVILA et al., 2016; KREMASTINOS; FARMAKIS,
2011; MURPHY; OUDIT, 2010).

A condicéo clinica mais importante que leva a cardiomiopatia por sobrecarga
de ferro é a B-talassemia maior, sendo a insuficiéncia cardiaca responsavel por maior
namero de mortes nesta doenca (PENNELL et al., 2013). Além disso, também em
pacientes com HH, o acumulo de ferro no coracao leva a cardiomiopatia, arritmias e
insuficiéncia cardiaca (DEMANT et al.,, 2007). Existem modelos experimentais
descritos em que a sobrecarga de ferro no organismo animal igualmente induz
toxicidade em varios sistemas, incluindo disfuncdo cardiaca com altas taxas de
mortalidade, basicamente por aumento na geracao de radicais livres e diminuicdo das
vias antioxidantes enddégenas (BARTFAY et al., 1999a, 1999b; BARTFAY; BARTFAY,
2000; DAY et al., 2003; OUDIT et al., 2003).

Em estudo experimental de sobrecarga de ferro em ratos, Kramer et al (2012)
verificaram diminuigcdo do trabalho cardiaco e do débito cardiaco e aumento da
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pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo (KRAMER et al., 2012). Em
camundongos, espécie com maior numero de estudos com sobrecarga de ferro e
cardiomiopatia, sao descritos aumento da mortalidade, bradicardia, hipotenséao,
disfuncéo sistolica e diastolica, aumento da fibrose miocéardica e estresse oxidativo
(OUDIT et al., 2003, 2004) e as alteracdes da espessura do septo interventricular e
da parede posterior ventricular durante a diastole sdo correlacionadas com
concentracéo de ferro tecidual, que por sua vez dependem das doses acumulativas
de ferro (MOON et al., 2011). Além disso, segundo Gao et al (2010), a disfuncéo
mitocondrial pode explicar a cardiomiopatia cronica em camundongos com sobrecarga
de ferro (GAO et al., 2010). Interessantemente, camundongos fémeas possuem certa
protecdo contra a cardiomiopatia induzida por sobrecarga de ferro, provavelmente
devido aos efeitos do hormdOnios sexuais ovarianos como supressores do estresse
oxidativo (DAS et al., 2017). Considerando a importancia do controle neural sobre o
sistema cardiovascular, também foi identificado aumento do ganho barorreflexo em
ratos com sobrecarga de ferro, sendo o mesmo normalizado ap6s injecao de
deferoxamina, e tanto a frequéncia cardiaca quando a variabilidade desta também
foram diminuidas na sobrecarga de ferro (CARDOSO et al., 2005).

Como mencionado anteriormente, o acumulo de ferro no coracao pode resultar
em cardiomiopatia (tanto restritiva e dilatadas), arritmias (disfuncées do nodo sinusal
e também fibrilac&o atrial) e até mesmo insuficiéncia cardiaca, sendo que morte subita
devido a essas causas podem ocorrer em pacientes com sobrecarga avancada de
ferro. Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que o estresse oxidativo
durante a sobrecarga de ferro exerce papel importante no sistema cardiovascular,
particularmente na cardiomiopatia (ANDREU et al.,, 2009; CHENG; LIAN, 2013;
KRAMER et al., 2012; LOU et al., 2009; MURPHY; OUDIT, 2010; OUDIT et al., 2003,
2004; PENNELL et al., 2013).

Enguanto os efeitos danosos sobre o coracao tem sido o foco nas investigacdes
desde os anos 1960, os impactos sobre a funcdo vascular foram relativamente
negligenciados. Somente cerca de 40 anos depois houve a primeira descricdo na
literatura de reducéo da vasodilatacdo dependente do fluxo em artéria braquial de uma
mulher com hemocromatose idiopatica, o que levantava a hipotese da relacdo entre a
sobrecarga de ferro e a disfuncao endotelial (LEKAKIS et al., 1999). A seguir, outros
estudos clinicos mostraram prejuizos no relaxamento dependente do endotélio em

pacientes com sobrecarga de ferro de origem primaria ou secundaria (GAENZER et
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al., 2002; KUKONGVIRIYAPAN et al.,, 2008). Em estudo incluindo adultos com
talassemia, ambos relaxamentos dependentes e independentes do endotélio foram
prejudicados, evidenciando que tanto o musculo liso vascular, quanto as células
endoteliais podem potencialmente ser danificados nas condi¢des de sobrecarga de
ferro (HAHALIS et al., 2008). Além dos achados clinicos, estudos experimentais em
roedores tém demonstrado disfuncdo endotelial em diferentes tipos de artérias
(BERTOLI et al., 2018; DAY et al., 2003; MARQUES et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR
et al.,, 2017). Assim, os estudos citados previamente mostram relagcdo entre
sobrecarga de ferro e disfuncdo vascular, sendo um importante fenotipo a ser

estudado.

1.2 REGULACAO DO TONUS

O musculo liso vascular (MLV) tem importante funcéo no controle da circulagcéo
sanguinea e resisténcia periférica, por meio do controle dos ténus arterial e venoso.
A regulacdo do tbnus é realizada pelos fatores derivados do endotélio, fatores
mecanicos relacionados a presséao e fluxo sanguineos, inervacdo autonémica e por
substancias circulantes e localmente produzidas. As células musculares lisas
vasculares requerem um aumento na concentracdo de Ca?* citoplasmatico, para
desencadear a sua contracdo. Este aumento pode resultar tanto do influxo do Ca?*
através de canais para Ca?* dependentes de voltagem da membrana citoplasmatica,
quanto de liberacdo dos estoques intracelulares, como o reticulo sarcoplasmatico.
Durante o relaxamento, o Ca?* intracelular livre é bombeado para dentro do reticulo
sarcoplasmatico, para fora da célula pela bomba de Ca?* sarcolemal ou removido da
célula pelo trocador Na/Ca?* (HOROWITZ et al., 2017; LINCOLN; DEY; SELLAK,
2001; SALAMANCA, 2006; SOMLYO; SOMLYO, 2003; TOUYZ et al., 2018; WEBB et
al., 2003).

A contracdo do MLV é mediada por dois mecanismos, o acoplamento
eletromecanico e o acoplamento farmacomecanico (LINCOLN; DEY; SELLAK, 2001).

O acoplamento eletromecéanico promove a contracdo através de modificacdes
no potencial de membrana da célula. A despolarizacdo da membrana promove influxo
de Ca?* por meio da abertura de canais para Ca?* operados por voltagem, o Ca?*
interage com a calmodulina, que ativa a kinase da cadeia leve da miosina (MLCK).

Esta por sua vez, catalisa a transferéncia do fosfato para as cabecas da miosina,
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proporcionando a formacdo das pontes cruzadas com os filamentos de actina. A
remocgdo do Ca?* a partir do citosol e estimulacdo de fosfatase da cadeia leve da
miosina (MLCP) iniciam o processo de relaxamento da musculatura lisa. J& a abertura
de canais para K* presentes na membrana das células musculares vasculares leva ao
efluxo de K*, com aumento do potencial de membrana e consequente fechamento de
canais para Ca?* dependentes de voltagem e diminuicdo do influxo de Ca?* para o
interior da célula, causando o relaxamento. Ja o fechamento de um canal para K*
causa um estado de despolarizacéo, abertura de canais para Ca?* dependentes de
voltagem e consequentemente, aumento da concentracdo de Ca?* intracelular e
vasoconstricdo (EDWARDS; WESTON, 1990; NELSON et al.,, 1995; NELSON;
QUAYLE, 1995).

O acoplamento farmacomecénico baseia-se na contragdo induzida por
agonistas contrateis, como a norepinefrina e a angiotensina Il. Esses agonistas ligam-
se a receptores especificos da membrana da célula muscular lisa que sédo acoplados
a proteina Gquu12. A interacdo agonista-receptor ativa a subunidade a da proteina G,
que por sua vez, ativa a fosfolipase C (PLC) levando a sintese de 1,4,5-trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 interage com seus receptores na membrana
do reticulo sarcoplasmatico e estimula a liberacdo de Ca?*. O DAG ativa a proteina
quinase C (PKC), que aumenta a mobilizacdo de Ca?" por meio de canais da
membrana, além de aumentar a sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca?*,
fosforilar a cadeia leve da miosina e inibir a MLCP, o que também resulta em contracédo
do MLV (RINGVOLD; KHALIL, 2017; SOMLYO et al., 1999; SOMLYO; SOMLYO,
1998; WEBB et al., 2003). Outra via importante do acoplamento farmacomecéanico &
a ativacao da RhoA/Rho kinase que, ao fosforilar a MLCP, inibe sua atividade e, assim,
inibe a desfosforilacdo da cadeia leve da miosina o que mantém a geracédo de forca,
independente do nivel de calcio citosdlico livre (BULBRING; TOMITA, 1987;
GANITKEVICH V; ISENBERG, 1991; KIM et al., 2008; NUNES; RIGSBY; WEBB,
2010; SHIMOKAWA; SUNAMURA,; SATOH, 2016; STULL et al., 1991; WEBB et al.,
2003).

1.2.1 Endotélio e controle do tonus vascular

O endotélio vascular durante muito tempo foi considerado apenas uma barreira

fisica passiva inerte, entre o sangue o MLV. Durante as décadas de 1970 e 1980
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grandes avancos no conhecimento das funcbes das células endoteliais vasculares
conduziram ao reconhecimento do seu papel central na homeostase vascular
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; MONCADA et al., 1977; PALMER; FERRIGE;
MONCADA, 1987). Atualmente, € bem sabido que além de regular a angiogénese,
inflamacéo, agregacéao plaquetéaria, adesao leucocitaria, proliferacao celular vascular
e controle do estresse oxidativo (FELETOU; KOHLER; VANHOUTTE, 2010;
FELETOU; VANHOUTTE, 2009; HIGASHI, 2009; MONTEZANO; TOUYZ, 2012), é
também fundamental no controle do ténus vascular por meio da liberagdo de varios
fatores vasodilatadores ou vasoconstritores que, em condi¢Bes fisiologicas,

permanecem em equilibrio.

1.2.1.1 Fatores vasodilatadores derivados do endotélio

Os principais fatores vasodilatadores s&o: 6xido nitrico (NO), a prostaciclina
(PGIl2) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980; MONCADA et al., 1977; PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987).
Furchgott e Zawadizk demonstraram em 1980 que a integridade do endotélio era
essencial para a resposta vasodilatadora promovida pela acetilcolina, apontando
como mediador dessa resposta, a liberacdo de entdo denominado fator relaxante
derivado do endotélio (EDRF). Alguns anos depois, Palmer e colaboradores (1987)
identificaram o EDRF como o NO.

O NO é o principal mediador do relaxamento vascular, um gas de meia vida
curta e altamente difusivel por membranas celulares, sintetizado pelo 6xido nitrico
sintase. Em condicdes fisioldgicas sua sintese € estimula por meio de alteracbes do
fluxo sanguineo (estresse de cisalhamento), estiramento vascular e da estimulacéo
de receptores de membrana por agonistas como acetilcolina, bradicinina, adenosina
difosfato, substancia P, entre outros (FELETOU; KOHLER; VANHOUTTE, 2012;
MONCADA; HIGGS, 2006; MONTEZANO; TOUYZ, 2012; VANHOUTTE et al., 2017).
Essa producéo é feita a partir da oxidag¢éo da L-arginina, que é transformada em NO
e L-citrulina por agéo da NO sintase (NOS) (PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987,
VANHOUTTE et al., 2017). O NO ao se difundir pela célula vascular interage com o
ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), alterando a

conformacdo da enzima, ativando-a. Ocorre a seguir a catalise da saida de dois
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grupamentos fosfatos da molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando na
formacédo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). O aumento de GMPc no MLV
resulta em relaxamento destas células por meio de hiperpolarizacdo por abertura de
canais para K* e diminuicdo da entrada de Ca?*, inibicdo da liberacdo de Ca?* do
reticulo sarcoplasmatico e aumento do sequestro de Ca?' para o reticulo
sarcoplasmatico (FELETOU; KOHLER; VANHOUTTE, 2012; MONCADA; HIGGS,
2006; VANHOUTTE et al., 2017).

Desde 1977, Moncada e colaboradores j4 haviam identificado a PGl2 como
importante metabalito derivado do acido araquidonico pela acéo da ciclooxigenase em
células endoteliais mediando papel relevante na agregacao plaquetaria e formacao de
trombos. Além disso, o acoplamento da PGl com seu receptor de membrana
acoplado a proteina Gs, localizado no MLV, ativa a adenilato ciclase e leva a producéo
de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Isto leva ao estimulo da proteina kinase
dependente de AMPc (PKA), que por fosforilacdo, € capaz de ativar canais para K*
hiperpolarizando o MLV reduzindo a entrada de Ca?*, estimulando a recaptacéo de
Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico e inibir a MLCK, reduzindo a concentracéo do
Ca?* mioplasmético e contribuindo assim para o relaxamento vascular (FELETOU;
HUANG; VANHOUTTE, 2011; FELETOU; VANHOUTTE, 2006, 2009).

