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RESUMO

Dietas ricas em lipidios, obesidade e estresse oxidativo estdo relacionados ao
desenvolvimento de diabetes tipo Il e doengas cardiovasculares. Estoques elevados de ferro
podem promover aumento da formacdo de radicais livres e do estresse oxidativo, assim
favorecer o desenvolvimento destas doencas, como se observa em populacfes com estoques
aumentados de ferro. Portanto, este estudo objetivou avaliar o efeito do excesso de ferro, da
dieta rica em lipidios e da interacdo entre as duas varidveis sobre fatores de risco para doengas
cardiovasculares: lipidios séricos, estresse oxidativo e glicemia. Além disso, analisamos a
expressao de RNAmM de genes relacionados ao metabolismo de lipidios e a producdo de
radicais livres por granuldcitos. Cinquenta e dois Hamsteres Golden Syrian machos foram
divididos em quatro grupos: C e CF receberam dieta padrdo e H e HF receberam dieta
hipercolesterolemiante. Os grupos CF e HF receberam injecdes de ferro dextran (doses diarias
de 10mg durante cinco dias) no 45° dia de experimento. Ao final de 60 dias os hamsteres
foram eutanasiados para coleta de sangue e tecidos. Os dados foram analisados por analise de
variancia (ANOVA). Diferengas de p<0,05 foram consideradas significativas. Como esperado
a dieta rica em lipidios promoveu um aumento sérico do colesterol total e de suas fracdes,
além de uma reducdo na atividade da paraoxonase (PON) e o tratamento com ferro aumentou
0s niveis séricos e hepaticos de ferro. Observou-se aumento da quantidade hepética de
glutationa e da atividade sérica da superdxido dismutase bem como reducdo da atividade
hepética da catalase nos grupos CF, H e HF, sendo o efeito mais pronunciado no grupo HF. O
tratamento com ferro ainda aumentou a quantidade de TBARS no figado e nos rins e a
producdo de radicais livres por granul6citos. O ferro potencializou o efeito
hipercolesterolémico da dieta, uma vez que o grupo HF apresentou valores séricos de
colesterol total superiores ao H (5,81 + 0,57 e 4,59 + 0,32 respectivamente). A analise de
expressdo génica por qPCR de PPAR-a , receptor nuclear importante no controle da
homeostase de lipidios e carboidratos, mostrou que o grupo HF apresentou expressao relativa
menor que o grupo H. A homeostase de glicose também foi alterada: os animais que
receberam tratamento com ferro apresentaram porcentagem de hemoglobina glicosilada
superior aos animais ndo tratados, bem como apresentaram alteracdes na tolerancia a glicose.
Concluimos que o excesso de ferro aumenta o estresse oxidativo e interfere na homeostase de
colesterol e glicose. Estes efeitos podem ser em parte atribuidos a diminuic¢éo na expresséo do
RNAmM de PPAR- .
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ABSTRACT

Diets rich in lipids, obesity and stress are related to the development of type Il diabetes
and cardiovascular diseases. Iron overload increases formation of free radicals and oxidative
stress, thus promoting the development of these diseases, as has been observed in populations
with high iron stores. In this study we evaluated the effect of iron overload, high fat diet and
the interaction between these two variables on risk factors for cardiovascular disease: serum
lipids, oxidative stress and blood glucose. In addition, we also analyzed the expression level
of genes related to lipid metabolism and free radical production by granulocytes. Fifty-two
male Golden Syrian hamsters were divided into four groups: C and ClI received a standard diet
while H and HI received high fat diet. Cl and HI groups were given injections of iron dextran
(daily doses of 10mg for five days) at the 45th day of experiment. After 60 days, hamsters
were euthanized and blood and tissue were collected for further investigation. Data were
analyzed by variance analysis (ANOVA). p <0.05 were considered significant. As expected
the high fat diet caused an increase in total cholesterol and its fractions, and a reduction in
paraoxonase activity (PON) and iron treatment increased serum and liver iron stores. There
was an increase of hepatic glutathione levels and serum superoxide dismutase activity and a
reduction of hepatic catalase activity in the CI groups, H and HI, which was more pronounced
in the HI group. Iron treatment also increased the amount of liver and kidney TBARS and free
radicals production by granulocytes. Iron acted synergically with the high fat diet, as HI group
had serum total cholesterol higher than H (5.81 + 0.57 and 4.59 + 0.32 respectively). Gene
expression analysis by qPCR of PPAR-a, important nuclear receptor in controlling lipid and
carbohydrate homeostasis, showed that HI group had lower expression than H. Glucose
homeostasis was also altered and the animals treated with iron showed greater glycated
hemoglobin percentage than untreated animals, and had abnormal glucose tolerance. These
data suggest that iron overload increases oxidative stress and interferes on cholesterol and
glucose homeostasis. These effects can be, in part, attributed to the decreasing of PPAR-a

expression.
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1- INTRODUCAO

Espécies reativas de oxigénio (EROS) influenciam muitos processos fisiologicos
incluindo, sistemas de defesa do hospedeiro, biossintese hormonal, fertilizacéo e sinalizagdo
celular. A producdo aumentada de EROS e ndo balanceada pelas defesas antioxidantes
(denominada como estresse oxidativo), tem sido relacionada ao desenvolvimento de vérias
patologias, incluindo hipertenséo, aterosclerose, diabetes e doenca renal crénica (Paravicini et
al., 2008).

Como mencionado, o termo estresse oxidativo descreve condi¢es que envolvem niveis
aumentados de EROS. Estas espécies reativas de oxigénio, também denominadas oxidantes,
sdo produzidas como intermediarios em reacGes de oxirreducdo que formam H,O a partir de
O,, assim como ocorre na cadeia respiratoria. As EROS estdo compreendidas em dois grandes
grupos: radicais livres (como, por exemplo, o anion superoxido [ ‘O,] e o radical hidroxil
[[OH]) e ndo radicais derivados do O, (como, por exemplo, H,0,,) (Droge, 2002; Fridovich,
1997).

Agentes oxidantes ndo mitocondriais podem ser formados por varios mecanismos,
dentre eles esta a reacdo de Fenton, caracterizada pela degradacdo do H,O, por ions de ferro
bivalentes gerando radical hidroxil (OH) (Gilca et al., 2007).

Neste contexto o ferro atua como uma molécula pré-oxidante capaz de gerar espécies
altamente reativas. Lucesoli et al. (1999) demonstraram que o0 excesso de ferro em ratos induz
estresse oxidativo de maneira dependente da quantidade de ferro suplementada e também do
consequente acumulo tecidual.

Brandsch et al. (2002) demonstraram que dietas com altas concentracdes de &cidos
graxos insaturados estimulam a formacéo de produtos da oxidacdo de colesterol no figado e
que o excesso de ferro dietético simultaneo potencializa este efeito em ratos.

Cornejo et al. (2005) demonstraram que 0 excesso de ferro cronico obtido por
suplementacdo dietética pode desencadear estresse oxidativo hepatico em curto prazo, com
aumento da expressdo de iINOS (6xido nitrico sintase induzivel) envolvendo a via de
sinalizacdo ERK/NF-xB (quinase regulada por sinal extracelular/fator nuclear kappa/B) em
longo prazo em ratos.

Atualmente, préaticas de suplementacdo indiscriminadas de ferro em alimentos tém sido
frequentes. Este fato € preocupante, uma vez que estudos epidemioldgicos tém estabelecido
que a sobrecarga de ferro esteja associada ao aumento do risco para doencas cardiovasculares,
pela promogéo da oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), uma lipoproteina que

exerce papel critico na aterogénese (Brunet et al., 2000). Pouco € conhecido sobre o efeito
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direto do estresse oxidativo/ferro sobre o metabolismo de lipidios sem o envolvimento de
LDL.

Receptores ativadores da proliferacdo peroxissomal (PPARs), incluindo PPAR-a,
PPAR-B/6 e PPAR-y sdao fatores de transcrigdo que regulam o metabolismo de lipidios,
homeostase de glicose e o desenvolvimento e diferenciacdo de adipdcitos (Fruchart et al.,
2009).

A ativacdo de PPAR-a induz a expressao de genes chaves do metabolismo de lipidios,
como o da HidroximetilglutarilcoenzimaA redutase (HMGCoA redutase) e do receptor
hepéatico da lipoproteina de baixa densidade (LDL-R) (Huang et al., 2008), assim como
reprime a expressdo génica da colesterol-7a-hidroxilase (CYP7A1) (Li & Chiang, 2009).
Tanto ligantes de PPAR-a quanto de PPAR-y apresentam agdo antiaterogénica em
camundongos modelos para aterosclerose (Li et al., 2000; Duez et al., 2002).

Proteinas de ligacdo ao elemento de resposta a esterol (SREBPs) sdo fatores de
transcricdo que também regulam a expressdo de genes relacionados a sintese de colesterol,
acidos graxos e triacilglicerois (Brown & Goldstein, 1999).

Trabalhos realizados em nosso laboratdrio demonstraram que uma dieta rica em lipidios
eleva os niveis de colesterol total e que o aumento de estoques de ferro no figado potencializa
este efeito em hamsteres (Silva et al., 2005; Oliveira et al.,2007).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos bioquimicos do excesso de
ferro sobre parametros relacionados ao estresse oxidativo e mecanismos de defesas
antioxidantes, perfil lipidico e glicémico de hamsteres alimentados com dieta padrdo ou rica
em lipidios. Além disso, nés partimos do pressuposto que o excesso de ferro possa afetar a
expressao de genes relacionados ao metabolismo de lipidios, como o da HMGCOoA redutase,
da CYP7A1L, do LDL-R, do SREBP-2 e do PPAR-a. Entdo, nds também objetivamos avaliar
0s niveis de expressdo destes genes no figado dos animais.

Para a realizagdo deste estudo, utilizamos o hamster como modelo experimental, uma
vez que é um modelo reconhecido para a pesquisa em aterosclerose, porque algumas
linhagens desenvolvem lesGes vasculares juntamente com hiperlipidemia em resposta a uma

dieta rica em colesterol e acidos graxos saturados (Nistor et al., 1987; Auger et al., 2005).



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Ferro e saude

O ferro é um dos minerais essenciais requeridos para a manutencdo estrutural e
funcional de varias moléculas, assim como para a sobrevivéncia, crescimento e proliferacdo
celular. A homeostase do ferro é resultante da regulacdo estreitamente coordenada por
diferentes proteinas envolvidas na sua captacdo, estoque e trafego intracelular. Apesar de ser
essencial, o ferro pode ser tdxico quando em quantidades excessivas (Kohgo et al., 2008).
Através da reacdo de Fenton, o ferro como um metal de transicdo, pode gerar varias espécies
reativas de oxigénio e/ou de nitrogénio. Portanto, 0 metabolismo anormal do ferro pode levar
a diversas patologias crénicas. Como nédo existe um mecanismo ativo de excrecdo do ferro,
este é facilmente acumulado em condi¢Bes de excesso de ferro bem como por fatores
hereditarios, por transfusdes de sangue repetitivas e/ou por outras condi¢des patoldgicas. Este
acumulo tem sido associado a algumas doencas cronico-degenerativas. O estresse oxidativo é
um dos principais fatores causadores destas doencas, sendo que entre elas estdo o diabetes e
as complicacdes diabéticas. Evidéncias crescentes tém indicado que o excesso de ferro ndo
somente aumenta o risco para a resisténcia a insulina e diabetes (Liu et al., 2009), como

também para doencas cardiovasculares (Shah & Alam, 2003).

2.2- Estresse oxidativo, excesso de ferro e doencas.

Radicais livres sdao moléculas com um elétron desemparelhado na ultima camada
orbital. Apresentam importante papel na origem da vida e na evolucéo bioldgica, com efeitos
benéficos nos organismos (McCord et al., 2000). Radicais de oxigénio estdo envolvidos em
muitas atividades bioquimicas das células, como na transduc¢do de sinais, transcri¢cdo génica e
regulacdo da atividade da guanilato ciclase solivel. O Oxido nitrico € uma molécula
sinalizadora importante que essencialmente regula as células musculares lisas, a adesdo de
leucdcitos, a agregacdo plaquetaria, a angiogénese, a trombogénese, o tdnus vascular e a
hemodinamica (Zheng & Storz, 2000).

Radicais livres e espécies reativas nao radicais existem em células e tecidos bioldgicos a
baixas concentragfes, porém mensurdveis (Sies, 1993). A concentracdo destas espécies é
determinada pelo equilibrio entre suas taxas de producdo e de clearence por varios compostos
e enzimas antioxidantes. Halliwell & Gutteridge (1990) definiram antioxidantes como
substancias que sdo capazes de competir com substratos oxidaveis e entdo, impedir ou inibir
significativamente a oxidacdo destes substratos mesmo em concentracdes relativamente

baixas. Nesta definigdo estdo incluidas as enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa
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peroxidase (GSH-PX) e catalase (CAT), assim como 0s compostos ndo enzimaticos como,
por exemplo, a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e glutationa.

No entanto, uma superproducdo de radicais livres ou uma diminuigdo das defesas
antioxidantes pode favorecer o aumento do estresse oxidativo, com consequente dano a
biomoléculas (lipidios, proteinas, DNA), eventualmente levando a muitas doencas cronicas
como aterosclerose, cancer, diabetes, artrite reumatdide, injaria pds perfusdo isquémica,
infarto no miocérdio, doencas cardiovasculares, inflamacdo cronica, choque séptico,
envelhecimento e outras doencas degenerativas em humanos (Fang et al., 2002).

Existem dois tipos principais de fontes de oxidantes: fontes mitocondriais e fontes ndo-
mitocondriais. As fontes mitocondriais sdo representadas pela cadeia transportadora de
elétrons e pela reacdo da Oxido nitrico sintase. Uma reducdo eletrénica de O, para formar
anion superéxido ('O;) e a conversao deste em perdxido de hidrogénio (H,O,) ocorre durante
a respiracao mitocondrial. A mitoc6ndria também esta envolvida na geracdo de 6xido nitrico
pela reacdo da enzima 6xido nitrico sintase. O &nion superdxido e o éxido nitrico reagem para
formar o radical hidroxil (OH), ainda mais agressivo (Gilca et al., 2007).

Dentre as fontes ndo-mitocondriais de EROS estdo: as reacfes enzimaticas do
citocromo p450 microssomal, cujas enzimas catalisam a oxidacdo ou reducdo de compostos
xenobioticos com simultanea formacdo de anion superoxido ('O2) (Halliwell & Gutteridge,
1989); a explosao respiratdria de células fagociticas que € fonte de ‘O, via reacdo da NADPH
oxidase durante condicGes inflamatorias ou infecciosas (Franceschi & Ottaviani, 1997); a -
oxidacdo peroxissomal de acidos graxos a qual gera H,O, que apesar de ser decomposto pela
catalase no peroxissomo, com o envelhecimento este apresenta reduzida habilidade de manter
o0 balanco entre prd-oxidantes e antioxidantes (Legakis et al., 2002).

Outra fonte importante de geracdo de EROS é a reacdo de Fenton catalizada por ions de
ferro bivalentes e que leva a formacdo do radical hidroxila (OH) (Halliwell & Gutteridge,

1990), de acordo com a reagéo abaixo:
0;% + Fe'* = O;+Fe™l
Fe +H:0; = Fe**OH®+ OH-

0, T+ H:0;= 0 +0H*+ 0OH-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Franceschi%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ottaviani%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ottaviani%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ottaviani%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ottaviani%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Halliwell%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gutteridge%20JM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gutteridge%20JM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gutteridge%20JM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

Muitos trabalhos tém demonstrado que existe relacdo entre estoques elevados de ferro e
0 aumento do estresse oxidativo. Dal-Pizzol et al. (2001) observaram que a exposi¢do
neonatal ao ferro induz estresse oxidativo em ratos por aumentar TBARS (substancias que
reagem com o &cido tiobarbitirico) e proteina carbonilada na substancia nigra do cérebro,
assim como por reduzir a atividade da superoxido dismutase o que também ocorre em outras
desordens neurodegenerativas (lhara et al., 1999). Estes achados sugerem que espécies
reativas de oxigénio possam estar envolvidas no dano neuronal e nas alteragdes
comportamentais induzidas pelo tratamento com ferro no periodo critico neonatal.

Cornejo et al. (2005) demonstraram que 0 excesso cronico de ferro, obtido por
suplementacédo dietética em ratos pode desencadear estresse oxidativo hepético a curto prazo,
com aumento da expressédo de iNOS envolvendo a via ERK/NF-kB a longo prazo, desta
forma aumentando a atividade da 6xido nitrico sintase hepatica.

Vaérios trabalhos realizados em modelos animais mostram que o excesso de ferro pode
aumentar os niveis de TBARS no figado (Cockell et al., 2005; Domitrovi¢ et al., 2006;
Fischer et al., 2002).

Desta forma, nota-se que o papel do excesso de ferro na patogénese de varias doencas
estd na facilidade com que ele é reversivelmente oxidado e reduzido, o que apesar de ser
essencial para suas funcBes metabdlicas, faz com que o ferro seja potencialmente danoso
devido a sua habilidade em gerar espécies reativas e induzir estresse oxidativo celular.

Um estudo populacional de caso/controle revelou que o excesso de ferro dietético esta
associado com o risco na doenca de Parkinson (Powers et al., 2003).

