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RESUMO

INTRODUGAO: Apesar de ser um mineral essencial para a homeostase, aumentos
excessivos no ganho de ferro no nosso organismo cursa com risco de intoxicacdo ou
sobrecarga, visto que nao ha processos regulaveis para sua excre¢ao. A intoxicagcao
por via oral, principalmente entre criangas por ingestdo acidental; ou por via parenteral,
em decorréncia de infusbes com altas doses, tém taxas elevadas de morbimortalidade.
Em excesso, o ferro livre pode danificar 6rgdos e sistemas, em especial o
cardiovascular. Atualmente € bem sabido que ndo somente a sobrecarga cronica de
ferro, mas também a incubacdo aguda de tecido miocardico de ratos ao ion ferroso
(Fe?*) cursa com disfungdo contratil do musculo cardiaco. Além disso, varios estudos
também sugerem wuma vasculopatia importante em roedores cronicamente
sobrecarregados com ferro, relacionada ao intenso estresse oxidativo gerado. Nesse
sentido, é preciso aprimorar a investigacdo dos efeitos agudos desse metal sobre a
vasculatura, pois ainda nado foram adequadamente identificados. Assim, devido a
vasculopatia ja descrita nos modelos de exposi¢ao crbnica “in vivo”, € ao seu potencial
oxidativo, nossa hipotese € que a exposigao “in vitro” de segmentos adrticos ao Fe?*
seja capaz de alterar a estrutura e funcao endotelial no seu papel modulatério sobre o
ténus vascular. OBJETIVO: Avaliar se a exposicao “in vitro” a altas concentragdes de
Fe?* produz alteragdes morfofuncionais no endotélio vascular de segmentos adrticos de
ratos. MATERIAL E METODOS: Foram utilizados anéis isolados de artéria aorta de
ratos Wistar machos (250-350g), nos quais foi avaliada a reatividade vascular a
fenilefrina apds incubacdo com solugao nutriente padrdo ou adicionada de sulfato
ferroso (FeSO4 10, 25, 100, 250, e 1000 uM) por 30 minutos. Em outro conjunto de
experimentos, foram avaliadas as respostas vasodilatadoras a acetilcolina ou a um
doador de 6xido nitrico, o nitroprussiato de so6dio em anéis previamente pré-contraidos
com fenilefrina; além da analise do papel do endotélio nos efeitos do Fe?* 100 e 1000
MM sobre a reatividade vascular, pela lesdo mecanica da camada intima. Ademais,
alguns segmentos com endotélio integro foram incubados previamente com um inibidor
da sintase de oOxido nitrico; um inibidor da ciclooxigenase; um “varredor” de radical
hidroxila OH® ou uma inativadora do peréxido de hidrogénio (L-NAME, indometacina,
DMSO e catalase, respectivamente). Finalmente, amostras de segmentos adrticos
também foram analisadas por microscopia eletrénica por varredura e espectroscopia
por energia dispersiva para avaliagdo da morfologia € mapeamento elementar da
superficie endotelial; além da extracao do tecido vascular para analise de produtos de
oxidagao avangada de proteinas (AOPP) e do principal produto de peroxidagao lipidica,
malondialdeido (MDA). RESULTADOS: A exposigdo ao Fe** aumentou a reatividade
vascular a fenilefrina apds 30 minutos, a partir de 25 yM, sendo mais significativos os
efeitos quando a exposig¢ao foi nas concentragées de 100, 250 e 1000 uM. Por essa
razdo, a fim de simplificar os estudos seguintes, somente foram utilizadas as
concentragcoes de 100 e 1000 uM incubadas por 30 minutos. Nas curvas de ACh,
concentragdes de Fe?* 100 e Fe 1000 puM, tiveram uma menor resposta vasodilatadora
enquanto na presenga de NPS ndo houve diferenga na vasodilatagéo independente do
endotélio, inferindo que o prejuizo na modulagao esta relacionado a fungao endotelial.
A retirada do endotélio e a incubacdo com L-NAME aumentaram a resposta
vasoconstrictora em todos os anéis. Porém, a magnitude desse aumento foi menor
naqueles expostos ao Fe?*, corroborando a redugdo na modulagdo endotelial e



sugerindo menor participagdo do Oxido nitrico, confirmada com DAF que indicou
biodisponibilidade de NO reduzida nas incubacbées com ferro. Na presenca de
indometacina, a vasoconstricdo dos anéis incubados com Fe?* 1000 uM reduziu,
sugerindo papel da via AA-COX para a hipercontratilidade em altas concentragdes de
Fe?*. Nas incubagdes prévias com catalase e DMSO, houve diminuigdo da resposta
contratil dos segmentos expostos ao Fe?*, indicando também um papel das espécies
reativas do oxigénio (EROs) nesse efeito. Apesar disso, ndo houve diferenca
significativa no AOPP ou MDA nos anéis incubados com Fe?*, sugerindo que, apesar do
efeito sobre a reatividade vascular, o aumento de EROs aos 30 minutos deve ocorrer
em niveis ainda incapazes de serem detectados pelas técnicas utilizadas e que nao
causam danos suficiente. A espectroscopia de microanalise qualitativa evidenciou baixa
ou nenhuma presenga de ferro no grupo controle, enquanto os grupos incubados com
Fe?* apresentaram um aumento consideravel. CONCLUSAO: A incubac&o “in vitro”
com Fe?" foi suficiente para causar danos nas células endoteliais de maneira
concentracao-dependente, acarretando em prejuizo na modulagao endotelial. Os
mecanismos parecem estar relacionados a exacerbagao de vias contrateis derivadas da
COX, e diminuicao da biodisponibilidade de NO em associagao a producao de EROs.

Palavras-chave: Hemocromatose, anemia, politransfusdées, ferro-heme,

estresse oxidativo, radicais livres, endotélio, reatividade vascular.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Although iron is an essential mineral for homeostasis, excessive iron
accumulation in our body can lead to intoxication or overload, since there are not
regulated processes for its excretion. Oral intoxication, mainly by children due to
accidental ingestion, or parenteral administration, due to high-dose infusions, exhibit
high morbidity and mortality rates. In excess, free iron can damage organs and systems,
especially the cardiovascular system. It is currently well known that not only chronic iron
overload, but also acute incubation of rat myocardial tissue with ferrous ion (Fe?*) result
in contractile dysfunction of the cardiac muscle. In addition, several studies also suggest
significant vasculopathy in rats chronically overloaded with iron, related to intense
oxidative stress. However, the “in vitro” effects of this metal on the vasculature have not
been identified. Thus, due to the vasculopathy already described in chronic exposure "in
vivo" models, and its oxidative potential, the hypothesis is that "in vitro" exposure of aortic
segments to Fe?" is capable of altering the endothelial structure and function, in its
modulatory role on vascular tone. OBJECTIVE: To evaluate whether “in vitro” exposure
to high concentrations of Fe?* induce morphofunctional changes in the vascular
endothelium of rat aortic segments. MATERIAL AND METHODS: Aortic rings isolated
from male Wistar rats (250-350g) were used to evaluate the vascular reactivity to
phenylephrine after incubation with a standard nutrient solution added with ferrous
sulfate (FeSO4 10, 25, 100, 250, and 1000 pM) for 30 minutes. the vasodilatory
responses to acetylcholine or a nitric oxide donor, sodium nitroprusside, were evaluated
in rings previously pre-contracted with phenylephrine. In addition, the role of the
endothelium in the effects of Fe?* 100 and 1000 uM on vascular reactivity was analyzed
by mechanical injury of the intimal layer. Furthermore, some segments with intact
endothelium were pre-incubated with an inhibitor of nitric oxide synthase, a
cyclooxygenase inhibitor, a hydroxyl radical scavenger, and a hydrogen peroxide
inactivator (L-NAME, indomethacin, DMSO and catalase, respectively). Finally, samples
of aortic segments were analyzed by scanning electron microscopy and energy-
dispersive spectroscopy for evaluation of the morphology and elemental mapping of the
endothelial surface; in addition to the extraction of vascular tissue for analysis of
advanced protein oxidation products and the main product of lipid peroxidation,
malondialdehyde. RESULTS: “In vitro” exposure to Fe?* increased vascular reactivity to
phenylephrine after 30 minutes, from 25 yM, with more significant effects observed after
exposure to concentrations of 100, 250, and 1000 uM. In the acetylcholine curves, aortic
rings exposed to high Fe?* had a lower vasodilatory response, while the response sodium

nitroprusside was preserved, suggesting an impairment in endothelial function. Removal



of the endothelium and incubation with L-NAME increased vasoconstrictive response in
all rings. However, the magnitude of this increase was lower in those arterial segments
exposed to Fe?*, indicating a reduction in endothelial modulation and participation of
nitric oxide, which was confirmed with DAF fluorescence that evidenced reduced NO
bioavailability in samples incubated with Fe?*. In the presence of indomethacin,
vasoconstriction of aortic rings exposed to Fe?* 1000 uM decreased, suggesting a role
of the AA-COX pathway in hypercontractility at higher concentration of Fe?'. After
incubation with catalase and DMSO, there was a decrease in the contractile response of
segments exposed to Fe?*, indicating a role of reactive oxygen species (ROS) in this
effect. Despite this, there was no significant difference in AOPP or MDA in the rings
incubated with Fe?*, suggesting that, despite the effect on vascular reactivity, the
increase in ROS at 30 minutes should occur at levels still undetectable by the techniques
used and do not cause sufficient damage. Qualitative microanalysis spectroscopy
showed significant variations in iron concentration among the studied groups. The control
group had low or no presence of iron, while the Fe-incubated groups showed a
considerable and even greater increase.. CONCLUSION: “In vitro” incubation with high
concentrations of Fe?* is sufficient to damage to endothelial cells, resulting in impaired
endothelial modulation. The mechanisms appear to be related to the exacerbation of
contractile pathways derived from COX and a decrease in the bioavailability of NO in

association with the production of ROS

KEYWORDS: Hemochromatosis, anemia, poly-transfusion, heme iron, oxidative

Stress, free radicals, endothelium, vascular reactivity.
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1 INTRODUGAO

1.1Ferro

Desde os primérdios da formagdo da terra, os seres vivos tém uma
relacdo importante com o ferro (Fe): sugere-se que o Oz liberado pelos primeiros
seres (fotossintetizantes) auxiliou a transformacao de Fe** em Fe*" e a interagao
do Fe e enxofre, gerando o FeSz2, sendo um propulsor energético para a reducao
de COg, tornando assim a atmosfera compativel com a vida terrestre. O Fe esta
relacionado a respiragcdo de quase todos 0s organismos vivos € € um mineral
essencial para homeostase celular, participando de diversos mecanismos
fisiolégicos importantes, dentre eles a ligagao e transporte de oxigénio através
da hemoglobina e mioglobina, sintese do acido desoxirribonucleico e agdo como
cofator enzimatico na cadeia respiratoria mitocondrial (Mufioz; Villar; Garcia-
Erce, 2009).

O Fe apresenta duas formas principais, o Fe organico e inorganico,
respectivamente, ferro heme e ferro ndo heme. O ferro heme tem mais facilidade
de absorcao e esta presente na composicao de células nucleadas; € sintetizado
no citosol e mitocdndrias celulares; e sua presenga em carnes vermelhas € mais
abundante do que em ovos e laticinios. Essa apresentacao quimica facilita a
absorcgao e utilizagédo do ferro contido no ferro heme. O Fe inorganico pode ser
encontrado em vegetais e graos e tem uma absor¢cédo dependente de um
processo de reducao onde Fe?®** é transformado em Fe?* para entao ser absorvido

pelo enterdcito (Gudjoncik et al., 2014).

O Fe heme é uma estrutura organica complexa em forma de anel,
denominado protoporfirina, que esta ligado a um ion Fe?+. A manutencao deste
estado é realizada pelos atomos de nitrogénio, que evitam a transformagéo do
Fe** em Fe®*+, 0 que o impediria de se ligar reversivelmente ao oxigénio.
Algumas moléculas, como o NO e CO possuem uma afinidade maior por ferro
heme do que o O2. Por causa dessa maior afinidade na presenga de CO, Oz é
liberado. (Nelson, 2014).



1.1.1 Cinética do ferro no organismo

Considerando a dieta padrao americana, sao consumidos de 10 a 15 mg
de Fe/dia em suas diferentes formas, entretanto apenas 5 a 10% s&o absorvidos,
0 que pode ser aumentado em caso de privagédo de ferro ou na gravidez, e por
efeito da presenca de solubilizantes como agucares e a acidez, que facilitam a

absorgao do Fe no intestino delgado (Hoffbrand; Moss, 2011).

Na porcéao apical do enterécito existem duas formas de entradas para os
tipos diferentes de ferro: a proteina transportadora do heme-1 (HCP1) e o
transportador de metais divalentes 1 (DMT-1), respectivamente internalizam Fe
heme e Fe ndo heme, na forma Fe?* (Figura 1). A HCP1 transporta ferro heme
intacto (Weintraub; Conrad; Crosby, 1965; Wheby; Spyker, 1981), utilizando-se
um processo ativo (Vaghefi et al., 2000). O HCP1 & um transportador de
membrana na microvilosidade do enterocito duodenal, com a maior expressao
de absorgao de ferro heme (Shayeghi et al., 2005). No citoplasma, o ferro heme
passa pela agdo da hemeoxigenase (HO) liberando Fe?* para o pool de Fe
citoplasmatico. Estudos também descreveram a presenca de um receptor heme
na borda de escova (Grasbeck et al., 1979; Roberts; Henderson; Young, 1993)
que internaliza ferro heme através de um processo endocitético (Galbraith, 1990;
Grasbeck et al., 1979; Majuri; Grasbeck, 1987; Roberts; Henderson; Young,
1993). No interior lisossomal, a HO libera Fe?* do heme endocitado, e através de
DMT-1, o mesmo vai se somar ao ferro citoplasmatico (Oates; West, 2006;
Parmley et al., 1981; Wyllie; Kaufman, 1982).

O Fe proveniente da alimentagao pode ser encontrado na forma férrica
(Fe®**) ou ndo heme em alimentos como vegetais e graos, e na forma ferrosa
(Fe?*) em alimentos de origem animal, como carnes e derivados. Enquanto
aquele presente nos medicamentos e suplementagdes, na Fe?*. A forma Fe3*
deve passar pela agao da enzima redutase citocromo b duodenal (Dcytb) para
ser entdo internalizada por sua transportadora equivalente. O Fe entdo passa a
ser divalente e suscetivel a internalizagéo pelo DMT-1. O Fe?* internalizado pode
seguir dois caminhos, a depender da necessidade do organismo: ou este se liga
a ferritina e permanece no interior do enterécito ou é transportado pela
membrana basolateral do enterdcito e posteriormente levado ao sangue. A

ferroportina (FPN), uma proteina de membrana localizada na por¢ao basolateral



do enterdcito ¢ a principal via de saida de Fe?* para o meio extracelular (Figura
1). (Pantopoulos et al., 2012).