Como nem todo vasorelaxamento pode ser explicado pelo NO e a PGlz, varios
autores sugeriram a existéncia de mecanismo adicionais por meio de outros fatores
vasodilatores produzidos pelo endotélio, que proveriam hiperpolarizacao do MLV
(BENY; BRUNET, 1988; COWAN; COHEN, 1991; HASUNUMA et al., 1991). A
identidade do EDHF ainda € desconhecida, e a hipbtese vigente é a da existéncia de
varios EDHFs que podem variar conforme o leito vascular e a condigéo fisioldgica ou
patologica. Independente do EDHF em questdo, a hiperpolarizacdo do MLV ocorre
sem aumentos celulares de GMPc, e parece depender da participacdo ativa dos
canais para K* presentes no MLV (FELETOU; VANHOUTTE, 2006, 2009).

1.2.1.2 Fatores vasoconstritores derivados do endotélio

Dentre os fatores constritores, os principais sdo: endotelina-1 (ET-1),

angiotensina Il, prostaglandinas Hz e F2a (PGH2 e PGF2d4), tromboxano Az (TXA2), e

radicais livres derivados do oxigénio e nitrogénio tais como anion superéxido (0O27),
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radical hidroxila ((OH) e peroxinitrito (LUSCHER, 1990; LUSCHER et al., 1992,
STANKEVICIUS, E.; KEVELAITIS, E.; VAINORIUS, E.; SIMONSEN, 2003; VANE;
ANGGARD; BOTTING, 1990).

As prostaglandinas H2 e F2a e 0 tromboxano A2 sdo derivados da via de
metabolismo do acido araquidénico pela ciclooxigenase (AA-COX). A producédo é
regulada a partir da disponibilidade do acido araquidénico, originado dos fosfolipidios
de membrana, pela acdo da enzima fosfolipase A2. O &cido araquidbnico pode ser
metabolizado pela COX e convertido a prostaglandina H2, que tem acgédo direta
vasoconstritora e € precursora das demais prostaglandinas. As prostaglandinas e os
tromboxanos estimulam a atividade contratii MLV por meio do acoplamento com
receptores especificos, e esta interagdo acarreta em aumento de Ca?* intracelular e a
maior sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca?* (FELETOU; HUANG;
VANHOUTTE, 2010, 2011; FELETOU; KOHLER; VANHOUTTE, 2010).

Diferentes EROs estéo relacionadas ao aumento do ténus vascular ndo so pelo
seu efeito vasoconstrictor, mas também pelo seu efeito danoso sobre vias e moléculas
vasodilatadoras. As EROs sdo metabdlitos derivados da reducdo do oxigénio, e
incluem os radicais livres e outras espécies que embora ndo possuam elétrons
desemparelhados, sédo altamente instaveis e reativas. A formacdo das EROs é
mediada por mitocdndrias e muitas enzimas no sistema cardiovascular, incluindo a
NAD(P)H oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, NO sintase desacoplada,
isoenzimas do citocromo P450, lipooxigenase, COX, heme-oxigenase e glicose
oxidase (CAIl, 2005a; FORSTERMANN; XIA; LI, 2017; TANIYAMA; GRIENDLING,
2003).

Dentre as principais EROs de relevancia vascular, destacam-se: o anion
superoxido (O27), radical hidroxila ("OH), o peroxinitrito (ONOO™) e o perdxido de
hidrogénio (H202). O Oz~ é um dos mais importantes radicais para a biologia vascular,
o qual é formado pela reducdo univalente do oxigénio. Além de o Oz poder
diretamente promover alteracdes na funcéo vascular por acéo direta ou diminuicao da
biodisponibilidade de NO, ele também é fundamental na producédo de outras espécies
reativas, por meio de sua dismutacdo pelas diferentes isoformas da enzima
superoxido dismutase (SOD) e sua reacdo direta com o NO, originando H20:2 e
ONOO", respectivamente (CAl; HARRISON, 2000; FERRER-SUETA; RADI, 2009;
TANIYAMA; GRIENDLING, 2003) (figura 3). O ONOO-, além de ser responsavel pela

diminuicdo o NO disponivel, pode induzir danos vasculares diretos e ser protonado
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para radical hydroperoxyl, que desempenha um papel importante na peroxidacao
lipidica e aterogénese (CAT et al., 2013).

J& os efeitos do H202 sobre o ténus vascular podem ser por diferentes
mecanismos, a depender do sitio, concentracao e condigéo experimental (CAl, 2005a;
CSEKO, 2004; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1998; THAKALI et al., 2006). Além
disso, na presenca do ferro, o H202 é componente essencial na reacdo de Fenton,
que forma metabdlitos secundarios altamente reativos, tais como *OH (CAI, 2005b;
THAKALI et al., 2006; WARDMAN; CANDEIAS, 1996). A glutationa peroxidase e a
catalase sdo as enzimas envolvidas na degradacdo do peroxido de hidrogénio.
Enquanto a catalase transforma H202 em H20 e Oz, a glutationa peroxidase utiliza o
H202 para transformar a glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG)
(CAl, 2005a).
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Figura 3: Vias bioquimicas da geracdo e metabolismo de espécies reativas de oxigénio. O oxigénio
reduz um ou dois elétrons (1 ou 2€) e da origem a anion superéxido (Oz~) ou perodxido de hidrogénio
(H2032) respectivamente. A principal via de formacdo de H20:2 é através da dismutacdo do Oz~ pela
SOD (superéxido dismutase), enquanto a degradacdo de H20: ocorre através da catalase (CAT)
intracelular e a glutationa peroxidase (Gpx) extracelular. H202 também, indiretamente, pode ser
degradado em radical hidroxila (HO') na presenca do Fe?* (reacdo de Fenton) ou componente | (produto
da oxidagdo do H20: por enzimas contendoFe3* com a mieloperoxidase, MPO). O Oz~ pode também
reagir com o NO- diminuindo a biodisponibilidade de NO- independente da regulagdo da NO sintase
(CAl, 2005b).
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1.3 EFEITOS DO FERRO SOBRE O ENDOTELIO VASCULAR

E sabido que as EROs diminuem a biodisponibilidade de NO, promovendo
disfuncdo endotelial e levando a adesdo e agregacdo plaquetéria (IRANI, 2000;
MONTEZANO; TOUYZ, 2012). De fato, Day et al. (2003) propuseram que aumento
de EROs esteja também envolvida na disfuncdo endotelial em camundongos com
sobrecarga de ferro. Em humanos, por sua vez, foi identificado estresse oxidativo em
combinacdo com prejuizo do relaxamento dependente do endotélio em condi¢des de
sobrecarga de ferro de origem primaria e secundaria (GAENZER et al., 2002;
KUKONGVIRIYAPAN et al.,, 2008). Em estudo incluindo jovens adultos com
talassemia, a disfuncdo endotelial foi associada a marcadores inflamatoérios e
apoptoéticos, assim como inicio precoce da aterosclerose dependente de transfusfes
(HAHALIS et al., 2008). Além disso, estudos prévios do nosso laboratério mostraram
gue na presenca da sobrecarga de ferro existe uma relacéo entre disfuncao endotelial,
estresse oxidativo e diminuicdo da producéo de NO, tanto em vasos de condutancia
(MARQUES et al., 2015), como de resisténcia (BERTOLI et al.,, 2018; RIBEIRO
JUNIOR et al., 2017). Ademais, um estudo recente mostrou a presenca de estresse
oxidativo, apoptose e marcadores inflamatérios em células endoteliais de humanos
com HH e em camundongos geneticamente modificados para desenvolvimento de HH
do tipo IV (VINCHI et al., 2019). Dessa maneira, seria compreensivel que o ferro, por
promover disfuncdo endotelial e aumentar a peroxidacao lipidica via estresse oxidativo

poderia promover a formacao de placa aterosclerotica.

1.4 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose € uma doenca inflamatéria de origem multifatorial,
caracterizada por gradual acumulo de lipidios, células inflamatorias e matriz
extracelular no espago subendotelial (BACK et al., 2019; ROSS, 1999; TABAS;
GARCIA-CARDENA; OWENS, 2015). Apesar do importante papel da
hipercolesterolemia, as causas da aterosclerose vao muito além (ROSS, 1999), tendo
uma importante influéncia da disfuncéo endotelial (GIMBRONE; GARCIA-CARDENA,
2016; TABAS; GARCIA-CARDENA; OWENS, 2015) e do estresse oxidativo em sua
progressdo (FORSTERMANN; XIA; LI, 2017). As lesdes ateroscleroticas ocorrem
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principalmente em artérias elasticas e musculares de tamanho grande ou médio e em
regides de arcos e bifurcacdes, onde o fluxo sanguineo é turbilhonar e favorece o
estresse de cisalhamento sobre a parede vascular, 0 que estd associada ao estresse
oxidativo e diminuic&do da producdo de 6xido nitrico (FORSTERMANN; XIA; LI, 2017;
ROSS, 1999).

A fisiopatologia da aterosclerose envolve muitas alteracées morfofuncionais no
organismo, e pode ser estimulada por diversos fatores, como tabagismo, dislipidemia,
hipertensdo e diabetes mellitus (FORSTERMANN; XIA; LI, 2017). Conforme
demonstrado na figura 4, a disfuncdo endotelial tem importante contribuicdo para o
desenvolvimento da placa de ateroma (GIMBRONE; GARCIA-CARDENA, 2016), pois
ao aumentar a permeabilidade da camada intima permite que lipoproteinas
plasmaticas se acumulem no espac¢o subendotelial, e quanto maior o nivel de
lipoproteinas plasmaticas, maior sera o seu acumulo (PAOLETTI, 2004). Ao ser
aprisionado, a LDL é oxidada por espécies reativas do oxigénio produzidas por
enzimas como a NAD(P)H oxidase, presentes no endotélio, musculo liso vascular e
macrofagos (FORSTERMANN; XIA; LI, 2017). A seguir, a LDL oxidada leva a
liberacdo de fosfolipidios que estimulam a expressdo de moléculas de adeséo
leucocitaria (molécula de adeséo celular vascular- VCAM-1, molécula de adesao
intercelular- ICAM-1 e E-selectina) na superficie endotelial que séo responsaveis pela
atracdo de monacitos e linfocitos para a parede arterial (HANSSON, 2005). Ao migrar
para o tecido, os mondcitos se diferenciam em macréfagos, que por sua vez captam
as LDL oxidadas, formando as células espumosas que séo 0s principais componentes
da leséo inicial (HANSSON, 2005). Varias moléculas endégenas e microbianas podem
ligar-se aos receptores do tipo Toll (TLR) presentes nos macréfagos, induzindo
ativacdo e levando a liberacdo de citocinas inflamatérias, quimiocinas, espécies
reativas do oxigénio e do nitrogénio, e outras moléculas inflamatérias, que
potencializam a inflamacdo e estimulam a proliferacdo e a migracdo de células
musculares lisas da camada média para intima (HANSSON, 2005). Por sua vez, as
células musculares lisas passam a produzir citocinas, fatores de crescimento e matriz
extracelular que fara parte da capa fibrética da placa de ateroma. Além disso, as
citocinas produzidas pelos macréfagos também estimulam enzimas proteoliticas e a
apoptose celular, o que pode tornar a placa mais instavel e susceptivel a ruptura e ao
processo de aterotrombose (HANSSON, 2005).



37

Processo ; Disfungdo :  Ativagdo i Inflamagdo i Protedlisee : Formagdo de i Angiogénese : Trombose
i endotelial i decélulas i i apoptose i capa fibroticae i
H ¢ endoteliais H ! Ndcleo lipidico  * P
! Vasodilatagio : H H i m H § Jionna
Alvo ! mediada pir ! Moléculas * Macréfagos : MMPse ! Capafibréticae ! avB3- ! plaquetas

! o ! deadesio } ! catepsinas ! Nucleolipidico ! Integrinas ! Fator tecidual

Fibrin

Fibrous cap (Y
\ Platelet VA =
4

Thrombus

Monocyte
recruitment
VCAM]I, ICAM1
and selectins

Endothelial cell

Estagio
aproximado da | ] 1 \Y) \Y Vi
lesdo (AHA)

Figura 4. Desenvolvimento de uma leséo aterosclerética. A progresséo de uma lesdo ateroscler6tica é
mostrada de forma simplificada, desenvolvendo-se a partir de um vaso sanguineo normal (a esquerda)
para um vaso com uma placa aterosclerdtica e trombo sobreposto (extrema direita). Alvos potenciais
para imagens moleculares em cada estagio também sé&o listados. AHA, American Heart Association;
ICAM1, molécula de adesdo intercelular 1; LDL, lipoproteina de baixa densidade; MMP,
metaloproteinase de matriz; VCAM1, molécula vascular de adesao celular 1. (Adaptada de SANZ;
FAYA, 2008).

Apesar dos avangos nos conhecimentos sobre aterosclerose, formas de
prevencao e tratamento, atualmente ainda esta associada ao desenvolvimento das
doencas cardiovasculares como as doengas isquémicas cardiacas e os acidentes
vasculares encefélicos, as principais causas de morte em todo o mundo (WHO, 2018).