Estoques elevados de ferro, medidos pela concentracdo plasmaética de ferritina, podem
aumentar o risco de alterac@es fibrociticas no epitélio mamario, e a ingestao dietética de ferro
também pode aumentar o risco de progressao das lesbes no cancer de mama (Moore et al.,
2009).

Estudos demonstram que niveis elevados de ferritina estdo associados com obesidade
central (Gillum et al., 2001), hipertens&o (Piperno et al., 2002) e dislipidemia (Williams et al.,
2002). Estoques aumentados de ferro no figado tém sido associados ao sobrepeso e as
alteracbes no metabolismo de lipidios e glicose. Estas anormalidades sdo caracteristicas da
sindrome metabdlica, que esta intimamente relacionada a resisténcia a insulina, afetando um
grande nimero de adultos em paises ocidentais, e que esta associada com a doenca hepatica
gordurosa ndo-alcoolica, agora considerada uma manifestacdo da sindrome metabolica

(Kotronen & Yki-Jarvinen, 2008). Esta forma de excesso de ferro tem sido denominada
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dismetabdlica ou sindrome da resisténcia a insulina por excesso hepatico de ferro (IR-HIO)
(Mendler et al., 1999).

Tuomainen et al. (1997) reportaram que as concentragcdes séricas de ferritina séo
correlacionadas com a concentracao sérica de glicose e insulina. Além disso, altos estoques de
ferro estdo associados a aumento do risco para diabetes tipo 2 em mulheres saudaveis,
independentemente do conhecimento de fatores de risco para diabetes (Jiang et al., 2004).

Desde 1981, quando Sullivan propos que a deplecdo de ferro protege contra doenca
isquémica do coracao, estudos tém demonstrado que o excesso de ferro pode ser um fator de
risco para doencas cardiovasculares (Lauffer 1991; Burt et al., 1993; Li et al., 2008).

O mecanismo sugerido para a participacdo do ferro na progressdo da lesdo
aterosclerdtica esta no seu potencial em gerar radicais livres e promover o dano oxidativo as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). As particulas de LDL nativas podem atravessar as
paredes arteriais sem causar dano, mas quando estas sdo oxidadas, sdo reconhecidas como
substancias estranhas por receptores scavenger de macrofagos teciduais. O acumulo de
lipidios oxidados em macrofagos leva a formagdo de células espumosas. Particulas de LDL
oxidadas também induzem dano celular endotelial, promovem a migracdo de mondcitos para
a parede dos vasos e previnem a saida de macréfagos da intima dos vasos (de Valk & Marx,
1999).

Trabalhos realizados em nosso laboratério demonstraram que uma dieta rica em lipidios
eleva os niveis de colesterol total e que estoques elevados de ferro no figado potencializam
este efeito em hamsteres (Silva et al., 2005; Oliveira et al.,2007).

Estes dados em conjunto mostram a importancia de se ter cautela quanto a
suplementacdo dietética de ferro, principalmente em individuos que apresentam desordens
metabolicas relacionadas ao metabolismo de lipidios, que apresentam riscos para doencas

cardiovasculares ou algum quadro ja estabelecido e em individuos diabéticos.

2.3- Metabolismo de ferro

2.3.1- Absorcéo intestinal de ferro

A absorcéo do ferro ocorre predominantemente na superficie apical do duodeno e jejuno
superior. As duas formas de ferro dietético, denominadas ferro heminico e ferro i6nico sao
absorvidas pelo enterdcito ndo competitivamente (figura 1).

Shayegi et al. (2005) identificaram uma proteina de membrana denominada proteina

carreadora de heme 1 (HCP1) a qual medeia a captacdo de grupos heme para a célula. Assim



que um grupo heme entra na célula, este tem seu anel heminico aberto por uma heme
oxigenase (HO) para liberar o Fe*?,

O ferro ndo heminico existe preferencialmente no estado de Fe*®. O fon férrico é
convertido a ion ferroso antes de ser transportado através do epitélio intestinal. Este processo
ocorre com auxilio de outros componentes dietéticos e de uma citocromo b redutase duodenal
(Dcytb) que € altamente expressa na borda em escova dos enterdcitos (Mckie et al., 2001)

O Fe*? é transportado da membrana apical para dentro da célula através de um
transportador de metal divalente (DMT1). O DMT1 é expresso na borda em escova duodenal
onde ele controla a captacdo de ferro dietético (Andrews, 1999). Outra via para o transporte
de Fe™ se d4 através do complexo integrina-mobilferrina (IM). Este complexo Fe**-IM se
combina com a flavina monooxigenase e [2-microglobulina no citosol para formar a
paraferritina. O Fe*™ é convertido a Fe*? pela atividade ferrirredutase inerente & paraferritina e
é transportado como Fe* pelo DTML1 o qual esta também presente na paraferritina (Conrad &
Umbreit, 2002).

O Fe*? dentro da célula pode seguir dois caminhos: pode ser estocado como ferritina ou
transportado da superficie basolateral para a corrente sanguinea. O mecanismo pelo qual o
Fe*? alcanca a membrana basolateral ¢ pouco compreendido. Os fatores que decidem se o
ferro sera estocado na célula intestinal ou transportado para o plasma ainda nao estdo claros,
mas estdo sendo entendidos aos poucos.

O ferro dentro da célula é exportado para fora desta por uma proteina transportadora
denominada ferroportina (FPN), também conhecida como transportador duodenal de ferro
regulado (IREG1) (Mckie et al., 2000). Hefaestina (Hp), uma ferroxidase dependente de
cobre, trabalha juntamente com a FPN na exportacdo de ferro dos enterdcitos (Donovan et al.,
2000). A hefaestina € uma proteina transmembrana homdloga a ceruloplasmina altamente
expressa no intestino (Kuo et al.,2004). Ela atua na oxidacdo de Fe*? fazendo com que este
seja captado pela transferrina. Sob condicGes de estresse a ceruloplasmina também exerce
papel na oxidacdo de Fe*? (Cherukuri et al., 2005).
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Figura I: Mecanismos envolvidos na absorcdo intestinal de ferro. Ferro dietético ndo
heminico (em sua maioria férrica) é reduzido pela acdo da ferriredutase (Dcytb) e agentes
redutores da dieta a Fe*?, o qual subseqiientemente entra nos enterécitos via DMT1. O heme é
absorvido via HCP1, quebrado pela heme oxigenase 1 (HO) para liberar Fe*? (este se junta ao
pool de ferro livre da rota ndo heminica) e bilirrubina ( a qual pode ser removida da célula
pelas proteinas de efluxo: proteina carreadora do virus C da leucemia felina- FLVCR e a
proteina cassete ligadora de ATP 2- ABCG2). O ferro pode entdo ser estocado na forma de
ferritina, ou passar pelo pool de ferro livre e ser processado para efluxo via IREG1 (como
Fe*?). O ferro exportado é reoxidado a Fe™ pela hefaestina (Hp) para que este seja captado
pela transferrina (Tf).

Fonte: Adaptado de Sharp & Srai 2007.

2.3.2- Transporte, captacao e estoque de ferro

A transferrina (Tf) recebe e se liga ao ferro para entrega-lo aos receptores nas células
recipientes. A Apotransferrina € bilobular e cada um dos lobos duplicados se liga a um atomo
de Fe(lll) e um anion carbonato para se transformar em Tf. Esta proteina transfere o ferro as
células se ligando aos receptores de transferrina (TfRs), em seguida a apotransferrina retorna
ao plasma para novamente funcionar como uma transportadora de ferro (Ponka et al., 1998).

A captacdo de ferro pelas células é essencial para o crescimento e proliferacdo celular e
ocorre principalmente via TfR (figura II). O TfR1 tem sido estudado extensivamente
(Caroline et al., 1996). Este promove a captacdo de ferro ligado a Tf, e é o principal sistema
regulatério da homeostase do ferro (Aisen et al., 2001; Richardson & Ponka, 1997). Quando o
ferro ligado a Tf se liga ao TfR1, esta interacdo promove a invaginacdo da membrana celular
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e formacéo intracelular de endossomos contendo o complexo Tf-TfR1. A bomba de prétons
presente na membrana endossomal bombeia fons H* de dentro do endossomo para o
citoplasma, o que induz uma mudanga conformacional da Tf e de seu receptor, resultando na
liberacdo do ferro. O Fe** liberado é convertido em Fe* pelo antigeno epitelial
transmembrana da prostata 3 (STEAP3), uma metaloredutase presente nos endossomos
(Ohgami et al., 2005; Ohgami et al., 2006). O Fe*? é entdo transportado para fora dos
endossomos pelo DMT1.

Existem evidéncias de que possam existir diferentes mecanismos alternativos para o
transporte de ferro. Sob circunstancias normais, a captacdo de ferro ligado a transferrina é a
forma predominante de captacdo de ferro pelas células. Porém, recentemente, foi demonstrado
que o TfR2 em células CHO e Zip 14 (Slc39al4) em células HEK293 atuam como
transportadores de ferro livre (Graham et al., 2008; Liuzzi et al., 2006).

Normalmente, 95% do ferro estocado no tecido hepatico sdo encontrados nos
hepatocitos na forma de ferritina. Hemossiderina constitui os 5% restantes e é encontrada
predominantemente nos remanescentes lisossomais das células de Kupffer. A expressdo de
ferritina é regulada principalmente a nivel pos-transcricional pelas proteinas reguladoras de
ferro (IRP1 e IRP2) (Irace et al., 2005).
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Figura I1: Transporte de ferro nos hepatdcitos. (1) Captacdo de transferrina diférrica mediada
pelo TfR1. A transferrina diférrica se liga a seu receptor especifico e é endocitada. O
endossomo é acidificado e Fe* é reduzido pela STEAP3. O ferro é liberado e transportado
para fora do endossomo via DMT1 e a apotransferrina é exocitada. (2) Captacdo de
transferrina mediada por TRf2. Este mecanismo € similar ao mecanismo especifico de TfR1,
com a diferenga de que, neste caso, a transferrina se liga ao TfR2. (3) Captagdo de NTBI. O
ferro é reduzido e transportado para a célula por um processo mediado por carreadores. (4)
Captacdo de ferritina. A ferritina se liga a seu receptor especifico e é endocitada. O
endossomo é direcionado aos lisossomos e o ferro é transferido para o “pool” de ferro livre ou
para a ferritina enddgena. (5) Captacdo de heme-hemopexina. O complexo heme-hemopexina
se liga a seu receptor especifico CD91 e é endocitado. O heme é removido e degradado pela
heme oxigenase. (6) Captacdo de hemoglobina-haptoglobina. O complexo hemoglobina-
haptoglobina se liga a seu receptor especifico. Segue-se a endocitose, 0 complexo pode ser
direcionado a membrana canalicular para liberacdo na bile ou aos lisossomos para
degradacdo. (7) Captacdo de lactoferrina. A lactoferrina se liga a LRP ou RHL-1 e ¢
endocitada e levada aos lisossomos para degradacdo lisossomal. (8) Liberacdo do ferro. O
ferro é liberado pela FPN, oxidado pela ceruloplasmina para entdo se ligar a apotransferrina.
TfR1, receptor de transferrina 1; TfR2, receptor de transferrina 2; STEAP3, antigeno epitelial
transmembrana da préstata 3; DMTL, transportador de metal divalente 1; NTBI, ferro ndo
ligado a transferrina; ZIP14, transportador regulado por zinco e proteina transportadora
regulada por ferro 14; LRP, proteina relacionada ao receptor da lipoproteina de baixa
densidade; RHL-1, lecitina-1 hepéatica de ratos (subunidade do receptor da superficie
basolateral de hepatdcitos); FPN, ferroportina; CD 91, grupamento de diferenciacdo 91.

Fonte: Adaptado de Graham et al., 2007.
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2.3.3- Regulacéo da homeostase do ferro

Como o ferro ndo pode ser excretado eficientemente, a regulacdo da sua homeostase
ocorre principalmente durante a absorgéo.

A homeostase celular do ferro é dependente da regulacdo coordenada de proteinas
envolvidas na captacdo, estoque, utilizacdo e exportacdo de ferro. As células reagem a
deficiéncia de ferro pelo aumento do TfR para maximizar a internalizacdo de ferro ligado a
transferrina. O metabolismo de ferro intracelular é principalmente controlado a nivel pos-
transcricional pelo sistema de elementos responsivos ao ferro (IRE)/IRP e este permanece
sendo o sistema melhor caracterizado da expressdo génica pds-transcricional (Rouault 2006).

A regulacgdo pos- transcricional dos niveis intracelulares de ferro envolve a interagdo
entre as proteinas de resposta ao ferro (IRPs) e motivos estruturais conhecidos como
elementos de resposta ao ferro (IREs). Estes sdo encontrados no RNAm que codifica
proteinas envolvidas no estoque de ferro, sintese de heme eritrdide, ciclo do &cido citrico,
exportagdo e captacao de ferro. Os IREs foram primeiramente identificados na regido 5’UTR
(regido nao traduzida 5°) do RNAm das cadeias leve e pesada da ferritina e foram notados
mediante inibicdo do RNAm da ferritina em células privadas de ferro (Hentze et al.,1987). A
formagdo do complexo IRE-IRP na regido 5’UTR do gene da ferritina resulta na inibi¢do do

processo traducional (figura I11).
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Figura I1l: A traducdo do RNAm da ferritina € regulada por IRP. Em células depletadas de
ferro, a ligagdo da IRP ao IRE na regido 5’UTR do RNAm interfere na iniciacdo da tradugao.
Fonte: Adaptado de Rouault et al., 2006.

O complexo IRE/IRP em alguns casos atua como inibidor da ligagdo do complexo de
pré-iniciacdo 43S. Alternativamente a interagdo entre IRP e IRE na regido 3’UTR resulta na
estabilizacdo do RNAm do TfR1 (figura IV). Em células deficientes de ferro as IREs se
tornam alvo para as IRPs as quais se ligam a estes com grande afinidade, resultando na
estabilizacdo do RNAm instavel do TfR1 e inibi¢do traducional do RNAm que codifica as
cadeias de ferritina. Isto permite a célula, aumentar a captacdo de ferro ligado a transferrina
pelo TfR e minimizar o sequestro de ferro na forma de ferritina. Em contraste, em células com
ferro suficiente, a interacdo entre IRE/IRP falha, resultando em diminuicdo da captacdo de

ferro e aumento do seu estoque (Muckenthaler & Hentze, 1997).
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Figura IV: A degradacdo do RNAm do receptor da trasferrina (TfR) é regulada por IRP. A
ligacdao de IRPs aos IREs na regido 3’UTR do RNAm do TfR protege o transcrito da clivagem
pela endonuclease e da posterior degradacdo. A seta marca o sitio onde uma endonuclease
desconhecida cliva o transcrito do TfR em células repletas de ferro quando ndo ha a protecédo
pela ligacdo da IRP.

Fonte: Adaptado de Rouault et al., 2006.

A procura por efetores regulatorios que modulem a absorcao e a liberacdo de ferro dos
estoques teciduais tem tido consideravel progresso com a identificacdo de genes envolvidos
na hemocromatose (HFE- proteina da hemocromatose humana, TfR2-receptor de transferrina
2 e HJV- hemojuvelina) e a descoberta da hepcidina.

A hepcidina é primariamente expressa no figado e representa um regulador central da
homeostase do ferro (Pigeon et al., 2001). Sob condi¢es fisiol6gicas, a hepcidina regula
negativamente a absorcdo de ferro no duodeno e o transporte de ferro nas células
reticuloendoteliais por se ligar a ferroportina (FPN) destas células. Ao se ligar a ferroportina
na membrana basolateral dos enterdcitos duodenais e de macréfagos, a hepcidina provoca a
internalizacdo desta, resultando na inibicdo do transporte de ferro (Nemeth et al., 2004). A
hepcidina também inibe a expressdo de DMT1 (Mena et al., 2008).

A expressdo hepatica de hepcidina é diminuida em resposta a baixos estoques de ferro,

anemia e hipdxia (Nicolas et al., 2002), assim como por uma atividade eritropoética alta
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(Origa et al., 2007). Contrariamente, a hepcidina é induzida por excesso de ferro (Pigeon et
al., 2001) e por sinais inflamatorios (Lee et al., 2004).

HFE, HJV e TfR2 sdo moduladores da hepcidina. A descoberta de que HFE associava-
se ao TfR2 foi a primeira indicacdo de que HFE pudesse modular o metabolismo de ferro
(Cheng et al., 2004). A hemocromatose associada a HFE tem sido descrita como uma
desordem da regulacdo de ferro no enterdcito, onde hd um aumento crbnico na taxa de
transferéncia de ferro do enterdcito para a corrente sanguinea. Sabe-se que HFE interage com
uma proteina na via de transducao de sinal que estimula a hepcidina (Nicolas et al., 2003).

A hemojuvelina (HJV) é um importante regulador da hepcidina que foi descoberto
recentemente. O papel da HJV na homeostase do ferro tem sido confirmado em modelos de
delecdo para este gene, 0s quais manifestam aumento na deposicdo de ferro no figado,
pancreas e coracao (Niederkofler et al., 2005).

