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Resumo

O ferro € um metal essencial para a homeostase corporal, adquirido a partir de uma
dieta rica em carne vermelha e graos e vegetais, porém a sobrecarga de Ferro (Fe)
cronica pode causar danos em diversos 6rgdos como coragdo, vasos, figado,
pancreas e, também, nos 6rgaos do sistema reprodutor. Estudos que avaliam os
efeitos da sobrecarga de ferro no eixo hipotalamo-hipofise-gonodal (HPG) na
literatura sdo particularmente escassos. O objetivo desta dissertagdo é estudar os
efeitos da sobrecarga crénica de ferro sobre o sistema reprodutor e a capacidade
reprodutiva de camundongos fémeas. Utilizamos camundongos fémeas (C57BL/6) e
dois grupos experimentais, o controle e o Fe 10 mg/Kg. Os animais destinados ao
grupo Fe receberam injecgbes via intraperitoneal (i.p) de ferro-dextrano (10mg/kg/dia,
5x/semana), ja, os animais do grupo controle receberam solugéo salina (NaCl a 0,9
%) no mesmo volume, condigbes e periodo de tempo. Consecutivamente, por 30
dias, foi avaliado o ciclo estral dos animais através de esfregaco vaginal
devidamente corado com metanol, hematoxilina e eosina. Ao fim da exposigdao, um
ensaio reprodutivo foi realizado com alguns animais e outros animais foram
anestesiados e eutanasiados para a retirada e consequentemente obtencdo dos
orgaos envolvidos no eixo hipotalamo-hipéfise-gonada para analises. Nos nossos
resultados foi possivel identificar diminuicdo do tamanho do ovario, utero e
hipotalamo. Também foi perceptivel o acumulo de ferro no figado, bago, hipotalamo,
ovario e utero. O ciclo estral das camundongas apresentou-se desregulado. A
histologia dos ovarios demonstrou um prejuizo do desenvolvimento folicular, com
redugdo numérica de corpo luteo e aumento do numero de foliculos atrésicos. A
histologia apresentou hipotrofia uterina. Mesmo com a supresséo do Fe o ciclo
estral ndo foi normalizado e quando quantificamos a ninhada, ndo foram registrados
filhotes nas gaiolas dos animais pertencentes ao grupo Fe. Esses resultados
sugerem que a exposi¢cao crbnica ao ferro gerou hemossiderose, prejudicando os
orgaos envolvidos no eixo hipotalamo-hipofise-gonada, promovendo uma taxa
reprodutiva diminuida ou inexistente.

Palavras chave: Sobrecarga de ferro, disfungdo enddcrina, anormalidade no ciclo

estral.



ABSTRACT

Iron is an essential metal for body homeostasis, acquired from a diet rich in red meat
and grains and vegetables, but iron overload (chronic Fe) can cause damage to
organs such as the heart, vessels, liver, pancreas and , also, in the organs of the
reproductive system. Studies evaluating the effects of iron overload on the
hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis in the literature are particularly scarce.
The objective of this dissertation is to study the effects of chronic iron overload on the
reproductive system and reproductive capacity of female mice. We used female mice
(C57BL/6) and two experimental groups, control and Fe 10 mg/Kg. The animals
destined to the Fe group received intraperitoneal (i.p) injections of iron-dextran
(10mg/kg/day, 5x/week), while the animals in the control group received saline
solution (0.9% NaCl) in the same volume, conditions and time period. Consecutively,
for 30 days, the estrous cycle of the animals was evaluated through a vaginal smear
properly stained with methanol, hematoxylin and eosin. At the end of the exposure, a
reproductive assay was performed with some animals and other animals were
anesthetized and euthanized for removal and consequently obtaining the organs
involved in the hypothalamic-pituitary-gonadal axis for analysis. In our results, it was
possible to identify a decrease in the size of the ovary, uterus and hypothalamus. It
was also noticeable the accumulation of iron in the liver, spleen, hypothalamus, ovary
and uterus. The estrous cycle of mice was deregulated. The histology of the ovaries
showed impaired follicular development, with a numerical reduction of corpus luteum
and an increase in the number of atretic follicles. Histology showed uterine
hypotrophy. Even with Fe suppression, the estrous cycle was not normalized and
when we quantified the litter, no pups were registered in the cages of animals
belonging to the Fe group. These results suggest that chronic exposure to iron
generated hemosiderosis, harming the organs involved in  the
hypothalamic-pituitary-gonadal axis, promoting a reduced or non-existent
reproductive rate.

Keywords: Iron overload, endocrine dysfunction, estrous cycle abnormality.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ferro

O ferro (Fe) € um elemento quimico indispensavel nas intera¢des biologicas da
maioria dos seres vivos, com alta capacidade de participar das reagbes de
oxidagdo-redugdo (Redox) devida a sua facilidade em doar e receber elétrons
(ANDREWS, 2000; GROTTO, 2008; 2010). Abundantemente encontrado na natureza
na forma de mineral, o ferro desempenha um papel essencial a homeostase celular e
organica (DEV; BABITT, 2017; GROTTO, 2008; 2010).

Nos vertebrados, o ferro participa de diversos mecanismos fisiolégicos, dentre
eles a ligagao e o transporte de oxigénio através da hemoglobina e mioglobina, sintese
do acido desoxirribonucleico (DNA), a agcdo como cofator enzimatico na cadeia
respiratoria mitocondrial, além da sua essencialidade para a formagdo da molécula
heme (DEV; BABITT, 2017; GROTTO, 2008; 2010; FRANCHINI, 2008). O metal pode
se apresentar em sua forma férrica (Fe**) ou interconverter a forma ferrosa (Fe*)

(ANDREWS, 2000; DEV; BABITT, 2017).

A figura 1 ilustra o ciclo do ferro no nosso organismo. Ele pode ser absorvido
de duas formas: inorganico e heme. Normalmente é adquirido pelos seres humanos
pela dieta rica em carnes vermelhas e derivados, na forma heme; e por vegetais e
graos, na forma inorganica. A absor¢cado é de apenas 1-2 mg de ferro em uma dieta
normal de 13-18 mg de ferro. Além disso, a reciclagem de hemacias senescentes &
outra fonte de ferro para a circulagao (DEV; BABITT, 2017; GROTTO, 2008; 2010).
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Figura 1: Ciclo do ferro. Seu transporte ligado a transferrina ou como parte da hemoglobina nas
hemacias, estoque na forma de ferritina, e sua regulacédo pela hepcidina e ferroportina. A hepcidina
controla o fluxo de ferro, induzindo a endocitose e protedlise da molécula que exporta o ferro,
ferroportina. Modificado a partir de www.ironatlas.com.

A entrada do ferro ocorre no epitélio duodenal (Figura 2), onde os enterécitos
absorvem o metal através da proteina transportadora heme1 (HCP-1) e o transportador
de metal divalente (DMT-1). O Fe®™, comum nos alimentos vegetais, ndo pode ser
absorvido diretamente, desta forma, enzimas ferrirredutases na membrana celular o
reduzem a forma ferrosa, Fe*?, atravessando a membrana apical da célula pelo DMT-1.
Em contrapartida, o ferro-heme é prontamente absorvido pela HCP-1 (DEV; BABITT,
2017; GROTTO, 2008; 2010; KOHGO, 2008).

No meio intracelular certa quantidade de ferro é convertida novamente em Fe™,
ligando-se a ferritina, que funciona como reservatério e, quando necessario, esse
complexo € desacoplado para a distribuicdo. O ferro captado pode ainda ser utilizado

em processos metabdlicos do proprio enterdcito ou ser excretado para a circulagdo. O
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direcionamento do metal a circulacdo é possivel por intermédio da ferroportina, a
principal exportadora de ferro basolateral (DEV; BABITT, 2017; GROTTO, 2008; 2010).

Fe-heme ‘&

e ) ’ fu ) ¥ 9 : | :
Deytb - .
A RLl “ e [/JJJJ /

MT1 HCP-1/

0 © “\”
Ferrltlna

Ferroxidase
L Hefaestin _ﬁ '
Ferroporhna * \-5
Hepcidina

Figura 2: Regulacdo da absor¢do do ferro. 1) Reducdo de Fe™ em Fe'? 2) Entrada do Fe* nos
enterdcitos; 3) Armazenamento na ferritina; 4) Absor¢do para a corrente sanguinea pela ferroportina; 5)
Conversdo de Fe™ em Fe™ pela hefaestina; 6) transporte do Fe™ na corrente sanguinea pela

transferrina. Modificado a partir de www.ironatlas.com.