Devido a relevancia clinica da aterosclerose muitos modelos experimentais em
animais tém sido utilizados para melhor compreensao do processo aterosclerético,
suas complicacdes e intervencbes terapéuticas, como € o caso do camundongo
homozigético nocaute para o gene da apolipoproteina E (apoE™), que foi o primeiro
camundongo geneticamente modificado para estudo da aterosclerose, desenvolvido
em 1992 (LEE et al., 2017; PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al., 1992). Para o
desenvolvimento do modelo o gene que codifica a apoE foi inativado em células

troncos embrionérias por meio de recombinacdo homologa (PIEDRAHITA et al., 1992;
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PLUMP et al., 1992). Como a apoE medeia a ligacdo de alta afinidade com os
receptores das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), é responsavel pela captacao
celular dessas particulas e em sua auséncia, as particulas lipidicas se acumulam no
plasma intensificando a hipercolesterolemia (KOLOVOU et al., 2008; MAHLEY, 1988;
MAHLEY:; JI, 1999). A acentuada hipercolesterolemia e aterosclerose espontanea
desenvolvida por estes animais € uma vantagem, pois assim € possivel evitar as
dietas altamente toxicas (LEE et al., 2017). Além disso, dependendo do género e
idade, também apresentam disfuncdo do endotélio vascular associada em diversos
territérios (MEYRELLES et al.,, 2011). Ademais, camundongos apoE” fémeas
desenvolvem disfuncdo endotelial e formacdo de placa de ateroma precoce em
comparacao aos machos (MEYRELLES et al., 2011), sendo um modelo interessante

para estudar as relacdes entre sobrecarga de ferro, dano endotelial e aterosclerose.

1.4.1 Ferro e aterosclerose

Para referéncia aos danos vasculares induzidos por sobrecarga de ferro,
incluindo seus efeitos ateroscleréticos, tem sido utilizado o termo “hipétese do ferro”.
Sua capacidade aterogénica tem sido defendida por muitos autores e questionada por
outros que até demonstram reducdo da aterosclerose nas condi¢des de carga de ferro
(VINCHI et al., 2014; XU, 2019). Em revisao bibliografica, Mufioz-Bravo et al. (2013)
descreveram que entre os 55 principais estudos epidemiologicos envolvendo a
“hipotese do ferro”, 27 apoiaram, 20 ndo encontraram evidéncias e 8 foram contra a
hipotese do ferro, evidenciando a disparidade dos achados (MUNOZ-BRAVO et al.,
2013).

Marcadores precoces da aterosclerose tem sido descritos em condicfes de
sobrecarga de ferro, por exemplo em camundongos submetidos ao ferro cronicamente
a resposta trombotica foi acelerada em artérias caroétidas (DAY et al., 2003), assim
como a espessura da intima e média da carétida em humanos talassémicos (ADLY et
al., 2015; HAHALIS et al., 2008). Estudos demonstram que a espessura da camada
intima e média da artéria cardtida € um marcador precoce da aterosclerose, e é
associada com a administracdo anual de ferro, com niveis seéricos de ferritina e
marcadores de dano oxidante na doenca renal de estado terminal (BISHU;
AGARWAL, 2006; DRUEKE et al., 2002; REIS et al., 2005).
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Em humanos, estudos mostram que o ferro estd presente em placas de
ateroma e € associado ao estresse oxidativo local, mesmo na auséncia de sobrecarga
de ferro (MICHEL et al.,, 2011; PANG et al., 1996; SMITH et al., 1992; SWAIN;
GUTTERIDGE, 1995). Além disso, os niveis de colesterol nas lesbes ateroscleroticas
também estdo correlacionados com os depoésitos de ferro (STADLER; LINDNER;
DAVIES, 2004). Interessantemente, a ferritina sérica foi associada a aterosclerose
carotidea em mulheres e homens de meia idade aparentemente saudaveis
(AHLUWALIA et al., 2010). J&4 em individuos com sobrecarga de ferro primaria ou
secundaria muitos estudos trazem fortes evidéncias entre ferro e aterogénese, apesar
de haver ideias contrarias (MUNOZ-BRAVO et al., 2013; VINCHI et al., 2014).

Similar aos estudos clinicos, em estudos experimentais também ndo hi um
consenso comum entre a sobrecarga de ferro e a aterosclerose. Por exemplo, em
camundongos de uma mesma linhagem (apoE”) foram encontrados resultados
diferentes na progressao da aterosclerose (sem alteracdo, diminuicdo ou aumento)
em animais submetidos ao ferro cronicamente por diferentes vias (KAUTZ et al., 2013;
KIRK; HEINECKE; LEBOEUF, 2001; XIE et al., 2008), sendo necessario novos

estudos para o esclarecimento e melhor compreensao desta tematica.

1.5 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Como ja mencionado, a sobrecarga de ferro € responsavel por significante
morbidade e mortalidade por complicacdes cardiovasculares (CHENG; LIAN, 2013;
PENNELL et al.,, 2013; SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012). Assim, € importante o
conhecimento de como o ferro poderia promover esses danos, especialmente as vias
e 0S mecanismos relacionados. Além disso, os estudos envolvendo ferro e o sistema
cardiovascular tém dado uma maior énfase para as cardiomiopatias (KREMASTINOS;
FARMAKIS, 2011; MURPHY; OUDIT, 2010) e apenas nas ultimas décadas uma maior
atencao tem sido dada ao estudo da vasculatura.

Estudos atuais do nosso laboratério mostram que a sobrecarga de ferro
provoca disfuncéo endotelial em diferentes tipos de artérias (BERTOLI et al., 2018;
MARQUES et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2017), o que poderia favorecer o
desenvolvimento de doencas vasculares inflamatérias. Além disso, apesar de muitas

pesquisas abordarem a “hipétese do ferro”, ainda nao esta claro se o ferro, de fato, é
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ou ndo maléfico para o sistema vascular, pois muitas pesquisas possuem resultados
favoraveis e contrarios a esta hipétese (MUNOZ-BRAVO et al., 2013; VINCHI et al.,
2014). Apesar do conhecimento atual envolvendo tanto os niveis de ferro circulantes
quanto seu depdsito no tecido vascular e a aterogénese, ainda ndo se sabe se a
sobrecarga de ferro secundaria, per se, pode potencializar a disfuncdo vascular e a
aterosclerose em individuos geneticamente susceptiveis ao desenvolvimento da
doencga. Além disso, as vias e mecanismos de como o ferro poderia influenciar no
processo aterogénico ainda ndo estao completamente esclarecidas, principalmente a
respeito da relacéo entre ferro, funcéo/disfuncéo vascular e aterosclerose.

Como existe uma interacdo dinamica entre a funcdo endotelial e a
aterosclerose, e ambas podem ser influenciadas pelo estresse oxidativo, propomos
que a disfungcdo endotelial poderia ser um mecanismo potencial pelo qual a
sobrecarga de ferro intensifica a aterosclerose em vez de gera-la, aumentando assim
o risco de eventos cardiovasculares. No presente estudo, testamos a hipotese de que
a sobrecarga crbnica de ferro intensifica o processo aterosclerético associado a
disfuncdo endotelial em camundongos nocautes para apoE.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da sobrecarga crénica de ferro sobre o processo

aterosclerotico e a fungédo vascular em aorta de camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Confirmar nosso fenétipo da sobrecarga de ferro em camundongos C57BL/6J
e apoE-, por meio do ferro sérico, deposicéo tecidual e estresse oxidativo.

e Avaliar os efeitos da sobrecarga cronica de ferro sobre a funcdo hepatica e
lipidemia em camundongos.

e Mensurar alteracdes ponderais e biométricas em camundongos submetidos a
sobrecarga crénica de ferro.

e Verificar os efeitos da sobrecarga cronica de ferro sobre o infiltrado celular e
desenvolvimento de placa aterosclerética em arco adrtico de camundongos.

e Analisar a morfologia endotelial em aortas de camundongos submetidos a
sobrecarga cronica de ferro.

e Avaliar os efeitos da sobrecarga cronica de ferro sobre a reatividade vascular
da aorta analisada in vitro, assim como testar os impactos sobre a modulagao
endotelial, estresse oxidativo e papel da COX;

e Quantificar a producéo in situ de NO em aorta de camundongos apoE~’ apds
sobrecarga de ferro;

e Quantificar metabdlitos da prostaciclina e do tromboxano Az na urina de
camundongos apoE”’ apds sobrecarga de ferro;

e Mensurar a atividade da SOD e catalase na aorta de camundongos apoE~- apds
sobrecarga de ferro;

e Avaliar o contetdo proteico da COX-2 em aorta de camundongos apoE" apds

sobrecarga de ferro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram conduzidos em fémeas adultas (5 meses de idade, 22-
25g) de camundongos nocautes para apolipoproteina E (apoE’) com fundo genético
C57BL/6J, e os respectivos selvagens (C57), produzidos pelo Laboratorio de
Fisiologia Translacional da UFES. Foi previamente demonstrado que camundongos
apoE’ fémeas desenvolvem, espontaneamente, hipercolesterolemia e aterosclerose
nessa idade, mesmo sem dieta rica em gordura (MEYRELLES et al., 2011). Durante
o tratamento os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (3 individuos por gaiola)
sob condicfes de temperatura, umidade e ventilacdo controladas, com livre acesso a
agua e racao padrdo para roedores (ndo hipercolesterolémica) e submetidos a um
ciclo de claro e escuro de 12/12 horas. As camas foram trocadas 3 vezes por semana,
assim como as caixas devidamente limpas. Toda a manipulacdo dos animais foi feita
com uso de mascara, luvas, gorros e jalecos, por se tratarem de animais
geneticamente modificados e mais suscetiveis a patdégenos.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o0s protocolos
aprovados pela CEUA-UFES (Prot. N° 86/2015), e com o0s principios éticos da
pesquisa com animais estabelecidos pela SBCAL e pela Diretriz Brasileira de Prética
para o Cuidado e Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (CONCEA,
2016).

3.1.1 Protocolo de sobrecarga crénica com ferro

Os animais de cada linhagem foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos: C57 controle (C57 Ct, n=22); C57 com sobrecarga crbénica de ferro (C57 Fe,
n=21); apoE~’ controle (apoE" Ct, n=26); e apoE~-com ferro cronico (apoE’ Fe, n=27).
O modelo de sobrecarga de ferro foi realizado conforme descrito anteriormente (GAO
et al., 2010; LIN et al., 2013): inje¢cOes intraperitoneais diarias de ferro-dextrano 10%
P/V (Ferrodex®, Fabiani Ltda, Sdo Paulo, Brasil) na dose de 10 mg/camundongo, 5

dias/semana durante 4 semanas, enquanto grupo controle recebeu solucdo salina
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isotdnica por igual periodo e mesmo regime de execuc¢ado do grupo Fe. As analises
foram feitas durante e apos 4 semanas de exposicao cronica ao metal. Apés o término
da sobrecarga cronica de ferro, os animais foram anestesiados com cetamina (80
mg/kg i.p.) e xilazina (10 mg/kg i.p.). Apos a confirmacgdo da anestesia geral por meio
de arreflexia, os camundongos foram eutanasiados por exsanguinacao, e 0rgaos e

amostras de sangue e a aorta foram retirados para as analises descritas a sequir.

3.1.2 Avaliacdo ponderal e biométrica

No inicio e ao final do tratamento os camundongos foram pesados para verificar
se a sobrecarga de ferro influéncia no ganho de peso corporal. Para avaliar possiveis
alteracdes sobre o crescimento 0sseo, apds eutanasia a tibia foi dissecada e seu
comprimento medido com paquimetro. Além disso, foram removidos cirurgicamente e
pesados em balanca de preciséo o figado e as gorduras: peritoneal, retroperitoneal,
retroabdominal, mesentérica e perirrenal. Os pesos dos 6rgaos foram representados
tanto em valores absolutos (mg), como também normalizados pelo peso do proprio

animal (mg/g).

3.1.3 Mensuracdao do colesterol e ferro sérico

Amostras de sangue foram coletadas e aliquotas de soro foram separadas por
centrifugacéo a 1400 G e armazenadas a —80 °C até o dia da andlise. A concentragao
sérica de ferro foi mensurada em duplicata pelo método colorimétrico de Goodwin
modificado com o uso de kit colorimétrico comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil).
O ferro foi liberado da transferrina em meio &cido (acido succinico) e reduzido ao seu
estado ferroso pela acdo da hidroxilamina. Posteriormente, ele reagiu com ferrozina
levando a formacao de um complexo violaceo medido a 540 nm e expresso em pg/dL.

Ja o colesterol foi determinado pelo método colorimétrico enzimatico (COD-
PAP). Os ésteres de colesterol sdo biotransformados em cromdgeno cereja pela
adicao da lipoproteina lipase, colesterol oxidase e peroxidase, e a intensidade da cor
cereja formada é diretamente proporcional a concentracdo de colesterol na amostra,

mensurado a 540nm e expresso em mg/dL.
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3.1.4 Atividade sérica das transaminases hepéaticas

As atividades da transaminase oxalacética (TGO) e transaminase piravica
(TGP) séricas foram avaliadas pelo método de Reitmmamm e Frankel, com o uso de
Kit colorimétrico comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil).

A TGO catalisa a transferéncia do grupo Amino de um Alfa-Aminoacido para
um Alfa-Cetoacido:

L - Aspartato —p L - Glutamato
+ Alfa-Cetoglutarato + Oxalacetato

O Oxalacetato reage com a Dinitrofenilhidrazina. A intensidade de coloragao da
Hidrazona formada, em meio alcalino, é diretamente proporcional a quantidade de
Oxalacetato, em determinado tempo, que por sua vez é funcdo da atividade
enzimatica da TGO.