Diferentemente do TfR1, o papel do TfR2 ndo esta claramente elucidado. Sabe-se que a
transferrina férrica também se liga a ele, e que tem papel importante na homeostase sistémica
de ferro. E altamente expresso no figado e mutacBes em seu gene resultam em
hemocromatose (Deaglio et al., 2002). Uma disfuncdo em TfR2 causa diminuicdo da
producdo de hepcidina, e por isso parece estar envolvido na regulacdo da mesma. O aumento
da saturacdo da transferrina no soro, resulta na liberacdo da HFE do complexo HFE-TfR1 e
ligacdo ao TfR2. Isto inicia uma cascata de sinalizacdo que resulta na producdo de hepcidina.
Mutacdo ou auséncia de HFE ou TfR2 afeta esta cascata de sinalizacdo, levando a uma

alteracdo da homeostase sistémica do ferro (Goswami & Andrews, 2006).

2.4- Situagdes em que ocorre excesso de ferro.

Algumas manifestacGes de excesso de ferro podem ocorrer de duas formas
caracteristicas. Quando o conteldo plasmatico de ferro excede a capacidade de ligacdo a
transferrina, as células parenquimais do figado rapidamente captam o ferro. A medida que os
niveis de ferro aumentam, cardiomidcitos, células acinares pancreéticas e outras células o
acumulam. Por outro lado, quando o excesso de ferro é resultante do catabolismo aumentado
de eritrocitos (por exemplo, pacientes que recebem transfusdes sanguineas frequentes), o ferro
se acumula primeiro no reticulo endotelial de macréfagos, e somente depois se deposita nas
células parenquimais (Andrews, 2000).

Existem desordens genéticas onde o excesso de ferro ocorre, como na hemocromatose.
O gene responsavel pela maioria dos casos de hemocromatose hereditaria é o HFE. Grandes

grupos que pesquisam o gene HFE e doencas clinicas encontraram que aproximadamente
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0,8% da populacéo carregam uma mutacdo conhecida para este gene, com aproximadamente
50% destes apresentando evidéncias de acimulo de ferro (McDonnell et al., 1999).

Nem todos os pacientes com desordens de hemocromatose familiar apresentam uma
mutacdo no gene hfe. Apesar da identificacdo de mutacdes patogénicas no gene hfe estarem
implicadas no diagnéstico da hemocromatose hereditaria, ha condicdes onde o excesso de
ferro ndo esta relacionado a este gene (Pietrangelo et al.,1999; Roetto et al., 1999).

O excesso de ferro também ocorre em algumas éareas da Africa subsariana onde mais de
10% da populacdo apresenta predisposicdo ao acUimulo de ferro (Gordeuk, 1992), na
hemocromatose neonatal (Goldfischer et al., 1981), na aceruloplasminemia (Morita et al.,
1995), na Doenca de Hallervorden-Spatz (Angelini et al., 1992), em transfusfes de sangue
maltiplas (Schafer et al., 1981), na inalagdo de ferro como em mineragdes e soldagem de ago
(Crawford, 1995), em mulheres que entraram na menopausa (Sullivan, 1981) e na auséncia de
transferrina (Weinberg, 1990).

Apesar de existirem mecanismos para a regulagéo da absorcao de ferro, situacdes menos
drésticas de excesso de ferro podem ser observadas quando uma grande quantidade de ferro é
ingerida na dieta. Isto pode ser observado na Suécia onde o enriquecimento de alimentos com
ferro foi feito por 50 anos, 5% dos homens tiveram elevagdes dos niveis séricos de ferro e 2%
apresentaram niveis consoantes com estagios iniciais de hemocromatose (Olsson et al., 1995).
Fleming (2002) observou que o consumo de ferro acima de 30mg/dia (relativo a ingestdo de
mais de 21 porcdes de fruta por semana e mais de 7 porcdes de carne vermelha por semana)
aumenta os estoques de ferro. O consumo crénico de suplementos contendo altas quantidades
de ferro também tem sido descrito como causa de sobrecarga de ferro (Green et al., 1989).

No Brasil, assim como em outros paises da America Latina, existe desde 2004, um
programa de combate a deficiéncia de ferro pela fortificacdo de todas as farinhas com ferro e
acido félico. Considerando o potencial oxidante do ferro e o aumento da expectativa de vida
do brasileiro, acredita-se que haja um risco desta fortificacdo indiscriminada aumentar a
prevaléncia de doengas cronico-degenerativas em individuos com “status” nutricional
adequado de ferro. Uma pesquisa realizada em 2008, ndo encontrou estoques elevados de
ferro na populagéo brasileira, mas sugeriu que com o passar do tempo este excesso possa
ocorrer (Mendes et al., 2009).
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2.5- Metabolismo de colesterol e doencas cardiovasculares

2.5.1- Sintese e transporte: o papel das lipoproteinas

A sintese do colesterol ocorre no citoplasma das células com enzimas do citosol e
reticulo endoplasmatico. O pool total de colesterol hepatico € o resultado do balanco entre o
colesterol adquirido exogenamente, produzido endogenamente e o colesterol eliminado do
figado. O colesterol adquirido exogenamente provém da dieta e o produzido endogenamente
provém de sua sintese nos tecidos extra-hepaticos ou a partir da sintese de novo no figado
(figura V). A eliminacdo do colesterol do figado se dd como colesterol inalterado na bile,
como um componente das lipoproteinas do plasma enviadas aos tecidos periféricos ou como
sais biliares secretados na luz intestinal (Champe & Harvey, 2002).

O precursor de todos os &tomos de carbono do colesterol e dos seus derivados esterdides
é o grupo acetil da molécula de acetil-CoA. Os passos na biossintese do colesterol envolvem
uma via complexa com cerca de 21 etapas. A condensacdo de trés grupos acetila leva a
formacdo do mevalonato, que contém seis carbonos. A descarboxilacdo do mevalonato produz
uma unidade isopreno de cinco carbonos, que é um ponto fundamental na biossintese dos
esterdides e de muitos outros compostos. Seis unidades de isopreno condensam-se para
formar o esqualeno, que contém 30 atomos de carbono. Este sofre ciclizacdo para formar o
lanosterol, que apos a perda de trés grupos metila, origina o colesterol. E importante ressaltar
que a reacgéo catalisada pela enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA (HMG-CoA) redutase, que
converte acetil-CoA em mevalonato, é fundamental para a formacéo de colesterol (Campbell,
2001).

Como citado anteriormente, o colesterol pode ser fornecido ao organismo através da
sintese enddgena e através da dieta (exdgena). Na circulacdo, o colesterol é transportado pelas
lipoproteinas, as quais apresentam tamanho, forma, composicdo, funcdo e principalmente
contribuicdo para doencas vasculares diferenciados.

As lipoproteinas responsaveis pelo transporte dos lipideos da dieta (via exdgena) sao 0s
quilomicrons. O transporte de lipidios de origem hepética ocorre por meio das lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL) e pelas lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que
caracteristicamente contém apolipoproteinaB-100 (apoB-100) (via enddgena). Os
triacilglicerdis das VLDL, assim como os dos quilomicrons, sdo hidrolizados pela lipase
lipoprotéica. Os acidos graxos sdo liberados para os tecidos podendo ser metabolizados ou
estocados na forma de triacilglicerdis. Os quilomicrons se transformam em remanescentes
(RQ) que sdo removidos pelo figado por receptores especificos, sendo que o mais aparente € 0

receptor da LDL. Uma parte das VLDL se transforma em particulas de densidade
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intermediaria (IDL) e, em seguida, em LDL apds a perda de componentes de superficie
lipidicos e protéicos. As VLDL trocam triacilglicerdis por ésteres de colesterol com as
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e LDL por intermédio da proteina transferidora de
éteres de colesterol (CETP).

17



Lipidios
dietéticos

§

LDLR
—.\:‘}_,
8-100
{ Célula extra-hepatica
\
intestino
TP
lm \ . S ~< 0
& B-48 /
S 4
Row gl ] Qg9
capilar

j
]\\ LPL )

Via exégena Via endogena

capilar

Figura V: Transporte de colesterol ex6geno e sintese de novo. Lipase pancreatica (PL),
proteina transferidora de triacilglicerol microssomal (MTP), remanescente de quilomicrom
(RQ), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria
(IDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), receptor de LDL (LDLR), receptor de VLDL
(VLDLR), proteina relacionada a LDL (LRP), apolipoproteina E (E), apolipoproteina Al
(A1), apolipoproteina C (C), apolipoproteina B-48 (B-48), apolipoproteina B-100 (B-100).
Fonte: adaptado de Daniels et al., 20009.

A HDL participa do transporte reverso do colesterol (figura VI). O principal
componente protéico das HDL é a apolipoproteina 1 (apoAl). Funcionalmente, a apoAl
forma a estrutura inicial da HDL discoidal (Castro & Fielding, 1988), e é reconhecida por
algumas das mais importantes proteinas envolvidas no transporte reverso do colesterol,
incluindo: lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), a qual é responsavel pela formagéo de
ésteres de colesterol por catalisar a transferéncia do grupo acila da lecitina para o grupo
hidroxila do colesterol (Jauhiainen & Dolphin, 1986); proteina cassete ligadora de ATP Al
(ABCAL1), que promove o efluxo de colesterol por catalisar a transferéncia de colesterol e
fosfolipidios de células potencialmente aterogénicas nos tecidos periféricos para a HDL

discoidal (Wang et al., 2000) e o receptor scavenger classe B1 (SR-BI), que catalisa a
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captacdo de colesterol das particulas de HDL ricas em lipidios para os hepatdcitos, onde estas
serdo convertidas em acidos biliares (Rigotti et al., 1997). A conversdo do colesterol
devolvido ao figado via HDL em acidos biliares é iniciada pela modulacdo enzimatica do
colesterol hepéatico a 7-a-hidroxicolesterol pela acdo da enzima colesterol 7-a-hidroxilase
(CYP7AL) (Russell & Setchell, 1992).
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Figura VI: Transporte reverso de colesterol. As setas indicam a movimentacdo de colesterol
e a maturacdo da particula. Colesterol (C), ésteres de colesterol (CE), lecitina colesterol acil-
transferase (LCAT), proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP), lipase endotelial
(LIPG), lipase hepética (LIPC), proteina transferidora de fosfolipidios (PLTP), receptor
scavenger classe B1 (SR-BI), proteina cassete ligadora de ATP A1 (ABCAL), apolipoproteina
1 (ApoAl), receptor de LDL (LDLR), lipase lipoprotéica (LPL), lipoproteina de baixa
densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de alta
densidade (HDL).

Fonte: adaptado de Daniels et al., 20009.
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2.5.2- Retroregulacdo da HMGCOoA redutase e do receptor de LDL pelo colesterol

A expressdo dos niveis da hidroximetilglutaril coenzima A redutase (HMGCoA
redutase) assim como do receptor de LDL (LDLR) sdo negativamente controladas pelos
niveis intracelulares de colesterol, o qual como resultado, comanda um poderoso sistema de
auto-regulacao.

Os niveis transcricionais de ambos os genes da HMGCoA redutase e LDLR sdo
controlados por promotores que apresentam os elementos de resposta a esterol (SRES), 0s
quais estdo presentes em mais de 30 genes envolvidos com a sintese e captacdo lipidica
(Horton et al., 2003).

A sequiéncia SRE no promotor da HMGCOoA redutase é homdéloga a seqliéncia do
LDLR, com uma substituicdo de uma guanina por uma citosina central no lado 3’ (Osborne et
al., 1988). Em ambos os promotores, a ligacdo por fatores de transcricdo denominados
proteinas ligadoras aos elementos de resposta a esterol (SREBPS) € requerida para a producao
eficiente da transcri¢do. Existem trés tipos de SREBP (SREBPla, SREBP1c e SREBP2), o
qual é codificado por dois genes. Das trés isoformas, SREBPla e SREBP2 sdo mais
importantes na homeostase de colesterol do que o SREBP1c, o qual altera principalmente a
expressao de genes relacionados a sintese de acidos graxos (Horton et al., 2002).

Cada novo SREBP traduzido é inserido a membrana do reticulo endoplasmatico rugoso,
onde seu dominio regulatério C-terminal se liga a porcdo C-terminal da proteina ativadora de
clivagem do SREBP denominada (SCAP) (Horton et al., 2002). Enquanto associado com o
SREBP, a SCAP se liga a outra proteina ligada ao reticulo endoplasmatico conhecida como
gene 1 induzido por insulina (INSIG) (Yang et al., 2002). Interagdes entre SCAP e INSIG
mantém o complexo protéico firmemente conectado ao reticulo endoplasmatico rugoso. Esta
interacdo é sensivel ao colesterol, que entdo age como um sensor deste sistema (Brown et al.,
2002).

Em condicbes de abundancia de colesterol, os dominios transmembrana da SCAP se
ligam ao colesterol causando uma mudanga conformacional no dominio citosélico desta,
resultando no aumento da afinidade pela INSIG (Brown et al., 2002). Na auséncia de
colesterol a conformacdo da SCAP ndo favorece sua ligagdo a INSIG deixando o complexo
SREBP/SCAP livre para deixar o reticulo endoplasmético rugoso em vesiculas e migrar para
0 Golgi (Goldstein et al., 2006). Uma vez no Golgi, a por¢cdo N-terminal do SREBP ¢ clivada
por duas proteases site-1 e site-2 (S1P e S2P, respectivamente) (Nohturfft et al., 2000). A
forma nuclear da SREBP migra para o nucleo e ativa genes incluindo o da HMGCOoA redutase

e do receptor de LDL, levando ao aumento da concentragédo do colesterol celular.
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2.5.3- PPAR-a: papel na homeostase de lipidios e controle da resposta
inflamatoria.

Receptores ativadores da proliferacdo peroxissomal (PPARS) sdo fatores de transcri¢cao
nucleares. O receptor ativador da proliferacdo peroxissomal alfa (PPAR-a) ¢
predominantemente expresso no figado, tecido adiposo e coragédo, e tem sido relacionado a
regulacdo da energética celular. Muitos genes alvo de PPAR-a estdo envolvidos na fB-
oxidacdo peroxissomal e mitocondrial de &cidos graxos, incluindo os genes que codificam a
carnitina palmitoiltransferase 1B e a acil-coenzima A oxidase (Dreyer et al., 1993).

Em resposta a uma ativacdo por ligante, os PPARs sofrem uma alteracao
conformacional que facilita a formagdo de um complexo heterodimérico com outro receptor
nuclear ativado por ligante, o receptor retindide (RXR) (Kliewer et al.,2001). Apos a
heterodimerizacdo com RXR o complexo se liga aos elementos responsivos a PPARS
(PPRES) presentes na regido promotora de genes alvo (Shulman & Mangelsdorf, 2005).

PPAR-a ¢ alvo molecular de fibratos, uma classe de farmacos hipolipidémicos usados
no tratamento de dislipidemias humanas (Forman et al., 1997). Ligantes endégenos de PPAR-
a incluem acidos graxos poliinsaturados como o acido linoléico, derivados de leucotrienos e
VLDLs na presenca da lipase lipoprotéica (Castrillo & Tontonoz, 2004).

A ativacdo de PPAR-a por seus ligantes resulta em aumento da lipdlise e do
“clearance” de lipoproteinas aterogénicas ricas em triacilglicer6is através da ativacdo da
lipase lipoprotéica e da apolipoproteina AV (ApoAV) e reducdo da producdo do inibidor da
lipase lipoprotéica: a apolipoproteina CII1 (ApoClIl) (Chapman, 2006).

A terapia com ativadores de PPAR-a também promove a B-oxidacdo de acidos graxos,
reduzindo a biodisponibilidade destes para a sintese de triacilglicerois, inibe a sintese de novo
de acidos graxos através da reducdo da atividade da acetil-CoA carboxilase e da acido graxo
sintase e aumenta a sintese das apolipoproteinas Al e All (ApoAl e ApoAll) (Schoonjans et
al., 1996).

Inducdo da expressdo de genes chaves do metabolismo de lipidios, como o da
HidroximetilglutarilcoenzimaA redutase (HMGCoA) e do receptor hepético da lipoproteina
de baixa densidade (LDL-R) (Huang et al., 2008), assim como repressdo da expressao génica
da colesterol-7a-hidroxilase (CYP7A1) séo observadas durante a ativacdo de PPAR-a (Li et
al., 2009).

Existem consideraveis evidéncias de que PPAR-a apresente a¢des anti-ateroscleroticas e
antiinflamatérias (Figura VII), devido ao aumento da expressdao de ApoAl e ABCAL e a

diminuicdo de endotelina 1, do fator tissular e da molécula de adesdo da célula vascular 1
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(VCAM-1) (Marx et al., 1999). Em particular, VCAM-1 tem um papel critico no
desenvolvimento da aterosclerose por permitir a adesao de mondcitos ao endotélio e iniciar 0s
processos de desenvolvimento da placa aterosclerética.

Trabalhos mostram que agonistas de PPAR-o reduzem a concentragdo plasmatica do
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interferon gama (IFN-y), interleucina 6 (IL-6) e

expresséo de IL-6 induzida pela interleucina 1 (IL-1) (Madej et al., 1998).

macrofagos Célula muscular lisa Célula endotelsal
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Figura VII: Agbes do PPAR-a sobre a parede dos vasos e figado. Fator nuclear B (NFkB);
Proteina ativadora 1 (AP-1); Fator tissular (TF); Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS);
Receptor scavenger A (SR-A); metaloproteinase de matrix 9 (MMP-9); Receptor X do figado
(LXR); Transportador cassete ligador de ATP 1 e G1(ABCA1l, ABCGL); Superdxido
dismutase (SOD); Interleucina 6 (IL-6); Prostaglandinas (PG); Ciclooxigenase 2 (COX-2);
Proteina quimioatrativa de mondcitos induzivel e basal (LndMCP-1 e basalMCP-1); Mélecula
de ades#o celular vascular (VCAM-1); Receptor scavenger B-l (SR-BI); Acido graxo (FA);
Acido graxo livre (FFA); Triacilglicerdis (TG).