Ingestao
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Figura 1 - Internalizagdo das diferentes formas quimicas do Fe no enterdécito e suas modificagdes para o transporte

até o intersticio das vilosidades. Fonte: Adaptado de DOS SANTOS et al.,( 2022)

A maior porcao de Fe esta envolvido com fungdes de hemoproteinas, e a
propria hemoglobina se torna uma fonte enddgena deste metal. Assim,
aproximadamente de 25 a 30 mg/dia de Fe é reciclado pelo corpo, enquanto 1 a
2 mg é absorvido da alimentagao (Chifman; Laubenbacher; Torti, 2014; Mufioz;
Villar; Garcia-Erce, 2009). As hemacias perduram 120 dias em média, e ao se
tornarem senescentes, recebem uma marca bioquimica (peroxidacdo de
lipoproteinas da membrana plasmatica, perdas de acido sialico e a geragao de
neoantigenos) (Lutz et al., 2006). Os macréfagos do baco, da medula éssea e
do figado, ao reconhecerem essa marcagdo, realizam a eriptose. Essas
hemacias serdo internalizadas e entdo degradadas. O grupamento heme sera
catabolizado e resultara em Fe?" (existem outros produtos envolvidos neste
processo, entretanto, nao envolve a tematica deste trabalho). Por sua vez, o Fe**
retido dentro do macréfago se ligara a ferritina ou sera exteriorizado pela FPN
(Hoffbrand; Moss, 2011)

Dessa forma, o Fe pode ser encontrado em grande quantidade nas
células hepaticas, no baco e medula 6ssea. Apoferritina possui massa molecular
de 46.000 Da, pode abrigar até 4500 atomos de Fe (porém dificiimente se

alcanga a saturagdo maxima) e ao se associar a um ion ferroso torna-se ferritina.



Essa associagdo impede que o Fe forme agregados deletérios de precipitados
téxicos, a conjugacdo destes formam cadeias leves (chamadas basica) e
cadeias pesadas (chamadas acidas), e a proporgao entre as cadeias determina

a acidez da isoferritina.

Na corrente sanguinea, o Fe normalmente esta associado a proteinas de
transporte, sendo a transferrina (Tf) sérica a principal condutora de Fe no
organismo. A Tf tem predilegdo por Fe3*, embora tanto no enterdcito quanto no
macrofago a exteriorizagdo do Fe pela FPN € em Fe?*. Para ligar-se a Tf deve
ocorrer a oxidagéo do Fe?* em Fe®* pela hefaestina da membrana basolateral no
enterdcito, enquanto no macréfago, semelhantemente a ceruloplasmina exerce
essa funcao de oxidacao (Pantopoulos et al., 2012). A Tf é sintetizada pelo figado
e outros 6rgdos e quando se encontra em pH neutro pode carregar dois Fe3*. A
Tf solubiliza e facilita a sua obtengdo pelas células. Fisiologicamente, tem a
capacidade de transportar até 12 mg do ion, porém raramente ela se encontra
em sua capacidade maxima, e em torno de apenas 3 mg estao ligados a Tf em
circulagao. O receptor de Tf (TfR) presente na maioria das células, se complexa
com a Tf e a interacdo Tf-TfR ocorre pela facilidade promovida pelo pH de 7,4
fora da célula. O Tf-TfR complexado com HFE (proteina da hemocromatose) é
internalizado por endocitose, e dentro do endossomo o pH é reduzido através da
acao da bomba de protons dependente de ATP (adenosina trifosfatica),
liberando o Fe da Tf, enquanto o complexo Tf-TfR é reaproveitado. O ion ferro
dentro do endossomo esta na forma de Fe3* e para ser translocado para o
citoplasma precisa passar pela DMT-1 presente na membrana do endossomo.
Nesse momento ha a agado de uma ferriredutase denominada steap 3 que realiza

a reducao de Fe3* para Fe?* (Fleming et al., 1998; Pantopoulos et al., 2012).

O controle do equilibrio entre absorcao, utilizagdo e manutengdo do
estoque, é realizado majoritariamente por um horménio peptidico circulante com
funcdo regulatéria, a hepcidina. Esse horménio tem origem a partir de um
propeptideo com 84 aminoacidos sintetizado no figado e liberado no plasma
sanguineo em resposta a alguns estimulos especificos. Quando a hepcidina se
liga & FPN (além de facilitar a externalizacado do Fe, este também atua como
receptor de hepcidina), o complexo FPN-Hepcidina é internalizado e degradado
no interior dos macréfagos, hepatdcitos e enterdcitos. Dessa forma, o Fe néo

consegue ser retirado, aumentando os niveis intracelulares e estocados como



ferritina, ao mesmo tempo que reduz os niveis circulantes deste metal (Figura
2).
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Figura 2 - Principais mecanismos de liberagdo da hepcidina pelo figado e sua ag&o sobre o
metabolismo do Fe (Fonte: o Autor)

O aumento de ferro circulante e inflamacéao (IL-6) aumenta a expressao
de hepcidina enquanto a hipdxia, deficiéncia de ferro ou sinais de disfungao

eritropoiética reduzem esta expressao (Pantopoulos et al., 2012).

Em relagédo ao processo de excre¢cao de Fe do nosso organismo, néo &
conhecido até o momento qualquer mecanismo fisioldgico especifico e regulavel
para tal. Assim, o ferro & eliminado pela sudorese, passivamente pela
descamacao da pele e do epitélio intestinal onde a ferritina esta depositada, ou
em sangramentos ocasionais (ou regulares, no caso do ciclo menstrual, que leva
a perdas maiores de Fe pelo organismo). Quando ocorre aumentos excessivos
no ganho de Fe pelo organismo e a Tf esta totalmente saturada, o Fe circula
livremente pelo plasma na forma nao ligada a Tf (Non-Transferrin Bound Iron,
NTBI), podendo participar de reagbes quimicas geradoras de espécies reativas
derivadas do oxigénio (EROs), além de se acumular em 6rgaos e tecidos
causando danos celulares nos casos de sobrecarga.



1.1.2Ferro e o estresse oxidativo

Radical livre € um atomo ou molécula que contém um valor impar de
elétrons na ultima camada eletrénica, tornando-o altamente reativo o que justifica
a denominagao “espécie reativa”’. Os radicais livres se formam a partir de
reacdes de oxidagao (perda de elétron) e reducdo (ganho de elétron), deste
modo, provocando ou resultando de reagdes de 6xido-reducgdo. (Halliwell, 1992;
Halliwell; Gutteridge, 1990). Na maioria das vezes sao resultados da
metabolizacdo do O2 e por esse motivo o termo espécie reativa de oxigénio
(ERO) é utilizado. A agcdo Redox (reacédo oxido-redugao) € um acontecimento
fisiol6gico na maioria dos seres vivos de metabolismo aerébio e o Oz passa por
redugcao com a introdugao de quatro elétrons que originam H20. Ao perpassar a
esse processo sao originados outros subprodutos reativos intermediarios como
por exemplo o radical superoxido (O2")radical hidroxila (OH") e peroxido de
hidrogénio (H202)(Cohen, 1989).

As EROs sao produzidas em diferentes quantidades e tém também agdes
diferentes no organismo. O O2". Tem sua origem apos a redugado do Oz e esta
presente em quase toda a totalidade das células aerdbicas. Tem seu apice de
producao durante a atividade de neutrofilos, mondcitos, macrofagos e eosinoéfilos
(Halliwell; Gutteridge, 1986, 1990). Tem grande capacidade lesiva secundaria
em conjuntos produtores de Oz apesar de baixa eficiéncia em solu¢des aquosas
(Ferreira, A.L.A; Matsubara, 1997). O radical OH+ € uma ERO altamente reativa
que pode se combinar rapidamente com metais ou outros radicais gerados no
mesmo local. Se essa reagao ocorrer perto do DNA, e estiver ligado a um metal,
pode haver alteragdes nas bases purinicas e pirimidicas do DNA, resultando em
inativagao ou alteracdo do material genético. Além disso o OH' pode interferir e
inativar proteinas ao oxidar sulfidrilas e pontes dissulfeto e iniciar o processo de
oxidacéo de acidos graxos poli-insaturados de membranas celulares, processo
conhecido como lipoperoxidagao (Ferreira, A.L.A; Matsubara, 1997; Halliwell,
1992; Halliwell; Gutteridge, 1990). O OH® é reconhecido como a ERO mais
significante da lipoperoxidagdo (Gutteridge, 1988), estando o Fe com papel
determinante para o inicio deste processo, (Horton; Rice-evans; Fuller, 1989;
Minotti; Aust, 1987).



O H202 apesar de nao possuir elétron desemparelhado, e por esse
motivo n&o ser um radical, é resultado do metabolismo do Oz que causa danos,
pois participa da reacéo que produz OH". O H202 € um metabdlito deletério e tem
uma longa duragao, transpassa pela barreira lipidica e pode interagir com a

membrana de eritrocitos e proteinas relacionadas ao Fe?* (Scott et al., 1991)

Assim, é natural reconhecer que a fragdo de Fe livre deve ser mantida
baixa, pois esta possui facil interconversio entre Fe?* e Fe®*, o que o torna
bastante reativo em processos de redugao-oxidacéo (Pierre; Fontecave, 1999)
convertendo o H202 em OH’, pela reacado de Fenton (figura 3) e Haber-Weiss
(figura 4), que é altamente danoso a lipidios de membrana, acidos nucléicos e

proteinas (Edison et al., 2008) como ja mencionado anteriormente.

Fe'  + 0, < > Fe™ 4+ 0,7
20, + 2H' —— >0, + H,0,
Fe"" + H,0, ——> Fe’"" + OH™ +OH"

Figura 3 - Reagdo de Fenton

Fe' + 0,7 < > Fe™"  + 0,
Fe” + HO, ——> Fe™™ + OH™+OH’
0, + H0, —>0, + OH™ + OH~

Figura 4 - Reagdo de Haber-Weiss

Quanto a agao das EROs , todo o conteudo celular é susceptivel aos efeitos
deletérios, entretanto, a membrana lipidica € o alvo com maior prejuizo com
alterag¢des na integridade estrutural e na fungéo, ou seja, na permeabilidade das
membranas celulares (Mello Filho; Hoffmann; Meneghini, 1984). Com a perda da
fungdo seletiva da membrana, ocorre a liberagdo do conteudo lisossomal e a
formacgao de produtos citotdxicos, como o malondialdeido, resultando em morte
celular.(Ferreira, A.L.A; Matsubara, 1997). A lipoperoxidagdo pode estar
associada a mecanismos de envelhecimento, surgimento de cancer e liberagao
de xenobidticos, (Shan; AW; Jones, 1990). Por outro lado, a formagéo de EROs
€ 0s processos que envolvem a lipoperoxidagcdo, nem sempre sao apenas

deletérios, pois alguns desses processos corroboram em reagdes de cascata do



acido araquidbnico (significativo para a geragcdo de prostaglandinas) e
consequentemente na resposta inflamatéria (Halliwell; Gutteridge, 1990). Além
disso, as EROs também influenciam a transcricdo genica, produzindo
mediadores pro-inflamatérios (Haddad, 2002); modulam proteinas quinases
(Kamata; Hirata, 1999); formam prostaglandinas a partir de isoprostanos
independente da via da ciclooxigenase (COX) (Rokach et al., 2004); e estéo
envolvidas no mecanismo de defesa contra microrganismos através da agao de
neutréfilos, mondcitos, macréfagos e eosinofilos (Ferreira, A.L.A; Matsubara,
1997; Flannagan; Heit; Heinrichs, 2015).

Para o perfeito equilibrio do funcionamento fisiolégico a concentragdo de
EROs deve estar dentro de padrdes funcionais, ou seja, deve haver equilibrio,
entre os atores Oxido-redutores e os antioxidantes. Para a protecdo da
integridade celular, esta possui duas linhas de protecdo que atua como
detoxificagdo com agao preventiva (ou seja, antes da lesao) e é constituida por
glutationa reduzida (GSH), superoxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-
peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. Outra linha de defesa , pds leséo, tem o papel
de restaurar a lesdo sendo constituida pelo acido ascorbico, glutationa-redutase
(GSH-Rd) e GSH-Px (Hebbel, 1986).

A caracterizagcdo do estresse oxidativo se da quando, a relacéo entre a
producdo de EROs versus a acdo antioxidante esta desequilibrada.
Normalmente a acéo deletéria se da com o aumento de EROs e conseguintes
danos causados a estrutura celular. Havendo, entdo o desequilibrio entre a
oxidagao de glutationa reduzida (GSH) e a produgao de glutationa oxidada
(GSSG) (Gilbert, 1990; Halliwell, 1993; Shan; AW; Jones, 1990).

1.2 A sobrecarga de ferro no organismo

“no entanto, muito de uma coisa boa pode ser ainda pior...”

Ponka (2000)

Apesar da necessidade da manutengdo de um equilibrio dos niveis
séricos de Fe, algumas situagdes podem acarretar elevagdes suprafisioldgicas,
0 que caracteriza uma sobrecarga. Como ja mencionado, por uma auséncia de
um mecanismo especifico de eliminagdo que possa ser recrutado, o organismo

pode desenvolver sobrecarga de ferro devido a elevagbes no ganho deste



elemento tanto por desordens primarias (quando surgem em consequéncia de
doencgas genéticas que envolvem elementos responsivos ao Fe como no caso
da Hemocromatose hereditaria - HH), quanto por origens secundarias (se
relacionam a doencas adquiridas, hemdlise excessiva ou administracdes
repetidas). Vale ressaltar que a politransfusdo de sangue ou concentrado de
hemacias € um importante causador da sobrecarga independente da doenga de
base. Além de doengas hematologicas outras doencas podem desencadear a
sobrecarga de ferro como hepatite C (Di Bisceglie et al., 1992; Sebastiani et al.,
2006) e aceruloplasminemia (Harris et al., 1998). Independente da causa, a
sobrecarga de ferro tem um indice alto de morbidade e mortalidade com
disfungdo dos o6rgdos em que o Fe se deposita, incluindo o sistema

cardiovascular.