Transferrinac"- 1.'2

Na membrana basolateral do enterécito, o Fe™ é oxidado em Fe™, pela agéo
oxidativa da ferroxidase hefaestina. A transferrina, uma proteina plasmatica, se acopla
com até dois ions de ferro férrico e permite a distribuicdo e a entrada do metal nas
células que possuem os receptores de transferrina (TfR), por meio de endocitose.
Dentro das células o ferro pode ser utilizado de acordo com sua finalidade, ja descrita
anteriormente (DEV; BABITT, 2017; GROTTO, 2008; 2010; MUNOZ; VILLAR;
GARCIA-ERCE, 2009).
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Sabe-se que nao existem meios ativos para a excrecao deste elemento no
corpo, seu balango € mantido pela regulagdo da absorgao do ferro no intestino mediado
pela acdo da hepcidina, horménio secretado pelo figado quando ha niveis aumentados
de ferro (VANOAICA et al., 2010), pelos elementos reguladores de ferro (IRE) a nivel
celular (DEV; BABITT, 2017) e, nas mulheres também, através da menstruagao,
(GROTTO, 2010; KUSHNER et al., 2001).

Quando os niveis de ferro aumentam na corrente sanguinea, os hepatocitos
detectam esse crescimento, logo produzem e secretam o principal horménio regulador
negativo do ferro, a hepcidina (Figura 3). Estes, que por sua vez sao direcionados aos
enterdcitos e interagem com ferroportina. Esse complexo hepcidina-ferroportina é
endocitado e a proteina ferroportina € degradada. Consequentemente ha um bloqueio
na liberagao do ferro para a circulagdo, aumentando o ferro intracelular nos enterdcitos,
resultando na diminuigao da absorcao do metal. O ferro retido no epitélio duodenal sera
posteriormente eliminado nas fezes entre 1 e 2 dias, devido a renovacao fisioldgica dos
enterdcitos (DEV; BABITT, 2017; GROTTO, 2010; KUSHNER et al.,2001; LEMOS et al.
2010).

""-. "\ Fe(Il@

\*-f— {iﬁek{wjmna @
Y o

IL‘_-6 ﬁ

Feritina  epatoco

Q Q o 4
Ferroportina
Receptor de

Transferrina

Transferrina

Figura 3: Regulacdo da concentragdo do ferro. 1) Receptores de transferrina recebem o Fe no
hepatécitos; 2) Detecgdo do aumento da concentragdo de Fe; 3) Liberacao de hepcidina na corrente
sanguinea; 4) hepcidina ligada a ferroportina. Modificado a partir de www.ironatlas.com.
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1.1.1 Sobrecarga de ferro

Quando nao ha o equilibrio entre a absorgéo, utilizagdo e excregao do ferro no
Corpo e, 0S mecanismos que geram uma carga excessiva de ferro no organismo nao
podem ser adequadamente balanceados pelos processos naturais de sua excrecéo, ha
uma saturagao das proteinas transportadoras, aumento da porgdo de ferro livre na
circulagao e, dessa forma, o acumulo deste metal nos tecidos. Esta situagcéo se
denomina sobrecarga de ferro, que pode decorrer tanto por uma dose unica e
excessiva de ferro, quanto por acumulo crénico proveniente de hiperabsorcao a partir
da dieta, do uso inadequado de sais de ferro ou de transfusbes sanguineas repetidas
(FIBACH & RACHMILEWITZ, 2017; PIERRE, 2018)

Existem varias doencas e condigdes em que se notam sinais e sintomas
relacionados aos danos celulares decorrentes do excesso de ferro, e inclusive algumas
causas genéticas foram identificadas. Dentre essas, a melhor compreendida
atualmente é a Hemocromatose Hereditaria (HH) (GOLFEYZ; LEWIS; WEISBERG,
2018; GUPTA; MUSALLAM; TAHER; RIVELLA, 2018).

A HH é uma doenga genética autossébmica recessiva caracterizada por
hiperabsorcao de ferro pela dieta (FEDER et al., 1996; MERRYWEATHER-CLARKE et
al.,, 1998). Ja foram identificados alguns polimorfismos em genes que codificam
importantes elementos relacionados ao metabolismo do ferro (HFE, HJV, HAMP e
TFR2), como subjacentes e essa causa genética (primaria) de sobrecarga de ferro
(GRIFFITHS, 2021; NIEDERKOFLER; SALIE; ARBER, 2005). O acumulo de ferro no
organismo atinge as células parenquimatosas manifestando-se por fadiga, depressao,
pigmentacdo da pele e artralgia, mas também doencga hepatica com progressao para
cirrose, com maior risco de carcinoma hepatocelular, diabetes, cardiopatias e arritmias,
hipogonadismo, impoténcia, entre outros (KROOT et al.,, 2011; SWINKELS &
FLEMING, 2011; ZHANG; ZHABYEYEV; WANG; OUDIT, 2018; PELUS, 2016). Na
verdade, no corag&o a sobrecarga de ferro da HH causa cardiomiopatia com arritmias e

disfungao ventricular, levando a insuficiéncia cardiaca e representando a maior causa
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de morte nesses pacientes (BRANDHAGEN et al., 2002).

Além dessa causa primaria associada a sobrecarga de ferro, em que ha uma
exacerbacdo do processo absortivo de ferro proveniente da dieta devido a defeitos
genéticos; as formas secundarias, algumas vezes denominadas hemossideroses,
também podem conduzir a morbimortalidade importante e estdo normalmente
associadas a outras doencas (GUPTA; MUSALLAM; TAHER; RIVELLA, 2018). As
sobrecargas secundarias estdo relacionadas principalmente as doengas hepaticas,
hemoliticas, e outras condigdes associadas a transfusdo periddica de concentrado de
hemacias, levando a sobrecarga cronica de ferro. Devido as repetidas transfusdes de
sangue, esses pacientes podem acumular ferro a uma taxa alta de 0,3-0,5 mg/kg por
dia. Em uma pessoa de 60 kg, isso significa uma adigdo de aproximadamente 10 g de
ferro por ano, enquanto sao realizadas transfusdes, 0 que gera uma carga crescente
que permanecera pelo resto de sua vida. Entre as doencas mais frequentemente
associadas a sobrecarga transfusional, a talassemia beta maior se destaca (KUSHNER
et al., 2001). A talassemia beta maior é um tipo de hemoglobinopatia de cunho
hereditario em que se observa um prejuizo total ou parcial na sintese de globina beta,
sendo um tipo de anemia hemolitica que culmina na necessidade de repetidas
transfusbes de sangue ao longo da vida (VICHINSKY, 2005). De acordo com o
Ministério da Saude, ndo ha dados sobre a incidéncia de sobrecarga de ferro
transfusional no Brasil, mas em vez disso, pode-se estimar a populagdo que demanda
transfusdes frequentes e, consequentemente, tém risco de sobrecarga de ferro. As
doengas falciformes sdo hemoglobinopatias com prevaléncia elevada da regidao da
bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, subcontinente indiano, Asia Central, Extremo
Oriente e no Continente Africano (BRASIL, 2002; 2015; CAO A; GALANELLO, 2010;
JESUS, 2018; MELONI et al., 2022). A beta talassemia apresenta incidéncia de quase
3% na populagcdo mundial (JALIL et al., 2019), j& a anemia falciforme é uma doenca
autossémica recessiva comum no Continente Africano, e estima-se que, em algumas
partes da Africa, a incidéncia de pessoas com tragos da doenca chegue a 25%
(BRASIL, 2015). Devido aos movimentos migratérios forgados dos escravos, as
doencas falciformes chegaram ao Brasil. 2% da populagao brasileira é portadora dos

tracos da doenca e entre os negros esse valor se eleva a 6-10% (BRASIL, 2001; 2015).
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Sao mais de 8000 casos confirmados no Brasil, com estimativa de 700 a 1000 criancgas
nascidas com a doenga anualmente, afetando principalmente a populagao de negros e
pardos (BRASIL, 2015).