J4 a TGP catalisa a transferéncia do agrupamento Amino de um Alfa-
Aminoécido (L-Alanina + Alfa-cetoglutamato) para um Alfa-Cetoacido (L-Glutamato+
Piruvato).

L - Alanina — L - Glutamato
+ Alfa-Cetoglutamato + Piruvato

O Piruvato reage com a dinitrofenilhidrazina. A intensidade de coloracédo da
hidrazona formada, em meio alcalino, é diretamente proporcional a quantidade de
piruvato, em determinado tempo, que, por sua vez, € em funcado da atividade

enzimatica da TGP.

3.1.5 Avaliacdo do estresse oxidativo sistémico

O malondialdeido (MDA) foi mensurado no soro utilizando um método
colorimétrico previamente descrito (RIBEIRO et al., 2013) para estimar as substancias
reativas ao &cido tiobarbitdrico, que sdo produtos da peroxidacdo lipidica que
aumentam em consequéncia do estresse oxidativo. Os radicais livres reagem com o0s
acidos graxos poli-insaturados da membrana celular e lipoproteinas, transformando-
0s em acidos graxos peroxidados os quais sofrem reducdo de sua cadeia lateral

liberando MDA, de maneira que sua concentracao sérica € proporcional a quantidade
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de acidos graxos poli-insaturados oxidados e, portanto, um indicador de peroxidacao
lipidica. O plasma previamente coletado foi misturado ao acido tricloroacético (20%)
em 0,6 M HCI (1:1 vol/vol) e mantidos em gelo por 20 minutos para precipitar seus
componentes e evitar possiveis interferéncias. As amostras foram novamente
centrifugadas por 15 minutos a 1500 G antes de adicionar o &cido tiobarbitarico (120
mM em Tris 260 mM, pH 7) ao sobrenadante numa proporcéo de 1:5 (v/v). Apods, a
mistura foi aquecida a 97°C por 30 minutos. A medida foi realizada através da
absorbancia usando a comprimento de onda de 540 nm.

Além disso, o protocolo de ensaio de produtos proteicos de oxidacao
avancada (AOPP) foi utilizado para avaliar a oxidacdo de proteinas no soro, sendo
outro marcador de estresse oxidativo sistémico (ZOVICO et al., 2016). Em placa de
Elisa foram pipetados: 160 uL de PBS seguidos de 10 pL de iodeto de potassio (Kl) e
40 pL da amostra do soro. Apds o termino da primeira etapa do protocolo foram
adicionados 20 pL de acido acético glacial (ultrapuro) e em seguida a placa foi
submetida a agitagcéo por 6 minutos. Imediatamente ao processo de agitacao a leitura
da placa foi realizado com o comprimento de onda de 340 nm. A curva padrao para
guantificar os niveis de AOPP foi feita com o uso de cloramina-T (0 a 100 uM). Todas
as amostras foram feitas em duplicata e o resultado final foi expresso em pumol de

cloramina-T.

3.1.6 Andlise da placa aterosclerética e depdsito de ferro no arco aortico

Imediatamente apds a eutanasia, os arcos aodrticos foram cuidadosamente
isolados e dissecados, e foram imersos e fixados em formalina (solugéo de formol a
4%, tamponada) ou Karnovsky (1% paraformaldeido + 3% glutaraldeido em tampé&o
cacodilato 0,07M, pH 7,4), por, no minimo, 24h. Apds a fixacdo, os arcos foram
imersos em tampéao Krebs-HEPES (em mM: 130 NacCl, 5,6 KCI, 2 CaClz, 0,24 MgClz,
8,3 HEPES e 11 glicose, pH 7,4) com 30% de sacarose por uma hora, em seguida,
incorporado no meio de inclusao para criostato (Killik ®, Easy Path). As secc¢bes do
arco aortico foram cortadas em criostato a 10 ym de espessura e transferidas para
laminas gelatinizadas, e foram congeladas -20°C até o momento do protocolo.

No dia do protocolo, as laminas foram mantidas em estufa a 37°C por uma hora

para retirada do meio de inclusdo e fixadas na lamina com acetona gelada. Os
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depdsitos de ferro no tecido foram visualizados em seccfes do arco aortico coradas
com azul da Prussia (método de Mallory) e a placa aterosclerética foi marcada com
coloragdo com Oil-Red-O. Para contagem de células nas placas, o azul de toluidina
foi usado para corar os nucleos. Cortes histologicos foram examinados com
microscopio optico Leica DM 2500 acoplado a uma camera para aquisicao de imagens
Leica DFC 310 FX.

3.1.7 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada por métodos previamente
descritos (FRIQUES et al., 2015). Apos fixagdo da aorta em Karnovsky (1%
paraformaldeido + 3% glutareldeido em tampé&o cacodilato 0,07M, pH 7,4) por 24h, e
pos-fixados em solucéo de tetroxido de 6smio a 1%, ferrocianeto de potassio a 1,25%
e tampdao cacodilato a 0,2 mol/L (solugéo B) por 1 h, as amostras foram lavadas em
tampdo cacodilato (0,1 mol/L) e &gua ultrapura. A seguir, 0s segmentos da aorta
toracica foram seccionados através de cortes longitudinais, desidratados em graus
ascendentes de etanol e submetidas ao ponto critico com CO:2 liquido. As amostras
foram montadas em pulverizadores catddicos revestidos com 10 nm de ouro puro e
examinados usando um microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV, Jeol
Inc., EUA). Para cada espécime, quatro fotomicrografias foram tomadas

aleatoriamente em aumento de 2000x.

3.1.8 Protocolo para estudos da reatividade vascular em aortas

Para estudar a reatividade vascular em segmentos de artéria aorta, foi utilizado
0 método previamente descrito (MULVANY; HALPERN, 1977). ApOs eutanasia do
animal, a aorta toracica foi cuidadosamente dissecada e limpa de tecido conectivo.
Conforme mostrado em esquema na figura 5, para as experiéncias de reatividade, a
aorta toracica foi dividida em segmentos de 2 mm de comprimento com o auxilio de
um microscopio para disseccdo. Dois fios de tungsténio (40 um de diametro) foram
inseridos no limen das artérias e montados em um midgrafo para estudos de tenséo
isométrica (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, Aarhus,
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Dinamarca). Um dos fios foi acoplado a um transdutor de tensdo e o outro a um
micrémetro que permite o estiramento das artérias. Esse miografo, por sua vez, foi
conectado a um sistema para aquisicao (Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, Castle
Hill, Australia) de dados e este a um computador.

Posteriormente, as artérias foram estabilizadas por um periodo de 30 minutos
em solucdo de Krebs-Henseleit, gaseificada com mistura carbogénica (95% de O:z e
5% de COz2, pH 7,4) e mantida a temperatura de 37° C. Transcorrida a estabilizacao,
as artérias foram estiradas a uma tensao de repouso considerada 6tima em relacéo
ao seu diametro interno. Para isso, em cada segmento arterial a relagéao
tensao/diametro interno foi calculada e a circunferéncia interna correspondente a uma
pressao transmural de 100 mmHg para um vaso relaxado in situ (L1oo) foi determinada
(MULVANY; HALPERN, 1977). Para a realizacédo dos experimentos, as artérias foram
mantidas com uma circunferéncia interna Li, calculado como Li = 0,90 x Luoo,
circunferéncia na qual o desenvolvimento de for¢ca € maximo (MULVANY; HALPERN,
1977).
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Figura 5: Esquema representativo da preparacdo experimental dos anéis de artéria aorta para a
realizacdo de estudos de reatividade vascular in vitro. (Adaptado de NUNES et al., 2018).
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3.1.8.1 Avaliacdo da integridade do musculo liso vascular

Apés o periodo de estabilizacdo em sua tensdo de estiramento ideal, foi
administrado ao banho solugdo de Krebs contendo KCl 120 mM para verificar a
atividade contratil do musculo liso vascular induzida por despolarizacdo. Ao atingir o
platd nos registros de tensdo maxima, num periodo de 30 minutos, a solugdo com alta
concentracdo de KCI foi trocada por solucdo de Krebs-Henseleit por trés vezes e
mantidas em periodo de estabilizagcdo para continuidade das avalia¢des (figura 6).

Avaliacdo da integridade do
I musculo liso vascular

v

= KCl 120 mM
E

+ 20 -

Minutos 400 [ s:00 0000 Li000  L00 13000

Figura 6: Registro com curva do teste da viabilidade do musculo liso vascular com KCI (cloreto de
potassio).

3.1.8.2 Avaliacdo do relaxamento dependente e independente do endotélio

Com intuito de verificar se sobrecarga crénica de ferro altera a funcao
endotelial, esta foi avaliada por meio do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina
suficiente para atingir 50% da contracdo produzida pela solucédo de Krebs-Henseleit
com KCI 120 mM, e entédo, o relaxamento foi obtido por exposicdo a uma curva
concentracdo-resposta a ACh (101° a 3x10%M) (figura 7). JA o relaxamento
independente do endotélio, foi avaliado por exposicdo a uma curva concentracao-
resposta ao nitroprussiato de sédio (101° a 3x104), apds atingir o platd da curva

concentracgéo resposta a fenilefrina (figura 7).

3.1.8.3 Avaliacdo da resposta vasoconstritora a fenilefrina

ApoOs a avaliagéo da integridade do musculo liso e do endotélio, concentragdes
crescentes de fenilefrina (101° a 3x10* M) foram aplicadas ao banho, a fim de verificar
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se a sobrecarga crbnica de ferro afeta a responsividade vascular constritora ao
agonista ai adrenérgico. Com a finalidade de estudar as vias e mecanismos
envolvidos, diferentes farmacos foram incubados 30 minutos antes da realizacdo das
curvas concentracao resposta a fenilefrina (figura 7).

Para avaliar a participacdo do oOxido nitrico (NO) na resposta contratil a
fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor ndo seletivo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), o N G -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 puM). Ja
em relagcdo a participacdo dos prostanoides derivados da via do &cido araquidénico-
ciclooxigenase na resposta contratil a fenilefrina, os anéis foram incubados com
indometacina (10 uM), inibidor ndo especifico da ciclooxigenase. Além disso, para
avaliar a participacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) na resposta
vasoconstritora foi utilizado tiron (1mM), varredor ndo seletivo de EROs.
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Figura 7: Esquema representativo dos protocolos das curvas concentra¢do-resposta a acetilcolina
(ACh), fenilefrina (PE) e nitroprussiato de sédio (NPS) (adaptado de BATISTA, 2014 e NUNES, 2018).

3.1.9 Avaliacéo in situ da producao de 6xido nitrico vascular

A producdo de NO foi determinada usando a 4,5-diaminufluoresceina (DAF-
2), de acordo com método comumente descrito (MARQUES et al.,, 2015). Apos
isolamento e disseccao, as aortas foram imersas em solugdo tampéo de Krebs-
HEPES (em mM: 130 NacCl, 5,6 KCI, 2 CaClz, 0,24 MgClz, 8,3 HEPES, e 11 glicose,

pH 7.4) com 30% de sacarose durante uma hora. A seguir, foram embebidas em meio
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de incluséo para cortes com criostato (Killik ®, Easy Path) e mantidas em -80°C até
o momento de realizacdo dos cortes.

As seccOes de aorta foram cortadas em criostato a 10 um de espessura e
transferidas para laminas gelatinizadas, congeladas até o momento do protocolo com
DAF-2. As laminas foram mantidas em estufa a 37°C por uma hora para retirar o meio
de inclusdo. A seguir as seccbes de aorta foram incubadas a 37°C em idénticas
condicdes ao protocolo de reatividade vascular durante 30 min com tampao fosfato
(0,1 M) contendo CacClz (0,45 mM) e fenilefrina (10* M) na auséncia e na presenca do
L-NAME (100 uM) para avaliar com maior especificidade a fluorescéncia dependente
da sintese de NO. As laminas foram secadas e incubadas durante 30 min a 37°C em
camara umida protegida da luz com 8 uM de DAF diluido em solug&o tampao fosfato
contendo CaClz contendo fenilefrina (104 M). Imagens digitais foram coletadas no
microscopio de fluorescéncia Leica DM 2500 e camera Leica DFC 310 X, usando a
mesma configuracdo de imagem para os diferentes grupos. Para quantificacdo, 5
segmentos da aorta por animal foram utilizados para obter a média amostral. A
densidade de fluorescéncia média foi calculada usando o software Image J.

3.1.10 Atividade de enzimas antioxidantes na aorta

Proteinas de aortas homogeneizadas foram usadas para medir a atividade de
enzimas antioxidantes. A atividade enzimatica da catalase foi avaliada pelo
decaimento da absorbancia apos a adicdo de H202, que ocorre por meio da enzima
catalase. Durante o protocolo, 50 yL de amostra e 5 yL de triton a 10% foram
pipetados em microtubo, agitados em vértex e mantidos por 15 minutos em gelo para
liberar a catalase. 240 uL de tampao fosfato pH 7,0 (10 mM) foram entdo adicionados
a cada poco da placa de Elisa e o espectro foi zerado. Em seguida, em duplicata, 10
ML de amostra e 240 uL de meio foram pipetados com H202 (temperatura ambiente)
e aguardados dois minutos para leitura a 240 nm por 30 minutos, com leitura a cada
30 segundos.