Além da sobrecarga crbnica, as intoxicagdes agudas com esse metal
também tém importancia em saude. O Fe pode ser encontrado em muitos
polivitaminicos, e esses por muitas vezes sao acessados sem prescricao
médica, tornando sua disponibilidade algo comum e facil. E possivel sofrer
intoxicacao por ferro em caso de superdosagem desses comprimidos, sobretudo
em criangas pequenas. De fato, a ingestao destes preparados pode pbér em risco
a saude de criangas e adultos; sendo em criangas a intoxicagao por ferro a forma
mais comum em menores de 6 anos por ingestao acidental, enquanto em adultos
esta associada na maior parte das vezes a tentativa de suicidio (Fine, 2000). As
apresentagoes de Fe mais populares sao sulfato ferroso (325 mg, 20% de Fe),
gluconato ferroso (300 mg, 12% de Fe) e fumarato ferroso (100 mg, 33% de Fe).
No acompanhamento pré-natal, ainda pode ser encontrado em prescricdes que
podem conter de 60 até 90 mg de Fe a cada comprimido. Incluindo gestantes ou
nao gestantes com anemia ou hipoferritinemia severas, também sao prescritas
infusdes parenterais de solugbes contendo ferro em altas doses. A dosagem
inicialmente toxica € partir de 20 a 60 mg (moderado), e acima disso €
considerada alta toxicidade e pode levar a morbidades e ao ébito (Yuen; Becker,
2022). Uma caracteristica do sulfato ferroso para uso oral é a sua apresentagao
ser semelhante a doces ou pequenas balas ou gotas de chocolates de uso
comum na infancia (Disqueti®, MgM’'s™, etc), o que chama a atengao de
criangas (Ponka, 2000). Em dados do ano de 2019 (tabela 1) do Annual Report

of the American Association of Poison Control Centers (AAPCC), excluindo-se



vitaminas com ferro, houve 6.608 intoxicacdes por Fe, 2.130 casos em criancas

menores de 5 anos, 1.240 casos em adultos, e 695 internacdes.

Idade INt Desfecho
Casos =<5 6-12 13-19 220 Nenhum Menor Moderado  Maior Obito
6608 2130 190 1682 1240 695 998 674 142 12 0

Tabela 1 - Annual Report of the American Association of Poison Control Centers (AAPCC).
Tabela de casos de intoxicacdo por Ferro, excluindo vitaminas que contenham ferro em sua
formulacdo, casos 6608; criangas entre zero e cinco anos 2130; seis e doze anos 190; treze e
dezenove anos 1682; maiores de vinte anos 1240; Internag¢des (INt) 695; desfechos: nenhum
998; menor674; moderado 142; maior 12; ébito 0 no ano de 2019.(Gummin et al., 2020)

Além da via oral, a via parenteral também pode ser a responsavel pela
intoxicacdo. De fato, a injecdo intravenosa de ferro € indicada em anemias
ferroprivas muito graves, quando a administragdo oral ndo é tolerada, em
pacientes gastrectomizados ou em pacientes com grandes perdas como doentes

renais em hemodialise e em doengas hemoliticas.

Apesar dessas utilidades do ferro por via oral ou parenteral, deve-se
manter a preocupagao com a seguranga tanto a curto quanto a longo prazo, em
relagdo ao estresse oxidativo gerado e suas lesbes associadas. Nas varias
doencas e condigbes de sobrecarga de Fe, os sinais e sintomas estédo
relacionados aos seus danos celulares, quase na sua totalidade relacionados ao
estresse oxidativo gerado. Uma quantidade excessiva de Fe no organismo esta
relacionada a alteragdes em diversos 6rgaos e sistemas, e o comprometimento
hepatico € majoritariamente notado por ser este um 6rgdo armazenador de Fe
(Santos et al.,2012b; Santos et al., 2012a; Siddique & Kowdley, 2012). A
progressao para doengas no sistema enddcrino também acomete pacientes com
sobrecarga de Fe, como diabetes (70% dos pacientes com cirrose) (Siddique &
Kowdley, 2012), hipogonadismo (Siminoski; D’costa; Walfish, 1990), disfungéo
tireoidiana (Edwards et al., 1983), e doengas osteoarticulares (Valenti et al.,
2009), além de alteragbes na pigmentagcao da pele. As primeiras complicagbes
cardiacas severas foram relatadas em pacientes com HH (hemocromatose
hereditaria) (Engle; Erlandson; Smith, 1964) e em pacientes em tratamento de

anemias dependentes de transfusdes (Leon et al.,, 1979). Nas décadas



subsequentes, muitos outros estudos clinicos e experimentais relacionam
sobrecargas aguda e crbnica a disfuncao cardiaca (Diez-Lopez;, 2018),
insuficiéncia cardiaca e associagao ao processo aterosclerético (Buja; Roberts,
1971; Marques et al., 2019; Murphy; Oudit, 2010; Naito; Masuyama; Ishihara,
2021). Os cardiomidcitos estdo expostos a uma quantidade maior de ferro devido
a: 1) O ferro nao ligado a transferrina tem uma maior absorgdo em tecidos
excitaveis comparado aos tecidos nao excitaveis pois exibem uma maior
quantidade canal de calcio tipo L dependente de voltagem (LTCC)(Guijja et al.,
2010); 2) Participacdes de outras vias de entrada de ferro tais como canais de
calcio tipo T (Gujja et al., 2010; Oudit et al., 2003) . As manifestagdes se
caracterizam por rigidez do ventriculo e menor capacidade de relaxamento em
decorréncia a deposi¢ao crescente e gradual de ferro e surgimento de fibrose
miocardica em pacientes com sobrecarga de ferro (Diez-Lopez; Comin-Colet;
Gonzalez-Costello, 2018; Murphy; Oudit, 2010). Outra interacao do ferro labil é
a alteragao do atividade elétrica e mecanica das células cardiacas através da
competicdo entre Fe?* pelos canais de Ca?* na membrana, transportadores e
outros locais que s&o significantes para a excitagdo cardiaca além de produzir
disturbios deletérios bioquimicos através da geracdo de EROs nos
cardiomidécitos (Gordan et al., 2018; Gulati et al., 2014; Paterek; Mackiewicz;
Maczewski, 2019; Siri-angkul et al., 2018).

1.2.1 Modelos experimentais de sobrecarga de ferro e seus efeitos sobre o

sistema cardiovascular

Os mecanismos moleculares da lesdo celular induzida pela sobrecarga
de Fe em ratos indicam que o estresse oxidativo tem acdo significativa no
coragao cronicamente e agudamente (Andreu et al., 2009; Lou et al., 2009b). Em
relacdo a funcao cardiaca, verificou-se diminuicdo do trabalho e do débito
cardiaco e aumento de mortalidade em ratos tratados conicamente com Fe por
injecdes intraperitoneais (Kramer et al., 2012; Oudit et al., 2004), o que recapitula
a cardiopatia identificada frequentemente nos pacientes com sobrecarga férrica
nos tecidos (Demant et al., 2007). Sobre os efeitos agudos, Avila et al. (2016)
demonstrou que o Fe?* reduziu a forga contratil do coragdo de ratos com forte
influéncia da concentracdo e do tempo de exposicdo. Especialmente nos

cardiomidcitos, ja foi descrito que a internalizagdo do Fe?* pode se fazer por



diversos canais para Ca?*, além do DMT-1 e do complexo Tf-TfR-HFE, e que o
efeito cumulativo de radicais livres e consequente estresse oxidativo seriam fruto
dessa somatéria de vias de entrada (Avila et al., 2016; Kumfu; Chattipakorn;
Chattipakorn, 2017; Oudit et al., 2003).

Apesar disso, tal como recentemente revisado por dos Santos et al
(2022b), embora a relacédo entre excesso de ferro e danos cardiacos tenham
sido demonstrada ha mais de 60 anos, e apesar de todas as evidéncias de fortes
fatores de risco para disfungdo endotelial e doenga arterial, a influéncia da

sobrecarga de ferro na fungdo vascular tem sido relativamente negligenciada.

1.2.2 Efeito da sobrecarga cronica de ferro sobre o leito vascular

Como mencionado, quanto a fungdo vascular, o conjunto de informacgdes
disponiveis € bem menor. Em estudo com humanos foi demonstrado que a
sobrecarga cronica de Fe foi associada de forma significativa a reducado da
dilatagdo endotélio-dependente da artéria braquial (Gaenzer et al, 2002). Em
camundongos injetados cronicamente com Fe verificou-se diminuigéo do pico de
relaxamento induzido pela acetilcolina e redugao dos niveis de nitratos e nitritos
urinarios também sugerindo reducao da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO)
(Day et al, 2003). Em um estudo realizado em 2015, em ratos administrados
cronicamente com Fe por via intraperitoneal, nosso grupo de pesquisa observou
diminuicdo da biodisponibilidade de NO e aumento na produg¢do de EROs com
participacao provavel da NADPH oxidase e xantina oxidase em conjunto com o
sistema renina angiotensina (SRA) e a via da COX (Marques et al., 2015). Outro
estudo mais recente, também do nosso grupo, demostrou que a sobrecarga de
Fe crébnica aumenta o processo de aterosclerose e leva a disfungdo do endotélio
em camundongos e relaciona esses efeitos ao estresse oxidativo e ao
desequilibrio entre os fatores que favorecem a vasoconstricdo e
vasorelaxamento (Marques et al., 2019). Rossi et al ( 2020), descreveu que o
beneficio cardiovascular caracterizado pelo aumento da producdo de NO e
reducao do estresse oxidativo promovido pelo exercicio fisico aerdbico em ratos
nao foi observado quando esses animais eram previamente submetidos a
sobrecarga cronica de (Rossi et al., 2020).

Sabe-se que o endotélio vascular € um o6rgao paracrino e enddcrino,

responsavel por produzir e liberar diversas substancias vasoativas,



antiagregantes, antiproliferativas e anti-inflamatorias, e dessa maneira controlar
nao soO o ténus vascular e a resisténcia periférica, mas a homeostase vascular
(Brozovich et al., 2016; Huang et al., 2007; Loirand; Pacaud, 2014; Rang et al.,
2015; Wojciak-Stothard et al., 2012); sendo assim um alvo importante para os

efeitos danosos do excesso de Fe livre.

1.3Papel do Endotélio no controle do tonus vascular

Propbe-se a divisdo da circulacdo em duas partes. A primeira delas € a
circulagado pulmonar, responsavel por oxigenar o sangue que sai do ventriculo
direito através da valvula pulmonar e percorre o tronco pulmonar até os pulmdes,
onde ocorre a hematose. O sangue oxigenado retorna para as veias pulmonares
e segue até o atrio esquerdo. Ja a circulagao sistémica é responsavel por levar
0 sangue a todos os érgaos do corpo, nutrindo e difundindo oxigénio para uma
enorme quantidade de células através da arborizacao da rede capilar.(Hall;
Guyton, 2017).

Durante as décadas de 1970 e 1980 grandes avangos no conhecimento das
funcdes das células endoteliais vasculares conduziram ao seu reconhecimento
como papel central na homeostase vascular. Além de simplesmente servirem
como barreira entre o sangue e a parede vascular (ou intersticio, no caso dos
capilares), Furchgott et al descobriu que as células endoteliais possuem um
importante papel na modulagao do ténus vascular, comparado vasos aorticos de
coelho que passaram por friccdo da camada intima com vasos intactos, e que
nao mais expressavam uma resposta vasodilatadora (Furchgott; Zawadzki,
1980). Atualmente, € bem reconhecido que o endotélio é fundamental no controle
do tdnus vascular através da liberacdo de varios fatores vasodilatadores ou
vasoconstritores que, em condigdes fisioldégicas, devem permanecer em certo
equilibrio. Os principais fatores vasodilatadores s&o: 6xido nitrico (NO), a
prostaciclina (PGI2) e hiperpolarizagao derivada do endotélio (HDE). Dentre os
fatores constritores, os principais sdo endotelina-1 (ET-1), angiotensina II,
prostaglandinas H2 e F2oa (PGH2 e PGF24), tromboxano A2 (TXAz), e espécies
reativas como EROs e peroxinitrito (Boron; Boulpaep, 2015; Brozovich et al.,
2016; Vanhoutte et al., 2017a).Trés isoenzimas NO sintases (NOS) catalisam a
producao de NO a partir de L-arginina: NOS neuronal, NOS induzivel e a NOS

endotelial. A NOS endotelial (eNOS) esta localizada nas cavéolas e sua ligagao



com a Cav-1 (caveolina-1) resulta em impedimento alostérico. Quando ha um
aumento nas concentragdes citosolicas de calcio, por meio de varios estimulos,
o calcio se une a calmodulina formando o complexo calcio-CaM, o que ativa a
eNOS e causa a dissociagédo da Cav-1.(Forstermann; Sessa, 2012; Vanhoutte et
al., 2016). A convergéncia da eNOS para o citosol oferece um meio rico em Oz,
substratos, cofatores e fatores de transducdo (Fleming, 2010; Férstermann;
Sessa, 2012; Michel; Vanhoutte, 2010). A produc¢ao de NO a partir de L-arginina
pela eNOS conta com cofatores como a flavina adenina dinucleotideo (FAD) ,
mononucleotideo de flavina (FMN), calmodulina (CaM) e, Fe heme e BH4
(tetrahidrobiopterina) (Forstermann; Sessa, 2012; Michel; Vanhoutte, 2010;
Vanhoutte et al., 2017).