Na literatura, ha décadas, existem trabalhos publicados com modelos animais
que induzem a sobrecarga de ferro em humanos. lacun, em 1988, analisou
experimentos animais de sobrecarga de ferro, com o intuito de encontrar o melhor
modelo que pudesse simular a sobrecarga de ferro. Foi possivel observar que os
estudos iniciais com microscopia que utilizavam injegdes intraperitoneais de
ferro-dextrano ou ferro-sorbitol-acido-citrico podiam induzir uma sobrecarga de ferro
hepatica. Da mesma forma animais tratados com ferro-dextrano ou hemacias
homologas desnaturadas provocaram alteracbes na bidpsia figado semelhante ao
encontrado em bebés com beta talassemia. De fato n&o existe apenas um unico
modelo experimental utilizado, que mimetize todos os sinais e sintomas da sobrecarga
de ferro, mas os modelos citados foram importantes para a elucidagcdo do mecanismo
de toxicidade da sobrecarga de ferro (IACUN, 1988).

Em 1964 e 1979 foram publicados os dois primeiros artigos descrevendo as
cardiomiopatia e insuficiéncia das sobrecargas de ferro primaria e secundaria em
humanos (ENGLE, 1964; LEON, 1979). Modelos experimentais com sobrecarga de
ferro em animais corroboram com os dados anteriores de comprometimento
cardiovascular (AVILA et al., 2016b; BERTOLI et al., 2018; MARQUES et al., 2016 e
2019; RIBEIRO Jr et al., 2017). Prasnicka et al (2019) realizaram um protocolo de 8
injecoes intraperitoneais em dias alternados de ferro para avaliar o funcionamento
hepatico. Entre os resultados foi constatado a diminuigdo da produgao e excregéo de
acidos biliares do figado. Em 1980 Richter apresentou um modelo onde injetou em
ratas adultas ferro-dextrano por via intraperitoneal e, por meio de microscopia
eletrbnica, constatou nefropatia, com lesdes nos glomérulos e tubulos proximais. Lu e
colaboradores, em 1991, induziram a sobrecarga de ferro em ratos wistar com
Fe3+-NTA, via intraperitoneal e observaram o aumento do depdsito de ferro nas células
beta pancreatica. Ross et al (2015) apresentou em seus resultados alteragdes no eixo

hipotalamo-hipofise-gbnada quando os animais foram submetidos a intoxicagdo de
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ferro das doses de 250 mg/kg, 500 mg/kg e 1000 mg/kg. Na literatura pouco se
encontra acerca dos efeitos do ferro sobre o sistema enddcrino, ainda mais seletivos os

estudos a respeito do sistema reprodutor feminino e a reprodugao.

1.1.2 Efeitos da sobrecarga de ferro sobre os sistemas orgéanicos

Estudos apontam os efeitos que a sobrecarga de ferro desempenham sobre os
sistemas ha décadas. Sinais e sintomas caracteristicos sdo descritos em modelos
experimentais com ratos e camundongos, e no modelo clinicos. Como ja elucidado, o
ferro ndo apresenta mecanismo de excrecao apropriado € o excesso do mineral no
organismo pode acumular nos tecidos, conhecido como hemossiderose. a
hiperpigmentacdo causada por acumulo de ferro na camada basal da epiderme € o
sinal mais comum nos modelos estudados (SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012).

Sabe-se que o figado é o principal 6rgao responsavel por metabolizar o ferro
no corpo (ANDERSON; SHAH, 2013). Alteragbes morfolégicas e funcionais no sistema
hepatico sdo frequentemente descritas nos trabalhos analisados em modelo de
sobrecarga de ferro (ANDERSON; SHAH, 2013; KRIEGER; PEREIRA, 2012; SANTOS
et al., 2012; SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012). O depésito de ferro e o aumento do 6rgao
sdo observados em sua grande totalidade (BACON; BRITTON, 1990; DI BISCEGLIE et
al., 1992). Outros estudos apontam ainda que a sobrecarga pode levar a fibrose e a
cirrose (ANDERSON; SHAH, 2013).

Ainda o acumulo de ferro vem sendo associado a doengas neurodegenerativa,
aumentando o risco para carcinoma hepatocelular, acimulo de ferro nos rins e

problemas osteoarticulares (DEV; BABITT, 2017).

O sistema cardiovascular também & afetado com a sobrecarga de ferro. Ao
longo dos ultimos anos, nosso grupo tem demonstrado em modelos animais que a
sobrecarga de ferro, por si s6, € capaz de causar alteragdes cardiovasculares

importantes incluindo depressao da contragao cardiaca (ARTMAN et al., 1982; 1984a;
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1984b; AVILA et al., 2016b), disfuncdo da reatividade vascular da aorta (MARQUES et
al., 2016 e 2019), leito mesentérico (RIBEIRO Jr et al., 2017) e artéria pulmonar
(BERTOLI et al.,, 2018). Todos esses efeitos sdao, em grande parte, decorrentes e
mediados por estresse oxidativo. De fato, o ferro livre no organismo deve ser mantido
em baixas concentragdes, pois possui facil inter-conversdo entre Fe?* e Fe*', o que o
torna bastante reativo em processos de redugao-oxidagcdo (PIERRE & FONTECAVE,
1999; GUDJONCIK, 2014), por exemplo, convertendo o peréxido de hidrogénio (H,0,)
em radical hidroxila (OH¢), pela reacao de Fenton, que é altamente danosa a moléculas
essenciais a homeostase celular tais como lipidios de membrana, proteinas e acidos

nucleicos, tal como RNA e DNA (EDISON et al., 2008).

F62+ + 02<—> Fe3+ + 02._

Fe** + H,0,— Fe* + OH" + OH"
Reacao de Fenton

02._ + H202 —)02 + OH. + OH_
Reacao de Haber-Weiss

O sistema endécrino também € afetado pela sobrecarga de ferro. O
comprometimento do figado, pancreas e hipdfise pelo acumulo do metal ja é bem
estabelecido (SIDDIQUE & KOWDLEY, 2012). Estudos relatam que a inflamagao
causada pelo depdsito de ferro no pancreas pode diminuir a secregao de insulina pelas
células beta (SIDDIQUE & KOWDLEY, 2012). Na literatura também é mencionado
disfungdes tireoidianas (EDWARDS et al., 1983), além de efeitos deletérios sobre o
sistema enddcrino-reprodutor feminino como hipogonadismo (ROSSI et al.,, 2015;
SIMINOSKI et al., 1990).

1.1.3Impactos sobre o sistema reprodutor feminino

Como ja explanado, a sobrecarga de ferro tém um grande impacto negativo
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sobre varios sistemas (hepatico, cardiocirculatorio, pulmonar, pancreatico, 6sseo,
endocrino). Estudos anteriores indicam que o sistema reprodutor também é afetado em
situacbes de intoxicacao por ferro. Paciente com hemocromatose e doencas
falciformes (DF) apresentam sinais e sintomas caracteristico da exposi¢cao ao metal.

Atualmente sao feitos estudos utilizando a ressonancia magnética (RM) em
pacientes com hemocromatose ou em pacientes que necessitam de multiplas
transfusbes sanguineas, como € o caso da beta talassemia, para identificar a
sobrecarga de ferro e pontos de hemossiderina em 6rgaos alvos (BHALLA, 2021;
LABRANCHE et al., 2018; WOOND et al., 2016). Esse recurso também é utilizado para
detectar o acumulo de ferro na pituitaria. Gillardin et al (2013) e Manara et al (2019),
detectaram o aumento do teor de ferro em estruturas cerebrais de pacientes com
hemocromatose e com beta talassemia, respectivamente. Estudos com esse
equipamento indicaram que é possivel detectar o depdsito de ferro em paciente com
beta talassemia maior na primeira infancia em 25% dos casos (NOETZLI et al., 2011).
Outros estudos, realizados recentemente, demonstraram, por RM, a redug¢ao da
hipofise em pacientes que precisam fazer transfusées de sangue repetidas (BERLINER
et al 2022).