J& a atividade da superoxido dismutase (SOD), foi avaliada com um método
gue é baseado na inibicdo da auto-oxidacéo da adrenalina pela SOD. A adrenalina,
quando adicionada ao meio basico, reage com o anion superoxido e forma o

adrenocromo, que exibe absorcdo maxima a 480 nm. Assim, quanto menor a
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absorbancia do adrenocromo, maior a capacidade da SOD de desmutar o anion
superoéxido e inibir a reacao de auto-oxidacao, refletindo sua atividade por um método
indireto. Para este fim, 190 pL de tampao de glicina e 10 pL de amostra foi adicionado
e 0 espectro foi zerado. Depois, 5 pL de adrenalina foram pipetados em cada poco,

imediatamente lidos a 480 nm por 10 minutos, a cada 40 segundos.

3.1.11 Expresséo proteica da COX-2 na aorta

A técnica de Western Blotting foi utilizada para determinar a influéncia da
sobrecarga de ferro sobre o contetdo proteico da COX-2 em aortas de animais apoE-
l-. Para extracdo das proteinas, os segmentos adrticos foram homogeneizados por
trituracdo em banho de gelo com solucao contendo: Tris-HCI (10 mM, pH 7,4); NaVOs
(1 mM); SDS, 1%; DTT (0,5 mM); EDTA (5 mM , pH 8); PMSF (1 mM); NaF (10 mM)
e Inibidor de protease. Depois de homogeneizadas as amostras foram centrifugadas
(Eppendorf-NeitheirHinz, Gmbh22331, Alemanha) a 4°C com 3825 G, durante 10
minutos. O sobrenadante foi recolhido e o precipitado descartado. Em seguida, foi
feita a quantificacdo das proteinas pelo método Lowry (PETERSON, 1977).
Posteriormente, foi calculado o volume necesséario para uma carga de 80 pg de
proteina, sendo este volume de amostra misturado, em partes iguais, com tampao de
homogeneizacdo. A seguir, as proteinas foram separadas por SDS-PAGE a 10% e
subsequentemente transferidas para membranas de nitrocelulose que foram expostas
ao anticorpo monoclonal primario anti-COX-2 (1: 1000, Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, EUA). Depois de lavadas, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-
imunoglobulina de camundongo conjugado a peroxidase de rabano (1: 5000; Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Depois de lavados cuidadosamente, os imunocomplexos
foram detectados usando um sistema de quimioluminescéncia de peroxidase/luminol
melhorado (ECL Plus; GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) e a
imunodeteccéo foi realizada usando o sistema ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, EUA). Os sinais no “immunoblot” foram quantificados usando o
programa de computador ImageJ. A mesma membrana foi utilizada para determinar a
expressao de a-actina (1: 20.000, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os dados da
expressao proteica S&o expressos como a razao entre 0s sinais na imunotransferéncia

correspondente a proteina e a-actina estudadas.
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3.1.12 Medicdo de metabdlitos do tromboxano Az e da prostaciclina na urina

O nivel de 11-deydro tromboxano B2 (TXB2) e dos metabdlitos da prostaciclina
(PGIM) na urina coletada por 24 horas, por meio da gaiola metabdlica, foram
qguantificados usando um kit competitivo de imunoensaio enzimatico para estimar a
producédo sisttmica de TXAz e PGIz, respectivamente. Todas as medidas dos
metabolitos dos prostanodides urinarios foram normalizadas pelo conteddo de
creatinina na mesma amostra. Os kits TXB2 (N° 519510) e PGIM (N° 501100) foram
adquiridos da Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, EUA) e creatinina obtida da Bioclin
(Belo Horizonte, MG, Brasil).

3.2 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

As respostas vasoconstritoras induzidas pela fenilefrina foram expressas como
forca normalizada pelo dobro do tamanho do anel (mN/mm). As respostas
vasodilatadoras sdo expressas como uma porcentagem da contracdo prévia. Para
cada curva concentracao-resposta, o efeito maximo (Rmax) e a concentracdo de
agonista que produziu metade da Rmax (EC50) foram calculados usando analise de
regressdo ndo linear com uma construgdo sigmoide de inclinacdo variavel. A
sensibilidade dos agonistas foi expressa como pD2 (-log EC50). Para comparar os
efeitos da incubacé&o de farmacos nas respostas contrateis a fenilefrina, os resultados
foram expressos como diferenga entre as areas sob as curvas concentracéo-resposta
(dASC) com e sem incubacao. Para a expressdo da proteina COX-2, os dados séo
expressos como a razdo da expressao da a-actina. Todos os dados foram
previamente submetidos ao teste para avaliacdo da distribuicdo normal Shapiro-Wilk.
Os resultados sdo expressos como médias + EPM do numero de camundongos
indicados; para dados com distribuicdo normal as diferencas foram analisadas usando
o teste t de Student ou ANOVA duas vias seguido pelo pés-teste de Fisher para
comparacdes multiplas. J& para dados com distribuicdo ndo normal (ndo-gaussiana)
foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Para todas as inferéncias,
considerou-se significancia quando p<0,05. A andlise estatistica e a construcédo do
grafico foram realizadas usando o GraphPad Prism versdo 6.0 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).



3.3 FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS

vV VV V V VYV V V V VYV V V VYV V V VYV V V V VYV V V VY V V VY VY V V VY V V

4,5-Diaminufluoresceina (Sigma)

Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

Acido aminoacético (Glicina) (Sigma)

Acido cloridrico (Sigma)

Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck)
Albumina bovina (Sigma)

Anticorpo anti-COX2 (Cayman)

Anticorpo anti-a-actina (Sigma)

Anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (Sigma)
Azul de toluidina (Dinamica)

Bicarbonato de sédio (Vetec)

Cloreto de Ca?* dihidratado (Merck)

Cloreto de potassio (Merck)

Cloreto de sédio (Merck)

Dihidroetidio (Sigma)

Dodecilsulfato de sédio (SDS) (Sigma)

Eosina (Dinamica)

Epinefrina (SIGMA)

Ferrocianeto de potassio (Neon)

Fosfato de potassio monobasico (Merck)
Glicose (Merck)

Heparina sédica (Cristélia)

HEPES (SIGMA)

Hidréxido de sédio (Sigma)

Indometacina (Purifarma)

Leite desnatado (Nestle)

L-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

L-NAME (Sigma)

Metanol (Sigma)

N,N, N’,N’- Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)
N,N’- Metilenbisacrilamida 40% Solucéo 37, 5:1 (Acrilamida) (Sigma)

Nitroprussiato de sédio dihidratado (Fluka)
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N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)

Peréxido de hidrogénio (Sigma)

Persulfato de amonio (APS) (Sigma)

Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma)

Reagente para deteccdo de Western Blot (ECL Prime) (Amersham)
Sulfato de magnésio heptahidratado (Merk)

Tiron (Sigma)

Tris HCI (Sigma)

YV V.V V V V V V

Todas as solugbes foram preparadas com agua deionizada, exceto
indometacina preparada em solugdo TRIS/bicarbonato de sédio, e mantidas no
congelador a -20°C (farmacos), a 4°C na geladeira (solugbes de Krebs) e
temperatura ambiente (anestésico e corantes para histologia). Os kits utilizados
para ensaios colorimétricos estdo indicados na descricdo dos respectivos

métodos.
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4RESULTADOS

4.1 EFEITOS DA SOBRECARGA CRONICA DE FERRO SOBRE OS PARAMETROS
PONDERAIS, BIOMETRICOS E SERICOS

Ao final do tratamento, todos os animais injetados com ferro apresentaram um
fendtipo caracteristico de modelos experimentais de sobrecarga crénica, como
hiperpigmentacéo da pele e 6rgaos internos, aumento do peso do figado e elevacao
do ferro sérico e biomarcadores de lesdo hepatica (TGO e TGP), sem diferenca
significativa entre as linhagens (tabela 1 e figura 8). O peso corporal aumentou
significativamente na sobrecarga de ferro, sem alterar o crescimento 0sseo (tabela 1).
Além disso, o ferro foi capaz de reduzir o peso do tecido adiposo branco de diversas

gorduras corporais (tabela 1).

Tabela 1. Parametros ponderais e biométricos de camundongos injetados com ferro

C57 apoE™"
Controle Ferro Controle Ferro
Peso final (@) 24,7+ 0,3 (22) 25,4+ 0,3 (21)* 23,9+ 0,3 (16) 24,9+ 0,3 (26)*
Tibia (mm) 17,0+0,1 (9) 17,2+ 0,1 (8) 17,1+ 0,2 (15) 17,3+ 0,1 (8)
Figado (mg) 1.360+27 (18)  3.645+113 (17)*  1.232+46 (7)  3.437+156 (19)*
Figado (mg/qg) 55,5+1,1 (18) 145,3+2,5 (17)* 50,1+1 (7) 136,9+5,1 (19)*
Gorduras:
Peritoneal (mg) 212447 (7) 113416 (9)* 238447 (9) 12048 (19)*
Peritoneal (mg/g) 8,6+1,8 (7) 5,2+0,3 (9)* 9,5+1,8 (9) 4,5+0,4 (19)*
Retroperitoneal (mg) 6518 (7) 29+4 (8)* 88+15 (9) 21+2 (18)*
Retroperitoneal (mg/g) 2,6x0,3 (7) 1,1+0,1 (8)* 3,6+0,6 (9) 1,0+0,2 (18)*
Retroabdominal (mg) 139+30 (8) 122+18 (9) 221+33 (8) 11748 (17)*
Retroabdominal (mg/g) 5,8+0,7 (8) 4,8+0,5 (9) 8,9+1,2 (8) 4,98+0,4 (17)*
Mesentérica (mg) 247421 (8) 15249 (8)* 217427 (9) 130+11 (19)*
Mesentérica (mg/g) 10,1+0,8 (8) 6,1+0,4 (8)* 8,8+0,9 (9) 5,2+0,5 (19)*
Perirrenal (mg/qg) 768 (6) 4813 (7)* 6419 (9) 39+3 (16)*
Perirrenal (mg/qg) 3,1+0,3 (6) 1,9+0,1 (7)* 2,620,3 (9) 1,6+0,1 (16)*

Valores sdo expressos em médias + EPM. "P<0.05 ferro vs. controle da mesma linhagem, pelo uso da
ANOVA duas vias seguido do pos-teste de Fisher. O nimero de animais é indicado entre parénteses.
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Como mostrado na figura 8 B, os camundongos apoE” Ct apresentaram
colesterol total elevado em comparacdo aos C57 Ct. Ademais, a sobrecarga cronica
de ferro potencializou a hipercolesterolemia dos animais apoE” Fe comparado aos
apoE’ Ct (figura 8 B). Esse comprometimento no perfil lipémico da linhagem apoE"
foi associado ao estresse oxidativo sistémico: tanto os niveis séricos de MDA quanto
de AOPP, indicativos de peroxidacao lipidica e oxidacdo proteica respectivamente,
foram aumentados pelo tratamento com ferro em ambas as linhagens, mas em maior

magnitude no grupo apoE” Fe (figura 8 E e F).
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Figura 8. Parametros séricos de camundongos injetados com ferro. TGO: transaminase glutamico
oxalacética; TGP: transaminase glutamica-pirvica; MDA: malondialdeido; AOPP: produtos proteicos
de oxidacdo avancada; C57: camundongos selvagens. Os valores sdo expressos como média + EPM.
*P<0,05 Fe vs. Ct dentro da mesma linhagem e #*P<0,05 apoE~ vs. C57 dentro da mesma condi¢céo
experimental, usando ANOVA duas vias e poOs-teste de Fisher. O ndmero de animais utilizados é
indicado entre parénteses.
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4.2 EFEITOS DA SOBRECARGA CRONICA DE FERRO SOBRE O PROCESSO
ATEROSCLEROTICO

ApOs os protocolos de sobrecarga de ferro, foi verificado por meio da coloragéo
com “Oil-Red-O” a auséncia ou presenca de placa aterosclerdtica no arco aodrtico,
assim como o seu percentual de ocupacédo da &rea do limen. Conforme esperado, 0s
grupos das linhagens C57 ndo apresentaram placa aterosclerética. Da mesma forma,
ndo houve aterosclerose em aortas do grupo C57 Fe. No entanto, o grupo apoE”’- Ct
apresentou placas ateroscleréticas de tamanho pequeno a moderado, e a sobrecarga
de ferro aumentou significativamente o tamanho das placas em camundongos apoE™-
(figura 9 A-B).
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Figura 9. Aumento da placa aterosclerotica e depositos de ferro no arco adrtico de camundongos apoE-
I- apés sobrecarga de ferro. Em A, secgbes do arco aodrtico representando deposicdo de lipidios
(coloracdo amarronzada) demonstrada pela coloracdo Oil-Red-O. Em B, grafico de barras
demonstrando andlise quantitativa da extensao da placa, como porcentagem da luz do vaso. Depdsitos
de ferro (em azul) sdo visualizados por coloracdo azul da Prissia (C). Em D, grafico de barras
demonstrando analise quantitativa dos depdésitos de ferro, como porcentagem da area. Secc¢bes do
arco aodrtico representativas dos grupos controle (Ct) e ferro (Fe), nas linhagens selvagem (C57) e
apoE". Aumento original x100. Os dados s&o expressos como média + EPM. *P<0,05 Fe vs. Ct dentro
da mesma linhagem e #P <0,05 apoE” vs. C57 dentro da mesma condicdo experimental, usando o
teste t ndo pareado de Student. Namero amostral de 4-6 por grupo.
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A sobrecarga de ferro cursou com deposicao de ferro na parede da aorta de
ambas as linhagens, porém em maior intensidade nos camundongos ateroscleréticos
(figura 9 C e D). Além disso, na placa de ateroma do grupo apoE” Fe foram
encontrados significantes depdsitos de ferro (figura 9 C e D), associados ao aumento

do infiltrado celular (figura 10).
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Figura 10. Efeitos da sobrecarga cronica de ferro no infiltrado celular dentro da placa aterosclerética
de camundongos apoE”. Em A, secc¢des do arco aodrtico representando a coloragdo com azul de
toluidina nas placas. Em B, grafico de barras demonstrando analise quantitativa de células dentro das
placas. As sec¢bes do arco adrtico sao representativas dos grupos controle (Ct) e ferro (Fe), nas
linhagens selvagem (C57) e apoE~-. Aumento original x 200. Os dados sdo expressos como média +
EPM. *P<0,05 apoE" Fe vs. apoE" Ct pelo teste t ndo pareado de Student. Nimero amostral de 3 por

grupo.