Fonte: Adaptado de Francis et al., 2003.
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3- JUSTIFICATIVA

O ferro € um elemento essencial para o organismo, ja que este atua como cofator de
varias enzimas, entre elas a catalase, enzima antioxidante que catalisa a formacao de oxigénio
e agua a partir de peroxido de hidrogénio. No entanto, em situacdes onde o excesso de ferro
esta estabelecido, a formacéo de radicais livres é favorecida, o que pode promover o aumento
do dano oxidativo celular.

No Brasil, praticas de suplementagdo de alimentos com ferro tém sido indiscriminadas e
ndo se sabe, a longo prazo, quais serdo os efeitos do excesso de ferro sobre a populacéo,
principalmente sobre individuos que apresentem desordens metabdlicas relacionadas ao
metabolismo de lipidios, que apresentem riscos para doencas cardiovasculares ou algum
quadro ja estabelecido, e em individuos diabéticos.

Baseados nas evidéncias de que o excesso de ferro esta envolvido no desenvolvimento
de varias doencas crbnico-degenerativas, incluindo as doencas cardiovasculares,
principalmente devido ao aumento do estresse oxidativo celular e diante dos seguintes fatos: a
ativagdo de PPAR-a esta relacionada com efeitos anti-ateroscleréticos e antiinflamatorios;
este receptor nuclear pode regular a expressdo de proteinas chaves na homeostase de
colesterol como a HMGCOoA redutase, LDLR e CYP7AL; e o excesso de estoque de ferro
pode atuar sobre o metabolismo de lipidios, uma vez que este é capaz de agir sinergicamente
com a dieta hipercolesterolemiante aumentando ainda mais os niveis sericos de colesterol em
hamsteres hipercolesterolémicos (Silva et al., 2005; Oliveira et al.,2007), a hipGtese deste
trabalho é de que o excesso de ferro possa estar alterando, direta ou indiretamente, através do
aumento do estresse oxidativo, a expressdo de PPAR-o ou de alguns de seus genes alvos
sobre o metabolismo de colesterol.
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4- OBJETIVOS

4.1- Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do excesso de ferro sobre parametros bioquimicos e moleculares
relacionados ao metabolismo de lipidios em um modelo animal de hipercolesterolemia
induzida pela dieta.

4.2- Objetivos Especificos

Em hamsteres alimentados com dieta hipercolesterolemiante ou padréo e tratados ou
ndo com injecdes de ferro dextran avaliar:

I. Homeostase de ferro;

I. Status antioxidante e biomarcadores do estresse oxidativo;
I1l. Producdo de espécies reativas por granulécitos;
IV. Perfil lipidico sérico;
V. Expressdo do RNAm de genes relacionados ao metabolismo de lipidios;
VI. Perfil glicémico;
VII. Funcdo hepdtica, determinada através das atividades séricas das
aminotransferases.

VIIl. Ganho de peso e peso relativo dos 6rgaos.
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5- MATERIAL E METODOS

5.1- Animais

Foram utilizados no experimento 52 hamsteres Golden Syrian, albinos, machos com
aproximadamente 60 dias de idade e peso médio de 110g, provenientes do Laboratorio de
Nutricdo Experimental do Departamento de Alimentos, Escola de Nutricdo, Universidade
Federal de Ouro Preto. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, dispostas em
ambiente arejado com controle de temperatura, umidade e Iluminosidade. Durante o
experimento o manejo dos mesmos foi de acordo com os principios e diretrizes descritas no
Canadian Council on Animal Care (1984) e os procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Ouro Preto (Protocolo (OF) 013).

5.2- Dietas

Os animais foram alimentados com dieta padrdo AIN-93M, 4% o6leo de soja (Reeves et
al., 1993), ou dieta hipercolesterolemiante com 17% de 6leo de soja e 0,5% de colesterol. A
composic¢do das dietas experimentais esta descrita na Tabela I. Os teores de 6leo e colesterol
da dieta hipercolesterolemiante foram definidos a partir de Turbino-Ribeiro (2003) e
adaptados a dieta AIN-93M.

Todas as dietas foram confeccionadas no Laboratério de Nutricdo Experimental, Escola
de Nutricdo, Universidade Federal de Ouro Preto. Acondicionadas em sacos plasticos e
armazenadas em freezer. Durante o experimento, as dietas e a dgua foram oferecidas aos

animais ad libitum.
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Tabela I: Composicdo das dietas Padrdo e Hipercolesterolemiante para hamsteres,

em gramas para cada 1000g de dieta.

Ingredientes Dieta Padréo Dieta Hipercolesterolemiante
(9) (9)
Caseina 167 167"
Mistura mineral 35 35
Mistura vitaminica 10 10
Celulose 50 50
Oleo 40 170
Colesterol 0 5
Colina 2,5 2,5
Sacarose 100 100
Amido de milho 595,5 460,5

* Valor corrigido para uma caseina com 72% de pureza.

"Mistura de minerais (expresso por g/kg da mistura): NaCl — 139,3 / KlI- 0,79 /
MgSO,47H,0- 57,3 / CaCOs- 381,4 / MnSO4.H,0 — 4,01 / FeSO,4.7H,0 — 0,548 / CuSO,.
5H,0 - 0,477 / CoCl,.6H,0 — 0,023 / KH,PO, — 389,0. Os sais foram adquiridos do Reagen,
Rio de Janeiro, Brasil.

’Mistura de vitaminas (expresso por em mg/kg da mistura): Acetato de retinol — 690;
colecalciferol — 5; acido p-amino benzéico — 10 000; inositol — 10 000; niacina — 4000;
riboflavina — 800; tiamina HCL — 500; &cido fdlico — 200; botina — 40; cianocobalamina — 3;
dl-a - tocoferol — 6 700; sacarose — g.s.p. 1000. As vitaminas foram adquiridas da Merck,

Darmstadt, Alemanha.

5.3- Delineamento Experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos de 13 animais de acordo com a dieta
recebida e com o tratamento ou ndo com injecdes de ferro dextran: os grupos C e CF
receberam dieta padrdo e os grupos H e HF receberam dieta hipercolesterolemiante. No
quadragésimo quinto dia de experimento, os grupos CF e HF receberam injecGes
intraperitoneais de ferro dextran (doses diarias de 10mg durante cinco dias). Aos grupos que
ndo receberam ferro foram administradas injecGes de salina. Ao final de sessenta dias 0s
hamsteres foram eutanasiados apos oito horas de jejum, para coleta de sangue e tecidos. Os

animais foram pesados semanalmente durante todo o experimento.
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O sangue foi recolhido em tubos de polipropileno (com 2,0mL de capacidade) com ou
sem 15uL de anticoagulante Glistab® (Labtest cat. 29) para obtencdo do plasma ou soro,
respectivamente. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 13000 rpm por 15 minutos e 0
plasma ou soro guardados sob refrigeracdo (-12°C). As diversas dosagens bioguimicas foram
realizadas imediatamente ou em até trés dias. Os 6rgdos: figado, baco, coracdo e rins, bem
como a gordura abdominal foram extraidos e posteriormente pesados. Pedacos de figado e rim
foram estocados em tubos de polipropileno (com 1,5mL de capacidade) e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido durante a eutanasia. Posteriormente foram estocados a -
80°C até a realizacdo das analises teciduais. Pedacos de figado também foram retirados,
estocados em tubos de polipropileno e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para
posterior estocagem a -80°C para anélise da expressdao de RNAm.

5.4- Dosagens dos Parametros Bioquimicos

Neste trabalho realizamos dosagens bioquimicas utilizando kits Labtest Diagndstica
S.A.: Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), Colesterol-HDL,
Colesterol Total, Triacilglicerois (TAG), hemoglobina, glicose, ferro sérico e capacidade
latente de ligacdo do ferro (CLLF). Utilizamos Kit Katal para analise hemoglobina
glicosilada. Foram determinadas ainda: concentracdo de grupos sulfidrilas totais (Sedlak e
Lindsay, 1968), atividade da paraoxonase (Eckerson et al., 1983; Beltowski et al., 2002),
atividade da SOD (kit Fluka # 19160 USA), concentracdo de glutationa total (kit Sigma #
CS0260), atividade da catalase (Aebi, 1984), concentracdo de proteina carbonilada (Levine et
al., 1994), concentracdo de proteinas totais em tecido (Lowry et al., 1951), concentracdo de
TBARS (Buege & Aust, 1978) e a concentracdo de ferro no figado (AOAC, 1980).

Os principios das dosagens e seus respectivos protocolos estdo descritos no Anexo |
deste trabalho. Para determinacdo da concentracdo do colesterol ndo-HDL foi feita a

subtracéo da concentracao do colesterol total pela concentragdo do colesterol HDL.

Colesterol ndo-HDL (mmol/L) = Colesterol Total (mmol/L) — Colesterol HDL (mmol/L)

Para a determinacdo da capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF) foi realizado o
somatdrio da concentracdo de ferro sérico com a capacidade latente de ligacdo de ferro
(CLLF).

CTLF (umol/L) = CLLF (umol/L) + ferro sérico (mmol/L)
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5.5- Teste de tolerancia oral a glicose

Os animais permaneceram 12 horas em jejum antes de receberem uma solucdo de 2,59
de glicose por kg, em 1mL, por gavagem. Amostras de sangue foram coletadas nos momentos
0, 30 e 60 depois da administracdo da solucdo de glicose. Os niveis de glicose foram

determinados usando o aparelho Accu- Chek® Active da Roche.

5.6- Producéo de radicais livres por granuldcitos in vivo

5.6.1- Isolamento de leucdcitos polimorfonucleares

Os granuldcitos foram obtidos a partir do sangue periférico por hemorragia do plexo
braquial segundo a técnica descrita por Bicalho et al., 1981. Resumidamente, 4 ml de sangue
periférico heparinizado, foram adicionados sobre 6 ml de gradiente duplo de Ficoll-hypaque
(densidade = 1,08 e 1,12, respectivamente) em tubos siliconizados. Apos centrifugacdo a 100
G por 20 minutos foram obtidas duas fases distintas separadas por dois ane€is interfasicos,
sendo o anel superior formado por células mononucleares e o inferior por granuldcitos. O anel
rico em granulécitos foi colocado em tubo siliconizado, com o auxilio de uma pipeta. Em
seguida, esse anel foi lavado duas vezes em PBS pH 7,4. Apds as duas lavagens as células
foram ressuspensas em 1,0 ml de PBS pH 7,4. Os granuldcitos foram utilizados para o ensaio
de quimioluminescéncia. A viabilidade celular foi avaliada pela excluséo com azul de Tripan

e mostrou-se sempre superior a 95%.

5.6.2 — Ensaio de quimioluminescéncia

Para avaliar a geracdo de EROS foi realizado um ensaio de quimioluminescéncia
amplificado por luminol durante a ativacdo das células fagociticas, como descrito por Chaves,
et al., 2000. O ensaio de quimioluminescéncia permite avaliar, diretamente, a atividade da
NADPH-oxidase, a enzima responsavel pela geracdo de espécies reativas de oxigénio, durante
a ativacao das células fagociticas (Babior, 1994). Esta técnica baseia-se na reacdo entre
luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthalozinedione) e as espécies reativas geradas. A reacdo
ocorre no interior de um sistema de catddo e anddo, 0 que permite a captacao e registro dos

fotons emitidos pelo a-aminoftalato.

Para a realizacdo do procedimento experimental, granuldcitos de hamsteres Golden Syrian (1

x 10° células em solucdo PBS pH 7,4) foram incubados com 500 pL de luminol (10*M) por 30

min, em tubos siliconizados. Os fotons emitidos neste intervalo foram registrados de 1 em 1 min

pela impressora interna do lumindmetro durante os 30min. Ao final dos ensaios, obtivemos as

médias, cujos valores foram expressos em RLU/min.
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5.7- Andlise da expressdo de RNAmM
5.7.1- Coleta do material
Apos a eutandsia dos animais, pedacos do figado foram congelados em nitrogénio

liquido e mantidos a — 80°C até serem processados.

5.7.2- Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total foi feita de acordo com as recomendacdes do kit RNAgents®
Promega-Total RNA Isolation System- (Madison, USA). Resumidamente, cada 50 mg de
figado foi homogeneizada com 600 pl de solugcdo desnaturante A separacdo da fase aquosa
desta mistura foi obtida adicionando 60pl de 2M acetato de sdédio e 600pl
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugado a 10.000 RPM por 20 minutos a
4°C. Para precipitacdo do RNA, adicionou-se a fase aquosa igual volume de isopropanol que
foi incubada a -20°C por 20 minutos e depois centrifugada a 10000 RPM a 4°C. O pellet foi
lavado com etanol 75% e seco a temperatura ambiente por 15 minutos e posteriormente
ressuspendido com 100 pl de agua DEPC. A concentracdo e pureza do RNA total foi
verificada a 260 e 280 nm no espectofotdbmetro NanoVue da GE Healthcare (United

Kingdom).

5.7.3- Sintese do cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total utilizando o kit GeneAmp® RNA PCR da
Applied Biosystems (Foster City, USA). O cDNA foi preparado em uma reacdo (20 pl)
contendo de 1 a 5 pg de RNA total, 2 pl do Tampéo 10x (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, 25
mM MgCl,, pH 8.3), 0,8 pl mistura de 200mM dNTP, 1ul de 2,5 uM Oligo d(T), 1 pl da
enzima Transcriptase Reversa MultiScribe™ (50 U/ pl). A reagdo foi incubada no
termociclador Biocycler modelo MJ96+ por 10 minutos a 25°C, seguido de 120 minutos a 37°
C e 5 minutos a 85° C.

5.7.4- Especificidade dos iniciadores para gq°PCR

Os iniciadores utilizados para os genes da [-actina e PPARa foram escolhidos de
acordo com a literatura enquanto que para os genes CYP-7, SREBP e HMG-CoA foram
selecionados a partir do genoma de rato utilizando o programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) (Tabela II).

Antes de realizar o PCR quantitativo (qPCR), cada iniciador foi testado tanto quanto a

sua especificidade quanto a sua eficiéncia de amplificagdo. O teste de especificidade foi
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realizado atraveés da RT-PCR para verificar o tamanho dos fragmentos amplificados. Cada
reacdo de 12,5 pl consistiu de uma mistura de 2ul de cDNA, 1,25 ul de tampdo RB 10 X
(500mM KCI, 100mM tris-HCI pH 8,4, 1% Triton X-100), 0,3 pl de Tag DNA Polimerase
(5U/ pul) da Phoneutria (Belo Horizonte, MG) ,1 ul de 1mM de dNTP e 1,5 pl de 10 uM de
cada iniciador. A reacdo foi incubada no termociclador Biocycler modelo MJ96+ por 40
ciclos, sendo que cada ciclo possui um passo de desnaturacdo de 30 segundos a 94°C, um
passo de anelamento de 30 segundos a 50°C, e um passo de extensdo de 1 minuto a 72°C. Os
fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1% contendo brometo de

etideo.

5.7.5- PCR em Tempo Real (QPCR)

A anélise da expressao génica foi feita através da gPCR usando o célculo relativo ACt.
O Ct € o primeiro ciclo de amplificacdo no qual a fluorescéncia é detectada acima da linha
basal. Para esta analise é necessario inicialmente comprovar a eficiéncia de cada iniciador.
Iniciadores com eficiéncia entre 90-110% serdo utilizados. A eficiéncia dos iniciadores foi
realizada atraveés de uma curva usando diluicdes seriadas de 1000, 100, 10, 1, 0,1, 0,01
nanogramas do cDNA preparado. Cada reagdo de 25 pl foi feita em triplicata e consistiu de
uma mistura de 12,5 pl de 2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 ul de
10 uM de iniciador e 2 pul de cDNA de concentracdo correspondente. A reacdo foi incubada
na maquina de PCR Tempo Real ABI 7300 (Applied Biosystems). Depois de uma etapa
inicial de 50°C por 2 min para ativacdo da ampUNG e 95°C por 10 min para inativagdo
ampUNG e ativacdo da TagGOLD, foram feitos 40 ciclos de 60 e 95°C por 1 min cada um.
Em seguida, o programa 7300 Fast System criou um gréafico a partir dos valores do Ct e da
concentracdo da amostra em cada uma das dilui¢Bes. O célculo da eficiéncia da PCR é feita a
partir da inclinagdo das retas para cada dilui¢do utilizando a seguinte equagdo (Rasmussen,
2001):

E:1071/inclinagéo_1

Apbs o calculo da eficiéncia dos iniciadores, cada reacdo de 25 pl foi feita em duplicata
e consistiu de uma mistura de 12,5 pl de 2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 1 pl de 10 uM de iniciador e 2 pl de cDNA. A reagdo foi incubada na maquina
de PCR Tempo Real ABI 7300 (Applied Biosystems) e seguiu a mesma programacao descrita
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acima com excecdo da curva de dissociacdo. A seguir foi feita a determinacdo do Ct para a
quantificacdo relativa. A partir dos valores de Ct, foi calculado o ACt de cada amostra onde o

valor do Ct do gene controle (B-actina) foi subtraido do Ct do gene alvo:

ACt = Ct gene alvo — Ct gene controle

Para analise estatistica, os valores de 2™

, encontrados para todas as amostras
pertencentes a um mesmo grupo foram reunidos para analise de variancia bivariada
(ANOVA- two way).