O hipogonadismo € uma alteragdo gonadal encontrada nos modelos
experimentais com roedores fémeas (ROSSI et al., 2016; QIN et al., 2021). Em seres
humanos também foi observado o hipogonadismo em homens (SALENAVE et al.,
2012; DE SANCTIS et al., 2017) e em mulheres (HAGAG, 2016) com sobrecarga
primaria e secundaria. Outras modificagbes testiculares, danos material genético de
célula reprodutora masculina (DORESWAMY, 2005; LUCESOLI et al., 1995; 1999;
WELLEJUS et al., 2000) e alteragdes ovarianas (SKORDIS et al., 2004; UYSAL et al.,
2017). Sabendo de todas essas alteragdes, a incapacidade reprodutiva também foi um
parametro mencionado, na literatura, em humanos condicionados ao aumento de ferro
corpoéreo (CASTALDI, 2016).



Introdugéo 26

1.2 O Sistema Reprodutor Feminino

A reprodugao € um ato bioldgico fundamental a vida, e a partir dela permite-se
o crescimento populacional e o compartilhamento genético (CURI, 2009; MARTINI et
al., 2009; WILLIAMS, 2012). O sistema reprodutor corresponde a conexado dos 6rgaos
responsaveis pelas funcdes sexuais e reprodutivas, que nas mulheres € composto por
dois ovarios, dois oviductos (ou tubas uterinas), o utero, o canal vaginal - estes se
localizam na cavidade abdominal inferior - e pela vulva (ou genitalia externa) -

localizada na regido externa (figura 4).

O desenvolvimento desses 6rgaos esta incompleto até o inicio da puberdade,
marcado pelo aumento da produgdo dos horménios gonadotréficos estimulado pelo
hipotalamo e secretados pela hipofise (CURI, 2009; GUYTON & HALL, 1996; 2011;
LESLIE et al., 2007; WILLIAMS, 2012). Neste periodo da adolescéncia os gametas, os
espermatozoides e os 6vulos, masculinos e femininos respectivamente, sdo maturados
(MARTINI et al., 2009; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017; WILLIAMS, 2012).

Mulheres em periodo fertil, em sua grande maioria mensalmente, iniciam
suscetiveis alteragdes morfofuncionais em seu sistema reprodutor por intermédio das
variagbes hormonais, conhecido como ciclo menstrual. No cortex ovariano de uma
mulher saudavel, ao longo do ciclo, ocorre a produgao do 6vulo, derivadas dos foliculos
ovaricos (LESLIE et al., 2007; WILLIAMS 2012; JUNQUEIRA e CARNEIRO 2017).
Semelhantemente, ha variagdes de tamanho das camadas do utero devido o aumento
da concentragdo de hormoénios estrégenos e a privagdo do mesmo promove o
descamamento do endométrio (CURI, 2009; (MARTINS, 2009; WILLIAMS, 2012;
MOORE, 2016; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017). Ja no canal vaginal o ciclo
menstrual modifica o conteudo celular da vagina. Sabe-se que certa quantidade de
leucdcitos e neutrdfilos sdo residentes neste tubo e em determinadas fases do ciclo
menstrual eles invadem o lumen alterando as células. Nos roedores, o conteudo do
canal vaginal é coletado para analise do ciclo estral JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017,
SILVERTHORN 2017).
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1.3 Ciclo reprodutivo de roedores

Nos roedores o ciclo reprodutivo chama-se ciclo estral. Pode ser analisado a
partir da coleta de células coletadas do canal vaginal, pois o epitélio vaginal reage as
variagdes dos horménios ovarianos. Com duragao de 4 a 5 dias, o ciclo apresenta 4

fases: proestro, estro, metaestro e diestro.

O ciclo “inicia-se” pela fase de proestro, que apresenta duracdo de 12-14
horas, esta fase € conhecida como fase folicular ou pré-ovulatéria nas mulheres. Neste
momento ha um aumento nos niveis de estradiol que, consequentemente, estimulam a
producdo de GnRH pelo hipotalamo. Por sua vez, estimula a secre¢cado de LH e de FSH
na circulagao. Os ovarios s&o incitados a concluirem a produgédo do gameta e promover
a ovulagdo. E visivel a presenca de células nucleadas no esfregaco vaginal. Na fase
ovulatoria, estro, os niveis de estrogénio diminuem levemente e, no esfregaco, €&
possivel ver a presenga de células irregulares e anucleadas cornificadas por um
periodo de duragao de 25-27 horas. Durando de 6-8 horas, a proxima é a fase de
metaestro, que coincide com o inicio da producédo do corpo luteo. Ha a elevagao dos
niveis de progesterona e a parede vaginal esta mais delgada. Na coleta vaginal &
possivel detectar a presenca de leucocitos, porém como esta € uma fase de transicéao,
todas as outras células também sao visualizadas (células nucleadas, células irregulares
e anucleadas cornificadas). Por fim a fase mais longa, diestro, durando em média
55-57 horas. Quando n&o ha fecundagao o corpo luteo comega a regredir e 0s niveis
de progesterona também diminuem. No esfregaco ha a predominancia de leucécitos
(HUBSCHER et al., 2005; WESTWOOD, 2008).

1.4 Eixo Hipotalamo - Hipéfise - G6nada (HHG)

O GnRH, Horménio Liberador de Gonadotrofina, produzido na por¢cao basal
medial do hipotalamo, por neurénios parvocelulares localizado nos nucleos arqueados
do hipotalamo, é responsavel pelo desenvolvimento e manutencgao corporal e celular

(WILLIAMS). E secretado no sistema porta hipotalamico-hipofisario e atua sobre os
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receptores acoplados a proteina G na hipdfise, estimulando as células gonadotréficas
da porg¢ao anterior da pituitario, que por sua vez, secreta o horménio luteinizante (LH) e
horménio foliculo estimulante (FSH) na circulagdo sobre as gbénadas de ambos os
sexos (ovario e testiculos) (ASIMAKOPOULOS, 2012; MOORE et al., 2013; FILICORI
et al, 1986; MAGIAKOU et al, 1997).

Nas gbnadas femininas os hormonios hipofisarios estimulam as células a
produzirem os gametas. Os ovarios também funcionam como glandulas que secretam
hormbnios como a progesterona e o estrogénio, como ja elucidado. Estas sinalizam
para os neurdnios no hipotalamo produtores de GnRH, como forma de feedback. O
eixo desempenha um papel importante em toda a vida reprodutiva sobre o trato
reprodutor (ASIMAKOPOULOS, 2012; MOORE et al., 2013).

Figura 5: Esquematizagdo da liberagdo hormonal do Eixo Hipotalamo-Hipéfise-Gonadal. 1- GnRh
estimulando a hipdfise; 2- FSH e LH estimulando a génada; 3- Progesterona e Estrogénio inibindo a
hipofise; 4- Inibina inibindo a hipodfise; 5- Progesterona e Estrogénio inibindo o hipotalamo; 6- Inibina
inibindo o hipotalamo.
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1.5 Justificativa e Hipoétese

Os danos causados pelo sobrecarregado de ferro, primaria e secundaria,
muitas vezes sao irreversiveis. Estudos comprovam que pacientes com excesso de
ferro apresentam aumento do estresse oxidativo, cardiopatias, problemas circulatérios,
insuficiéncia renal e hepatica, modificacdes das células beta pancreaticas, além de
alteragdes no eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal. Porém ainda esta pouco esclarecido
na literatura quais sdo os impactos da sobrecarga de ferro crbnica sobre o sistema
reprodutor e a capacidade reprodutiva dos individuos do sexo feminino. Deste modo,
apresentando a hipotese de que exposigao cronica ao ferro modifique a histologia dos
orgaos do eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal, reduzindo a capacidade reprodutiva de

camundongos fémeas.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da sobrecarga crénica de ferro sobre o sistema reprodutor

e a taxa reprodutiva de camundongos fémeas

2.2 Objetivo Especifico

° Constatar as alteracbes associadas a sobrecarga de ferro nos 6rgaos

do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal-uterino e nos niveis séricos;

° Identificar os impactos da sobrecarga cronica de ferro sobre o ciclo

estral de camundongos;

° Avaliar os efeitos da sobrecarga cronica de ferro sobre a

histomorfologia do tecido ovariano e uterino de camundongos;

° Avaliar o impacto da sobrecarga crbnica de ferro sobre taxa frede

reprodugao de camundongos fémeas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais utilizados

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas em idade adulta (5 meses
de idade, entre 22-30g), cedidos pelo Laboratério de Fisiologia Translacional da
UFES. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas sob condigdes controladas
de temperatura de aproximadamente 25°C e um ciclo claro-escuro de 12 horas, com
livre acesso a agua tratada e a ragao especial para roedores. O projeto e os
protocolos estdo de acordo com os principios éticos da Diretriz Brasileira para
Cuidado e Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos estabelecidos pelo
CONCEA em 2016, e aprovados pela comissao de ética para Experimentacao e Uso
de Animais (86/2015 CEUA-UFES).