O NO é um gas lipofilico com meia vida curta e transloca para fora da célula
endotelial. E um grande vasodilatador que assume, também, um papel de
inibicdo da agregacgao plaquetaria e leva a desagregacao plaquetaria. A forga
tangencial que age nas células do endotélio por intermédio do fluxo sanguineo
(shear stress) também estimula e enzima eNOS para a produgdo de NO. No
interior das CMLYV, a guanilato ciclase soluvel, que serve de receptor para NO,
converte trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc). A proteina quinase dependente de GMPc (PKG) tem o papel de
fosforilar quinase de cadeia leve da miosina (MLCK) e a Calcio-ATPase do
reticulo sarcoplasmatico (SERCA). A fosforilagado inibe a MLCK, o que reduz
efetivamente na fosforilagdo da miosina de cadeia leve ( MLC ) e uma diminuigao
na interatividade entre miosina e actina. SERCA ¢ ativada pela fosforilagao o que
resulta no decréscimo do [Ca?']i resultando em relaxamento das CMLV

acarretando em vasodilatagdo. (Boron; Boulpaep, 2015; Brozovich et al., 2016)

Como ja mencionado, as células endoteliais liberam outros compostos
vasoativos como a prostaciclina (PGlz2), endotelinas (ETs), tromboxano Az, etc.
PGIl2 é um vasodilatador metabolizado pela prostaciclina sintase que maneja
acido araquidénico a PGl2. Um vasoativo de longa duragdo e relevancia
significativa sdo as ETs, na maioria das CMLV, e encontram-se em trés
isopepitideos ET-1, ET-2 e ET-3. A célula endotelial converte a pré-proendotelina
em pro-endotelina e sequencialmente em endotelina madura, o subtipo de
receptor de ET que rege a vasoconstricdo é ETa. Existem, concomitantemente,

outros receptores como ETs1 que cursa em vasodilatagcdo e ETs2 com fungao



vasoconstritora. Outro vasoativo liberado por células endoteliais o TXAz2 resulta
da metabolizagcado do acido araquiddnico pela ciclooxigenase. O TXAz atua nos
receptores TXAz/prostaglandina Hz (TP), abrindo os canais para Ca tipo L
elevando o [Ca?*]i. Ha uma diminuigdo do efeito vasodilatador do NO pela
ativagao de receptores para tromboxano/prostaglandina (TP) que eleva os niveis
de Oz (Boron; Boulpaep, 2015; Brozovich et al., 2016; Hall; Guyton, 2017)

1.4Disfuncao endotelial mediada por EROs

A disfuncéo endotelial associada a grande presenca de EROs ,manifesta
principalmente pela redugao na biodisponibilidade de NO, levando ao aumento
do ténus, imunoestimulante, pro-inflamatério, proativo a proliferagao e trombético
(Levine; Punihaole; Levine, 2012; Santillo et al., 2015). A reducdo da
biodisponibilidade pode ocorrer pela inativagdo do NO (reacdo de O2" na
producao de ONOO"); diminuicdo na expressao de eNOS; reducao de substratos
ou cofatores de eNOS; desacoplamento da eNOS ou presenca de inibidores
endogenos (Levine; Punihaole; Levine, 2012). Além disso, a diminuicdo da
biodisponibilidade de NO infere no desenvolvimento de placas ateroscleréticas,
que avancam quando as células endoteliais estdo disfuncionais. A aterosclerose
€ uma condicao inflamatdria, e o 6xido nitrico apresenta propriedades anti-

inflamatdrias robustas (Marques et al., 2019; Shaito et al., 2022).

O NO, como ja visto, interage como vasoativo e em condigbes normais, na
presenca de cofatores especificos, incluindo NADPH e BH4 , a eNOS catalisa a
L-arginina na produgao de NO e L-citrulina (Griendling et al., 2021; Tejero; Shiva;
Gladwin, 2019). Porém quando o organismo se encontra em situagdes de
diminuicdo da capacidade antioxidante ou em condigcbes aumentadas de
estresse oxidativo, a eNOS perde um elétron do NADPH para o O2formando Oz
*ao invés de NO (Daiber et al., 2019; Griendling et al., 2021). A oxidagao de BH4,
a fosforilagao da eNOS e a S-glutationilagdo dao origem a o desacoplamento da
NOS. A diminuicdo de BH4 por meio de processos que envolvem EROs é o
importante fator primordial para o desacoplamento da NOS. O O2* oxida o BH4
a BH2 na NOS, nas 3 isoformas, na eNOS o triptofano 447 no dominio de ligagao
de BH4, desencadeia esse desacoplamento em condicdes de estresse, desta
forma, quando a interagdo entre BH4 e eNOS é prejudicada ha um aumento

preferencial na geracado de Oz (Benson et al., 2013; Griendling et al., 2021).



Dessa forma, o desacoplamento da NOS, aditado a lipoperoxidagdo de
membranas contribuem para a diminuicdo da biodisponibilidade de NO
produzida nas células endoteliais presente nos vasos (Ferreira, A.LA;
Matsubara, 1997; Griendling et al., 2021).

A geracédo em excesso EROs por meio da ativagcdo da NADPH oxidase ou
de outros sistemas geradores de estresse oxidativo intracelulares, como a
monoaminoxidase, xantina oxidase, ciclooxigenase, lipoxigenase ou o
metabolismo mitocondrial, pode ocasionar um estado de estresse oxidativo
(Griendling et al., 2021). O aumento de EROs acaba resultando na diminui¢cao
dos niveis de NO, estimula a invasao de células mononucleares, aumenta a
oxidagao lipidica, favorece a alteragao de fenétipo das células musculares lisas
vasculares, desencadeia disfuncao endotelial, favorece a inflamacéo e modifica
as respostas e tbnus vasculares (Saleh Al-Shehabi; Iratni; EID, 2016; Taniyama;
Griendling, 2003; Vokurkova; Xu; Touyz, 2007). De maneira geral, os estudos
corroboram enfaticamente o papel do estresse oxidativo na progressao de
doencas cardiacas e vasculares, tais como hipertensdo, aterosclerose,
insuficiéncia cardiaca, fibrilagdo atrial, aneurismas aodrticos e reestenose
vascular (GUZIK et al., 2013; SENONER; DICHTL, 2019; SHAITO et al., 2022;
VOKURKOVA; XU; TOUYZ, 2007; ZENG et al., 2009)

A disfuncado das células endoteliais desempenha um papel importante na
patogénese de varias doengas cardiovasculares, como por exemplo na
aterosclerose. A disfungdo das células endoteliais facilita a penetracao de
moléculas de lipoproteina de baixa densidade (LDL) na camada intima, que se
acumulam e oxidam em um mecanismo que depende principalmente de EROs.
A LDL oxidada (ox-LDL) entdo induz a expressdo de moléculas de adeséo
celular, que atraem leucdcitos inflamatoérios para o espago subendotelial (TOUYZ
et al., 2017). AEssas células inflamatdrias liberam substancias, chamadas
interleucinas e outras citocinas que provocam mais inflamacéao. Isso aumenta a
multiplicagdo e deslocamento de células musculares lisas das paredes arteriais,
além de aumentar a deposicao de substancias como matriz e lipidios, o que pode
levar a formagao de uma placa aterosclerética (DAVIES et al., 1993; MARTINET
et al.,, 2019; SALEH AL-SHEHABI; IRATNI; EID, 2016; TABAS; WILLIAMS;
BOREN, 2007). Algo importante para ressaltar sobre as placas ateroscleréticas,

€ a caracteristica de avancarem com mais afinco quando ha disfung¢ao endotelial,



ou seja, com comprometimento da produgao de NO, o que néo é novidade pois
a aterosclerose € uma doencga inflamatoria e oportuniza-se da auséncia do fator
antiinflamadorio que a auséncia do gas permite.(SALEH AL-SHEHABI; IRATNI;
EID, 2016; TABAS; WILLIAMS; BOREN, 2007).

Sobre outra importante doencas cardiovascular, a insuficiéncia cardiaca,
diversas evidencias implicam o estresse oxidativo no seu desenvolvimento.
Diferentes estudos , tanto clinicos quanto experimentais , relacionam as EROs a
incidéncia de marcadores de gravidade na insuficiéncia cardiaca (BELCH et al.,
1991; HILL; SINGAL, 1997; JUDKINS et al., 2010; SENONER; DICHTL, 2019).

1.5 Justificativa e Hipotese

Como podemos observar, muito se tem estudado sobre a sobrecarga de Fe
e seus efeitos nos cardiomidcitos e mais recentemente no leito vascular, porém,
sempre de forma crénica. Entretanto e tdo importante quanto, se faz necessario
investigar os mecanismos envolvidos na intoxicagdo aguda de ferro sobre a
vasomotricidade, para que futuramente se possa também buscar novas
abordagens clinicas ou desenvolver novos farmacos para a melhora ou a

recuperacao de pacientes em condi¢gdes agudas.

Devido a vasculopatia ja descrita "in vivo" em modelos de exposi¢cao cronica
e o potencial oxidativo que o Fe pode exercer, o presente trabalho testa a
hipotese que a exposigédo aguda "in vitro" de segmentos aodrticos ao Fe?* altera
a estrutura e funcao endotelial, especialmente em seu papel modulador sobre o

tonus vascular.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar se a exposigdo in vitro a altas concentragdes de Fe?* “in vitro” &
capaz de induzir alteragdes morfofuncionais no endotélio vascular de segmentos

aorticos de ratos.

2.1.1Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da exposigéo in vitro a diferentes concentragdes de Fe?* sobre

a reatividade vasoconstrictora de segmentos aorticos.

- Avaliar se a exposicao in vitro a altas concentracbes altera a resposta

vasodilatadora dependente e independente do endotélio.

- Avaliar os efeitos das altas concentragbes de Fe?* sobre o papel modulatério

do endotélio na reatividade vasoconstrictora.

- Avaliar os efeitos das altas concentragdes de Fe?* sobre o papel do 6xido nitrico

na reatividade vasoconstrictora.

- Avaliar se a exposigdo in vifro a altas concentragdes de Fe?* altera a

biodisponibilidade de 6xido nitrico em segmentos aorticos.

- Avaliar se as alteragdes de reatividade promovidas pelas altas concentragcbes

de Fe?* sdo dependentes do OH" e H20o.

- Avaliar se a exposigao in vitro a altas concentragdes de Fe?* altera a morfologia

da superficie endotelial dos segmentos adrticos.

- Realizar a microanalise de elementos quimicos presente na superficie

endotelial dos segmentos aorticos expostos a altas concentragdes de ferro.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus norvegicus albinus) (aprox. 3
meses, 250-300g), cedidos pelo biotério do CCS-UFES e mantidos sob
condi¢gdes controladas de temperatura e um ciclo claro-escuro de 12/12 horas,
tendo livre acesso a agua tratada e a ragéo especial para roedores. O projeto e
protocolos estavam de acordo com os principios éticos da pesquisa com animais
estabelecidos pelo CONCEA e foram aprovados pela Comissdo de Etica para
Experimentacéo e Uso de Animais (34/2018 CEUA-UFES).

3.2 Modelo “in vitro” de exposicido ao Fe?*

3.2.1 Obtencao dos anéis de aorta e montagem da preparagao

Os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina (80/10 mg/kg, i.p.).
Em seguida, foram transferidos para mesa cirurgica, em decubito dorsal, com as
patas dianteiras e traseiras fixadas abertamente. Através de toracotomia, a aorta
toracica foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente em uma placa de
Petri com solugcdo de Krebs-Henseleit contendo, em mM: NaCl 118, KCI 4,7;
NaHCOs 23; CaCl2-2H20 2,5; KH2PO4 1,2; MgSO04-7H20 1,2; glicose 11 e EDTA
0,01. Na placa de Petri o tecido conectivo e adiposo foram cuidadosamente
removidos e a aorta dividida em segmentos cilindricos de aproximadamente 4
mm de comprimento (figura 5 A e B). Cada segmento foi montado em banho de
orgaos contendo solugdo Krebs- Henseleit na temperatura de 36,5 +0,5 °C e
gaseificada com 95% de Oz e 5% de COz2 (pH 7,4). Dois fios de ago inoxidavel,
em forma de tridngulos, foram passados através do lumen dos segmentos de
forma que fiquem paralelos na luz do vaso. Um tridngulo foi fixado na parte
inferior do banho e o outro foi conectado verticalmente a um transdutor de forca
isométrica (TSD125C, CA, USA) em uma cuba (figura 5C).



Figura 5 - A e B (em detalhe) segmento de aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo
solugéo de Krebs, e depois montada na cuba C (fonte: O Autor)

Assim, qualquer alteracao do didmetro do vaso era captada pelo transdutor,
que por sua vez estava conectado a um sistema de aquisigdo de dados (MP 100

Biopac Systems, Inc; Santa Barbara, CA, U.S.A) e este a um computador (Figura

6).
\Aorta toracica

Figura 6 - Esquema sequencial para obtengéo de anéis. Fonte Leonardo dos Santos

o
“\'\3

Ganchos de metal

Segmento da aorta

Banho para
érgaos Aquisicgo e analise
de dados

3.3 Estudo da reatividade vascular

3.3.1 Teste de viabilidade das preparagoes

ApdGs a montagem, as artérias foram submetidas a tensédo de repouso de
cerca de 1g, £0,1g, sendo reajustada quando necessario. A preparacao foi
mantida por um periodo de estabilizacdo de 45 min antes de dar sequéncia aos
protocolos experimentais. A seguir foi administrado ao banho uma solugéo de
cloreto de potassio (KCl) 75 mM para verificar a atividade contratil do MLV



induzida por despolarizagdo. Apds atingirem uma variagao de pelo menos 1g de
contragao, a solugdo do banho foi substituida pela solugcéo de Krebs-Henseleit
padrdao até retornar a tensdo de repouso. Os anéis que nao obtiveram tal
contracdo foram descartados. Apds 30 minutos de estabilizagdo, uma nova
incubacado com de KCI 75 mM foi feita para a aquisi¢do da contracdo maxima
aferida apds 30 minutos, tempo necessario para atingir um platé. Apds, os anéis
foram lavados trés vezes com a solugcao de Krebs-Henseleit padrao para seu
retorno ao basal (préximo a 1g) e, apos 30 minutos de estabilizagéo, esses anéis
foram submetidos a avaliagédo da integridade funcional do endotélio.

A integridade funcional do endotélio foi avaliada pela capacidade da
acetilcolina adicionada ao meio (ACh 107° M) induzir relaxamento em anéis de
aorta previamente contraidos com agonista a-adrenérgico fenilefrina (entre 1077
e 10 M, o suficiente para atingir platé de pré-contragdo entre 50 a 70% da
contragao maxima ao KClI). A integridade funcional do endotélio foi documentada
por um relaxamento igual ou superior a 80%. Para os anéis que tiveram o
endotélio intencionalmente removido, o relaxamento ndo poderia ultrapassar

10%, sendo comum inclusive certo grau de contragdo a ACh.

3.3.2Efeito da exposicdo a diferentes concentracées de Fe?* sobre a

reatividade vasoconstrictora

Apos a verificacdo de viabilidade da preparacdo e o devido periodo de
estabilizacao, os anéis foram incubados com diferentes concentragdes de sulfato
ferroso (FeSQ4, Sigma-Aldrich®), a saber: 10, 25, 100, 250 e 1000 uM; por 30
minutos, conforme Avila et. Al. (2016). Em seguida, foram realizados protocolos
de reatividade vasoconstrictora a fenilefrina, como descrito a seguir e ilustrado
na figura 7.