Finalmente, os produtos de PCR foram submetidos a uma curva de dissociacdo para
verificar a pureza dos produtos. O corante SYBR Green se liga ao DNA dupla fita de uma
maneira independente da sequéncia, e assim a fluorescéncia pode ser emitida tanto para
produtos especificos quanto inespecificos. A curva de dissociacdo é normalmente realizada
para excluir a andlise de produtos ndo especificos. A desnaturagdo do produto de PCR
provoca uma réapida reducdo no sinal da fluorescéncia perto da temperatura de desnaturacdo
(Tm) do produto de PCR. Assim, ap6s a amplificacdo, as reacfes foram lentamente aquecidas

0,1°C/s de 60 a 95 °C e as curvas de dissociacdo foram analisadas.

Tabela I1: Iniciadores utilizados

Gene/Nome Sequéncia dos iniciadores Tamanho do  Refeféncia ou Acesso
(523 fragmento GeneBank

F-TGTCGAATATGTGGGGACAA
PPAR a 215 pb Palou et al. (2008)
R - AAACGGATTGCATTGTGTGA

F-TGTCCTGGAAGACTCTTTGC
CYP-7 115 pb NM012942.1
R - ACTGGTCTAGAGGGGGACAC

F-TTCTTAAATCGTGCCCAGAG
SREBP-2 124 pb NMO001033694.1
R - CTGACTTGATCGACCAGCTT

F - ACAGAATGTGGGGAGTTCAA
HMGCoA-R 139 pb NMO013134.2
R-TTGCTGAGGTAGAAGGTTGG

F - GACTCCTGGAGATGTGATGG
LDL-R 144 pb NM175762.2
R - CCAGTCTTGGTCACACACAA

F - ACTGGCATTGTGATGGACTC
Actina 165pb Bonefeld et al. (2008)
R - GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC




5.8- Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de normalidade Kolmogorov—Smirnov. Todos 0s
dados seguiram uma distribuicdo normal e foram analisados pela anélise de variancia
bivariada (ANOVA- two way), os fatores de classificacdo foram a dieta, o tratamento com
ferro e também sua interacdo. O teste de Tukey foi usado para determinar as diferencas entre
0s grupos quando a interacgdo entre dieta e ferro foi observada (p< 0,05). Os resultados foram
expressos em média + desvio padrdo. O parametro de producdo de radicais livres por
granuldcitos foi analisado pela analise de variancia univariada (ANOVA- one way) sendo
considerada diferenca significativa quando p<0,05. O software utilizado para realizacdo

destas analises foi o GraphPad Prism 4.
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6- RESULTADOS

6.1- Peso corporal e peso relativo dos 6rgéos

De acordo com a tabela 1, ndo observamos diferenca estatistica entre 0s grupos para o
peso inicial e final dos animais. Houve interacdo entre os tratamentos para o ganho de peso,
onde o grupo HF (5,20 + 2,37 g) apresentou menor media, os grupos C (14,83 £ 8,23 g), CF
(16,48 £+ 3,06 g) e H (14,73 £ 2,06 g) apresentaram as maiores médias e ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si. O peso relativo do figado foi aumentado pelos dois tratamentos.

Né&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos para o peso relativo dos rins.

Tabela 1: Peso inicial, peso final, ganho de peso e peso relativo do figado e dos rins de

hamsteres tratados com dieta padréo (C), dieta padrdo e injecdes de ferro dextran (CF), dieta

hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante e injecdes de ferro dextran (HF).
Peso relativo Peso

Peso inicial Peso final (g) Ganho de do figado relativo dos
(9) peso (9) :

C 110,63+11,03 12545+973 1483+823% 2,79+0,18 0,64 +£0,11

CF 109,63 +13,14 126,10+11,02 16,48+3,06° 3,19+0,40* 0,69 +0,09

H 109,14 +6,91 123,87+7,19 14,73+206°% 4,12+0,37# 0,68 +0,03

HF 113,75+ 13,56 118,95+12,14 520+ 2,37 b 4,91 +0,50*% 0,69 0,09

Valor de p

Dieta >0,05 >0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Ferro >0,05 >0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Interacéo >0,05 >0,05 <0,05 >(,05 >0,05

Os dados foram analisados por analise de variancia bivariada, quando a interagdo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.

De acordo com a tabela 2, observamos diminui¢do do peso relativo do tecido adiposo
marrom pela dieta hipercolesterolemiante (hiper). O peso relativo do baco foi aumentado pelo
tratamento com ferro. N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos para o peso relativo do

coragdo e do pancreas. O peso relativo da gordura abdominal foi diminuido pela dieta hiper.
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Tabela 2: Peso relativo do tecido adiposo marrom (TAM), peso relativo do baco, peso
relativo do coracéo, peso relativo do pancreas e da gordura abdominal de hamsteres tratados
com dieta padrdo (C), dieta padrdo e injecbes de ferro dextran (CF), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante e injecdes de ferro dextran (HF).

Peso Peso Peso relativo
Peso relativo  Peso relativo relativo do relativo do da gordura

Grupos do TAM (%) dobago (%)  coragdo pancreas abdominal
(%) (%) (%)

C 0,19 + 0,04 0,11+0,02 0,40+0,07 0,4+0,07 1,05 £ 0,27

CF 0,20+0,04 0,15+0,08* 0,39+0,02 0,40+0,06 0,92 + 0,27

H 0,14+0,04# 0,11+£0,03 036+0,02 044+0,08 0,83%0,14#

HF 0,16 +0,04# 0,17 £0,06* 0,40+0,06 0,39+0,07 0,76 £0,19%

Valor de p

Dieta <0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,05
Ferro >0,05 <0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Interacgéo >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Os dados foram analisados por analise de variancia bivariada, quando a interagdo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.

6.2- Biomarcadores de funcao hepética

Analisamos a atividade sérica da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato
aminotransferase (AST) como biomarcadores de lesdo hepatica.

De acordo com a tabela 3, em relagdo a atividade da ALT, observamos que houve
interacdo entre os tratamentos, onde o grupo HF (25,77 £ 3,73 Ul) apresentou a maior
atividade, seguido do grupo H (20,84 + 1,82 Ul). Os grupos C (15,77 £ 2,32 Ul) e CF (16,22
+ 1,4 Ul) apresentaram as menores médias e ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.
Também observamos interacdo entre os tratamentos para a atividade da AST, onde o grupo
HF apresentou maior média (25,01 + 9,62 Ul) seguido dos grupos C (15,65 + 4,29 Ul), CF
(14,8 £ 3,26 Ul) e H (15,96 + 2,44 Ul) que ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.
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Tabela 3: Atividade sérica da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) de hamsteres tratados com dieta padrédo (C), dieta padréo e injecbes de ferro dextran
(CF), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante e injecOes de ferro
dextran (HF).

INRE(]) AST (UI)
C 15,77 +2,32°¢ 15,65 + 4,29 °
CF 16,22 + 1,40 14.80 + 3,26 °
H 20,84 +1,82° 15,96 + 2,44 °
HF 25,77 + 3,732 25,01 + 9,62 2
Valor de p
Dieta <0,05 <0,05
Ferro <0,05 >0,05
Interacdo <0,05 <0,05

Os dados foram analisados por analise de variancia bivariada, quando a interagdo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.

6.3- Homeostase do ferro

Os parametros relacionados a homeostase do ferro foram analisados com o objetivo de
avaliarmos a eficicia do tratamento com ferro dextran sobre os niveis séricos de ferro,
capacidade latente de ligacdo do ferro (CLLF), capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF) e
ferro total no figado.

De acordo com a tabela 4, observamos que tanto a dieta quanto o tratamento com ferro
aumentaram a concentracdo de ferro no soro. Houve interagdo entre os tratamentos para a
CLLF, onde o grupo H apresentou a maior média (19,39 + 2,57 umol/L), seguido do grupo C
(13,79 £ 1,55 umol/L), seguido dos grupos CF (8,39 + 0,69 umol/L) e HF (10,43 + 1,27
umol/L) que ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. A dieta hiper e o tratamento com
ferro aumentaram a CTLF. Houve interacdo entre 0s tratamentos para a concentracao hepatica
de ferro, onde o grupo CF (50,77 + 7,13 umol/L) apresentou a maior média, seguido do grupo
HF (35,96 + 8,04 umol/L), seguido dos grupos C (6,61 = 1,83 umol/L) e H (7,44 £ 1,72
umol/L) que ndo apresentaram diferenca estatistica entre si para este parametro.

Acreditamos que a dieta hiper tenha causado um acimulo hepatico de gordura, fato que
justifica o aumento do peso relativo do figado nos animais que receberam esta dieta, e desta

forma, sugerimos que o ferro esteja diluido no figado. Este fato pode ser constatado quando
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avaliamos a quantidade de ferro total no figado que como esperado, foi aumentada pelo

tratamento com ferro (tabela 4).

Tabela 4: Concentragdo serica de ferro, capacidade latente de ligacdo do ferro (CLLF),
capacidade total de ligacao do ferro (CTLF), concentracdo hepatica de ferro e quantidade total
de ferro no figado de hamsteres tratados com dieta padréo (C), dieta padréo e injecOes de ferro
dextran (CF), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante e injecdes de
ferro dextran (HF).

x Concentracao
Concentracao de de ferro no Ferro total no
Grupos ferro no soro CLLF (pmol/L)  CTLF (umol/L) figado figado
(pmol/L) (umol/L) (pmol)
C 67,20 8,78 13,79+ 1,55 ° 81,00 £ 8,08 6,61+1,83° 2,31+0,60
CF 83,13 + 11,65* 8,39+0,69° 91,59 £ 12,23* 50,77+7,13% 20,19 + 2,36*
H 81,76 + 10,98# 19,39+ 2,57 % 101,14 £ 9,98# 744+172° 3,81+£1,02
HF 110,77 £ 7,68*# 10,43+1,27°¢ 120,20 * 8,06#* 3596+8,04° 19,34 +311*
Valor de p
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Ferro <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Interacéo >0,05 <0,05 >0,05 <0,05 >0,05

Os dados foram analisados por andlise de variancia bivariada. Quando a interacdo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.

6.4- Analise do status oxidativo

6.4.1- Defesas antioxidantes e biomarcadores do estresse oxidativo

A atividade hepatica e renal da catalase, assim como a concentracdo hepatica de
glutationa total e a atividade sérica da superoxido dismutase (SOD) foram os parametros
antioxidantes avaliados neste trabalho. Como biomarcadores do estresse oxidativo, avaliamos
a formacdo de lipoperoxidos medida pela concentracdo de substancias que reagem com o
acido tiobarbitarico (TBARS) e a concentracdo de proteina carbonilada tanto no figado
quanto nos rins, bem como a producdo de espécies reativas de oxigénio por granuldcitos. Os
niveis séricos de sulfidrilas totais também foram determinados.

De acordo com a tabela 5, em relacéo a atividade hepatica da catalase, observamos que
tanto o tratamento com ferro quanto a dieta hiper diminuiram a atividade desta enzima no
figado. Houve interacdo entre os tratamentos para a concentracdo hepética de glutationa,

sendo que o grupo C (34,75 + 2,60 nmol/mL) apresentou a maior média e o grupo H (26,96 +
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3,26 nmol/mL) apresentou a menor média. Avaliamos ainda, a quantidade de glutationa total
no figado, j& que a concentracdo poderia estar diminuida devido ao acumulo de gordura no
6rgdo. Com relagdo a quantidade de glutationa total no figado houve interacdo entre os
tratamentos, onde o grupo HF apresentou a maior média (1666,58 + 187,72 nmoles) para este
parametro e os demais grupos nao apresentaram diferenca estatistica entre si. A atividade
sérica da superdxido dismutase também foi aumentada tanto pela dieta quanto pelo tratamento
com ferro, porém ndo houve interacéo entre ambos.

Em resumo estes dados demonstram que hamsteres tratados com ferro apresentam uma

alteracdo das defesas antioxidantes.

Tabela 5: Atividade hepética da catalase, concentracdo hepética de glutationa, quantidade
total de glutationa no figado e atividade sérica da superdxido dismutase (SOD) de hamsteres
tratados com dieta padrdo (C), dieta padrdo e injecdes de ferro dextran (CF), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante e injecdes de ferro dextran (HF).

Catalase no Concentracao de

figado Glutationa no Glutationa total no SOD((;? )soro
(U/mg de figado figado (nmoles)
proteina) (nmol/mL)
C 498,14+15892  3475+260%  121475+112,38°  60,82+9,56
CF 43516+ 7584*  316+245%°  126270+£10535°  68,94+5,27*
H 408,05+ 62,904  2696+326°  136712+147,16° 71,78 +13,40#
HF 29518+ 49,47#* 28,66 +318"° 166658 +187,72° 76,28 + 580#*
Valor de p
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Ferro <0,05 >0,05 <0,05 <0,05
Interacéo >0,05 <0,05 <0,05 >0,05

Os dados foram analisados por anélise de variéncia bivariada, quando a interacédo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.

De acordo com a tabela 6, em relacdo a concentracdo de TBARS no figado, observamos
interacdo entre os tratamentos, sendo que o grupo CF (1,85 + 0,31 nmol/mg de proteina)
apresentou a maior média, seguido do grupo HF (0,73 + 0,24 nmol/mg de proteina). Ja os
grupos C (0,40 + 0,10 nmol/mg de proteina) e H (0,31 + 0,12 nmol/mg de proteina)
apresentaram as menores medias e ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. Da mesma
forma houve interagdo entre os tratamentos para a quantidade total de TBARS no figado,

sendo que o grupo CF (446,86 = 75,41 nmoles) apresentou a maior média, seguido do grupo
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HF (233,59 £ 80,75 nmoles). Os grupos C (89,3 £ 24,05 nmoles) e H (89,72 + 36,24 nmoles)
apresentaram as menores médias e ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.
Observamos que tanto a dieta hiper quanto o tratamento com ferro diminuiram a concentracao
de proteina carbonilada no figado. Porém, quando avaliamos a quantidade total de proteina
carbonilada no figado, observamos que os animais que receberam dieta hiper (H + HF)
apresentaram aumento destes niveis em relacdo aos animais que receberam dieta padrdo (C +
CF). Houve interacdo entre os tratamentos para a concentragdo sérica de sulfidrilas totais,
onde os grupos HF (325,56 + 15,05 umol/L), CF (389,49 + 51,48 umol/L) e C (372,37 +
54,21 umol/L) apresentaram as maiores médias seguidos do grupo H (240,71 + 54,9 umol/L)

que apresentou a menor média para este parametro.

Tabela 6: Concentracdo hepéatica de substancias que reagem com o &cido tiobarbitdrico
(TBARS), quantidade total de TBARS no figado, concentracdo hepatica de proteina
carbonilada, quantidade total de proteina carbonilada no figado e concentracdo sérica de
sulfidrilas totais de hamsteres tratados com dieta padréo (C), dieta padréo e injecbes de ferro
dextran (CF), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante e injecdes de
ferro dextran (HF).

Concentracéo

gg'}cégtéggzg Quantidade total de Proteina Ql;g{\atlu(jjzde
. de TBARS no carbonilada . Sulfidrilas totais
Grupos figado . . Proteina
figado no figado : no soro (pmol/L)
(nmol/mg de carbonilada no
. (nmoles) (nmol/mg de .
proteina) . figado (nmoles)
roteina
C 040+010°  89,30+24,05°  313+034  40574+67,85 37237+5421°
CF 185+031°%  44686+7541%  2,91+040*  410,38+73,96 389,49 +51,48
H 031£012° 897243624  297+029%  527,26+7301# 2407145490 "
HF 0,73+0,24 b 233,59 + 80,75 b 2,48 +0,14#* 496,36 +67,55# 32556 + 15,05 2
Valor de p
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Ferro <0,05 <0,05 <0,05 >0,05 <0,05
Interacéo <0,05 <0,05 >0,05 >0,05 <0,05

Os dados foram analisados por analise de variancia bivariada, quando a interagdo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.

Na tabela 7 estdo representados os parametros relacionados ao estresse oxidativo e
defesa antioxidante nos rins. Em relacdo a atividade da catalase, ndo observamos diferencga
estatistica entre os grupos. A média da concentracdo de TBARS dos animais tratados com

ferro (CF +HF) foi aumentada aproximadamente 4,5 vezes em relagdo a média dos animais
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ndo tratados (C + H). O mesmo aconteceu com a média da quantidade total de TBARS. Néo
houve diferenca estatistica entre 0s grupos para a concentracdo de proteina carbonilada assim
como também ndo houve diferenca estatistica para a quantidade total de proteina carbonilada
neste 6rgéo.

Em conjunto os dados demonstram que hamsteres tratados com ferro apresentam
aumento de biomarcadores do estresse oxidativo, principalmente com relagédo ao marcador de
oxidacdo de lipidios (TBARS). As anélises da quantidade total de ferro, glutationa, TBARS e
proteina carbonilada no figado foram necessarias porque em todos 0s casos 0 tratamento com
a dieta hiper diminuiu a concentracao destes marcadores, o que provavelmente ocorreu devido
ao acumulo de gordura no 6rgdo, ja que nos rins 0 mesmo efeito ndo foi observado para a

concentracdo de TBARS e proteina carbonilada.