3.2 Protocolos experimentais

3.2.1 Exposic¢ao cronica ao ferro

Os camundongos fémeas C57BL/6 foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: controle (Ct, n=20) e com sobrecarga crénica de ferro (Fe, n=20). Para
estabelecer o quadro de sobrecarga de ferro, os animais foram submetidos a
exposicao crbnica ao metal, por meio de inje¢des no quadrante inferior direito do
abdémen (via intraperitonial, i.p) de ferro dextrano (Ferrodex®, 10%, Fabiani Saude
Animal Ltda, S&o Paulo, Brasil). O protocolo foi constituido de doses diarias de 10
mg Fe/camundongo, 5 vezes na semana, com intervalo de pausa de 2 dias, por um
periodo de 4 semanas, totalizando 20 inje¢des por camundongo conforme o

desenho experimental ilustrado na figura 6.

Os animais do grupo controle foram expostos as mesmas condigdes
ambientais do grupo Fe, porém, substituindo do protocolo de exposicéo ao ferro por

injecdes intraperitoneais de solugao salina (NaCl 0,9%) com o mesmo volume.
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Figura 6: Representacdo do Modelo Experimental.

3.3 Analise do ciclo estral

No primeiro dia de exposicdo dos animais aos respectivos protocolos
(sobrecarga de ferro ou injegado de solugdo salina) o muco vaginal foi coletado em
sala reservada e ambiente calmo, antes das 10 horas da manha. Para a coleta, as
fémeas foram mobilizadas, e com o auxilio de uma pipeta automatica de 20 pl, era
introduzido nas limitagdes externas do canal vaginal um volume de 10 pl de solugao
salina a 0,9% em temperatura ambiente, permitindo a completa penetragdo do
liquido pelo canal vaginal. Com movimentos de "vai e vem" o muco vaginal foi
extraido e aplicado em uma lamina para microscopio, com ponta fosca, devidamente
identificada, em sistema de duplicata. Quando necessario, nos casos onde o volume

vaginal estava diminuido, a solu¢ao salina era reaplicada.

Apos finalizado o procedimento, as laminas foram analisadas a fresco em
microscopio Optico, e se a contagem de células estivesse baixa, o protocolo de
coleta poderia ser repetido. As laminas foram fixadas em alcool a 70%, e apés

garantir que estavam secas, passaram pelo processo de coloragao
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hematoxilina-eosina. Por fim foram analisadas mais uma vez em microscopia optica
e a fase do ciclo estral foi identificada. A analise do ciclo foi realizada 1 vez ao dia

ao longo das 4 semanas do protocolo de exposigao.
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Figura 7: Caracterizagdo das fases do ciclo estral mediante alteragbes hormonais. PLASMA
CONCENTRATION - Concentragéo plasmatica; HOURS - Horas; Proestrus - Proestro; Estrus - Estro;
Metaestrus - Metaestro; Diestrus - Diestro. Adaptada de MCLEAN, 2012.
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Apds a exposicao dos grupos as correspondentes solugdes, os animais
receberam, no dia da experimentacdo, dose de 80 mg/kg (i.p.) de cetamina e 10
mg/kg (i.p.) de xilazina. Atestados os efeitos do anestésico, por meio de estimulos
dolorosos, os animais foram submetidos a técnicas cirurgicas para a coleta de
sangue e orgéaos (hipodfise, hipotalamo, utero e ovario) para as analises descritas a

sequir.

3.4 Analise dos niveis de ferro circulante e tecidual

A concentragao sérica e tecidual de ferro foi determinada para garantir a
eficacia da exposicdo e identificacdo dos possiveis depdsitos do metal no
organismo, correlacionando alteragdes no eixo HHG a sobrecarga de ferro. Para
isso, ao final dos protocolos, o soro e as amostras de figado, bago, tecido uterino,
ovariano, hipofisario e hipotaldamico foram coletados e congelados em -20°C. Os
teores de ferro tecidual foram medidos por um espectrofotbmetro de absorgao
atbmica (modelo: AAS5 EA com forno de grafite, Carl Zeiss, Alemanha) no Centro
de Ciéncias Exatas — Departamento de Quimica (Universidade Federal do Espirito

Santo), com a colaboragao da Prof?. Dra. Maria Tereza Weitzel Dias Carneiro.

Para o preparo das amostras de bago e figado, os tecidos foram pesados
em tubos de polipropileno, onde foram adicionados 500 pL de H,0, 30% v/ve 1 mL
de HNO,; concentrado. Os frascos com a mistura foram deixados em banho
ultrassénico a 60°C até a decomposicao completa. Apds a decomposigcao acida, o
volume foi aferido para 5 mL. As amostras ja decompostas foram diluidas 1 ou 100
vezes e analisadas por Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-OES). A determinagdo de ferro foi realizada usando
equipamento de ICP-OES (Optima 7000DV - Perkin Elmer, USA). A calibracdo do
método foi realizada por padronizagao interna (Sc) em meio de acido nitrico 2% vlv,
e os limites de quantificacdo foram hipdfise = 5,359 mg/kg, utero = 1,082 mg/kg,
ovario = 10,89 mg/kg, figado = 0,3076 mg/kg, bago = 0,3365 mg/kg.

A concentracao sérica de ferro foi mensurada em duplicata pelo método
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colorimétrico de Goodwin modificado com o uso de kit colorimétrico comercial
(Bioclin, Belo Horizonte, Brasil). Neste método, o ferro € liberado da transferrina em
meio acido (acido succinico) e reduzido ao seu estado ferroso pela agao da
hidroxilamina. Posteriormente, ele reage com ferrozina levando a formagdo de um
complexo violaceo. Os resultados da analise de absorbédncia em Leitora de
Microplaca para Absorbancia ELx808 (Biosystems) a 540 nm foram expressos em
Mg/dL.

3.5 Histologia

As amostras de tecidos foram armazenadas em formalina a 4% no dia da
coleta de 6rgaos. Apds 72h, as amostras foram fixadas no alcool a 70% por um
periodo minimo de 48h. Por fim foram processadas, embebidas na parafina a 58 °C
e fixadas em blocos para os cortes. Com o auxilio de um micrdmetro, os blocos
foram seccionados com espessura de 5 um e montados em laminas gelatinizadas
que foram armazenadas até o momento da colorag&do. Para a analise morfoldgica a

coloracéo realizada foi a com o corante eosina e hematoxilina (H&E).

Iniciando o protocolo, as laminas foram desparafinizadas em trés banhos
seguidos, contendo apenas xilol, e um banho contendo partes iguais de xilol e
alcool. Depois foram hidratadas em 3 banhos consecutivos de alcool a 100% (nos 2
primeiros) e 96% (no 3° banho). Todos os banhos tiveram duragéo de 3 minutos. As
laminas foram, entdo, lavadas com agua destilada e corada com solugao contendo
hematoxilina por 5 minutos, mais uma vez foram lavadas com agua destilada e
contra corado com um banho contendo eosina por 1 minuto. Por fim, seguindo o
protocolo de pds colocagao, com o processo inverso da desparafinizagéao (3 banhos
de alcool por 1 minuto, o primeiro a 96% e os outros dois a 100%, 1 banho de alcool
com xilol por 3 minutos, e 3 banhos de xilol por 3 minutos) e montagem das laminas

com laminulas.

Para a analise histologica do ovario, os foliculos ovarianos e os corpos

liteos foram quantificados e expressos por foliculos/campo de luz (mm?). Os
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foliculos ovarianos foram classificados como primordiais (presenga de odcito
envolto por uma camada de células granulosa pavimentosas), foliculos primarios
(presenca de uma camada unica de células granulosa pavimentosas), pré-antrais
(presenca de 2-4 camada de células granulosa pavimentosas, sem espacgo antral),
foliculos antrais (presenga de 3 ou mais camada de células granulosa
pavimentosas, com um espaco antral definido) (MYERS et al., 2004), foliculos
ovarianos atrésicos e os cisticos (SHI et al., 2009). As areas do endométrio (End),
do miométrio (MYO), espessura do miométrio, estroma, epitélios luminal e as
glandulas uterinas endometriais (GE) foram analisadas nos cortes transversais
uterinos endometriais (RICHARDS et al., 1980).