A analise da resposta vasoconstrictora foi realizada pela construgao de
uma curva concentragao-resposta a fenilefrina (107 a 3x10™* M) de maneira
cumulativa e aguardando-se o platdé atingido a cada concentragdo, sendo
representada pelo grau de forga obtido em relagdo a contragédo maxima ao KCI
(% do KCI).
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Figura 7 - Esquema representativo dos protocolos das curvas concentragdo resposta, no miégrafo de arame. Apds
estabilizagdo de 45 minutos dos segmentos, KCl 75mM era adicionado ao banho de érgdos, até ocorrer a contragdo
maxima por despolarizagdo do musculo liso, a solugdo era trocada 3x e ajustada novamente para a tensdo basal de
1g. Apds o periodo de estabilizagdo (30 minutos) era adicionado PE até o vaso atingir 50-70% da contragdo ao KCl.
Integridade do endotélio era avaliada pela capacidade da ACh causar relaxamento igual ou superior a 80%. Apds o
teste do endotélio a solugdo era novamente trocada, aguardado estabilizagdo e adicionado farmaco, ap6s 30 minutos
era adicionado as concentragdes de ferro, A curva concentragao resposta se iniciava apds a incubagdo com ferro por
30 minutos (ACh) Acetilcolina, (PE)Fenilefrina

Para efeito de simplificagdo do estudo e otimizagdo dos segmentos, todos
os protocolos descritos a partir deste momento, foram realizados utilizando-se o
modelo de exposicao “in vitro” de segmentos aodrticos, por 30 minutos, apenas
nas concentragées de 100 e 1000 uM de Fe?* em comparagédo com anéis nio
incubados com Fe?*. E valido destacar que quantidades superiores a 100 uM,
correspondentes a cerca de 400 pg/dL, sdo encontradas nos modelos de
sobrecarga crbnica frequentemente mencionados na literatura, os quais

constataram prejuizos cardiovasculares.

3.3.3 Andlise da fungao endotelial e fatores envolvidos nas alteragoes de

reatividade vascular

3.3.3.1 Relaxamento dependente e independente do endotélio

Apds 30 minutos da adicdo de Fe?* na solugdo nutridora, a fungdo
vasodilatadora dependente ou independente do endotélio foi avaliada. Para
analise do relaxamento dependente do endotélio os anéis de aorta foram
previamente contraidos com fenilefrina 107 M ou, quando necessario,
adicionado solugdes mais concentradas até atingir de 60 a 70% da contracao do
KCI. Uma vez obtido o platd, foi realizada uma curva concentragao-resposta

cumulativa, @ ACh (10™'" a 104 M), aguardando-se a devida resposta de cada



passo. Por outro lado, a vasodilatagao independente do endotélio foi analisada
através do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sddio (NPS), doador de
oxido nitrico. Assim como para ACh, foi feita pré-contragcao com fenilefrina até
atingir platé com 60-70% da contragdo ao KCI, e a seguir, foi realizada curva

concentragéo-resposta ao NPS em concentragdes de 107" a 107*M.

3.3.3.2 Papel da modulagao endotelial sobre a reatividade vasoconstrictora

Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a
resposta constritora a fenilefrina, foram utilizados anéis de aorta com endotélio
integro e sem endotélio. Nos ultimos, o endotélio vascular era removido
mecanicamente através do uso de haste metalica, inserida na luz do vaso e
friccionada a camada intima, ocasionando destruigao intencional desta. Este
procedimento foi realizado previamente a montagem dos anéis na cuba, e a
auséncia do endotélio foi confirmada pela incapacidade da ACh (107 M) induzir
o relaxamento, apds a pré-contragdo com fenilefrina (1077 M). A preparagao foi
lavada e, apos 30 minutos de retorno a tenséo basal, foram realizadas curvas
concentragédo-resposta a fenilefrina (107 a 3x10™* M) do mesmo modo ja

descrito na sessao 3.3.2.

3.3.3.3 Papel do 6xido nitrico e da prostaciclina na modulagao do tonus

Em alguns anéis com endotélio integro, um dos farmacos inibidores ou
bloqueadores descritos a seguir foi incubado por 30 minutos, previamente a
adicao do Fe?*. Com a finalidade de estudar a participagdo do NO nos efeitos
vasculares promovidos pelas altas concentragbes de Fe?*, os anéis foram
incubados com um inibidor ndo-seletivo NOS, o NC-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME, 100 pM). Além disso, buscando averiguar o envolvimento dos
produtos derivados da via do AA-COX nos efeitos do Fe?* sobre a resposta
contratil a fenilefrina, os anéis foram incubados com indometacina (10 pM),
inibidor nao especifico da COX. Logo apos, foi realizada uma curva
concentragéo-resposta a fenilefrina (107'° a 3x107# M) e comparada sua resposta

com aquela de anéis ndo incubados com tais farmacos.



3.3.3.4 Participagao do radical hidroxila e do perdxido de hidrogénio nos
efeitos sobre a reatividade vasoconstrictora

Para investigar a participacdo do H202 e da OH® sobre as alteragdes
promovidas pelas altas concentracbes de Fe?* na reatividade vasoconstrictora
de anéis de aorta de ratos, os segmentos foram incubados com catalase (200 e
800 U/mL), um “varredor” enzimatico de H202; ou dimetilsulféxido (DMSO 0,1 e
1%), um “varredor” de OH’, simultaneamente a incubagdo com Fe?* 100 ou 1000
MM.

3.4 Avaliacao do estresse oxidativo no tecido vascular
3.4.1 Andlise de peroxidagao lipidica nos segmentos de aorta

Para tanto, os anéis adrticos incubados com solucéo nutridora padrao ou
adicionada com Fe?* foram congelados a -80° C, até o dia da analise das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Os TBARS sao produtos
de peroxidacao lipidica que podem ser mensurados por malondialdeido (MDA),
usando um método colorimétrico previamente descrito (Ribeiro, Jr. et al., 2013).
Os radicais livres reagem com os acidos graxos poli-insaturados da membrana
celular e lipoproteinas, transformando-os em acidos graxos peroxidados os quais
sofrem reducdo de sua cadeia lateral liberando MDA, de maneira que sua
concentracdo sérica é proporcional a quantidade de acidos graxos poli-
insaturados oxidados e, portanto, um indicador de peroxidacéo lipidica.

No dia do experimento, os segmentos previamente coletados foram
triturados e homogeneizado 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 x g antes de adicionar o TBA (120 mM em Tris260 mM, pH 7)
ao sobrenadante numa proporcao de 1:5 (v/v). Apds, a mistura foi aquecida a
97°C por 15 minutos e a medida foi realizada através da absorbancia usando a
comprimento de onda de 535 nanémetros, sendo representada por uM de MDA

por mg de proteina no tecido analisado.

3.4.2 Andlise de oxidacao avancada de proteinas nos segmentos de aorta
Em anéis igualmente processados e congelados como descritos no item
anterior, as 20 yL de cada amostra homogeneizada foi diluida a 1:10 em PBS.

Ap6s agitagao, foram adicionados na microplaca juntamente com 10 uL de iodeto



de potassio (1,16 mol/L, KI) e 20 pL de acido acético glacial. A fim de
comparagao e construcdo da curva padrao, foi adicionados a microplaca
diferentes concentragdes (5, 10, 30, 60, 75 e 100 yM) de solugdo padrao de
cloramina-T (100 uM), 10 pL de Kl e 20 pL de acido acético glacial.
Posteriormente, foi realizada agitacdo durante seis minutos e leitura em um
espectrofotdmetro (Epoch 2 Microplate Spectrophotometer — BioTek, Winooski,
VT, EUA) a 340 nm contra um branco contendo 200 pL de PBS, 10 uyL de Kl e
20 uyL de acido acético. O conteudo de produtos de oxidacdo avancada de
proteinas (AOPP) nas amostras foi determinado conforme a curva linear
cloramina-T padrao com coeficiente de correlagao maior que 0,95. Os resultados
obtidos foram expressos em pmol de cloramina T/mg proteina na amostra,

anteriormente quantificada conforme o método de Bradford.

3.5 Detecgao da producao local de 6xido nitrico nos anéis adrticos

Para investigar os efeitos da exposicdo “in vitro” ao ferro sobre a
disponibilidade do NO, anéis de aorta foram incluidos em meio de congelamento
rapido (Killik-OCT Easy Path, Erviegas Ltda, SP, Brasil) para analise da
fluorescéncia com 4,5- diaminofluoresceina (DAF-2). Cada anel foi cortado em
criostato em secgdes de 10 um de espessura e transferidas para laminas
gelatinizadas e mantidas congeladas. Para o ensaio, as laminas foram colocadas
em estufa a 37 °C por uma hora para retirada do meio de inclusdo. A seguir as
seccgdes de aorta foram incubadas a 37 °C, por 30 minutos com tampéao fosfato
(0,1 M) e, em seguida, com 8 uM de DAF-2. Foi incubado L-NAME (100 uM),
para avaliar a fluorescéncia sensivel a inibicdo da NOS. As imagens digitais
foram coletadas no microscoépio de fluorescéncia Leica DM 2500 com a objetiva
de 40x e camera Leica DFC 310 X, usando a mesma configuracdo de imagem
para controle e grupo com sobrecarga de ferro. Para quantificacédo, 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.



3.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Espectroscopia por
energia dispersiva de raios X (Energy-dispersive X-ray spectroscopy,
EDS)

Igualmente, alguns segmentos de aorta expostos ou ndo ao Fe?* 100 e
1000 uM por 30 minutos foram abertos longitudinalmente e lavados por 10 min
com PBS, e fixados com 2,5% v/v glutaraldeido. Os segmentos foram entéo pés-
fixados em 1% v/v tetroxido de 6smio, 3,8% v/v ferricianeto de potassio e 2,5
mmol/L de CaClz, desidratados em acetona e incorporados em Epon 812.
Secgdes ultrafinas foram examinadas sob um microscépio eletrénico Zeiss EM
10C. Para microscopia eletrénica de varredura (Figura 8), os esferdides foram
secos usando o método do ponto critico e revestido com uma camada de ouro
de 20 nm e examinado sob um microscépio Zeiss 940 DSM (dos Santos et al.
2012)

Microscopia Eletrdnica por Varredura (MEV)
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Figura 8- MEV e EDS — Seguimentos de aorta foram seccionados e cortados e expostos ou néo a Fe2* 100 e 1000 uM
por 30 minutos foram emem, e lavados com PBS, e fixados. E entdo pds-fixados, desidratados em acetona e
incorporados em Epon 812. As sec¢bes foram examinadas sob um microscdpio eletrénico. Para realizagéo de MEV, os
esferdides foram secos pelo método do ponto critico e revestido ouro e examinado sob um microscopio Zeiss 940 DSM.
Através de um feixe de elétrons através de lentes eletromagnéticas incidido sobre a amostra os sinais que s@o
apanhados por detectores para gerar o resultado. Através de receptores secunddrios a micrografia topogrdfica foi
obtida por varredura (MEV) e a obtengdo de microandlises elementares através de raios X foi feita por espectroscopia
por energia dispersiva (EDS). Fonte: o autor

Através de um feixe de elétrons, gerado por emissao termibnica (filamento

de tungsténio) é colimado através de lentes eletromagnéticas presente na coluna



e incidido sobre a amostra gerando os sinais que sdo apanhados por detectores
apropriados para gerar o resultado. Através de receptores secundarios a
micrografia topografica foi obtida pela por varredura (MEV) e a obtengao de
microanalises elementares através de raios X foi feita por espectroscopia por
energia dispersiva (EDS). As analises de MEV foram obtidas para caracterizar a
morfologia superficial das artérias; e a andlise de EDS sustenta a microanalise
semiqualitativa dos elementos quimicos presentes na superficie dos segmentos
de aorta, com um espectro de alcance do elemento 6 (carbono) ao elemento 92

(uranio.)

3.7 Expressao dos resultados e analise estatistica

Todos os valores foram expressos como média + erro padrao da média
(EPM). Os valores de n significam o numero de animais utilizados em cada grupo
experimental. As respostas contrateis ao KCl (75mM) foram expressas como
tensado desenvolvida pelo anel de aorta, em gramas de contragdo. As respostas
vasoconstritoras induzidas pela fenilefrina foram normalizadas pela contracao
maxima do KCI do respectivo anel de aorta e expressas em porcentagem desta
contracdo. As respostas vasodilatadoras dependentes e independentes do
endotélio foram expressas como porcentagem de relaxamento em relagéo a
contragao prévia com fenilefrina. Para algumas situagdes, a resposta maxima
(Rmax) € a concentragdo de agonista que produziu metade da Rmax (ECso) foram
calculadas usando analise de regressao nao linear (GraphPad Prism 8 Software,
San Diego, CA). A sensibilidade dos agonistas foi expressa como -logECso. Para
avaliar a magnitude geral dos efeitos da incubacdo com os diferentes farmacos
ou da retirada do endotélio sobre curva contratil concentracdo-resposta a
fenilefrina, as areas sob as curvas (ASC) concentracao-resposta a fenilefrina
foram calculadas.

Para estatistica inferencial, o nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
Todos os dados foram previamente submetidos a avaliacdo da distribuicao
normal D'Agostino & Pearson, sendo devidamente atestada. A comparagao entre
dois grupos ou duas condigdes foi realizada por teste t de Student pareado ou
nao pareado (dependendo da ocasiao), e para comparagao entre mais de dois

grupos ou condi¢des, foi feita analise de varidncia uma ou duas vias,



dependendo da ocasido. Quando identificadas diferengas significantes, foi

aplicado o teste post-hoc de Tukey para localizar essas diferengas.



3.8 Farmacos e reagentes

4,5 diaminofluorescein (Sigma)
Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

Acido acético glacial (Vetec)

Acido aminoacético (Glicina) (Sigma)
Acido cloridrico (Sigma)

Acido tiobarbiturico (Merck)

Acido tricloro-acético 15% - (Neon)
Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck)
Bicarbonato de sédio (Vetec)
Catalase (Sigma)

Cloramina t (Neon)

Cloreto de Ca?* dihidratado (Merck)
Cloreto de potassio (Merck)

Cloreto de sédio (Merck)

DAF (Interprise)

vV VvV Vv VvV VvV VYV VYV VY ¥V ¥V V V V V VYV VY

Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma)

A\

DHE (Sigma)Glicose (Merck)
HEPES (SIGMA) HEPES (SIGMA)
Heparina sodica (Cristalia)

lodeto de potassio (Neon)
L-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)
L-NAME (Sigma)

Nitroprussiato de sddio dihidratado (Fluka)

vV V V V VYV VYV V

N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)



vV V V V V¥V

Sulfato ferroso hepta-hidratodo (FeSOa4) (Neon)
Tetramethoxypropane malonaldehyde (Sigma)
Tris HCI (Sigma)

Xilazina (Sespo)

Ketamina (Ceva)



4 RESULTADOS

4.1 Efeitos agudos da exposicao “in vitro” ao Fe?*, em diferentes

concentragoes, sobre a vasomotricidade em aorta de ratos

Apoés a randomizagdo dos anéis aos diferentes grupos experimentais, a
analise da viabilidade da preparacdo mostrou que nio havia diferengas entre os
grupos, sendo a resposta contratil ao KCl e o relaxamento estimulado pela ACh
similares entre os anéis randomizados nos diversos grupos previamente a
exposi¢ao ao metal ou nio.