Tabela 7: Parametros relacionados ao estresse oxidativo e defesa antioxidante nos rins.
Atividade da catalase, concentracdo de substancias que reagem com o acido tiobarbitdrico
(TBARS), quantidade total de TBARS, concentragdo de proteina carbonilada, quantidade total
de proteina carbonilada de hamsteres tratados com dieta padrao (C), dieta padréo e injecdes de
ferro dextran (CF), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante e injecdes
de ferro dextran (HF).

~ . Concentragdo  Quantidade
Catalase nos Concentragdo  Quantidade de Proteina total de
. de TBARS total de . .
rins . carbonilada Proteina
nos rins TBARS nos . .
(U/mg de : nos rins carbonilada
7 (nmol/mg de rins .
proteina) . (nmol/mg de nos rins
proteina) (nmoles) .
proteina) (nmoles)
C 81,44 + 14,68 0,40 £ 0,08 15,77 £ 4,26 1,92+£0,44 50,29 + 15,30
CF 86,02 + 13,01 1,84+ 0,43*  71,42+17,83* 1,96 £ 0,35 55,40 + 14,23
H 87,47 + 11,95 0,37 £ 0,07 14,43 + 3,36 2,00 £ 0,56 54,90 £ 17,58
HF 97,35 + 8,66 1,61+0,48* 60,28 + 16,84* 2,18 £ 0,63 58,42 + 22,50
Valor de p
Dieta >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Ferro >0,05 <0,05 <0,05 >0,05 >(,05
Interacgéo >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Os dados foram analisados por analise de variancia bivariada, quando a interagdo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.
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6.4.2- Producéo de espécies reativas de oxigénio por granulécitos in vivo

Espécies reativas de oxigénio podem ser produzidas por células fagociticas como
mecanismo de defesa do hospedeiro contra organismos invasores, porém existem situagdes
em que este sistema ndo se encontra balanceado, produzindo efeitos deletérios ao organismo
em diferentes tipos de doencas, como por exemplo, processos inflamatdrios crénicos (artrite
reumatoide e resposta auto-imune), doencas do sistema cardiovascular incluindo
aterosclerose, dano hepatico e cerebral e cancer (Paya et al.,1993). Para verificarmos se 0s
tratamentos estudados aumentam o estresse oxidativo celular também avaliamos a producéo
de espécies reativas de oxigénio por granulécitos in vivo.

A producdo de espécies reativas de oxigénio por granuldcitos (figura 1) foi maior no
grupo CF. O grupo HF apresentou producdo intermediéria e o grupo C apresentou a menor

producdo de espécies reativas de oxigénio por granuldcitos.

Produgao de espécies reativas de oxigénio por

granulécitos
5000 -
d
4000 -
=
E 3000+
-
& 2000-
1000 -

Figura 1: Producgdo de espécies reativas de oxigénio por granuldcitos in vivo. Os dados foram
analisados por andlise de variancia univariada, quando as alteracdes foram significativas o
teste de Tukey foi usado para determinar as diferengas especificas entre as médias. A
diferenca de p<0,05 foi considerada significativa. Letras diferentes indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). C- controle (n=3), CF- controle + ferro (n=4), HF-
hiper + ferro (n=3). RLU- Unidade relativa de luz.
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6.5- Perfil lipidico

6.5.1- Parametros bioquimicos séricos

Os parametros analisados para avaliacdo do perfil lipidico foram: concentracdo de
colesterol total, colesterol HDL, colesterol ndo-HDL, a atividade da Paraoxonase (PON) e a
concentracdo de triacilglicerois. A analise destes parametros € de extrema importancia desde
que existem evidéncias de que o excesso de ferro esteja relacionado com o risco para doengas
cardiovasculares.

De acordo com a tabela 8, em relacdo a concentracdo sérica de colesterol total,
observamos interacdo entre os tratamentos, sendo que o grupo HF (5,81 £ 0,57 mmol/L)
apresentou a maior média, seguido do grupo H (4,59 + 0,32 mmol/L), seguido dos grupos C
(2,87 = 0,37 mmol/L) e CF (2,66 *+ 0,38 mmol/L) que ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si. O mesmo perfil foi observado para a concentracdo de colesterol HDL, onde o grupo
HF (3,59 + 0,37 mmol/L) apresentou a maior média, seguido do grupo H (2,35 = 0,14
mmol/L), seguido dos grupos C (1,46 £ 0,13 mmol/L) e CF (1,61 + 0,10 mmol/L) que
também ndo apresentaram diferenca estatistica entre si para este parametro. A concentragdo
sérica do colesterol ndo-HDL foi aumentada pela dieta hiper. A dieta hiper diminuiu os niveis
séricos de triacilglicerdis. Os animais que receberam dieta hiper (H + HF) apresentaram
menor atividade sérica da paraoxonase utilizando o substrato paraoxon (Pon-paraoxon), assim
como utilizando o substrato fenilacetato (Pon-fenilacetato), em relacdo aos animais que

receberam dieta padréo (C + CF).
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Tabela 8: Concentracdo sérica de colesterol total, colesterol HDL, colesterol ndo-HDL,

atividade sérica da Paraoxonase utilizando o substrato paraoxon (Pon-paraoxon) e o substrato

fenilacetato (Pon-fenilacetato), e concentracdo sérica de triacilglicerdis de hamsteres tratados

com dieta padrdo (C), dieta padrdo e injecbes de ferro dextran (CF), dieta

hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante e inje¢des de ferro dextran (HF).
Colesterol Colesterol Colesterol Pon- Pon-

Grupos Total HDL ndo-HDL Paraoxon fenilacetato
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (U/mL) (U/mL)

Triacilglicerois

(mmol/L)

C 287+037° 146+013° 141034 4921+759 1803+299  184+041

CF 2,66 + 0,38 ¢ 1,61+0,10 ¢ 1,05+ 0,37 48,69 £ 5,37 19,68 + 2,39 1,94 + 0,26

H 4,59 +0,32 b 2,35+0,14 b 224+£0,28# 2753+£3,3% 12,10+ 1,31# 1,26 + 0,10#

HF  581+057% 3590+037°% 222+056# 27,34+253# 1294+131# 1,01 +0,08#

Valor de p
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Ferro <0,05 <0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Interagdo <0,05 <0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Os dados foram analisados por analise de variancia bivariada, quando a interagdo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.

6.5.2- Andlise da expressao de RNAm de genes relacionados ao metabolismo de
colesterol

Neste trabalho, observamos que os animais que receberam tratamento com dieta rica em
lipidios e injecdes de ferro dextran (grupo HF) apresentaram niveis de colesterol total e
colesterol-HDL superiores aos animais que receberam somente a dieta rica em lipidios (grupo
H). Desta forma, percebemos que o ferro além de aumentar o estresse oxidativo e a
peroxidacdo lipidica, também aumenta os niveis de colesterol total, o que favorece o risco
para doengas cardiovasculares.

Os mecanismos pelo qual o ferro poderia estar atuando para potencializar os efeitos da
dieta hiper ainda ndo estdo claros, porém partimos da hipdtese de que o ferro esteja atuando
sobre a expressdo de genes relacionados ao metabolismo de lipidios, dentre eles estad o gene

do receptor ativador da proliferagdo peroxissomal alfa (PPAR-a).
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6.5.2.1- Especificidade e eficiéncia dos iniciadores

Primeiramente avaliamos a especificidade dos iniciadores para PPAR-o, LDL-R,
SREBP-2, HMGCoA-redutase e CYP-7A1 ¢ B-actina. Para isto, dois procedimentos foram
realizados: determinacdo da curva de dissociacdo de cada iniciador por qPCR e visualizacdo
da banda de amplificacdo dos genes estudados apoés realizacdo de amplificacdo génica por
PCR convencional (figuras 2 e 3). E importante ressaltar que para a realizacio destes

procedimentos foi utilizada a mesma amostra experimental.
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Figura 2: Especificidade dos iniciadores. Curva de dissociagao do iniciador e foto reprodugéo
do gel de agarose da PCR convencional dos genes B-actina (A e B), PPAR-a (C ¢ D) e
HMGCoA- redutase (E e F). Em todos os casos a quantidade inicial de RNAm foi 100ng. Na
foto reproducéo, B representa o controle negativo sem cDNA.
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Figura 3: Especificidade dos iniciadores. Curva de dissociagédo do iniciador e foto reproducéo
do gel de agarose da PCR convencional dos genes LDLR (A e B), CYP7 (C e D) e SREBP-2
(E e F). Em todos os casos a quantidade inicial de RNAm foi 100ng. Na foto reproducdo, B
representa o controle negativo sem cDNA.
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Analisando a curva de dissociacdo dos iniciadores para 0s genes acima relacionados,
observamos que somente os iniciadores da p-actina e PPAR-o apresentaram picos em
temperatura superior a 80°C. Picos de dissociagdo a temperaturas iguais ou maiores que 80°C
correspondem a produtos de amplificacdo génica, enquanto picos abaixo de 80°C
correspondem aos dimeros de iniciadores. A presenca de picos em diferentes temperaturas
também determina inespecificidade. A especificidade para estes iniciadores também foi
confirmada pela presenca de uma Unica banda, com peso molecular correspondente aos
fragmentos de amplificagdo (165pb e 215pb B-actina e PPAR-a respectivamente) no gel de
agarose.

O iniciador para o gene do SREBP-2 apresentou um pico entre 80 e 85°C, porém em
escala de fluorescéncia 10x inferior a escala apresentada pelos iniciadores para (-actina e
PPAR-a. Além disso, este iniciador também apresentou picos a temperaturas inferiores, o que
indica formacdo de dimeros de iniciadores. Ainda ndo observamos banda de amplificacdo do
produto da PCR convencional utilizando 100ng de RNA inicial. Estes dados em conjunto
demonstram que este iniciador ndo foi especifico para a analise do gene em questao.

Tendo em vista que somente os iniciadores da PB-actina e PPAR-a funcionaram, o
proximo passo foi calcular o R? da curva de eficiéncia para os mesmos (figura 4). Os
iniciadores para a [B-actina e PPAR-a e apresentaram eficiéncias de 97,6% ¢ 89,2%,
respectivamente. Na literatura ndo se tem sequéncias descritas para 0 genoma do modelo
experimental hamster. Desta forma utilizamos referéncias bibliograficas que analisaram a
expressao de RNAm de hamsteres utilizando iniciadores especificos para ratos, o que

certamente interferiu na eficiéncia e na especificidade destes.
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Figura 4: A- Curva de amplificagdo em triplicata para o gene da B-actina utilizando diferentes
quantidades de cDNA (1000; 100; 10; 1; 0,1 e 0,01ng) seguida da curva de eficiéncia para o
iniciador deste mesmo gene . B- Curva de amplificagdo em triplicata para o gene do PPAR-a
utilizando diferentes quantidades de cDNA (1000; 100; 10; 1; 0,1 e 0,01ng) seguida da curva
de eficiéncia para o iniciador deste mesmo gene.

6.5.2.2- Niveis de expressao relativa PPAR-a/f-actina no figado

Apb6s a determinacdo da especificidade e eficiéncia dos iniciadores avaliamos a
expressdo relativa do gene PPAR-a no figado dos animais experimentais. Os niveis de
expressdo relativa PPAR-o/B-actina (figura 5) foram diminuidos pelo ferro e houve interacéo
entre os tramentos, sendo que o efeito do ferro foi mais uma vez mais pronunciado quando
ambos os tratamentos foram associados. Observamos uma tendéncia do grupo que recebeu
apenas dieta rica em lipidios apresentar niveis de expressdo relativa PPAR-o/B-actina

aumentados no figado e uma reversao deste efeito pelo tratamento com ferro.
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Figura 5: Niveis de expressdo relativa PPAR-o/B-actina no figado. Os dados foram
analisados por andlise de variancia bivariada, quando a interacdo foi significativa (P<0,05) o
teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre os grupos. Letras
diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). *Efeito do ferro. C (n=5), CF (n=6), H
(n=6), HF (n=6).

6.6- Perfil glicémico

Desde que dados da literatura sugerem que o excesso de ferro tenha influéncia sobre a
homeostase de glicose, a determinacdo do perfil glicémico através da analise da porcentagem
de hemoglobina glicosilada no sangue total, da glicemia de jejum e do teste de tolerancia oral
a glicose foi realizada.

De acordo com a tabela 9, observamos interacéo entre a dieta e o tratamento com ferro,
onde o grupo HF (20,71 + 1,22 umol/L) apresentou os menores niveis para este parametro e
ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo H (22,17 + 1,15 umol/L), este por
sua vez ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo C (22,6 = 0,96 pmol/L). O
grupo CF apresentou a maior média (24,28 + 1,83 umol/L), porém também ndo apresentou
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle. O ferro aumentou a porcentagem de
hemoglobina glicosilada no sangue total, porém ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos para a glicemia de jejum posterior a eutanasia dos animais.
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Tabela 9: Concentracdo de hemoglobina e porcentagem de hemoglobina glicosilada no
sangue total e concentracdo sérica de glicose de hamsteres tratados com dieta padrdo (C),
dieta padrdo e injecOes de ferro dextran (CF), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta
hipercolesterolemiante e injecoes de ferro dextran (HF).

Hemoglobina -, gjicosilada (%) Glicose (mmol/L)

(pmol/L)
C 22,60 + 0,96 ab 1,82 +0,12 6,68 + 1,63
CF 24,28 + 1,832 2,21 +0,29* 6,21 +1,33
H 22,17 +1,15°¢ 1,84 + 0,06 5,95 + 0,86
HF 20,71+1,22° 2,27 +0,35* 6,84 +1,31
Valor de p
Dieta <0,05 >0,05 >0,05
Ferro >0,05 <0,05 >0,05
Interacao <0,05 >0,05 >0,05

Os dados foram analisados por analise de variancia bivariada, quando a interacdo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.

De acordo com a tabela 10, em relacdo a glicemia de jejum anterior ao teste de
tolerancia oral a glicose ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. A glicemia ap6s 30
minutos da administracdo de uma solucdo de glicose 2,5g/kg foi aumentada pelo tratamento
com ferro. A glicemia apés 60 minutos da administracdo desta mesma solucdo ndo foi

alterada por nenhum dos tratamentos.
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Tabela 10: Glicemia de jejum, teste oral de tolerancia a glicose apds 30 minutos de ingestdo
de uma solucédo de glicose 2,59/Kg (TOTG 30min) e teste oral de tolerancia a glicose apds 60
minutos (TOTG 60min) de ingestdo de uma solugédo de glicose 2,59/Kg de hamsteres tratados
com dieta padrdo (C), dieta padrdo e injecbes de ferro dextran (CF), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante e injecdes de ferro dextran (HF).

Glicemia de jejum TOTG 30min TOTG 60min

(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

C 3,16 + 0,68 7,50 2,20 5,64 + 0,95

CF 3,89 £0,53 10,89 + 1,42* 5,06 + 1,00

H 3,81+1,50 8,84 + 2,07 559+ 1,75

HF 2,84 +0,61 10,05 + 1,88* 5,47 + 0,67

Valor de p

Dieta >0,05 >0,05 >0,05
Ferro >0,05 <0,05 >0,05
Interacao >0,05 >0,05 >0,05

Os dados foram analisados por analise de variancia bivariada, quando a interacdo foi significativa
(P<0,05) o teste de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05. Na coluna, valores
estatisticamente diferentes foram marcados com letras sobrescritas diferentes, apenas quando uma
interacdo entre os fatores foi observada (P < 0.05). # Efeito da dieta; *Efeito do ferro.
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7- DISCUSSAO

O ferro € um metal essencial para 0 metabolismo do organismo. No entanto, estoques
aumentados de ferro causam disfuncbes em diferentes 6rgdos devido a producdo de espécies
reativas de oxigénio, agindo desta forma na patogénese de diversas doencas.

A doenca gordurosa ndo-alcéolica do figado (NAFLD) é considerada uma manifestacéo
hepatica da sindrome metabolica, intimamente relacionada aos aspectos clinicos da obesidade
visceral e é caracterizada pela resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensao (Marchesini et
al., 2003). Com o répido aumento da prevaléncia da sindrome metabolica na populacdo em
geral, a NAFLD tem se tornado a causa mais comum de doencas hepéaticas em paises
ocidentais (Angulo, 2002).

A NAFLD compreende desde uma simples esteatose hepética até uma esteatohepatite
ndo alcodlica (NASH), fibrose e cirrose. Obesidade, hiperglicemia e diabetes tipo 2 séo os
fatores de risco mais importantes. NAFLD pode progredir para o carcinoma hepatocelular
(HCC) ou a faléncia hepatica, ambos os eventos podem levar a morte precoce (Wei et al.,
2008).

Altunkaynak & Ozbek (2009) investigaram os efeitos de uma dieta rica em gordura
sobre a morfometria do figado de ratos. Os autores demonstraram que a dieta rica em gordura
causou alteraces hepaticas como, por exemplo, hepatomegalia acompanhada por alteraces
histoldgicas.

N&o somente a ingestdo de uma dieta rica em lipidios, mas também o excesso de ferro
tem sido correlacionado a patogénese da NASH. O ferro parece ser um importante cofator na
patogénese e progressao de alguns casos de NASH. Apesar de este dado ndo ser universal,
muitos estudos correlacionam o excesso de ferro com as formas mais agressivas de NASH.
Este fato foi demonstrado por Kirsch et al. (2004) e Lieber et al. (2004) que avaliaram 0s
efeitos do ferro sobre o metabolismo de lipidios correlacionado-os a NAFLD, através da
utilizacdo de modelos de NAFLD, como por exemplo, roedores geneticamente obesos, ou
modelos animais alimentados com dieta rica em lipidios.