Os tecidos foram analisados em multiplas secgbes em todo o 6rgdo com
microscopio Olympus com aumento final de 100x (AX70; Center Valley, PA; até 50
pm de disténcia entre as secgbes). Todas as imagens fotografadas foram obtidas
com camera AxioCam que emitem fotos de alta resolugdo (2048x1536 pixels) e

exportadas para o AxioVision Software (software 4.8).

3.6 Ensaio reprodutivo

Para o ensaio reprodutivo, quatro animais de cada grupo (Ct e Fe) foram
submetidos ao protocolo de intoxicacdo, como descrito anteriormente. Encerradas
as 4 semanas, os animais foram organizados individualmente em caixas apropriadas
para roedores. O ciclo estral foi analisado e em cada caixa um macho C57BL/6
controle foi incorporado ao ninho no oitavo dia. Durante a introdu¢do do macho
avaliamos o periodo da cépula e por um perdido de doze semanas seguintes foram
avaliados os quantitativos de filhotes por ninhada de cada fémea, tal como ilustrado

abaixo (figura 8).
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Figura 8: Imagem representativa do Ensaio Reprodutivo.

3.7 Analise Estatistica

Todas as amostras foram submetidas a teste prévio de normalidade, o

utilizado foi o D'Agostino e Pearson omnibus. Os resultados foram avaliados por

estatistica descritiva analisando média + erro padrdo da média (EPM). Foi utilizada

para as analises comparativas realizadas entre os grupos o teste estatisticos

t-Student. O nivel de significancia foi estabelecido quando *P<0,05. Utilizou-se em

todas as anadlises estatisticas realizadas o programa Graph Prism Software 6 (San

Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da sobrecarga crénica de ferro sobre o peso do animal e dos

oérgaos do eixo hipotalamo-hipéfise-génada

Um leve aumento do peso corporal das camundongas tratadas com ferro foi
observado, mas n&o estatisticamente significante. Os 6rgaos do sistema reprodutor dos
animais intoxicados cronicamente com ferro - ovario (Ct: 0,396 + 0,031, n=8; Fe: 0,268
1 0,058, n=8; figura 9B e D) e utero (Ct: 3,1 £ 0,3, n=7; Fe: 1,63 £ 0,26, n=7; figura 9C e
E) - apresentaram redugcao do peso e do tamanho total. Igualmente detectou-se
diminuicao do peso da hipdfise (Ct: 0,073 + 0,005, n=8; Fe: 0,053 £ 0,001, n=9; figura
9F), embora o hipotalamo (Ct: 1,65 £ 0,29, n=9; Fe: 1,78 + 0,36, n=9; figura 9G) se

manteve igual entre os grupos.
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Figura 9: Efeito da sobrecarga de ferro sobre o peso corporal (A), ovariano (D), uterino (E), hipofisario
(F) e hipotalamico (G). (B) e (C) imagens comparativas do ovario e utero respectivamente. Niumero
amostral: (A) Ct-n=21eFe-n=22;(D)n =8 nos dois grupos; (E)Ct-n=7eFe-n=38; (F)n=9nos
dois grupos. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *P<0,05 Fe vs Ct pelo teste t de
Student.
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4.2 O teor de ferro no soro e nos érgaos

Comprovando nosso modelo experimental, os niveis de ferro sérico dos
animais submetidos ao protocolo de sobrecarga estavam muito elevados quando
comparados aos animais controle (Ct: 98 + 19; Fe: 5824 + 511; n=7). Seguindo esse
resultado, todos os 6rgaos avaliados dos animais do grupo ferro tiveram significante
acumulo deste elemento nos tecidos: figado (Ct: 805 + 54, n=8; Fe: 45543, + 3759,
n=8; figura 10A); baco (Ct: 9911 + 824, n=7; Fe: 54915 £ 4962, n=8; figura 10B);
hipotalamo (Ct: 48 + 4,1; Fe: 267 £ 9,5; figura 10C); hipdfise (Ct: 0,073 + 0,005; Fe:
0,053 + 0,001; figura 10D); ovarios (Ct: 349 + 60, n=7 Fe: 17997 + 2127 n=8 figura 10E)
e utero (Ct: 79 £ 12, n=7; Fe: 17178 £ 2429, n=7; figura 10F).

A B C
60000 60000 **T** 500+
N - g 400
=2 = 2
& 40000 % 40000+ o 300 .
= =2 g
e o 5
® o = 200
& 20000 & 20000+ £
i £ 100
= ==
N o .
- r T N - r T
Ct Fe Ct Fe Ct Fe
L E F
3000+ 25000 25000
dekdek Kk *kkk
B = 20000+ . 20000 7
2 2000- S g2
2 2 15000+ 2 15000
2 e °
e - = —
2 1000- g 10000 E 10000
T O 50001 5000
0, | e— 0, —_— 0, [
- Tr 1 N N I E—
Ct Fe Ct Fe Ct Fe

Figura 10: Niveis de ferro tecidual. A) Figado; B) Baco; C) Hipdfise; D) Hipotalamo; E) Ovario; F) Utero.
Os resultados estdo expressos como média + EPM. *P<0,05 Fe vs Ct pelo teste t de Student.
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4.3 Efeitos da sobrecarga cronica de ferro sobre o ciclo estral das

camundongas

Em consequéncia a exposigao crbnica ao ferro houve uma evidente alteragao
do comportamento do ciclo reprodutivo dos animais expostos ao excesso deste metal.
Enquanto as camundongas controle apresentaram um padrao de ciclagem muito
semelhante ao descrito na literatura (figura 11A), os animais com sobrecarga nao
apresentavam o mesmo desempenho (figura 11B). Observando a figura 11C pode-se
notar que o ciclo das fémeas intoxicadas se tornou mais longo principalmente devido

ao grande prolongamento nas fases de metaestro e diestro.
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Figura 11: Analise do ciclo2 estral. A) Animais do grupo controle; B) Animais do grupo ferro; C) Duragao
das fases do ciclo estral. Os resultados estao expressos como média + EPM. *P<0,05 Fe vs Ct pelo teste
t de Student.
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4.4 Efeitos da sobrecarga crénica de ferro sobre a morfologia dos ovarios

Houve alteragdes morfolégicas significantes nos ovarios do grupo ferro em
comparagao com os ovarios dos animais do grupo controle. Os foliculos pré-antrais (Ct:
1,59 + 0,22; Fe: 1,61 £ 0,31; n=12; figura 12A) e antrais (Ct: 1,43 £ 0,21; Fe: 1,16 %
0,29; n=12; figura 12B) das gbnadas de ambos os grupos manifestaram aspectos
estruturais semelhantes. Porém a intoxicacdo ao metal reduziu o quantitativo de corpo
luteo (Ct: 2,82 + 0,27; Fe: 1,621 0,18; n=12; figura 12C) e aumentou o numero dos
foliculos atrésicos (Ct: 0,68 £ 0,19; Fe: 3,24 + 0,35; n=12; figura 12D).
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Figura 12: Efeitos da sobrecarga crdnica sobre a histomorfologia ovariana. Fotografias microscoépicas
representativas de ovarios corados com H&E. A) Ct; B) Fe; C) Foliculo Pré-antral; D) Foliculo antral; E)
Corpo Luteo; F) Foliculo atrésico. B1.1) Presenca de foliculos cisticos (setas pretas). B2.1) Presencga de
células apoptéticas na area central do CL (seta vermelha). Os resultados estdo expressos como média +
EPM. *P<0,05 Fe vs Ct pelo teste t de Student.

4.5 Efeitos da sobrecarga cronica de ferro sobre a morfologia uterina

No utero também foi possivel observar variagdes histologicas importantes entre
0 grupo controle e o grupo ferro. A sobrecarga de ferro diminuiu a espessura do
miométrio (Ct: 131 £ 5; Fe: 94 £ 2,8; n=12; figura 13A), do endométrio (Ct: 414 £ 25;
Fe: 313 £ 20; n=12; figura 13B) e o quantitativo de glandulas uterinas endometriais (Ct:
68 + 5; Fe: 37,2 + 3,6; n=12; figura 13C).
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Figura 13: Efeitos da sobrecarga cronica sobre a histomorfologia uterina. Fotografias microscopicas
representativas do utero corados com H&E. A) Ct; B) Fe; C) Miométrio; D) Endométrio; E) Glandulas
Uterinas Endometriais. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *P<0,05 e ***P<0,0001 Fe vs

Ct pelo teste t de Student.