Entretanto, apds a incubagdo com o FeSO4, como demonstrado na figura
9, houve aumento da reatividade vascular a fenilefrina de maneira concentragao-
dependente, com efeito significante a partir de 25 yM de Fe?*, sendo ainda maior
até 1000 uM de Fe?*. Na tabela 2, estdo demonstrados os valores médios (+
EPM) de sensibilidade (-LogECso) e resposta maxima (Rmax) calculados pela

regressao nao-linear com ajuste sigmoide das curvas concentragédo-resposta.
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Figura 9- Reatividade vascular a fenilefrina avaliada por curvas concentracdo-resposta em todos os grupos
experimentais: apés exposicao por 30 minutos ao ferro em diferentes concentragdes (Fe 10 a 1000 uM), ou
a solucéo nutriente padrao (CT). Os dados s&o expressos em média + EPM. Pela ANOVA 2-vias, interacéo
fenilefrina vs. Grupo: p=0,0049. Devido ao numero de grupos, néo foi realizada analise post-hoc ponto-a-
ponto.



Tabela 2 —Rmax € pD2 das curvas concentragdo-resposta

Grupos -LogECso Rmax (%) N

Ct 6,92+0,10 82,8+2,7 16
Fe 10 uM 7,11£0,11 86,4+3,0 11
Fe 25 uM 7,29+0,08 98,5+2,4* 11
Fe 100 uM 7,22+0,07 112,442 4*# 16
Fe 250 uM 7,3610,10 113,1£3,3*#& 10
Fe 1000 uM 7,15£0,08 121,742,7*%8 17

O pD: foi calculado por -LogECs0. ANOVA 1-via seguida por teste de Tukey (*p<0,05 vs. Ct, # vs. Fe 10 yM
e & vs. Fe 25 yM N = nimero de animais utilizados.

4.2 Efeitos das altas concentragcoes de Fe?* sobre a integridade
morfofuncional do endotélio e os fatores envolvidos nas alteragcdes de

reatividade vascular

4.2.1A exposicao “in vitro” a altas concentragdoes de Fe?* prejudica a
vasodilatacao dependente do endotélio

A funcédo vasodilatadora dependente do endotélio foi avaliada através da
construgdo de uma curva concentragao-resposta frente a ACh (10719 a 3x104 M)
em anéis previamente contraidos com fenilefrina até cerca de 50 % da contragéo
do KCI (figura 10A). A exposigcdo as concentragdes de 100 e 1000 uM de Fe?*
no banho de 6rgaos alterou as respostas vasodilatadoras dos anéis adrticos,
com deslocamento das curvas concentracdo resposta para a direita quando
comparados ao grupo controle. Por outro lado, a vasodilatagdo independente do
endotélio, analisada pela capacidade do anel adrtico relaxar em resposta a
incubagdo com o NPS, um doador de oxido nitrico, ndo foi diferente entre os

grupos experimentais (Figura 10B).



>
o

0A 0 o Ot
s ) —» Fel00
o 20 % = 251 e Fel000
€ C
2 50 é £ 50
) \L a
1 i <
E 54 —~- CI by« E: 54
E —— [Fe100 } } o
1004 -+ Fe1000 ¥5o 1004
11109 8 7 6 5 4 3 11109 8 7 6 5 4 3
ACh [log M] NPS [log M]

Figura 10 - (A) Relaxamento via endotélio induzido pelo agonista muscarinico acetilcolina (ACh), previamente
contraido com fenilefrina. (B) Relaxamento independente do endotélio, através da construcdo da curva
concentragao-resposta ao nitroprussiato de sdédio NPS. *p<0,05 vs. Ct pela ANOVA 2-vias seguida de teste
de Tukey. Interagao acetilcolina vs. grupo: p=0,0028.

Na tabela 3, estdo demonstrados os valores médios + EPM de sensibilidade
(-LogECs0) e resposta maxima (Emax) calculados pela regressdo ndo-linear com
ajuste sigmoide das curvas concentragédo-resposta, evidenciando redugéo da
sensibilidade (-LogECso) pela exposicédo ao Fe 100 uM, e da resposta maxima
(Rmax) apos Fe 100 e 1000 uM na vasodilatagdo a ACh.

Tabela 3 — Rmax € pD2 das curvas concentragao-resposta com ajuste
sigmoide

Vasodilatagdao a ACh Vasodilatagdo ao NPS
-LOgECSO Rmax (%) N -LOgEC50 Rmax [%] N
Ct 6,96+0,13 97,1+3,0 (5) 8,25+0,05 035+1,4 (16)

Fe 100 uM 5,30+ 1,06* 69,7+23* (6)  831+0,08 02,8+1,9 (14)
Fe 1000 yM  6,60+0,19 751+29* (7)  8,08+0,09 04,1+£22 (9)

O pD: foi calculado por -LogECso. ANOVA 1-via seguida por teste de Tukey (*p<0,05 vs.
Ct e # vs. Fe 100 uM) N = numero de animais utilizados.



4.2.2A exposicdo “in vitro” a altas concentracbes de Fe?* reduz a
modulagao endotelial sobre a reatividade vasomotora

Para avaliar a participacdo da modulagdo endotelial sobre a resposta
vasoconstritora a fenilefrina, foi realizado o mesmo protocolo de exposi¢cao ao
Fe2* 100 e 1000 uM, porém em anéis em que o endotélio foi intencionalmente
removido. Como demonstrado na figura 11, a retirada do endotélio amentou a
resposta constritora a fenilefrina em todos os grupos. Porém, este efeito parece

ser menor nos anéis incubados com altas concentragdes de Fe?*.
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Figura 11- Efeitos da remogdo mecanica do endotélio sobre a reatividade vascular a fenilefrina apos
incubagdo com Fe?* a 100 e 1000 uM comparados aos anéis CT (sem ferro). Na figura 11A, anéis sem
ferro, na figura 11B anéis incubados com ferro 100 uM e na figura 11C, anéis incubados com ferro 1000
uM. *P<0,05 vs. o seu respectivo grupo com endotélio integro, pela ANOVA 2-vias seguida de teste de
Tukey. Foram utilizados de 7-10 anéis sem endotélio por grupo. Figura 11D, o calculo das areas sob as
curvas de contracdo em todos o0s grupos experimentais.

Devido as perdas de anéis nas composi¢cdes dos diferentes grupos e
incubagdes, nao foi possivel obter amostras totalmente pareadas (anel do

mesmo animal submetido as diferentes condi¢des) para construgdo de analise



estatistica das diferencas entre as ASC. Dessa forma, apenas uma avaliagao da
diferenga entre as médias foi feita. Como pode-se observar pela comparagao
entre as médias das ASC dos diferentes grupos (FIGURA 11D), enquanto a
remogao do endotélio potencializa a resposta constritora em 121% nos anéis do
grupo CT, naqueles incubados com 100 e 1000 uM de Fe?* a remogdo do
endotélio potencializou a vasoconstriccdo em apenas 52% e 46%,

respectivamente.

4.2.3 Efeitos da sobrecarga “in vitro” de ferro sobre a morfologia da
superficie endotelial em aorta

Com o intuito de avaliar a morfologia da superficie endotelial das artérias
submetidas a sobrecarga de ferro in vitro, amostras das artérias foram expostas
por 30 minutos nos seguintes grupos: Controle, Fe100 e Fe1000 uM e analisadas
através de MEV, com um aumento de 3000%x como descrito anteriormente. As
artérias do grupo controle demonstraram topografia de superficie de aspecto
escamoso normal com aparéncia regular das células endoteliais, tal como
demonstrado da figura 12A e apontados através das setas amarelas. No grupo
Fe100 pode-se verificar alteracdo no endotélio com presenca de células
sanguineas (marcado com estrela amarela), superficie irregular com presenca
de fibrina e ferro e aspecto levemente contraido (figura 12 B). No grupo Fe1000,
as caracteristicas encontradas no grupo anterior se confirmam e intensificam
com presenga e acumulo de células sanguineas, fibrina e ferro (indicado pelas
cerquilhas amarelas) e aumentado aspecto contraido (figura 12C). Em ambos
grupos podemos observar a formagdo do epitélio com aspecto escamoso

anormal inferindo desnudamento superficial do endotélio (marcado com

asteriscos).

T Fe 100 B __ Fe1000

Figura 12 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) de aortas expostas a solugdo padrdo ou acrescida
de Fe 100 ou 1000 uM por 30 minutos. Simbolos: Pontas de setas = superficie das células endoteliais normais;
Asterisco = endotélio de aspecto escamoso anormal, sugerindo desnudamento modesto; Estrela = presenca de células
sanguineas aderidas; Cerquilhas = Acimulo de fibrina/ferro e aspecto contraido do endotélio.



A partir da analise do EDS os elementos contidos na amostra puderam ser

identificados, permitindo a observacgao do carbono ao uranio com limite de massa

de 0,05% e um mapeamento quimico de até sete elementos. Na microanalise

qualitativa (espectro) (figura 13), observa-se pouca ou nenhuma presencga de Fe

no grupo controle, mas detec¢do consideravel (proporcional ao grau de

exposi¢cao) nos grupos Fe100 e Fe1000. Ademais, nota-se presenga de alguns

elementos como ouro (Au), oxigénio (O), e carbono (C).
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Figura 13 - Espectro dos elementos presentes na amostra
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Ainda observando a microanalise semiquantitativa em EDS, a tabela 4

apresenta uma quantidade relativa da presenca de ferro na superficie endotelial,

nao sendo quantificavel no grupo controle, e aumentando de 0,86% no grupo Fe

100 para 4,85% no grupo Fe 1000. Além de aumento do calcio (0,75% dos

elementos na superficie) no grupo Fe1000.

Tabela 4 - Tabela de porcentagem de elementos

Controle Fe100 Fe1000
Elem. N° M. Abs. Rel. M. Abs. Rel. M. Abs. Rel.
AT. | norm. Erro Erro norm. Erro Erro norm. Erro Erro
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
1 1 1 1 1 1
(sigma) | (sigma) (sigma) | (sigma) (sigma) | (sigma)
Carbono 6 83.29 13.66 16.41 67.43 16.36 24.27 61.94 5.70 23.23
Oxigénio 8 16.71 4.95 29.63 29.48 9.66 32.77 23.09 2.73 29.81
Aluminio | 13 ND ND ND 1.77 0.18 10.22 6.53 0.21 8.24
Ferro 26 ND ND ND 0.86 0.08 9.81 4.85 0.09 4.54
silicio 14 ND ND ND 0.46 0.08 17.70 2.84 0.12 10.64
Calcio 20 ND ND ND ND ND ND 0.75 0.05 17.12




4.2.4 A exposicdo “in vitro” a altas concentragdes de Fe?* altera o papel do

NO e de produtos da COX nos anéis adrticos

Na figura 14A, pode-se observar que a incubagao com L-NAME, um inibidor
da NOS, aumenta a reatividade a fenilefrina em todos os grupos estudados. No
entanto, esse aumento ocorre em menor magnitude nos grupos que foram co-
incubados com Fe?*, sugerindo uma redugdo do papel modulador do NO sobre
a vasomotricidade. Na figura 14D é demonstrado o efeito promovido pela inibigdo
da sintese de NO através da area sob as curvas com ou sem tal incubagado com
L-NAME. Nota-se que o aumento na resposta a fenilefrina (avaliada pela ASC)
foi de 125% em média, no grupo CT, enquanto nos anéis incubados com Fe?*
100 e 1000 uM esta resposta € diminuida: aumentos de 62% e 41% em relagao

as médias das ASC desses grupos sem a incubagdo com L-NAME
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Figura 14 - Efeitos da inibicdo da NOS pela incubagdo com L-NAME 100 uM sobre a reatividade vascular a
fenilefrina em anéis com Fe?* a 100 e 1000 uM comparados aos anéis CT (sem ferro). *p<0,05 vs. o seu
respectivo grupo sem incubagdo com L-NAME, pela ANOVA 2-vias seguida de teste de Tukey. Foram
utilizados anéis incubados com L-NAME de 10-13 ratos por grupo. No grafico D, o calculo das areas sob as
curvas de contracdo em todos os grupos e condi¢gdes experimentais.



Para avaliar a influéncia da via metabdlica do acido araquidénico pela
enzima COX na modulag¢ao da vasomotricidade do vaso, foi utilizado um inibidor
nao especifico desta enzima, a indometacina. Na figura 15A evidencia-se que a
incubagédo com indometacina nos segmentos de aorta Ct reduziu a contragdo, o
gue nao ocorreu quando a indometacina foi incubada nos anéis Fe 100uM (figura
15B). Na figura 15C parece se repetir o que pode ser observado na situagao Ct.
Observa-se que essa diminuicdo é de 36% no grupo Ct+Indometacina, sem
efeito significante no Fe 100diminuicdo de 38% pela incubagdo com
indometacina no grupo Fe1000, quando analisadas as médias das areas abaixo

da curva (figura 15D).
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Figura 15 - Efeitos da inibi¢do da COX pela incubagdo com indometacina 5 uM sobre a reatividade vascular a fenilefrina
em anéis com Fe?* 100 e 1000 uM comparados aos anéis CT (sem ferro). *p<0,05 vs. 0 seu respectivo grupo sem
incubagdo com indometacina, pela ANOVA 2-vias seguida de teste de Tukey. Foram utilizados anéis incubados com
indometacina de 8-10 ratos por grupo. No grafico D, o cdlculo das 4reas sob as curvas de contragdo em todos os
grupos e condigOes experimentais.