Os niveis séricos das enzimas ALT e da AST sdo marcadores muito sensiveis
empregados no diagnostico de doencas hepaticas. Quando a membrana hepatocelular é
danificada, estas enzimas predominantemente presentes no citosol (ALT) ou na mitocdndria
(AST) séo liberadas para a corrente sanguinea. Desta forma podem ser quantificadas para se
determinar o tipo e a extensdo da lesdo (Sallie et al., 1991).

Tan et al. (2009) investigaram o papel da via de transducéo de sinal da c-jun N-terminal

quinase (JNK) na doenca gordurosa ndo-alcoolica do figado (NAFLD) em ratos. Esta
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alteracdo hepatica foi causada pela ingestdo de uma dieta rica em gordura. Os ratos
alimentados com dieta rica em gordura apresentaram a atividade da ALT e da AST
extremamente elevadas comparados a animais alimentados com dieta padrao.

Varios outros trabalhos demonstram aumento da atividade sérica da ALT e AST pela
dieta rica em lipidios em modelos experimentais (Wu et al., 2008; Fukushima et al., 2009;
Amin & Nagy, 2009). Trabalhos avaliando os efeitos da suplementacdo com ferro em
modelos animais também demonstram que este aumenta a atividade sérica da ALT
(Tsukamoto et al.,1995; Lou et al., 2009). Nossos dados corroboram com estes trabalhos, uma
vez que tanto o tratamento com a dieta hiper quanto com o ferro aumentaram a atividade
destas transaminases. Este aumento foi mais pronunciado no grupo HF que recebeu ambos os
tratamentos.

Esses dados sugerem que tanto o ferro quanto a dieta rica em gordura provavelmente
tenham conduzido a um dano hepético, promovendo hepatomegalia e um aumento na
atividade das aminotransferases. O aumento do peso relativo do figado nos animais tratados
com dieta hiper e ferro pode ter ocorrido devido ao acumulo de gordura, representando um
quadro de esteatose hepética, 0 que corrobora com outros trabalhos da literatura (Story &
Baldino, 1981; Rosa et al., 1998 ;Silva et al., 2008).

Existe uma sofisticada regulacdo do metabolismo do ferro corporal quanto ao seu
estoque e transporte, a qual envolve varios fatores, entre eles a hepcidina (Ganz, 2004). Como
dito anteriormente, ndo existe nenhum mecanismo de excrecédo ativa do ferro. Desta forma, o
ferro € facilmente estocado em algumas situacdes de excesso de ferro como por fatores
hereditarios, repetidas transfusdes sanguineas ou outras condi¢des patoldgicas.

Valores séricos elevados de ferritina e/ou de saturacdo da transferrina sdo condicdes
clinicas que auxiliam no diagnéstico do excesso de ferro. No entanto, varias condi¢cdes onde a
concentracdo de ferritina encontra-se elevada na corrente sanguinea nao estdo relacionadas ao
excesso de ferro, porém podem estar relacionadas a desordens severas (como inflamacédo e
neoplasias), alteracdo da sintese de ferritina, sobrecarga de ferro secundaria a
aceruloplasminemia (Finch & Huebers, 1982; Halliday & Powell, 1982; Girelli et al.,1995) e
a sindrome dismetabodlica associada a sindrome de sobrecarga hepética de ferro (Moirand et
al., 1997). Todas estas desordens sdo caracterizadas por niveis baixos ou normais de saturacdo
da transferrina.

Na literatura, estoques aumentados de ferro em modelos experimentais sdo conseguidos
através da suplementacdo de ferro na dieta ou de injecdes de formulagGes contendo ferro. Para

aumentar os estoques de ferro, em hamsteres, utilizamos inje¢des intraperitoniais de ferro
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dextran. Desta forma, tentamos evitar que 0s mecanismos de regulacdo da absorcéo do ferro
dificultassem o aumento dos estoques. Nao ha relatos sobre o metabolismo do ferro dextran
em hamsteres. Em camundongos, o ferro ligado a esse polimero de glicose é rapidamente
removido da circulacdo pelas células do sistema reticulo endotelial. Existem dois periodos
importantes que se seguem a administracdo do ferro: nas primeiras 6 horas o contetdo sérico
de ferro se encontra elevado, depois de 24 horas da inje¢do ha diminuicdo do ferro no soro e
aumento nas celulas do sistema reticulo endotelial do figado e bago; o ferro ligado ao dextran
é processado pelas células do sistema reticulo endotelial antes de ser liberado para o pool de
transferrina, sendo distribuido aos demais tecidos (Holbein, 1980).

Nossos dados demonstram que o tratamento com injecOes de ferro dextran foi eficaz em
promover excesso de ferro no figado e no soro dos animais tratados, ja que a média da
concentracdo de ferro sérico dos animais que receberam injecdes de ferro dextran foi
aproximadamente 30% maior que a média dos animais que ndo receberam tratamento com
ferro. No figado, a média da quantidade total de ferro dos animais tratados com ferro foi
aproximadamente 6,4 vezes maior que a dos animais n&o tratados.

Knutson et al. (2000), trabalhando com ratos alimentados com dieta suplementada com
ferro durante 21 dias, observaram nestes um aumento de ferro nos tecidos de 2,8 vezes
guando comparados aos animais alimentados com dieta padréo. Kirk et al. (2001) verificaram
em camundongos deficientes de ApoE e também alimentados com dieta suplementada com
ferro carbonilico, um aumento hepatico de ferro 13 vezes nesses animais comparados aos seus
respectivos controles. Turbino-Ribeiro et al. (2003) observaram um aumento hepatico de ferro
de 2,3 vezes em ratos tratados com injecdes de ferro dextran e de 4,2 vezes nos animais
tratados com injecOes de ferro dextran e dieta rica em colesterol, quando comparados aos seus
respectivos controles. A sobrecarga de ferro encontrada no presente trabalho pode ser
considerada moderada, quando comparada aos trabalhos citados acima e quando comparada a
sobrecarga encontrada em pacientes com hemocromatose sintomatica, 0s quais apresentam
niveis de ferro entre 16 e 30 vezes maiores do que pacientes controles (Tavill et al., 1990). A
guantidade hepatica total de ferro apresentada neste trabalho também esta abaixo do limiar
critico (22 vezes aumentada), no qual danos hepatocelulares sdo observados (Park et al.,
1987). Sabendo-se que estoques elevados de ferro estdo relacionados a patogénese de diversas
doencgas, principalmente por promover o aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio, este trabalho avaliou o efeito do excesso de ferro sobre as defesas antioxidantes e

biomarcadores do estresse oxidativo.
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Enzimas antioxidantes sdo freqiientemente utilizadas como biomarcadores do status
oxidativo (Gutteridge, 1995). Entre estes biomarcadores esta a catalase (CAT). A catalase é
encontrada nos peroxissomos do figado e dos rins e catalisa a conversdo de peréxido de
hidrogénio, um subproduto toxico de reacGes metabolicas, a agua e oxigénio livre (Knight,
1997).

Amin & Nagy (2009) investigaram o desenvolvimento da obesidade em ratos em
resposta a uma dieta rica em lipidios e demonstraram que esta aumentou o estresse oxidativo
hepatico. Um dos marcadores analisados foi a atividade hepatica da catalase a qual se
encontrava diminuida nos animais alimentados com a dieta rica em lipidios em relacdo aos
animais alimentados com dieta padrdo.

Amin & Abd EI-Twab (2009) investigando os efeitos da atorvastatina e da canela sobre
0 estresse oxidativo em ratos hipercolesterolémicos observaram que estes animais
apresentavam a atividade da catalase diminuida no figado.

Cetin et al. (2008) objetivando avaliar um possivel efeito protetor de um extrato de
semente de uva sobre a toxicidade induzida por radiacdo no figado de ratos, observaram que
a radiacdao promoveu uma diminuicdo da atividade da catalase nos homogenatos de figado. Os
autores concluiram entdo, que a diminuicdo hepatica de defesas antioxidantes é um dos
possiveis mecanismos da citotoxicidade induzida pela radiacgéo.

Outro grupo de pesquisadores avaliando o potencial hepatoprotetor de um extrato
etandlico de Fructus Piperis Longi sobre o figado de ratos submetidos a radiacdo observou
que o tratamento radioativo diminuiu a atividade da catalase no figado desses animais
(Mansour & El-Kabany, 2009).

Turoczi et al. (2003) trabalhando com camundongos knockout para o gene HFE e que
receberam excesso de ferro através da dieta, observaram um aumento na deposicdo de ferro
no coracdo destes animais, assim como um aumento de espécies reativas de oxigénio o qual
foi evidenciado pelo aumento da formacdo de produtos de lipoperoxidacdo e reducdo da
atividade de enzimas antioxidantes como a catalase e a glutationa peroxidase.

Patere et al. (2009) demonstraram que a suplementacéo da dieta com ferro carbonilico
aumentou os niveis séricos de ferro e também diminuiu a atividade hepética da catalase em
ratos. Nossos dados corroboram com estes trabalhos, j& que também encontramos uma
diminuicdo da atividade hepética da catalase tanto pela dieta hiper quanto pelo tratamento
com ferro.

Outra enzima antioxidante importante na remoc¢éo de espécies reativas de oxigénio € a

superdxido dismutase (SOD). A SOD converte superoxidos altamente toxicos em peroxido de
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hidrogénio (Fridovich, 1989). O perdxido de hidrogénio produzido pela SOD é mantido em
concentragdes seguras pelo sistema da glutationa. Para exercer sua funcdo antioxidante a
GSH-PX utiliza a glutationa reduzida (GSH) como cofator e em conseqiiéncia desta utilizagdo
produz a glutationa oxidada (GSSG).

A producdo dessas defesas celulares é induzida pela exposicdo as espécies reativas de
oxigénio, através de um mecanismo regulado a nivel transcricional (Kensler et al., 2007).

O Nrf2 é membro de uma familia de fatores de transcricdo e reconhece elementos de
resposta a antioxidantes (ARES) na regido promotora de genes alvo (Yu & Kensler, 2005).
Normalmente, sobre condicBes basais Nrf2 esta ligado a Keapl no citoplasma (Tong et al.,
2006). Keapl funciona como uma proteina intermediadora da interacdo entre Nrf2 e um
complexo relacionado a ubiquitina, levando a ubiquitinagdo do Nrf2 e consequente
degradacéo pelo complexo proteassomal (Cullinan et al., 2004).

A exposicdo a agentes indutores de estresse leva a uma dissociacdo do Nrf2 da Keapl.
Desta forma impedindo que Nrf2 seja degradado e permitindo a sua translocacdo para o
nacleo. Tais agentes estressores incluem tanto ativadores enddgenos como espécies reativas
de oxigénio (EROS), espécies reativas de nitrogénio, aldeidos lipidicos e prostaglandinas
guanto agentes exdgenos como, por exemplo, metais pesados e xenobidticos eletrofilicos e
seus metabolitos (Dinkova-Kostova et al., 2005). Experimentos tém demonstrado dois
mecanismos distintos responsaveis pela dissociacdo do Nrf2 da Keapl. Keapl contém
cisteinas reativas que formam ligacGes proteina-proteina, reacbes com eletrofilos levam a
dissociacdo da interacdo Keapl-Nrf2 e liberacdo do Nrf2 (Wakabayashi et al., 2004). O
segundo mecanismo envolve proteinas secundarias e ativacdo de vias de sinalizacdo de
proteina quinase, resultando na fosforilacdo do Nrf2, e assim aumentando sua estabilidade
e/ou liberacdo da Keapl (Huang et al., 2002).

Uma vez dentro do nucleo, o Nrf2 se dimeriza com pequenas proteinas Maf o que
propicia sua ligacdo aos AREs presentes na regido promotora de genes alvo, acarretando na
ativacdo transcricional destes genes (Motohashi et al., 2004). A ativacdo do Nrf2-ARE
aumenta a expressdo de enzimas da conjugacdo de eletrofilos incluindo a glutationa-S-
transferase, epdxido hidrolase, NADPH-quinona oxidorredutase, UDP-glicuronosiltransferase
e aldeido desidrogenase. Esta ativacdo também aumenta a expressdo de enzimas antioxidantes
como a glutationa redutase, peroxirredoxina, tiorredoxina, tiorredoxina redutase, catalase,
cobre/zinco superoxido dismutase e glutationa peroxidase (Thimmulappa et al., 2002; Kwak
et al., 2003; Hu et al., 2006; Leonard et al., 2006).
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Brandsch et al. (2002), avaliando o efeito da suplementacdo de ferro na dieta sobre o
status antioxidante de ratos alimentados com dieta rica em gordura observaram que a
concentracdo hepética de glutationa foi influenciada tanto pela dieta rica em gordura quanto
pelo ferro. Ambos os tratamentos aumentaram a concentracdo de glutationa total e glutationa
oxidada no figado dos animais.

Vicent et al. (2001) observaram aumento do contetido de lipidios, da atividade de SOD
e dos niveis de tidis ndo protéicos (glutationa) no coracdo de animais obesos alimentados com
dieta rica em lipidios em relacdo aos animais controle.

Birkner et al. (2005), estudando os efeitos de uma dieta rica em lipidios e com baixa
concentracdo de carboidratos em relacdo a uma dieta padrdo sobre a funcdo hepética de
coelhos, observaram que esta promove alteragdes metabdlicas e oxidativas por induzir
esteatose hepética. Entre as alteracdes oxidativas, 0s autores demonstraram que a dieta rica
em lipidios e com baixa concentracdo de carboidratos aumenta a atividade hepéatica da GSH-
PX e da SOD.

Desta forma podemos sugerir que tanto a dieta hiper quanto o tratamento com ferro
aumentaram a producdo de EROS com consequente ativacdo da via Nrf2-ARE para que o
organismo contornasse o quadro de estresse aumentando, a atividade sérica da superoxido
dismutase e os niveis hepaticos de glutationa total.

Como mencionado anteriormente, o estresse oxidativo é causado pelo desequilibrio
entre espécies reativas e a capacidade de neutralizacdo destas pelas defesas antioxidantes do
organismo. Outra maneira de se monitorar o status oxidativo celular é analisar os produtos
gerados durante os processos oxidativos. Substancias que reagem com o acido tiobarbitdrico
(TBARS) sdo biomarcadores indicativos de peroxidacdo lipidica e 0 aumento do estresse
oxidativo pode levar ao aumento de TBARS (Kunitomo et al., 2009).

Vaérios trabalhos realizados em modelos animais mostram que o excesso de ferro pode
aumentar os niveis de TBARS no figado (Fischer et al., 2002; Cockell et al., 2005;
Domitrovi¢ et al., 2006). Nossos dados desta forma corroboram com dados da literatura,
desde que observamos aumento nos niveis de TBARS no figado e nos rins dos animais
tratados com ferro.

Proteinas também podem sofrer modifica¢fes oxidativas. A formacéo de radicais livres
¢ uma das principais causas destas modificagbes, 0 que acarreta na inativacdo e rapida
degradacdo das mesmas. Entre as varias modificagdes oxidativas que podem ocorrer nos
residuos de aminoacidos das proteinas, a formagdo de grupos carbonila tém sido

frequentemente descrita. Cations como Fe*? ou Cu*® podem se ligar a sitios de ligacdo de
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cations nas proteinas, favorecendo o ataque por H,O, ou O,". Este ataque pode transformar
varios residuos de aminoacidos presentes nas cadeias laterais das proteinas em carbonilas
(Reznick & Packer, 1994). Um aumento na formacdo destes grupos devido a oxidacdo
protéica catalisada por metal pode ser detectado no figado de ratos adultos (Starke-Reed &
Oliver, 1989).

Dados da literatura demonstram que 0 excesso de ferro aumenta a concentracdo de
proteina carbonilada em hepatdcitos e no figado de ratos (Ye et al., 2007; Arruda et al., 2009).
Por outro lado, Cockell et al. (2005), investigando parametros de estresse oxidativo em ratos
alimentados com trés tipos de dieta (deficiente em cobre, suplementada com ferro ou ambas
as situacOes) ndo observaram efeito do excesso de ferro sobre os niveis hepaticos de proteina
carbonilada.

Carmiel-Haggai et al. (2005) observaram que ratos obesos alimentados com dieta rica
em lipidios apresentaram niveis elevados de proteina carbonilada no figado comparados a
animais obesos alimentados com dieta padrdo. No presente estudo verificamos aumento dos
niveis hepaticos de proteina carbonilada somente pelo tratamento com a dieta rica em lipidios,
0 que corrobora com dados da literatura.

A maioria das propriedades bioldgicas e funcbes envolvendo estrutura de proteinas,
catélise enzimatica e vias de sinalizacdo de oxirreducdo dependem das propriedades de grupos
tiois presentes tanto em proteinas quanto em moléculas de baixo peso molecular (Bindoli et
al., 2008). Foi demonstrado que 0s niveis de grupos tidis também podem ser considerados
biomarcadores do estresse oxidativo (Kadota et al., 1991; Quinlan et al., 1994), uma vez que
esses grupos contribuem significativamente para a capacidade antioxidante do plasma. S&o
representados principalmente pela albumina (principal fonte de grupos tiGis ligados a
proteina) e por tiois de baixo peso molecular como a glutationa reduzida (GSH) e a cisteina
(CSH) que quando oxidados formam a glutationa oxidada (GSSG) e a cistina (CSSC),
respectivamente (Koehler, 2003).