4.6 Efeitos da sobrecarga cronica de ferro sobre a reprodutividade - ensaio

de reproducgao

Avaliamos o ensaio reprodutivo por meio do ciclo estral das camundongas para
avaliar o periodo da incorporagdo do macho no ninho. Também foi analisado o canal
vaginal (plug) para garantir a copula (figura 14). Contrapondo os dois grupos, mesmo

nao sendo estatisticamente significante, o tempo para a cépula nos animais com
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sobrecarga crbnica de ferro apresentou uma tendéncia ao aumento (figura 13).
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Figura 14: Avaliagdo do ciclo estral. Confirmagédo da copulagdo. A) Controle; B) Ferro; C) Dias para a
copulacdo. CON - Controle; IRON - Ferro; Male - Macho; Plug - Copulagao; Died - Faleceu; Days - Dias;
Days Until Plug - Dias até a copulagdo. Os resultados estao expressos como média + EPM. *P<0,05 Fe
vs Ct pelo teste t de Student.
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Quanto a ninhada, as quatro fémeas Ct totalizaram 70 filhotes (Figura 15A), enquanto

que, nas fémeas com sobrecarga de ferro, nao foi observado o nascimento de nenhum

filhote neste periodo de 90 dias de analise (Figura 15B).
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Figura 15: Representagdo grafica da avaliagdo reprodutiva de camundongos fémeas Ct e Fe.
Quantitativo de filhotes por animais. A) Controle; B) Ferro. CON - Ct; IRON - Fe; Litters - Filhotes;

Died - Faleceu.
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5. DISCUSSAO

No nosso estudo investigamos os efeitos da sobrecarga de ferro sobre os
orgaos do sistema reprodutor e a capacidade reprodutiva de camundongos fémeas.
Dividimos os animais em grupo controle - Ct e grupo ferro - Fe. Utilizamos como
protocolo o0 modelo de exposicdo com dose de 10 mg/kg/dia de ferro dextrano em
animais camundongos fémeas, via i.p, e para garantir a eficacia da sobrecarga,
quantificamos o nivel de ferro sérico, e por espectrometria, mensuramos os niveis de
ferro no figado, no bago e nos 6rgaos do eixo HHG (hipotalamo, hipofise, ovario e
utero). Esse modelo foi utilizado pois mimetiza a sobrecarga de ferro secundaria,
representado por pacientes que precisam submeter-se a consecutivas transfusdes de
sangue, como € o caso da beta talassemia maior e a anemia falciforme (GALLEANO;
PINTARULO, 1994).

A beta talassemia é classificada como uma doenga hereditaria recessiva que
promove anemias devido a auséncia ou a diminuicdo da produgdo do gene de beta
globina (HbB) no cromossomo 11 (NEEDS, 2021; ORIGA, 2017). Dentre os diversos
tipos da doencga, estdo os mais comuns: a beta talassemia menor, quando o individuo
carrega apenos os tragos; a beta talassemia intermediaria, apresentando a forma mais
leve da doencga, onde raramente necessita de transfusbes de sangue; e a beta
talassemia major, essa representa a forma mais grave da doengas, sendo necessario a
transfusbes de sangue com regularidades (GALANELLO; ORIGA, 2010). A beta
talassemia major apresenta eritropoiese ineficaz, devido ao dano oxidativo e a
apoptose prematura do precursores de eritrocitos, resultando na necessidade de
transfusdes sanguineas rotineiras (ORIGA, 2017). Devido as alteragbes da medula
Osseas, causadas pela hiperplasia eritréide, a via da proteina morfogenética éssea
(BMP) é ativada, que, por sua vez, inibe a produgdo do hormdnio hepcidina,
aumentando as chances de sobrecarga de ferro (NEEDS, 2021).

Quando comparamos os valores de ferro sérico dos grupos (Ct x Fe)
comprovou o cenario de sobrecarga, os animais tratados com o metal apresentaram
elevadas concentracdes de ferro na circulagdo. Nestas circunstancias, a espectrometria

detectou um aumento significativo do metal em todos os érgéos coletados dos animais
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do grupo Fe, sendo o figado e o bago os 6rgaos com niveis mais discrepantes, quando
comparamos ao Ct, fortalecendo, assim, os resultados de outros pesquisas com
modelos de exposi¢gao em animais (BARTFAY & BARTFAY, 2000b; CARDOSO et al.,
2005; CRACKOWER et al., 2002; DAY et al., 2003; LOU et al., 2009; OUDIT et al.,
2003; OUDIT et al., 2004; WHITTAKER, 1996). Chen et al em 2020 demonstraram em
seu estudo experimental com células que, os hepatdcitos tratados com cloreto de ferro
(FeCl;) apresentaram capacidade aumentada de absorver o ferro, devido ao aumento
da expressao dos genes, ou de redutases da membrana (Dctyb e Steap4) ou dos
receptores de transferrina (Tfrc). Atrelado a esses condicionamento resultante, os
hepatocitos sofreram ferropitose (CHEN et al, 2020). Sabe-se que em condigbes de
sobrecarga de ferro, os hepatdcitos aumentam a secrecao da hepcidina, horménio que
regula a absorgéo de ferro, principalmente no enterécito, promovendo a endocitose do
complexo hepcidina-ferroportina e degradando o dentro da célula (DUNN et al., 2007;
GANZ, 2013; TJALSMA et al., 2017; CANANI et al., 2017)

Foi possivel demonstrar a interferéncia da sobrecarga de Fe sobre a anatomia
dos ovarios e utero, representados na figura 8 B e C, com visivel alteragdo dos
aspectos de coloragdo e tamanho. A porgao ovariana e uterina dos camundongos
intoxicados com Fe apresentaram hiperpigmentagdo (escurecimento), resultante do
depdsito de ferro sobre esses tecidos, caracteristica comuns de individuos, humanos e
roedores, com excesso de ferro na circulacéo (Au ate al, 2009). A analise ponderal, ndo
foi detectado diferenga entre o peso corporal da populagcdo com sobrecarga de ferro
comparada ao Ct. Em contrapartida, houve uma redugdo da massa ovariana, uterino e
hipofisaria. Por meio de ressonancia magnética (RM) em pacientes com sobrecarga de
ferro, foi possivel identificar as alteragdes morfofuncionais da hipéfise, e foi visualizado
a diminuicdo do volume hipofisario (FRANIEL et al., 2006; BERLINER et al., 2022). Em
aspectos fisiologicos, sabe-se que pituitaria apresenta sensibilidade aumentada ao
ferro, altas concentracdes tem sido associada a disfungdes no desenvolvimento devido
ao aumento de espécies reativas de oxigénio e, deste modo, correlacionada ao
hipopituitarismo (KARADAG et al., 2020; ROSSI et al., 2016).

O eixo HHG é um importante regulador sobre o sistema reprodutor do
individuo, variagbes das taxas hormonais podem ser associadas a infertilidade.

Modificagdes hipotalamicas e/ou hipofisarias em pacientes em situag¢des de sobrecarga
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de ferro apresenta prevaléncia de hipogonadismo em 50-80% dos casos (BERLINER et
al 2022). Sabe-se que, concomitante ao ciclo menstrual, acontece o ciclo ovariano.
Quando nascemos, o0s ovarios possuem cerca de 2 milhées de odcitos primarios. Até o
inicio da puberdade esses foliculos sofrem um processo natural denominado de
atresia, produzindo foliculos atrésicos que sao inviaveis, reduzem os odcitos a cerca de
400.000 neste periodo. Na puberdade, o ciclo ovariano comega com o0 aumento do
horménio foliculo estimulante (FSH), onde mensalmente um foliculo primordial é
maturado e liberado em direcdo ao utero (JUNQUEIRA &; CARNEIRO, 2017;
SILVERTHORN 2017).