4.2.5 A exposicdo “in vitro” ao Fe?* reduz a biodisponibilidade de NO na

aorta

Como demonstrado na figura 16, nos anéis de aorta expostos ao Fe foi
observada menor intensidade de fluorescéncia emitida pela técnica de DAF-2.
Pode-se notar, que a co-incubagdo com L-NAME reduziu a fluorescéncia emitida

pelos anéis do grupo Ct, mas n3o teve efeito sobre os anéis dos grupos Fe?*.
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Figura 16 — Detecgdo “in situ” de NO em segmentos de aorta toracica de ratos. (A) Microfotografias de sec¢Ges de
aorta na presenca da sonda fluorescente (NO sensivel) 4,5-diaminuflureceim (DAF-2) a esquerda, e na presenca de
DAF + L-NAME, a direita. (B) Andlise semiquantitativa da fluorescéncia emitida pelo DAF-2 nas sec¢Oes adrticas. Os
dados sdo expressos como média + EPM. *p<0,05 vs. o seu respectivo grupo sem incubagdo com L-NAME, pela ANOVA
2-vias seguida de teste de Tukey. LN = L-NAME

4.3 A acao das EROs sobre a hiper-reatividade induzida pela exposicao
“in vitro” ao Fe?*

4.3.1 Papel do H202 no efeito vascular da exposi¢cao a altas concentragoes
de Fe?*

Para avaliar a acdo do H20:2 na hiper-reatividade induzida pelo Fe, foram
usadas duas concentracbes de catalase 200 U/mL e 800U/mL, capaz de
decompor o H202, nos grupos Ct, Fe100 e Fe1000. Como observado na figura
17A, a catalase reduziu apenas discretamente a contracao a fenilefrina no grupo
Ct, particularmente na concentracao de 800 U/mL, deslocando as curvas para a

direita. No entanto, em ambas as concentracoes, a catalase foi capaz de reduzir



significantemente a resposta contratil no grupo Fe 100 (Figura 17B) e Fe 1000
(Figura 17C). A comparacéao entre as curvas dos anéis CT e Fe 100 e Fe 1000
expostos a catalase (dados ndo mostrados) evidenciou diferenga estatistica,
especialmente na resposta maxima, indicando que a redugao da hiperatividade

a fenilefrina pela catalase nao foi completa.

A figura 17D ilustra os efeitos promovidos pela decomposi¢cdo do H202 nas
meédias das ASCs de contracio a fenilefrina. Enquanto ndo foram identificadas
diferengas significantes entre o grupo CT sem ou com as incubag¢des com
catalase, as curvas de contracao dos anéis Fe 100 e Fe 1000 incubados com
catalase tiveram médias das ASCs significantemente reduzidas (P<0,05), entre

29 e 34% menores que seus respectivos anéis sem incubagao com catalase
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Figura 17 —Efeitos da incubagdo com catalase (Cat 200 e 800 U/mL) sobre a reatividade vascular a
fenilefrina em anéis com Fe?* 100 e 1000 yM comparados aos angis CT (sem ferro). *p<0,05 vs. o seu
respectivo grupo sem incubagdo com catalase, pela ANOVA 2-vias seguida de teste de Tukey. Foram
utilizados anéis incubados com catalase de 10-13 ratos por grupo. No grafico D, o calculo das areas abaixo
das curvas de contragdo em todos os grupos e condi¢cdes experimentais.



4.3.2Papel da OH*' na hiper-reatividade induzida pela exposi¢ao a altas
concentracoes de Fe?*

Como demonstrado na figura 18A, a incubagdo com DMSO, um “varredor”
de OHe, na concentragdo de 0,1% n&o promoveu diferenga significativa na
resposta vasoconstrictora dos anéis Ct, embora quando incubado com DMSO
1% a resposta dos anéis Ct foi reduzida. Ja nos anéis incubados com Fe 100
(Figura 18B), ambas as concentrag¢des utilizadas de DMSO foram capazes de
reduzir significantemente a hiper-reatividade vascular a fenilefrina (embora o
DMSO 1% tenha sido mais potente nesse efeito redutor). Finalmente, nos anéis
Fe 1000 (Figura 18C), DMSO 0,1 e 1% tiveram efeitos semelhante na redugao
da resposta contratil. A comparacgao entre as curvas dos anéis CT vs. Fe 100 +
DMSO 1% e vs. Fe 1000 + DMSO 0,1 ou 1% (dados ndo mostrados) néo
evidenciou diferencga estatistica, indicando que a redugao da hiper-reatividade a

fenilefrina nessas condi¢des foi completa.
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Figura 18 — Efeitos da incubagdo com DMSO (0,1% e 1%) sobre a reatividade vascular a fenilefrina em
angis com Fe?* 100 e 1000 uM comparados aos angis CT (sem ferro). *p<0,05 vs. o seu respectivo grupo
sem incubagdo com DMSO, pela ANOVA 2-vias seguida de teste de Tukey. Foram utilizados anéis
incubados com DMSO de 6-10 ratos por grupo. No grafico D, o calculo das areas sob as curvas de contracdo
em todos os grupos e condigdes experimentais.



A figura 18D ilustra os efeitos promovidos pela “varredura” da OHe nas
médias das ASC de contragao a fenilefrina. Embora o DMSO 0,1% nao tenha
mudado a contragdo dos anéis Ct, quando incubados com DMSO 1% a média
das ASC foi reduzida em 36%. Por outro lado, tanto a 0,1% quando a 1%, a
incubagdo com DMSO reduziu significantemente as ASC (P<0,05),
apresentando médias 24% e 57% menores que a ASC sem DMSO,
respectivamente. De maneira similar, as ASC dos anéis Fe 1000 incubados com
DMSO 0,1% e 1% também foram menores estatisticamente (P<0,05) que aquela
dos seus respectivos anéis Fe 1000 sem incubagdo com o “varredor’” de OHe,

sendo reduzidas em 33% e 64% respectivamente menores.

4.4 Efeitos da a exposicdo a altas concentracées de Fe?* sobre a

peroxidacgao lipidica e oxidagao de proteinas em aorta de ratos

Pela analise do TBARS, que avalia a quantidade de substancias sensiveis
ao acido tiobarbiturico (em sua maioria malondialdeido) gerados pela oxidacéo
de lipideos de membrana, ndo foram obtidas diferengas significativas entre os
grupos experimentais (Figura 19). Como observado na mesma figura, também
nao houve diferenga na quantidade de produtos de oxidacdo avancada de

proteinas entre o grupo controle e os demais expostos ao Fe?*.
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Figura 19 - Medida de substancias reagentes ao &cido tiobarbiturico (TBARS) e de produtos de
oxidacao avancada de proteinas (AOPP) no tecido vascular de anéis sem ferro ou incubados
com ferro 100 e 1000 uM pelo mesmo tempo dos protocolos de reatividade vascular descritos.
Foram utilizados 6 animais por grupo (1 anel vascular por animal). Resultados expressos como
média + EPM. Nao foram encontradas diferengas estatisticas, pela ANOVA de uma via seguida.



5 DISCUSSAO

Dada a importante acao do endotélio na modulagdo vascular, e as
evidéncias prévias de que a sobrecarga crénica de ferro cursa com estresse
oxidativo sistémico, remodelamento vascular e disfun¢do endotelial (Day et al.,
2003; Fidelis et al.,, 2020; Marques et al., 2019b; Rossi et al.,, 2020a), é
compreensivel que haja uma efeitos também diretos e agudos do ferro sobre a
vasculatura. Nesse sentido, nosso estudo € o primeiro a demonstrar um efeito
direto da presenca de Fe labil em excesso sobre a morfologia e fungéo arterial.

Com base nos dados obtidos, foi possivel identificar um aumento na
resposta constritora de segmentos de aorta incubados "in vitro" a altas
concentragbes de Fe?* em apenas 30 minutos de exposi¢do. Essa resposta
apresentou uma certa relacdo de dependéncia com a concentragao utilizada.
Esse dado sugere que, mesmo agudamente, pode provocar alteragbes
vasomotoras semelhantes as observadas em nossos estudos anteriores. Nesse
estudo prévio, identificou-se uma relacédo entre a administracédo crénica de Fe-
dextrano em roedores e danos estruturais e funcionais no endotélio, indicando
prejuizos na modulagdo endotelial e um papel das EROs na alteragdo da
acao/biodisponibilidade do NO (Marques et al., 2019). Ao mesmo tempo, o Fe
em maior concentragdo (1000 pM) pareceu estimular a producdo de
prostandides vasoconstrictores dependentes da via da ciclooxigenase, visto que
a indometacina reduziu a vasorreatividade a fenilefrina. Se compararmos ambos
efeitos modulatério da vasomotricidade, pode-se observar que a sobrecarga de
Fe in vitro, aumentou a resposta em favor da vasoconstricdo dos prostandides,
diante da diminuicéo do efeito anticontratil do NO, dependente da concentracao.
Em um estudo crbénico, a resposta vasoconstrictora foi alterada em artéria
pulmonar de resisténcia, sugerindo um aumento da resposta vasoconstritora
frente ao agonista do TP U46619, sem alteragao das resposta vasodilatadoras
independente do endotélio (Bertoli et al., 2018). De acordo com os estudos de
Zou et al. (2007), a formagao de superdxido resulta na eliminagao dos efeitos do

NO e PGI2, resultando em uma acao maior dos vasoconstritores PGH2 e TXA:.

Pode ser observado que a presenga de Fe?* incubado “in vitro” gerou
aumento na resposta contratii a fenilefrina, numa relagdo concentragao-

dependente. A Hiperatividade observada ja a partir de 25 uM, e exacerbada em



100, 250 e 1000 uM de Fe?*, pode ser resultado de um prejuizo na modulagdo
endotelial da resposta contratil, exacerbagao dos processos de vasoconstricéo,
ou ambos. Pelos protocolos utilizados, esta alteragao, evocada “in vitro” pelo
ferro ja aos 30 minutos de incubacgéao, parece ser dependente de perda na fungao
endotelial visto que quando testado o relaxamento mediado por ACh, que agindo
sobre o endotélio € um conhecido vasodilatador, as amostras expostas ao Fe?*
tiveram um relaxamento diminuido comparado ao grupo controle. Por outro lado,
através do uso de NPS (um doador de NO para o musculo liso vascular), todas
0s segmentos aodrticos relaxaram de igual magnitude, reforcando que que a
alteracao vascular parece ser, de fato, resultado da modulagao prejudicada do
endotélio e ndo do musculo liso. Isso nos tragou uma rota, em particular, para
investigacdo dos mecanismos que foram influenciados. Vale mencionar que
concentragbes acima de 100 uM, equivalente a aproximadamente 400 ug/dL,
sdo aquelas identificadas nos modelos de sobrecarga cronica normalmente
descritos na literatura, os quais identificaram danos vasculares e cardiacos.
(Marques et al 2015; Avila et al. 2021).

Considerando a grande importancia que o endotélio exerce no equilibrio
dessas forgas para a modulagao do tonus, foi avaliado o efeito da sua remocéao
mecanica sobre a reatividade vascular dos anéis que seriam posteriormente
expostos ao Fe?*, e foi possivel notar que o efeito promovido pela retirada do
endotélio foi menor nos anéis expostos ao Fe 100 e 1000. Tal como ilustrado nas
médias das ASCs de contragao a fenilefrina, enquanto a remogao do endotélio
potencializou a resposta vasoconstritora em mais de 2,5% nos anéis do grupo
CT, esse aumento foi de apenas 50% aproximadamente nos grupos Fe. Nesse
sentido, o papel modulatorio pareceu ser menor nos anéis incubados com altas
concentragbes de Fe?*, equivalente aos efeitos vasculares identificados nas
sobrecargas crénicas em ratos, caracterizada por resposta hipercontratil devido
ao comprometimento endotelial na aorta (Marques et al., 2015; Marques et al.,
2019), artéria mesentérica de resisténcia (Ribeiro Junior et al., 2017) e artéria
pulmonar de resisténcia (Bertoli et al., 2018).

Na avaliagdo morfolégica da superficie endotelial das artérias submetidas
a sobrecarga de ferro “in vitro”, por trinta minutos de exposicao para os grupos
controle, Fe100 e Fe1000 uM com aumento de 3000x, somente 0s grupos que

foram submetidos as incubagdes com o metal demonstraram alteragdes. O



grupo controle exibiu em sua topografia, um aspecto morfolégico habitual,
escamoso, com aparéncia regular da célula e nucleo epitelial. Entretanto, as
amostras Fe100 puM tiveram apresentagdes atipicas da morfologia com o
endotélio exibindo células sanguineas, superficies irregulares e apresentagao de
fibrina e ferro. No grupo Fe1000 as caracteristicas encontradas nas amostras de
Fe100 se confirmaram, porém apresentaram maior énfase em suas
caracteristicas com presenga de células sanguineas e fibrinas além da
deposicdo de ferro. Outra caracteristica observada em ambas amostras € uma
ligeira contracdo dependente da concentragdo, e um aspecto escamoso anormal
apresentado, o que pode indicar o desnudamento superficial da camada
endotelial. De fato, em estudos do nosso grupo, foi observado alteracées na
morfologia da superficie endotelial através de microscopia eletronica de
varredura em aortas de camundongos com sobrecarga cronica de ferro
(Marques et al., 2019) O endotélio dos vasos foi danificado e sua fungédo de
regular o fluxo de sangue e manter a coesao dos vasos pode ter sido afetada
(Marques; 2015). Esse dano pode estar relacionado a complicagbes como o

aumento da formacao de coagulos sanguineos (Day et al., 2003).

A presenca de fibrina pode estar associada ao excesso de ferro livre,
formando material insoluvel da parede arterial dando origem a reacgdes
inflamatadrias (Lipinski; Pretorius, 2013). A presenca de fibrina, ferro e eritrocitos
extravasados em placas ateroscleroticas em coronarias ja haviam sido
estudadas em 1983, sendo relacionadas a formacédo de trombo coronario
intraluminal em um estudo que avaliou segmentos de artérias coronarias

epicardicas (Virmani; Roberts, 1983).

A microanalise qualitativa realizada por meio de espectroscopia revela
variagbes notaveis na quantidade de ferro presente em cada um dos grupos
estudados. Enquanto o grupo controle apresenta uma presenga minima ou nula
de ferro, o grupo Fe100 apresenta um aumento consideravel e o grupo Fe1000

apresenta uma elevacao ainda maior.