4.3 EFEITOS DA SOBRECARGA CRONICA DE FERRO SOBRE A MORFOLOGIA
DA SUPERFICIE ENDOTELIAL EM AORTA

Usamos microscopia eletrénica de varredura para avaliar a superficie das
células endoteliais. Como mostrado na figura 11, as eletromicrografias das aortas
toracicas de camundongos C57 Ct mostraram um endotélio regular e confluente. No
entanto, no grupo C57 Fe foi possivel identificar o inicio da lesé@o estrutural na camada
luminal superficial (ruptura da superficie endotelial com aparecimento de vacuolos
superficiais ou bolhas). Além das mudancas observadas no grupo C57 Fe, no grupo
apoE’ Ct também houve dano notavel na regularidade e confluéncia endotelial. No

grupo apoE” Fe, além das alteracdes ja citadas, a presenca de varios leucdcitos
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aderidos a superficie endotelial caracterizou um dano mais severo induzido pelo ferro

nessa linhagem.

A C57 apoE™’-

‘“ﬂ...........

Figura 11. Efeitos da sobrecarga cronica de ferro na arquitetura da superficie endotelial. Microscopia
eletrbnica de varredura mostrando estrutura endotelial representativa de aortas dos grupos controle
(Ct) e sobrecarga de ferro (Fe), nas linhagens selvagem (C57) e apoE". Barra de escala de 10 um.
Seta longa: célula endotelial; seta curta: vacuolos ou “bolhas”; cabega de seta: dano na regularidade e
confluéncia endotelial; seta pontilhada: leucdcitos.

4.4 EFEITOS DA SOBRECARGA CRONICA DE FERRO SOBRE A REATIVIDADE
VASCULAR EM AORTA

Além da analise estrutural do endotélio, utilizamos protocolos de reatividade
vascular in vitro para avaliar o grau de alteracdo funcional induzido pela sobrecarga
de ferro em ambas as linhagens. Como observado na figura 12B, a resposta de
relaxamento independente do endotélio ao nitroprussiato de sodio (doador de 6xido
nitrico) foi semelhante entre os grupos. Além disso, embora os grupos C57 Fe e apoE-
I tenham apresentado alteragées morfoldgicas na superficie das células endoteliais,

o relaxamento dependente do endotélio pela acédo da acetilcolina foi significativamente
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prejudicado apenas no grupo apoE” Fe (figura 12 A e tabela suplementar 1). Esses
dados sugerem que apesar do ferro ndo alterar o relaxamento dependente do
endotélio em animais C57, o mesmo parece acelerar a disfuncdo endotelial na

linhagem apoE™".
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Figura 12. Efeitos da sobrecarga crbnica de ferro sobre o relaxamento vascular em aorta. Curvas
concentracdo-resposta a acetilcolina (A) e ao nitroprussiato de sodio (B) foram construidas em anéis
aérticos das linhagens selvagem (C57) e apoE"-, nos grupos controle (Ct) e com sobrecarga de ferro
(Fe). ACh: acetilcolina, NPS: nitroprussiato de sédio. Os dados sdo expressos como meédia + EPM.
*P<0,05 e **P<0,01 apoE"’ Fe vs. apoE" Ct, pela ANOVA duas vias seguida do pés-teste de Fisher. O
namero de animais é indicado entre parénteses.

Com a finalidade de verificar a capacidade contratil das artérias utilizadas, ap6s
procedimento de normalizacdo os anéis foram expostos a uma solucdo com alta
concentracdo de KCI (120 mM) para conduzir ao estimulo despolarizante. A
sobrecarga de ferro aumentou a resposta contrétil ao KCI (C57 Ct: 3,26+0,22 mN/mm,
n=9; C57 Fe: 3,70+0,14 mN/mm, n=8; apoE" Ct: 3,31+0,10 mN/mm, n=9; apoE" Fe:
4,07+0,18 mN/mm, n=9; P<0,05). No entanto, a sobrecarga de ferro aumentou
significativamente a resposta contratil a fenilefrina (agonista a: adrenérgico) apenas
na linhagem apoE” (figura 13 e tabela suplementar 2). Esses dados sugerem que o
ferro é capaz de alterar a modulacdo da resposta contratil a fenilefrina em animais
ateroscleroticos, que associada a disfuncéo do relaxamento a acetilcolina séo fortes

marcadores de lesdo endotelial.
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Figura 13. Efeitos da sobrecarga cronica de ferro na reatividade vascular a fenilefrina. Curva
concentracao-resposta a fenilefrina (PE) foram construidas em anéis adrticos das linhagens selvagem
(C57) (A) e apoE” (B), nos grupos controle (Ct) e com sobrecarga de ferro (Fe). Os dados séo
expressos como média + EPM. *P<0,05 apoE* Fe vs. apoE” Ct, pela ANOVA duas vias seguida do
pos-teste de Fisher. O nimero de animais € indicado entre parénteses.

4.4.1 Mecanismos envolvidos nas alteracdes de reatividade vascular a

fenilefrina em aortas apos sobrecarga de ferro

Os resultados apresentados anteriormente mostraram que sobrecarga cronica
de ferro foi capaz de prejudicar o relaxamento dependente do endotélio e de aumentar
a resposta contratil a fenilefrina em aorta dos animais ateroscleréticos submetidos a
sobrecarga de ferro. Assim, para verificar a influéncia dos fatores endoteliais na
resposta a fenilefrina, investigamos algumas vias de agentes vasoativos derivados do

endotélio.

4.4.1.1 Participagéo do 6xido nitrico na modulacéo da resposta contrétil a fenilefrina

Para avaliar se a sobrecarga de ferro alterou a participacdo do 6xido nitrico
(NO) na resposta contratil a fenilefrina, utilizou-se L-NAME (100 uM), um inibidor ndo
seletivo da NO sintase. O L-NAME foi capaz de provocar aumento na contracdo a
fenilefrina nas artérias de ambos os grupos (figura 14 A e B e tabela suplementar 2),

porém em menor magnitude no grupo apoE~ Fe (figura 14 C).
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Figura 14. Efeitos da sobrecarga crénica de ferro sobre a modulagé&o nitrérgica na reatividade vascular
a fenilefrina. Curva concentracéo-resposta a fenilefrina (PE) foram construidas em anéis adrticos das
linhagens selvagem (C57) e apoE”, nos grupos controle (Ct) e com sobrecarga de ferro (Fe). A
magnitude dos efeitos foi mensurada através das diferengas da area sob a curva (dASC), com e sem
pré-incubagdo com 100 uM de L-NAME (A e B). Os dados sdo expressos como média + EPM. *P<0,05
apoE" Fe vs. apoE" Ct, pela ANOVA duas vias seguida do pés-teste de Fisher. O nimero de animais
é indicado entre parénteses.

Como a modulacao reduzida do NO na reatividade vascular a fenilefrina foi
observada apenas no grupo apoE”’ Fe, a avaliacdo da producgdo in situ e/ou
biodisponibilidade do NO através de sonda fluorescente (NO sensivel) foi restrita aos
anéis aorticos dos grupos da linhagem apoE--. Corroborando os dados funcionais, a
fluorescéncia sensivel ao NO foi reduzida no grupo apoE” Fe, e o L-NAME foi capaz
de reduzir a fluorescéncia no apoE’- Ct, mas n&o na apoE” Fe, indicando diminuicéo

da producéo e/ou biodisponibilidade de NO (figura 15).
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Fluorescéncia ao DAF

Figura 15. Detecc¢éo in situ do NO em segmentos adrticos de camundongos ateroscleréticos. Em A,
fotomicrografias de fluorescéncia representam sec¢des adrticas na presenga da sonda fluorescente
sensivel ao NO 4,5-diaminuflureceim (DAF-2) de camundongos apoE" controle (Ct) e submetidos a
sobrecarga de ferro (Fe). A especificidade do método foi avaliada pela incubagéo das aortas com L-
NAME (LN, 100 uM). Em B, grafico de barras demonstrando a analise semiquantitativa. Os dados sao
expressos como média + EPM da densidade de fluorescéncia. *P<0,05 indica efeito significativo da
incubacdo do LN apenas no apoE” Ct, pela ANOVA duas vias seguida pelo pés-teste de Fisher. O
numero de animais foi de 4-6 por grupo.

4.4.1.2 Participagdo dos prostandides sintetizados pela COX na resposta contratil a
fenilefrina

Para investigar a influéncia da COX na vasoconstri¢cdo induzida pela fenilefrina
na sobrecarga cronica de ferro, aortas foram submetidas a incubacdo com a
indometacina (10 uM). A incubacéo com indometacina diminuiu a reatividade vascular
a fenilefrina nos 4 grupos (figura 16 A e B e tabela suplementar 2), porém em maior
magnitude no grupo apoE” Fe (figura 16 C).
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Figura 16. Papel da COX nos efeitos da sobrecarga de ferro cronica sobre a reatividade vascular da
aorta. Curvas concentracao-resposta a fenilefrina (PE) foram construidas com ou sem pré-incubacgéo
com indometacina 10 uM em aorta de camundongos dos grupos controle (Ct) e injetados com ferro
(Fe), nas linhagens C57 (A) e apoE-- (B). A magnitude dos efeitos foi mensurada através das diferencas
da &rea sob a curva (dASC), com e sem pré-incubacao (C). Os dados sdo expressos como média +
EPM. *P<0,05 apoE” Fe vs. apoE" Ct, pela ANOVA duas vias seguida do pés-teste de Fisher. O
namero de animais € indicado entre parénteses.

Como a indometacina atenuou a vasoconstricdo a fenilefrina em maior
magnitude apenas na linhagem apoE~ submetida a sobrecarga de ferro, a expresséo
da COX e seus metabdlitos foram mensuradas somente nesta linhagem. Como
mostrado na figura 17 A e B, a quantidade de metabdlitos da prostaciclina e do
tromboxano A2 aumentaram significativamente na urina de camundongos apoE” Fe.
Corroborando, um aumento da expresséao proteica da COX-2 foi encontrado em aortas

de apoE” Fe em comparagédo ao grupo apoE”- Ct (Figura 17 C).
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Figura 17. Efeitos da sobrecarga de ferro na expressédo da COX-2 e producéo de prostandides. Os
metabdlitos da prostaciclina (A) e do tromboxano Az (B) foram mensurados em amostras de urina,
enquanto a expressdo da COX-2 em aorta de camundongos apoE”’ controle (Ct) e submetidos a
sobrecarga de ferro (Fe). Os dados sdo expressos como média + EPM. *P<0,01 apoE Fe vs. apoE"
Ct, pelo teste t ndo pareado de Student e $ P<0,05 pelo teste nao paramétrico de Mann-Whitney. O
namero de animais é indicado entre parénteses.
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4.4.1.3 Participacéo do estresse oxidativo na resposta contratil a fenilefrina

Para avaliar o papel do estresse oxidativo na sobrecarga de ferro, anéis de
aorta foram incubados com tiron (1mM), “varredor” de EROs. Como mostrado na figura
18, a prévia incubacgéo com tiron reduziu a resposta contratil a fenilefrina somente no
grupo apoE” Fe, restaurando a reatividade vascular a valores similares ao grupo
controle de sua linhagem (apoE~ Ct).
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Figura 18. Papel do estresse oxidativo nos efeitos da sobrecarga de ferro crénica sobre a reatividade
vascular da aorta. Curvas concentracéo-resposta a fenilefrina (PE) foram construidas com ou sem pré-
incubag&o com tiron 1 mM em aorta de camundongos dos grupos controle (Ct) e injetados com ferro
(Fe), nas linhagens C57 (A) e apoE”-(B). A magnitude dos efeitos foi mensurada através das diferencas
da area sob a curva (dASC), com e sem pré-incubacéo (C). Os dados sdo expressos como média +
EPM. *P<0,05 apoE” Fe vs. apoE" Ct, pela ANOVA duas vias seguida do pés-teste de Fisher. O
numero de animais é indicado entre parénteses.