Por intermédio do FSH, os foliculos primordiais sdo maturados em foliculos
secundarios ou pré-antrais. Esses foliculos sofrem transformagcdo de foliculos
secundarios em foliculos terciario, devido a formacdo de antro. Com esse
desenvolvimento, a produgédo do liquido folicular também aumenta. Composto pelo
principal hormbnio ovariano, estradiol, e enzimas, essa substancia € armazenada em
pequenas bolsas conhecida como antro, que também aumentam de tamanho para a
nutricdo dos odcitos, permitindo a ovulagdo. Com todo o desenvolvimento folicular, as
células granulosas, que produzem o estradiol, também passam a produzir a
progesterona. Em resposta ao aumento de estradiol na circulagéo, a hipofise secreta
um volume maior de LH (horménio luteinizante), conhecido como pico de LH. Em
determinada fase ha uma ruptura da parede e o ovadcito € liberado deste envoltério em
direcdo a tuba uterina. Com a ovulagao, o foliculo que expeliu o ovécito se organiza
formando o corpo luteo, que funciona como uma glandula enddcrina temporaria,
produzindo estrogénio e progesterona, importante para a manutengao do ovécito. Com
a inviabilidade do 6vulo, quando nao ha fecundagao, o corpo luteo sobre apoptose e 0s
niveis dos hormbnios secretados por ele diminuem. Como consequéncia a
descamacdo uterina é desencadeada e o oOvulo é eliminado juntamente na
menstruacao (JUNQUEIRA &; CARNEIRO, 2017; SILVERTHORN 2017).

A anadlise histolégica ovariana dos nossos animais expostos ao ferro
apresentou alteragdes citoldgicas importantes. Houve uma diminuicdo do quantitativo
do corpo luteo e, em contrapartida, um aumento dos foliculos atrésico. Esses dados
sdo sugestivos de uma disfungao ovariana consistente, atrelado a deposicéo de ferro ja

relatado nesta pesquisa. Asano, 2012, sugere que a sobrecarga de ferro em
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camundongos promove acumulo tecidual e que, consequentemente, ha uma ativagao
das reagdes redox, ocasionando a peroxidacgao lipidica, potencializada pelo estresse
oxidativo ovariano. Qin et al, 2021, em seu modelo exposicdo com a dose mais
elevada, onde injetava via i.p 1g/kg de ferro dextrano uma vez por semana, por um
periodo de dois meses, também apresentou redugcdo ovariana, diminuicdo do
quantitativo de corpo luteo e o aumento dos foliculos atrésicos. Da mesma forma,
também foi detectado a diminuicdo do horménio estradiol, correlacionando todos esses
resultados ao hipogonadismo. Rossi et al apresentou um trabalho de exposi¢do ao
ferro aguda em doses elevadas. Detectaram em seus resultados o acumulo de ferro
nos ovarios. Em analises histologicas identificaram o aumento numérico de foliculos
atrésicos e foliculos cisticos (células inviaveis a fecundagao), diminuicao do quantitativo
de corpo luteo, além da presenga de células apoptéticas junto as células granulosas,
no espaco antral e proximo ao corpo luteo, semelhante ao encontrado em nossos
estudos. Justificando, Rossi et al (2016) correlacionou os resultados ao aumento da
producao de estresse oxidativo promovido pela sobrecarga de ferro, que, por sua vez,
causou o envelhecimento precoce dos foliculos ovarianos com a presencga de radicais
livres. Nossos resultados sdo compativeis ao descrito na literatura. Sabe-se que os
foliculos atrésicos e cisticos estdo em degeneragao, portanto ndo sao viaveis para a
fecundacdo. O ovario possui um quantitativo predeterminado de foliculo, logo o
aumento da formacado de foliculos atrésicos podem implicar na reducdo de células
viaveis para a fecundacao, reduzindo a taxa reprodutiva dos individuos. A diminui¢cao
da producédo do corpo luteo pode sugerir um desequilibrio na fertilidade, pois 0 mesmo
€ necessario para a manutengao do ovdcito. Da mesma forma, em modelos humanos,
foi observado a diminuicdo da reserva ovariana em mulheres com doencas falciformes
(DF) (KOPEIKA et al, 2019).

Também foi detectado acumulo do ferro nas células uterinas, e quando
investigado a morfohistologia uterina foi possivel observar a atrofia nos animais
tratados com ferro, com diminuicdo do miométrio, endométrio e redugao das gléandulas
endometriais. A diminuicdo desses 6Orgaos pode ser proveniente da redugao dos
horménios ovarianos que promovem a manutencdo desta regido. Pesquisas
emparelham a sobrecarga de ferro a anormalidades uterinas e aos casos de

endometriose (van Langendonckt et al, 2002; Rossou et al, 2012). De todo modo, as
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condi¢des uterinas mencionadas sugerem um desenvolvimento prejudicado, conhecido
como utero infantil. Essas condigbes podem dificultar a progressédo do periodo
gestacional, impedindo desde o processo de nidagado, o desenvolvimento celular até a
formagao do feto, pois o 6rgdo ndo apresenta estrutura apropriada para a manutengao
e suporte neste periodo. Combinado ao prejuizo ovariano, essas condi¢des podem
inviabilizar a continuidade de uma possivel gestagao ou até mesmo impedir que inicie o
estado gravidico.

Quanto ao ciclo estral das camundongas, detectamos variagbes na
padronagem. Os camundongos do grupo ferro apresentaram alongamento das fases
de metaestro e de diestro. A prolongacgao dos dias de metaestro e diestro sugerem que
os animais do ferro apresentam ciclo estral mais longo, € como ndo houve um aumento
da fase de estro, em proporgao ao ciclo, a fase ovulatéria diminuiu, possivelmente com
aspectos disfuncionais durante a fase.

O ensaio reprodutivo nos possibilita visualizar na pratica o funcionamento
indireto do eixo HHG. Como ja atestado nos nossos resultados e discusséo, o ferro
depositou-se em todos os 6rgaos dos animais do grupo ferro analisados nessa
pesquisa, esse acumulo acentuado pode promover alteragdes fisioldgicas irreversiveis.
N&o quantificamos nesse projeto, mas sabemos que o hipotalamo & responsavel por
liberar o GnRH. Em resposta ao GnRH, a hipdfise secreta o FSH e o LH que atuaram
diretamente sobre as gbnadas, mobilizando a liberagédo da célula reprodutora feminina,
no caso das mulheres, que permitira a secrecédo do estradiol.

No nosso ensaio nao visualizamos a presenga de nenhum filhote nas gaiolas
dos camundongos intoxicados com ferro, por um periodo de 90 dias. Em contrapartida,
0os 4 animais controles geraram uma somatodria de 70 filhotes neste mesmo periodo.
Rossi (2016) e Qin (2021) demonstraram que o nivel do estradiol apresentou-se
diminuidos em roedores tratados com ferro, esse resultado pode ser em resposta a
diminuicdo ou do GnRH, ou dos horménios hipofisarios (FSH e LH), ou ainda da
inviabilidade ovariana.

Nao sabemos, ao certo, se as fémeas do grupo ferro ndo geraram filhotes ou
se houveram abortamentos durante o percurso. Porém, esses dados sugerem que, 0s
animais submetidos a protocolo de intoxicagcdo crénica de ferro apresentaram a

diminuigao ou a inexisténcia da capacidade reprodutiva.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, sabe-se a importancia que o ferro desempenha em todo o
sistema humano. Ja é consolidado que a deficiéncia do ferro promove prejuizo
funcionais importantes, porém, estudos vém demonstrando que a sobrecarga de
ferro também pode trazer prejuizo irreversiveis. Nosso modelo de exposi¢céo crénica
ao ferro apresentou eficacia e foi possivel detectar alteracées morfofuncionais no
figado, no bago e nos o6rgaos do eixo HHG, corroborando com os dados da
literatura. Deste modo, nossas pesquisas sugerem que 0S animais em situagao de
sobrecarga cronica de ferro apresentam disfungao no eixo
hipotalamo-hipdéfise-gonadal resultando em uma baixa ou inexistente capacidade

reprodutiva.

Como complementacdo, entendemos a importancia da analise quantitativa
dos hormdnios (GnRH, FSH, LH e estrégeno) nos nossos animais com sobrecarga
crbnica, de forma a correlacionar a capacidade reprodutiva da populagao estudada.

Também, como meta futura, esta a analise do estresse oxidativo.
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