Ademais, é possivel detectar a presenca de elementos tais como o ouro
(Au), oxigénio (O) e carbono (C). Dois aspectos importantes observados podem
ter relagao: 1- Quando observados por MEV a topografia das células endoteliais
apresentou ligeira contragdo dependente da concentragéo, 2- em EDS pode-se
observar um acumulo ne ferro (CT, nulo; Fe100, 0.86% e Fe1000 4.85%) e



Calcio (0.75%, somente em Fe1000) o que pode inferir que a agédo contratil
aumentada observada nas amostras tem relacdo com o acumulo de calcio
encontrada. A semelhanca do que se nota no contetdo de ferro em diferentes
sitios do organismo, também foram observados depdsitos de ferro na parede
vascular dos ratos submetidos a sobrecarga cronica de ferro, conforme relatado
anteriormente (Day et al., 2003) e inclusive em outros modelos experimentais
utilizados (Fidelis et al., 2020; Marques et al., 2019a; Marques, 2015; Ribeiro
Junior et al., 2017). Assim, como o excesso de Fe labil aumenta a geragéo de
EROs , que por sua vez desencadeia mecanismos moleculares que podem levar
a danos vasculares, tem sido patente que estudos experimentais e clinicos
demonstrem uma associacdo essa sobrecarga de ferro, estresse oxidativo,
remodelamento e disfung¢ao vascular (Cusma Piccione et al., 2013; Fidelis et al.,
2020; Gaenzer et al., 2002; Kukongviriyapan et al., 2008; Marques et al., 2015;
Ribeiro Junior et al., 2017).

Diante dos fatores que colaboram para o efeito anti-contratil que sao
liberados pelo endotélio, o NO é o mais importante, especialmente em vasos de
condutancia como a aorta (Moncada; Higgs, 2006; Vanhoutte et al., 2017b). De
fato, observamos, no presente estudo, que com a incubagcdo de L-NAME, um
inibidor da NOS, houve um aumento da reatividade frente a fenilefrina no grupo
Ct semelhante a retirada do endotélio. Igualmente, houve certa potencializagao
da reatividade vascular em todos os grupos estudados. No entanto, esse
aumento ocorreu em menor magnitude nos grupos que foram co-incubados com
Fe?* (Fe100 e Fe1000 uM), indicando redugdo do papel modulador do NO sobre
a vasomotricidade, quando na presenca de altas concentragdes do metal. Foi
observada uma diminuigdo notavel no relaxamento vascular dependente do
endotélio em ratos com excesso de ferro, indicando uma redugdo na
biodisponibilidade de NO e em conformidade com a correlagdo entre aumento
do estresse oxidativo e comprometimento da funcdo endotelial semelhante ao
encontrado originalmente por Day et al (Day et al., 2003). Desta maneira a
elevacao de EROs perturba de maneira importante a homeostase vascular
fomentando a agregacao plaquetaria diapedese de células inflamatdrias e vaso
constricdo concordando com a disfungao endotelial (Russo; Leopold; Loscalzo,

2002). Igualmente, em pacientes com HH o estudo de Gaenzer e colaborados (



2002) apresenta uma correlagéo positiva com a presenga da sobrecarga de ferro

e indicadores de EROs.

Durante a avaliacdo da influéncia da via da ciclooxigenase (COX) na
modulagdo da vasomotricidade, a utilizagdo de um inibidor ndo especifico
proporcionou a observagao de um pequeno efeito vasocontratil de prostandides
nos anéis CT. Nestes anéis, a incubacdo com indometacina diminuiu a
contratilidade, demostrando uma relativa agao contratil através da via da COX,
que parece contribuir para parte da resposta a fenilefrina. Essa diminuicao,
comparando-se as médias das ASCs se aproxima aos 36%. Isso difere um pouco
do normalmente reportado na literatura, inclusive do nosso préprio laboratorio,
em que na situacéo controle, ou em anéis provenientes de animais saudaveis,
nao ha efeito significante da incubagdo com indometacina, o que poderia inferir
certa igualdade entre os fatores dilatadores e constritores da COX nessas
situagdes. Embora ndo tenhamos uma explicacdo definitiva sobre isso,
poderiamos especular ser decorréncia de mudangas ou estados fisioldgicos ou

fisiopatoldgicos dos préprios animais utilizados nessa época.

No grupo Fe100, a incubagédo com indometacina ndo modificou a resposta
vasoconstrictora, mantendo-se a hiper-reatividade encontrada apds exposicao
ao Fe nessa concentracdo, o que indica que a via da COX parece nao haver
influéncia, ao menos de forma significativa, ou pelo menos que nessa condi¢cao
se tenha estimulado seus produtos vasoativos em igual proporgéo de dilatadores
e constritores. Entretanto isso ndo se torna verdadeiro no grupo de anéis
expostos a concentragdo mais elevada. Na situacdo controle e Fe1000 uM,
quando utilizada indometacina, foi observada reducdo significativa da
reatividade, alcancando niveis dos anéis Ct. Estudos indicam que COX1 é
responsavel principalmente pela produgédo basal de PGlz, ja que a inibicdo da
COX1 reduz significativamente o produto total de PGl2 no rim e na aorta de
camundongos (Qi et al., 2006). Além disso, TXA2 e PGl2 na aorta derivam
principalmente de COXz (Belton et al., 2000; Heymes et al., 2000). Dessa forma,
embora ndo ha como afirmar qual isoforma da enzima é responsavel, podemos
especular que com a concentracdo de 100 uM ha uma redugdao do NO sem
alteracdo na modulagdo dos prostandides na reatividade, enquanto na
concentracao de 1000 uM ha uma redugao da modulacao através de NO que se

soma a um aumento dos prostandides constritores.



A disfuncdo endotelial € uma descaracterizagdo da atividade endotelial,
sobre a regularidade do controle do fluxo, através da alteragao do raio do vaso.
A manutencao da saude cardiovascular é crucial para a qualidade de vida. Como
ja mencionado, um dos fatores importantes para essa manutengao € a presenga
e acao adequada do NO. Esta molécula gasosa tem um papel vital na regulagéo
da fungao dos vasos sanguineos, ajudando no relaxamento. Para confirmar a
hipétese dos dados funcionais, de que a disfungdo endotelial causada pela
exposicao ao Fe “in vitro” teria relagdo com a biodisponibilidade reduzida de NO,
foi usado uma sonda sensivel a presenga de NO. Confirmando, a reducéo da
disponibilidade de NO foi evidenciada em anéis de ambos os grupos Fe 100 e
Fe 1000, pelo declinio na fluorescéncia ao DAF-2. A analise da fluorescéncia
permitiu determinar a quantidade de NO presente, e a redug¢ao na fluorescéncia
indicou uma diminui¢ao deste importante gas vasodilatador. O achado corrobora
com estudos anteriores utilizando modelos de sobrecarga crbénica de ferro que
também associaram a menor biodisponibilidade de NO a disfungao endotelial e

alteracdo da reatividade vascular (Bertoli et al., 2018; Ribeiro Junior et al., 2017).

Sabendo das reacbes quimicas que naturalmente o ferro participa na
producao de EROs, e considerando que além dos danos diretos sobre as células
que compdem o0s vasos sanguineos, as EROs também promovem disfungéo
endotelial por reduzirem a biodisponibilidade do NO, buscamos investigar o
papel de algumas EROs sobre esses efeitos agudos identificados. Conforme
estudos, observou-se que ha uma relagao entre a sobrecarga de ferro e aumento
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas artérias carétidas de
camundongos, prejudicado relaxamento mediado por acetilcolina e aumentando

marcadores de trombose (Day et al., 2003).

Durante essas avaliagdes, enquanto a incubagdo com catalase, um
“varredor” de H202, reduziu apenas discretamente a reatividade vascular nos
anéis CT, mesmo assim somente na maior concentragao de catalase utilizada,
essa intervencgao atenuou significantemente a hiper-reatividade dos anéis dos
grupos Fe. Houve uma diminuicdo na contratilidade dos vasos, porém sem
relevancia significativa quando comparado as duas concentragdes do varredor.
Marques et al., (2015) também descreveram efeito significativo da incubacao
com a catalase em aortas de ratos sobrecarregados cronicamente por 4

semanas, indicando aumento da producéao local de H202, possivelmente sem



uma resposta antioxidante endogena eficiente, uma vez que a expressdo da
proteina da catalase vascular ndo foi alterada naquele estudo. Utilizando este
mesmo raciocinio, nossos dados sugerem entdo que, na incubagao “in vitro” com
Fe?*, a geragao imediata de H202 desempenha também um papel na disfungéo
vascular sem qualquer resposta compensatoria da catalase endogena. O H20z2,
€ prejudicial porque é gerado a partir do metabolismo do O:2 e, na presencga de
ferro, participa da reacdo que produz o OH*. E um metabdlito nocivo com longa
duracdo, que ultrapassa a barreira lipidica e pode afetar a membrana dos
eritrocitos e proteinas envolvidas com Fe?* (Scott et al., 1991). Como citado
anteriormente as EROs podem levar a diminuigdo da disponibilidade de NO,
principal fator para a disfuncédo endotelial e, entre outros disturbios, o processo

inflamatorio preditor da aterosclerose (Shaito et al., 2022).

Ademais, o H202 pode desempenhar um papel importante nessas
alteragdes de reatividade vascular, ndo apenas diretamente (podendo ser
vasodilatador ou vasoconstrictor), mas também por participar das reagdes de
Fenton e Haber-Weiss na presenca de ferro, formando assim metabdlitos
secundarios também prejudiciais como a OH« (Wardman et al., 1996; Cai et al.,
2005; Thakali et al., 2006). Na nossa avaliagdo da influéncia da OH" sobre a
modulag¢ao da vasomotricidade do vaso, o “varredor” DMSO foi utilizado em duas
concentracdes 0,1% e 1% a fim de avaliar possiveis diferengas na quantidade
produzida de OHe. A incubagdo de DMSO 0,1% no grupo Ct ndo influenciou de
modo significante a vasomotricidade a fenilefrina, embora quando incubado a
1%, houve diferenca na resposta vasomotora que se demonstrou menor, o que
poderia indicar certa quantidade de OH' presente mesmo em situagao controle e
capaz de influenciar na modulagao do vaso (resposta contratil), ou mesmo algum
efeito direto desta substancia sobre o processo de contracdo do musculo liso.
Por outro lado, os anéis dos grupos Fe tiveram sua contragdo a fenilefrina
significantemente reduzida, mesmo nas menores concentragcbes de DMSO,
corroborando a hipotese da influéncia dessa ERO na intensidade da resposta
vasomotora mantida pelo Fe. Vale mencionar que, nas maiores concentragdes,
o DMSO foi capaz de reduzir a reatividade vascular dos anéis expostos ao Fe a
niveis medidos nos anéis controle, o que reforca o papel do OHe« provavelmente
como via final ou mais importante na mediagao da disfuncédo endotelial e hiper-
reatividade induzida pelo Fe. Em concordancia, nosso grupo de estudo



demonstrou previamente, um comprometimento na fungdo miocardica de
amostras de ratos expostas a mesmas altas concentragées de Fe?*, que também
fora parcialmente revertida pela incubagdo com catalase e totalmente revertida
pela incubagéo de DMSO 1% (Avila et al., 2016). Nesse mesmo estudo, os dados
indicaram que um aumento dessas EROs (OH' e H202) “in vitro” foi capaz de
mediar disfungdo miocardica, diminuicdo da atividade da ATPase miosinica e da

sensibilidade miofilamentar ao Ca?* (Avila et al., 2016).

Na sobrecarga de ferro, as altera¢des vasculares observadas tém sido
fortemente relacionadas ao estresse oxidativo, sendo a peroxidagao lipidica, um
parametro comum de analise da lesao tecidual ou sistémica promovida pelas
EROs em excesso identificado em ratos (Lou et al., 2009; Zhou et al., 2000),
camundongos (Davis; Bartfay, 2004; Oudit et al., 2004) e homens (Naithani et
al., 2006) com sobrecarga. De fato, o estresse oxidativo € um fator presente na
fisiopatologia da sobrecarga de ferro, e deve ser o principal mediador dos danos
identificados em diferentes 6rgaos e sistemas (Cheng; Lian, 2013; Gudjoncik et
al., 2014). Em concordancia, identificamos papéis significantes do bloqueio da
geracdo de EROs na reversao ou impedimento parcial das alteracbes na
vasomotricidade dos segmentos aorticos expostos ao Fe?* 100 e 1000 uM.
Entretanto, apesar do forte indicio da literatura a respeito do papel do aumento
do estresse oxidativo gerado pelo ferro como mediador de disfungdes, nossos
ensaios de MDA e AOPP tiveram resultados inesperados. Nao foram
encontradas diferengas significativas lesdes, no tecido vascular, decorrentes do
estresse oxidativo gerado pela presengca do Fe em altas concentragbes. Pela
analise AOPP, considerado marcador importante para estimar o grau de dano
proteico mediado por oxidagdo, ndao houve qualquer elevagdo nos tecidos
vasculares expostos ao Fe?* em comparagédo aos anéis Ct. Nas médias das
medidas de TBARS, um marcador de peroxidacao lipidica, no tecido aodrtico
extraido dos anéis Fe, ndo houve significancia estatistica. Tomados juntos,
essas duas ultimas analises poderiam nos indicar que, 0 aumento na producao
de EROs pode até ter mediado a disfungao endotelial e aumento da reatividade,
mas ainda nao tenha sido capaz de promover leséo significativa dos lipideos
(sem peroxidacao lipidica aumentada) e das proteinas (sem aumento na

oxidagao avangada de proteinas).



6 Conclusao

Nossos dados indicam que a incubagdo com Fe?* “in vitro” por 30 minutos
foi suficiente para causar prejuizo na modulagdo endotelial de maneira dose
dependente, causando também alteragdes morfoldégicas na superficie das
células endoteliais. Os mecanismos relacionados a hiper-reatividade vascular
causada pela exposicdo ao Fe?* em altas concentragbes parecem estar
relacionados a diminuicdo da biodisponibilidade de NO e participacdo de EROs

como H202 e OHe, além de alteragcbes em produtos vasoativos da COX.

Esse € o primeiro estudo a demonstrar efeitos diretos da presenca do ferro
labil em altas concentragdes, semelhantes aquelas encontradas na sobrecarga
sistémica, sobre a morfologia e fungao vascular. Esse prejuizo na modulagéo
endotelial ja aos 30 minutos de exposi¢do, pode ter consequéncias a longo
prazo, tais como remodelamento vascular e rigidez adrtica, aumento da
resisténcia vascular periférica, além de um estado proliferativo, pré-trombatico e
pré-inflamatério que predispdem a eventos cardiovasculares adversos

(aterosclerose, infarto, etc).
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