Como a sobrecarga de ferro foi capaz de aumentar os niveis séricos de MDA e
AOPP em maior magnitude na linhagem apoE” e devido ao fato do tiron (“varredor”
de EROs) ter atenuado a vasoconstricdo a fenilefrina apenas no grupo apoE~ Fe, os
ensaios de atividade das enzimas antioxidantes foram realizados apenas na linhagem
aterosclerética. Como demonstrado na figura 19, a atividade das enzimas catalase e

SOD diminuiram na aorta do grupo apoE” Fe em comparagdo com o apoE™ Ct.
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Figura 19. Efeitos da sobrecarga cronica de ferro sobre atividade antioxidante local. As atividades da
superoéxido dismutase (A) e catalase (B) foram medidas na aorta de camundongos apoE- controle (Ct)
e submetidos a sobrecarga de ferro (Fe). Os dados sdo expressos como média + EPM. **P<0,01 apoE-
- Fe vs. apoE™ Ct, pelo teste t ndo pareado de Student. O nimero de animais é indicado entre
parénteses.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foram investigados os efeitos da sobrecarga cronica de
ferro na funcgdo, estrutura endotelial e aterogénese nos camundongos apoE”’. A
sobrecarga de ferro foi capaz de intensificar a aterosclerose associada as alteracfes
endoteliais estruturais/funcionais em camundongos apoE”-. Os danos encontrados
foram acompanhados de estresse oxidativo, redugdo na atividade de enzimas
antioxidantes, diminuicdo da biodisponibilidade de NO e aumento na producdo da
prostandides derivados da COX.

Independentemente da linhagem, todos os animais do nosso estudo que foram
injetados com ferro-dextrano apresentaram elevacdo dos niveis séricos de ferro e
hiperpigmentacédo da pele e 6rgaos internos, caracteristicas fenotipicas da sobrecarga
de ferro semelhante a outros estudos que utilizaram o mesmo esquema de tratamento
(GAO et al.,, 2010; LEKAKIS et al., 1999; LIN et al., 2013; MOON et al., 2011),
confirmando assim nosso modelo experimental.

Apesar da diminuicdo do peso da gordura, ao fim da sobrecarga de ferro os
animais apresentaram maior peso corporal, sem alteracdo no crescimento 0sseo.
Provavelmente, isto se deve ao aumento do peso do figado, o que corrobora estudos
anteriores em modelos de roedores (LEGSSYER et al., 2003; LOU et al., 2009; OUDIT
et al., 2004). A respeito disso, sabe-se que o ferro, quando em situacdes de
sobrecarga, estimula a liberacdo de hepcidina pelos hepatocitos, horménio capaz de
internalizar e degradar a ferroportina (DUNN; RAHMANTO; RICHARDSON, 2007,
GANZ, 2013; GROTTO, 2010; KAUTZ et al., 2013), assim inibindo o efluxo de ferro e
contribuindo para o aumento da deposicdo hepatica de ferro, o que pode estar
contribuindo para o aumento do tamanho e peso deste 6rgéao.

E descrito que, dependendo do sexo e da idade, camundongos apoE " podem
desenvolver hipercolesterolemia e aterosclerose de forma espontanea (MEYRELLES
et al., 2011). De fato, em nosso estudo o grupo apoE" teve um aumento no colesterol
total (6,1 vezes). Interessantemente, a administracdo de ferro foi capaz de
potencializar a hipercolesterolemia em camundongos apoE” (1,7 vezes), mas sem
alteracdes significativas nos animais C57. Nesse sentido, ja € bem conhecido que a
sobrecarga de ferro pode estar associada a lesdo hepatica (BACON; BRITTON, 1990;
LOU et al., 2009) e, de fato, os marcadores séricos de dano hepético TGO e TGP,

assim como o peso do figado, aumentaram em ambas as linhagens em gue injetamos
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ferro-dextrano. Dessa maneira, poderiamos especular que a combinacao do estado
colesterolémico alterado devido a deficiéncia de apoE” com o dano hepético
decorrente da sobrecarga de ferro intensificaram a hipercolesterolemia nos
camundongos nocautes, e também podem estar relacionados com o aumento do peso
do figado, devido a possibilidade da presenca de outras complicacées como hepatite,
esteatose, fibrose ou até mesmo cirrose e insuficiéncia hepatica, problemas comuns
em individuos como sobrecarga de ferro (SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012) e que podem
influenciar no peso do 6rgao. Além disso, como os marcadores séricos do estresse
oxidativo MDA e AOPP também foram elevados pelo tratamento com ferro, e em maior
magnitude nos camundongos apoE”, sugere-se também uma possivel contribuicéo
do estresse oxidativo para a hipercolesterolemia exacerbada. Na verdade, a
capacidade da sobrecarga cronica de ferro também aumentar a biossintese do
colesterol tem sido descrita em outros estudos com roedores, e parece estar
relacionada a alteragcbes génicas no metabolismo lipidico e, como propomos, ao
estresse oxidativo hepatico (GRAHAM et al., 2010; SILVA et al., 2015). N&o obstante,
o dano hepatico provocado pela sobrecarga de ferro tem sido associado a importantes
alteracdes no metabolismo ndo s6 caracterizada por dislipidemia, mas também por
peroxidacao lipidica elevada, hiperglicemia e resisténcia insulinica, dando origem
assim a sindrome dismetabdlica da sobrecarga de ferro (BRITTON; SUBRAMANIAM;
CRAWFORD, 2016; DEUGNIER; BARDOU-JACQUET; LAINE, 2017; MELI et al.,
2013). Embora ndo tenhamos avaliado o metabolismo glicidico em nossos animais,
diferentes estudos clinicos relacionam a hiperinsulinemia compensatéria a
hiperglicemia com aumento da lipogénese hepatica, sintese de colesterol e reducéo
do catabolismo de &cidos graxos livres (ANSTEE; TARGHER; DAY, 2013; BRITTON;
SUBRAMANIAM; CRAWFORD, 2016; DEUGNIER; BARDOU-JACQUET; LAINE,
2017), o que poderia contribuir para 0 aumento do colesterol e peso do figado
identificados em nosso modelo experimental de sobrecarga de ferro. Finalmente, a
diminuicdo do peso do tecido adiposo branco que identificamos nos animais com
sobrecarga de ferro poderia ser uma consequéncia da lipdlise ja descrita nestas
condigbes (CHIRUMBOLO et al.,, 2015; HUBLER; PETERSON; HASTY, 2015;
RUMBERGER et al., 2004), o que também sustentaria 0 aumento do colesterol no
grupo apoE~ injetado com ferro.

Como esperado, enquanto os camundongos C57 néo apresentaram placa de

ateroma em suas aortas, as artérias do grupo apoE’ Ct tiveram lesdes ocupando
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aproximadamente 4% da luz da aorta em média, o que corrobora evidéncias
anteriores de aterosclerose em camundongos apoE” adultos, mesmo quando
alimentados com ra¢ao normal (n&o hipercolesterolémica) (NAKASHIMA et al., 1994,
PLUMP et al., 1992). Entretanto, a sobrecarga de ferro intensificou a formacéao de
placas ateroscleréticas nos camundongos apoE” (aproximadamente 19% da luz da
aorta) e aumentou o infiltrado celular nas placas, em comparagédo com o apoE”’ Ct.
Curiosamente, outros estudos em camundongos apoE” mostraram que a dieta rica
em ferro ndo era aterogénica (KAUTZ et al., 2013) ou que até diminuiu a progressao
da aterosclerose (KIRK; HEINECKE; LEBOEUF, 2001). Apesar desses dados
diferentes sobre a relacdo entre ferro e aterogénese nessa linhagem, a maior carga
de ferro aplicada e a diferente via de administracdo (parenteral) poderiam explicar o
cenario particular do presente estudo. Na verdade, nossos achados reforcam
evidéncias prévias de aumento da aterosclerose em camundongos apoE” (XIE et al.,
2008) e coelhos hipercolesterolémicos (ARAUJO et al.,, 1995) quando injetados
cronicamente com ferro-dextrano parenteral. Além disso, também foi descrito que a
quelacao de ferro com desferrioxamina atenuou a aterogénese em coelhos (MINQIN
et al., 2005), e tanto a quelacdo de ferro quanto a dieta deficiente em ferro foram
capazes de atenuar a formacao de placas de aterosclerose em camundongos apoE™
(LEE et al., 1999; ZHANG; WEI; FREI, 2010), mesmo na auséncia de sobrecarga de
ferro. Mais recentemente, Vinchi et al. (2019), utilizando um modelo genético de HH
do tipo IV em camundongos apoE”-, uma doenca autossdmica dominante, originada
por mutacdes no gene codificador da ferroportina, demonstraram que a sobrecarga
de ferro agrava a aterosclerose, enquanto que a quelacéo de ferro a atenua (VINCHI
et al., 2019), o que reforca o papel do ferro circulante na progressao da placa de
ateroma.

Por meio da coloracdo com azul da Prussia, detectamos depdsitos de ferro na
parede do arco adrtico, incluindo manchas endoteliais e deposicdo significativa de
ferro na adventicia dos grupos C57 Fe e apoE”- Fe. Além disso, embora o ferro tenha
sido identificado em lesdes ateroscleroticas humanas até mesmo sem sobrecarga
sistémica evidente (MICHEL et al., 2011; SWAIN; GUTTERIDGE, 1995; ZHANG; WEI,
FREI, 2010), em nosso estudo ndo foi encontrado depdsito de ferro nas placas de
camundongos apoE” Ct. No entanto, também detectamos uma intensa coloracéo
positiva para ferro (azul) nas placas ateroscleréticas dos camundongos apoE™

injetados com ferro, reforcando o papel desse ion metélico redox-ativo na progressao
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da aterosclerose, que via efeitos pro-oxidantes e proé-inflamatérios podem
potencializar a lesao aterosclerética e torna-la mais suscetivel a ruptura (GUDJONCIK
et al., 2014; MICHEL et al., 2011; VINCHI et al., 2014).

Com o significante aumento nos niveis séricos de ferro encontrados em nosso
modelo experimental, é compreensivel que o mesmo tenha sido depositado em
grande extensdo em 6rgdos como o figado, aorta e até mesmo na placa de ateroma
como previamente relatado. Nesse sentido, sua entrada e deposito nas células
presentes nas placas pode estar subjacente a trés vias. E sabido que na sobrecarga
de ferro ocorre a saturacdo do pool de moléculas de transferrina, e com isso o
aumento do ferro livre (ndo ligado a transferrina). Este ferro livre, por sua vez, pode
adentrar a varias células por meio dos canais para calcio do tipo L e T, do DMT-1 e
dos transportadores do zinco (ZIP) presentes nha membrana citoplasmatica (KUMFU;
CHATTIPAKORN; CHATTIPAKORN, 2017; LIUZZI et al., 2006; MUCKENTHALER et
al., 2017; PATEREK; MACKIEWICZ; MACZEWSKI, 2019). Além disso, também o
ferro ligado a transferrina pode ser internalizado pela endocitose do complexo apoTf-
TfR-HFE, com posterior liberacdo do ferro no citoplasma (DUNN; RAHMANTO;
RICHARDSON, 2007; GROTTO, 2010; PATEREK; MACKIEWICZ; MACZEWSKI,
2019; SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012). Finalmente, no caso especifico da
aterosclerose, a possivel ocorréncia de hemorragia intraplaca também poderia
contribuir para o aumento da deposicéo de ferro no interior da placa de ateroma e do
vaso sanguineo (MICHEL et al., 2011), contribuindo para os danos importantes
nesses sitios e maior vulnerabilidade da placa de ateroma a possiveis rupturas.

Entre os varios elementos envolvidos no controle do metabolismo do ferro, a
interacdo entre a hepcidina e a ferroportina pode ter potencial relevancia para a
deposicao de ferro tecidual e outros achados deste estudo. Como a hepcidina inibe a
exportacdo de ferro por meio da ferroportina de células reticuloendoteliais, incluindo
macrofagos das placas ateroscleréticas, tem sido proposto que a hepcidina
aumentada pode desempenhar um papel na inflamacgéo e na instabilidade da placa,
por aumentar o aprisionamento de ferro, mediar a peroxidacdo lipidica e por
mudancas fenotipicas das células espumosas (LI et al., 2012; SAEED et al., 2012).
Como resultado, poderiamos especular que uma elevacdo da hepcidina nos
camundongos apoE~’ em resposta a sobrecarga de ferro estimularia a deposicdo em

macrofagos reduzindo sua exportacdo mediada pela ferroportina, intensificando o
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estresse oxidativo, aterosclerose e o0s danos endoteliais estruturais/funcionais
encontrados neste estudo.

O aumento da aterosclerose no grupo apoE” Fe foi acompanhado da adesdo
de varios leucdécitos na superficie endotelial na aorta toracica, conforme demonstrado
por MEV. Apesar de ndo termos medido os glébulos brancos, se considerarmos que
nosso tratamento foi 0 mesmo de Lin et al (2013), que mostrou 0 aumento dos niveis
sanguineos de leucécitos totais (mondcitos e neutréfilos) em camundongos
cronicamente injetados com ferro-dextrano, é possivel que estas células inflamatorias
em camundongos apoE” Fe também estivessem aumentadas. E sabido que os
leucdcitos podem, por diapedese serem internalizados para o interior da placa, e la
por meio do estresse oxidativo associado ao dislipidemia identificada neste modelo
experimental, poderiam dar origem as células espumosas ao digerir a LDL oxidada
(HANSSON, 2005; MAGUIRE; PEARCE; XIAO, 2019; ROSS, 1999), o que poderia
estar associada a intensificacdo na formacdo da placa aterosclerdtica. Como em
nosso estudo a placa aumentada e o acumulo de ferro nas lesdes ateroscleréticas
foram bastante evidentes nos camundongos apoE~ injetados com ferro, avaliamos o
infiltrado celular nas placas de ateroma onde foi encontrado aumento no numero total
de células em comparacdo ao apoE” Ct. Confirmando a capacidade proliferativa
induzida pelo ferro, Vinchi et al. (2019) demonstrou recentemente que o ferro
circulante, em condi¢cbes de sobrecarga, se acumula na placa e afeta ndo sé os
macrofagos e aumenta o recrutamento de mondcitos, mas também afeta a
proliferacdo e migracdo das células lisas vasculares para a leséo, favorecendo a
progressao da placa. Assim, nosso estudo e o de Vinchi et al. (2019) mostram que
sobrecarga de ferro intensifica a proliferacdo celular e a aterosclerose tanto em
desordens de origem secundaria como na primaria, respectivamente.

Embora a aterosclerose seja uma doenca multifatorial, estudos atuais
enfatizam o papel central da disfuncdo endotelial associada ao estresse oxidativo
nesta condigdo (BISHU; AGARWAL, 2006; SCHULZ et al., 2008). De fato, nossos
dados indicaram que a aterosclerose exacerbada encontrada no grupo apoE’ Fe foi
acompanhada por disfuncdo endotelial significativa, tal como evidenciado in vitro pelo
prejuizo no relaxamento induzido pela acetilcolina e aumento da resposta
vasocontratil a fenilefrina. Ademais, a analise da superficie endotelial por microscopia
eletrénica de varredura também demonstrou danos mais severos no grupo apoE”’ Fe

em relacdo aos demais. Curiosamente, a sobrecarga de ferro n&o alterou a reatividade
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vascular dos anéis aorticos dos camundongos C57. Sobre isso, a demonstracao
prévia de que fémeas de camundongos C57BL-6 sdo menos suscetiveis a algumas
lesGes induzidas por ferro (DAS et al., 2017; MUSUMECI et al., 2013) poderia explicar
por que, apesar do estresse oxidativo e dos depdsitos vasculares de ferro no grupo
C57 com sobrecarga do metal, notamos apenas alteracdes morfolégicas discretas
enguanto o relaxamento dependente do endotélio estava preservado. Vale frisar que,
independentemente daquelas alteracbes na reatividade vascular endotélio-
dependente do grupo apoE” Fe, o relaxamento independente do endotélio foi
semelhante aos outros grupos, sugerindo que o musculo liso vascular ainda estava
preservado.

Como a disfuncdo endotelial € caracterizada pelo desequilibrio entre fatores
contrateis e relaxantes derivados do endotélio (FELETOU, 2006), investigamos
algumas importantes vias envolvidas na modulacao endotelial do tbnus vascular. A
incubacdo com o inibidor ndo-especifico da NOS (L-NAME) aumentou a resposta
contrétil a fenilefrina em todos os grupos, mas em menor magnitude nas aortas dos
camundongos apoE”- Fe, o que sugere um comprometimento da capacidade do NO
de modular a reatividade vascular. Corroborando os dados funcionais, a detec¢ao in
situ da liberacdo de NO, utilizando uma sonda NO-sensivel, indicou uma reducdo da
biodisponibilidade do NO vascular na sobrecarga de ferro, semelhante ao descrito
anteriormente em ratos utilizando um modelo equivalente (BERTOLI et al., 2018;
MARQUES et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2017). Além disso, a reversdo da
funcao vascular alterada pela incubacao com tiron sugere que um aumento das EROs
poderia estar mediando estes efeitos do ferro, por exemplo, reagindo com o NO e
reduzindo sua acao. Nesse sentido, € bem conhecido que o estresse oxidativo pode
danificar o endotélio vascular, reduzindo a biodisponibilidade de NO e aumentando a
agregacdo plaquetaria, a adesdo de leucdcitos e a apoptose (IRANI, 2000;
MONTEZANO; TOUYZ, 2012), bem como a camada de média, alterando a
proliferacdo e hipertrofia de células musculares lisas e estimulando mediadores
inflamatorios, desorganizacdo da matriz extracelular e apoptose, e alterando o ténus
vascular (IRANI, 2000; LYLE, 2006). Como o estresse oxidativo é caracterizado por
um desequilibrio entre a produgédo de EROs e a capacidade antioxidante, e tem sido
demonstrado que injecdes cronicas de ferro em roedores geralmente diminuem os
mecanismos de defesa antioxidante como SOD e catalase no sangue e figado
(BADRIA et al., 2015; ZHANG et al., 2014), avaliamos a atividade dessas enzimas na
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aorta. Nossos resultados demonstram que também na aorta de camundongos apoE™"
a sobrecarga de ferro reduz as atividades da SOD e da catalase, 0 que pode ter
contribuido para o aumento do estresse oxidativo nesse grupo.

Em modelos humanos e animais, um aumento dos fatores vasoconstritores
derivados da COX liberados pelo endotélio disfuncional tem sido associado ao
desenvolvimento e/ou manutencdo de complicacdes cardiovasculares tal como a
aterosclerose (BALDAN et al., 2014; BURLEIGH et al., 2002, 2005; GOMEZ-
HERNANDEZ et al., 2006; LI et al., 2016). Enquanto vasos sanguineos saudaveis
produzem prostandides principalmente pela isoforma constitutiva da COX-1, a COX-2
expressada de forma importante sob condicfes fisiopatolégicas medeia a principal
sintese desses mediadores(FELETOU; HUANG; VANHOUTTE, 2010, 2011). Em
nossos protocolos de reatividade vascular, a incubacdo aguda com a indometacina,
inibidor ndo seletivo da COX, atenuou as contracdes vasculares para a fenilefrina em
todos 0s grupos, mas em maior extensdo no grupo apoE~’" Fe, o que sugere um papel
para os prostandides derivados da COX no aumento da reatividade neste grupo
experimental. Corroborando os dados funcionais, houve aumento da expresséo de
COX-2 na aorta, bem como aumento do nivel urinario de metabolitos do TXAz em
camundongos apoE”’ Fe. Os niveis de PGIM também aumentaram na urina do grupo
apoE’ Fe, que pode ser um mecanismo compensatorio via vasodilatacdo mediada
por PGl2, ou até mesmo um contribuinte para a hiperreatividade vascular, visto que
sob certas condicfes, altas concentracdes de PGl2 também podem ativar o receptor
TP nas células musculares lisas (FELETOU; VERBEUREN; VANHOUTTE, 2009).
Independentemente dessa participacdo da PGl2, estudos anteriores jA demonstraram
fortes evidéncias de um papel do TXA2 no desenvolvimento da aterosclerose em
camundongos apoE” (CAYATTE et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2004). Sobre a
relacdo entre sobrecarga de ferro e COX, Mattera et al. (2001) descreveram que
cardiomidcitos de ratos expostos a altas concentracdes de citrato de ferro aumentam
a inducédo de COX-2 e sua producdo de metabdlitos (MATTERA et al., 2001) e Lin et
al. (2013), com evidencias de que a sobrecarga cronica de ferro tem efeitos cardiacos
atenuados em camundongos nocautes para tromboxano sintase (TXAS),
propuseram que o TXA2 medeia a cardiomiopatia por sobrecarga de ferro (LIN et al.,
2013). Assim, tomados juntos nossos dados e as evidéncias prévias da literatura,

poderiamos sugerir que um aumento de TXA:2 derivado da COX-2 no sistema vascular
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estd, pelo menos em parte, implicado na génese da disfuncdo endotelial e na
potenciacdo da aterosclerose durante a sobrecarga cronica de ferro.

Finalmente, a relacéo entre sobrecarga de ferro e disfungéo endotelial tem sido
proposta por estudos prévios do nosso laboratdrio, que mostram estas alteragdes na
reatividade vascular em vasos de diferentes territorios (BERTOLI et al., 2018;
MARQUES et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2017), o que poderia influenciar no
controle local do fluxo. Em 2017, Ribeiro Junior et al. (2017) mostrou alteracdes
estruturais e funcionais em artérias mesentéricas de resisténcia, o que sabidamente
pode favorecer o surgimento de hipertenséo arterial sistémica. Ja Bertolli et al. (2018),
mostrou os efeitos do ferro sobre a artérias pulmonares de resisténcia, com
importantes alteragbes morfofuncionais associadas a hipertrofia do VD, condi¢des
experimentais frequentemente associadas a problemas como hipertensao pulmonar.
A patogénese das alteracbes vasculares provocada pelo ferro nos dois estudos
supracitados, tem como caracteristicas comuns o remodelamento vascular e o
aumento da vasoconstricdo em artérias de resisténcia, que foram associadas a
diminuicao da biodisponibilidade do NO, aumento da producao de EROs via NAD(P)H
oxidase e importante participacdo do sistema renina-angiotensina. Ja em relacdo aos
efeitos do ferro em vasos de condutancia, o estudo de Marques et al. (2015) mostrou
aumento da reatividade vascular a fenilefrina em aorta de ratos Wistar, associada a
prejuizo na modulacgdo nitrérgica, estresse oxidativo e participacdo do sistema renina-
angiotensina, o que poderia favorecer o surgimento ou intensificar doencgas
inflamatodrias, como € o caso da aterosclerose demonstrada em nosso modelo

experimental de camundongos apoE~- submetidos a sobrecarga cronica de ferro.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que a sobrecarga cronica de ferro aumenta o
processo aterosclerético em camundongos apoE™, provavelmente como resultado da
hipercolesterolemia exacerbada e dos danos estruturais e funcionais no endotélio
vascular. Enquanto a les@o hepatica mediada por ferro possa explicar essa elevacéo
adicional da lipidemia, o estresse oxidativo e a diminuicdo da biodisponibilidade do
NO associada, e a maior producao de prostandides derivados da COX-2 parecem ser
0s substratos patogénicos desta disfuncdo endotelial.

Como perspectivas e com base no conhecimento atual, estudos futuros séo
importantissimos para determinar se a interrupcéo nessa relacdo causal entre ferro e
doenca cardiovascular, seja reduzindo os niveis de ferro em individuos
hipercolesterolémicos ou reduzindo fatores de risco relacionados a aterosclerose em

pacientes com sobrecarga de ferro primaria ou secundaria, pode ser de fato benéfica.
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APENDICE - Material suplementar

Tabela suplementar 1. Efeito da sobrecarga de ferro na resposta vasodilatadora (Rmsx € pD-2) a
acetilcolina e ao nitroprussiato de s6dio em aortas das linhagens C57 e apoE™,

C57 apoE”
Controle Ferro Controle Ferro
pDZ Rméx pDZ Rméx pDZ Rméx pDZ Rméx

ACh 7.25+0.17 85+3 7.05+0.13 84*4 727+0.16 79%3 6.47 £0.31* 73+7*
NPS 796+007 99+1 7.78+0.16 101+2 815+0.13 101+2 7.78+0.16 101%2

ACh: acetilcolina; NPS: nitroprussiato de s6dio; Rmax: resposta maxima; pD-: log da metade da resposta maxima.
Valores sdo expressos em médias + EPM. "P<0.05 apoE ferro vs. apoE™ controle e #P<0,05 apoE"vs. C57 dentro
da mesma condi¢do experimental, pelo uso da ANOVA duas vias seguido do pés-teste de Fisher. O nimero de
animais é indicado na figura 12.

Tabela suplementar 2. Efeito do L-NAME, indometacina e tiron na resposta vasoconstritora a
fenilefrina (Rmsx € pD2) em aortas das linhagens C57 e apoE™.

C57 apoE™
Controle Ferro Controle Ferro

pDZ Rméx pD2 Rméx pDZ Rma’x pDZ Rméx

VHC  6.99+0.07 29+0.2 719+009 31+02 691+0.06 23+02 7.09+009 3.3+0.1%
LN 7.35+0.12* 41+04* 7.59+0.06* 4.1+03* 7.18+0.09* 3.8+0.3* 7.25+0.11 3.7+0.2

INDO 6.90+0.05 26+02* 6.97+013 26+02* 6.84+011 1.7+04* 6.92+0.13 24+0.3*
Tiron 6.87+0.13 3.0%0.3 717+006 28+02 687+006 21+03 6.89+0.11 24+04*

Rmsx: resposta maxima; pD2: log da metade da resposta maxima; VHC: veiculo; LN: (L-NAME) NG-nitro-L
arginine methyl ester; INDO: indometacina; Tiron: acido 4,5-Dihydroxy-1,3-benzenedisulfonic. Valores séo
expressos em médias = EPM. "P<0.05 vs. VHC pelo teste t pareado de Student e #P<0.05 apoE™ ferro vs. apoE"
controle, pelo uso da ANOVA duas vias seguida do pos-teste de Fisher. O nimero de animais € indicado nas
figuras 13, 14, 16 e 18.
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