A albumina € a proteina mais abundante do compartimento intravascular. Ela possui um
grupamento tiol, e devido a sua abundancia, os grupos tidis presentes nas moléculas de
albumina representam aproximadamente 80% dos grupos tidis no plasma. A albumina ainda
apresenta acdo antioxidante, atribuida principalmente por seus grupos tidis e por sua
habilidade de reagir com espécies oxidantes. Em adi¢do, outra propriedade antioxidante da
albumina inclui o sequestro de moléculas pro-oxidantes e metais assim como a ligacéo a

antioxidantes potenciais como a bilirrubina (Turell et al., 2009).
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O status redox de tidis celulares € controlado por dois sistemas principais, o sistema da
tiorredoxina e da glutationa. A glutationa representa o grupo tiol ndo protéico predominante
nas celulas, onde esta age como substrato enzimatico e como agente protetor contra
compostos xenobioticos e oxidantes e quando mantida em seu estado reduzido pela glutationa
redutase é capaz de transferir seus equivalentes redutores a varias enzimas, como a glutationa
peroxidase (GSH-PX), glutationa transferases (GSTs) e glutarredoxinas (Dickinson &
Forman, 2002).

Alturfan et al. (2009) estudando os efeitos do consumo de pistache (Pistacia vera L.)
sobre lipidios sanguineos, atividade antioxidante e estresse oxidativo em ratos alimentados
com dieta rica em colesterol demonstraram que a dieta rica em lipidios diminuiu
significativamente a concentracdo sérica de grupos tidis totais no grupo hipercolesterolémico
comparado ao grupo controle.

Nesse trabalho observamos que houve interacdo entre o tratamento com ferro e a dieta
hiper, resultando em menor concentragdo de grupos sulfidrilas no gupo H. Esse efeito ndo foi
observado no grupo HF. Desta forma, pode-se sugerir que a redugdo nos grupos sulfidrilas
ocasionado pela dieta hiper foi revertida pelo tratamento com ferro.

Cada vez mais se torna evidente que a aterosclerose ¢ também uma doenca inflamatoria,
que envolve hiperlipemia, oxidagdo de LDL, aumento do estresse oxidativo e recrutamento e
infiltracdo de leucdcitos (Ross, 1999; Libby, 2002). Uma forte correlacdo entre altos niveis de
LDL, ativacdo de neutrofilos e leucdcitos foi reportado por Chan et al. (1998) em pacientes
com aterosclerose.

A formagdo de espécies reativas de oxigénio também pode ocorrer nestas células
fagociticas como, por exemplo, neutréfilos e macréfagos. Estas células promovem a defesa do
hospedeiro contra microrganismos invasores e sdo dotadas da NADPH oxidase responsavel
pela “explosdo respiratoria”, um processo que envolve consumo de oxigénio e formagao
EROS (Cross & Segal, 2004). Quando este sistema ndo se encontra balanceado ou quando ha
um aumento da expressdo de NADPH oxidases, condi¢Bes pré-inflamatdrias ou citotoxicas
relacionadas com doencas agudas e cronicas podem ser favorecidas (van der Vliet, 2008).

Ward et al. (2003) investigaram os efeitos de uma Unica dose intramuscular de ferro a
ratas gravidas sobre o crescimento fetal e sobre a fun¢do imunoldgica das ratas. As ratas
apresentaram estoques hepaticos de ferro significativamente elevados. A suplementacdo com
ferro aumentou significativamente a atividade da NADPH oxidase nos macrofagos alveolares

maternos.
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Este mesmo grupo de pesquisadores em 2009 avaliou os efeitos de alteracdes no status
de ferro em macrdfagos de ratas deficientes de ferro e ratas gravidas suplementadas ou nao
com uma dose Unica de ferro dextran sobre a funcdo imune e expressdo de RNAm de genes
envolvidos no influxo e efluxo de ferro. Os autores observaram que a suplementacdo com
ferro, sozinha ou combinada com a gestacdo, aumentou a atividade da NAPH oxidase por
macrofagos.

Como a NADPH oxidase é uma das principais enzimas na producdo de espécies reativas
de oxigénio em células fagociticas, e como o tratamento com ferro aumentou a producéo de
espécies reativas por granuldcitos podemos sugerir que este aumento esteja relacionado a um
aumento na atividade desta enzima.

Todos estes parametros avaliados em conjunto mostram que tanto o tratamento com
ferro quanto a dieta hiper alteraram o status oxidativo celular, promovendo o aumento do
estresse oxidativo, devido a formacdo de espécies reativas de oxigénio e/ou reduzindo as
defesas antioxidantes.

O mecanismo sugerido para a participacdo do ferro na progressdao da leséo
aterosclerotica envolve basicamente sua capacidade em gerar radicais livres e promover o
dano oxidativo as lipoproteinas de baixa densidade (LDL). As particulas de LDL nativas
podem atravessar as paredes arteriais sem causar dano, mas quando estas sdo oxidadas, séo
reconhecidas como substancias estranhas por receptores scavenger de macrdfagos teciduais.
O actmulo de lipidios oxidados em macréfagos leva a formacdo de células espumosas.
Particulas de LDL oxidadas também induzem dano celular endotelial, promovem a migracéo
de mondcitos para a parede dos vasos e previnem a saida de macréfagos da intima dos vasos
(de Valk & Marx, 1999). Desta forma, niveis aumentados de colesterol total e suas fragdes,
principalmente das fracdes LDL no soro, bem como aumento do estresse oxidativo sdo fatores
de risco para o surgimento de doencas cardiovasculares.

Como esperado, a dieta rica em lipidios aumentou os niveis de colesterol total e suas
fracbes. Por outro lado diminuiu a concentragdo sérica de triacilglicerdis. A dieta
hipercolesterolemiante possui uma maior porcentagem de acidos graxos insaturados (6leo de
soja) do que a dieta padrdo, e esta diferenga pode ter sido responsavel pelo resultado obtido.
Uma vez que acidos graxos insaturados possuem efeito sobre o metabolismo de VLDL, a
ingestdo destes promove uma reducdo na sintese e excrecdo hepatica desta lipoproteina
provocando assim, uma diminui¢do nos niveis séricos de triacilglicerois (Connor et al., 1993).

Reducdo nos niveis séricos de triacilglicerdis em ratos alimentados com uma dieta
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hipercolesterolemiante rica em 6leo de soja também foi encontrada por Turbino-Ribeiro et al.
(2003) e por Oliveira de Souza et al. (2009).

Além do aumento do colesterol total e suas fragfes, a dieta hiper ainda diminuiu a
atividade arilesterasica e paraoxonasica da paraoxonase (enzima antioxidante presente nas
particulas de HDL). A reducdo na atividade da PON esta inversamente relacionada ao
desenvolvimento da aterosclerose. N&o somente a LDL estd susceptivel a modificacdo
oxidativa, mas também outros lipidios no soro, como por exemplo, aqueles presentes na HDL.

A modificacdo oxidativa da HDL tem sido associada com o prejuizo da habilidade desta
lipoproteina promover o transporte reverso do colesterol (Morel, 1994). A PON possui a
funcéo de prevenir a oxidagdo da LDL, da HDL, bem como hidrolisar fosfolipidios oxidados
e hidroperoxidos presentes na LDL modificada (Aviram et al., 1998b). Além de efeitos
antioxidantes, a PON exerce propriedades antiinflamatdrias, uma vez que reduz a adesao de
monocitos nas células endoteliais e reduz a quimiotaxia de macrofagos exercida por
fosfolipidios oxidados (Ahmed et al., 2003).

A paraoxonase € uma esterase dependente de calcio, sua familia consiste de trés
proteinas: PON1, PON2 e PON3 (Chait et al., 2005). O RNAmM da PON1 é expresso
principalmente no figado, o da PON3 é expresso no figado e rim, enquanto que PON2 é
amplamente expresso em muitos tecidos, incluindo células da parede arterial, como
macrofagos. A PON1 e PON3 sédo secretadas pelo figado associadas a HDL, contribuindo
assim para o efeito ateroprotetor desta lipoproteina (Ng et al., 2004). Todas as trés proteinas
possuem atividade hidrolitica tendo atividade arilesterasica ou paraoxonasica, dependendo
dos substratos a serem hidrolisados, acidos carboxilicos aromaticos ou compostos
organofosfatos, respectivamente (Getz & Reardon, 2004).

A PONL1 possui trés residuos de cisteina, dois formam pontes dissulfeto intramolecular e
um residuo é livre, o qual é essencial para a acdo da PON1 em proteger as lipoproteinas
plasmaticas da oxidacdo por espécies reativas. Entretanto, a oxidacdo deste residuo de cisteina
livre pelo peroxido de hidrogénio ou pela propria LDL modificada, leva a inativacdo desta
enzima (Aviram et al., 1998a). Ratos alimentados com uma dieta rica em colesterol
apresentam uma reduc&o significativa na sintese hepatica da PON 1 (Durak et al., 2004).

Thomas-Moya et al. (2007) objetivando investigar a resposta da atividade de PON1 a
dieta rica em lipidios em ratos machos e fémeas, observaram que a dieta rica em lipidios
diminuiu a atividade da paraoxonase nos animais de ambos 0s sexos, devido a uma reducgéo

nos niveis de RNAmM de PON1 nos machos e a uma reducdo da estabilidade e/ou no nimero
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de particulas HDL responsivas ao transporte de PON1 nas fémeas. Nossos dados corroboram
com os trabalhos citados acima.

Vaérios estudos tém demonstrado que nas lesdes ateroscleroticas, em modelos animais e
em humanos, a expressdo de ferritina esta induzida, assim como a presenca de acumulo de
ferro (Yuan et al., 1996; Pang et al., 1996). Outros estudos observaram que o tratamento com
quelantes de ferro melhoram a fungéo endotelial vascular (Nitenberg et al., 1998; Duffy et al.,
2001) e que tanto a restricdo da ingestdo de ferro quanto o tratamento com quelantes de ferro
reduzem a formacdo da placa ateromatosa em modelos animais (Matthews et al., 1997; Lee et
al., 1999). Estes achados sugerem que alteracGes na homeostase do ferro podem ter um papel
importante nos processos aterogénicos e na desregulagcdo da reatividade vascular. Os
mecanismos propostos para os efeitos mediados pelo ferro sobre o dano vascular incluem a
ativacdo da placa (Pratico et al., 1999), promocéo da proliferacdo celular vascular (Porreca et
al., 1994) e a formacdo de radicais livres catalisada pelo ferro via reacdo de Fenton e
subsequente lipoperoxidagéo (Pieper & Siebeneich, 1997).

Day et al. (2003) examinaram os efeitos da administracdo cronica de ferro dextran em
camundongos sobre o processo trombotico, estresse oxidativo sistémico e vascular e sobre a
reatividade vascular do endotélio. Eles observaram que a formacéo de trombos foi acelerada
em camundongos que receberam tratamento com excesso de ferro e ainda observaram
aumento sistémico e vascular da producao de espécies reativas de oxigénio. Ao mesmo tempo
a administracdo aguda de DL-cisteina (um potente neutralizador de espécies reativas de
oxigénio) foi capaz de reverter os efeitos do excesso de ferro sobre a formacdo de trombos,
sugerindo que a aceleracdo da trombogénese pelo ferro ocorre através de um mecanismo pro-
oxidante.

Kostellow & Morrill (2004) demonstraram que o tratamento com ferro in vitro aumenta
a peroxidacao lipidica em células da aorta de ratos e humanos. Esses trabalhos em conjunto
indicam que o excesso de ferro represente um possivel fator de risco para doencas
cardiovasculares.

Como citado anteriormente, existem consideraveis evidéncias de que PPAR-a apresente
acOes anti-ateroscleréticas e antiinflamatdrias devido ao aumento da expressdo de ApoAl e
ABCAL e a diminuicdo de endotelina 1, do fator tissular e da molécula de adesdo da célula
vascular 1 (VCAM-1) (Marx et al., 1999). Em particular, VCAM-1 tem um papel critico no
desenvolvimento da aterosclerose por permitir a adesdao de mondcitos ao endotélio e iniciar os

processos de desenvolvimento da placa aterosclerotica.
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Toyama et al. (2004) demonstraram que ligantes de PPAR-a ativam enzimas
antioxidantes e suprimem a fibrose hepatica em ratos. Esses ligantes ainda apresentam efeitos
anti-dislipidémicos em modelo de dislipidemia diabética em hamsteres (Rizvi et al., 2003).

Vaérios trabalhos relacionam o aumento do estresse oxidativo com a diminuicdo da
expressao de RNAmM de PPAR-a. Marcil et al. (2006) promoveram o aumento do estresse
oxidativo atraves do tratamento de macrofagos com ascorbato férrico por um periodo de vinte
e quatro horas, e observaram que estes apresentaram niveis de expressdo de RNAm de PPAR-
a diminuidos em relagdo a macréfagos nao tratados.

Os resultados deste trabalho corroborram com este estudo, uma vez que também
observamos uma diminuigdo dos niveis de expressdo de RNAm de PPAR-a no figado dos
animais tratados com ferro. Esta diminui¢do foi mais pronunciada no grupo que recebeu
ambos os tratamentos. O ferro neste caso, indiretamente através do aumento do estresse
oxidativo interferiu na expressio de RNAm deste gene. Estes dados reforcam que a
associacao entre excesso de ferro e dieta rica em lipidios pode ser danosa ao organismo,
aumentando o risco para doencas cardiovasculares.

Ultimamente, muitos trabalhos tém demonstrado que o ferro influencia o metabolismo
de glicose mesmo na auséncia de significativo excesso de ferro. Na populacdo em geral,
estoques corporais de ferro se correlacionam positivamente com o desenvolvimento de
intolerancia a glicose, diabetes tipo 2 (Salonen et al., 1998; Ford & Cogswell, 1999; Barbieri
et al., 2001) e diabetes gestacional (Lao & Tam, 1997; Lao et al., 2001).

A glicemia de jejum, o teste oral de tolerdncia a glicose e a porcentagem de
hemoglobina glicosilada s&o parametros utilizados para diagnosticar alteracGes glicémicas e o
diabetes propriamente dito.

Nossos resultados mostram uma reducdo nos niveis sanguineos de hemoglobina pela
dieta hiper, porém o ferro ndo alterou a concentracdo de hemoglobina, o que também foi
verificado por Dabbagh et al. (1997) e Kirk et al. (2001). Eritrocitos sdo altamente
susceptiveis a condicBes de estresse oxidativo e este € um fator que pode estar levando a
diminuicdo da concentracdo de hemoglobina, principalmente porque esta diminuigédo foi mais
pronunciada no grupo que recebeu ambos os tratamentos. A oxida¢do da membrana dos
eritrocitos afeta suas propriedades intrinsecas pela alteracdo da fluidez, transporte de ions e
perda da atividade de enzimas celulares (Chiu et al., 1989). A alta concentracdo de produtos
de lipoperoxidacdo foi demonstrada em eritrocitos de pacientes que sofreram acidente

vascular cerebral (Poli et al., 1989), esse produtos acumulam-se nos eritrocitos (Ando et al.,
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1995) e podem causar modificacbes em proteinas (Uchida et al., 1997) e lise nas celulas
vermelhas (Benedetti et al., 1980).

O tratamento com ferro ndo alterou os niveis sanguineos de hemoglobina, porém
aumentou a porcentagem de hemoglobina glicosilada. HbAlc, também conhecida como
hemoglobina glicosilada, reflete o controle da glicose no sangue de um paciente nos ultimos
2-3 meses. E formada quando a glicose sanguinea se liga irreversivelmente a hemoglobina
formando um complexo estavel de hemoglobina glicosilada. Como o tempo de meia vida
normal das células vermelhas no sangue € de 90 - 120 dias, a HbAlc somente sera eliminada
quando as células vermelhas forem substituidas.

Os valores da hemoglobina glicosilada sdo diretamente proporcionais a concentracao de
glicose no sangue durante a vida das células vermelhas no sangue. Estes valores ndo estdo
sujeitos as flutuacGes observadas no monitoramento didrio da glicose sanguinea. Como
mencionado anteriormente, a porcentagem de glicosilacdo da hemoglobina é um indice da
concentracdo de glicose no sangue nos Ultimos 2 - 3 meses, porém é mais influenciada pelos
niveis mais recentes de glicose, de forma que os ultimos 30 dias apresentam um peso de 50%
da HbAlc, os 60 dias precedentes um peso de 25% do valor e os 90 dias precedentes 25% do
valor. Desta forma, o aumento da porcentagem de hemoglobina glicosilada pelo tratamento
com ferro, sugere que este tenha promovido um aumento da glicemia anterior & eutanasia dos
animais.

Doacbes de sangue frequentes que levam a uma diminuicdo dos estoques de ferro,
reduzem a hiperinsulinemia pos-prandial em voluntarios saudaveis (Facchini, 1998),
aumentam a sensibilidade a insulina (Hua et al., 2001) e constituem um fator de protecéo para
o0 desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Ascherio et al., 2001). Um impacto significante do
excesso de ferro sobre os efeitos sistémicos do diabetes tem sido demonstrado em estudos
recentes, nos quais o ferro parece influenciar o desenvolvimento de nefropatia diabética e
disfungéo vascular. Neste sentido, a administracdo intravenosa de desferroxamina resulta no
aumento da resposta arterial coronaria ao estresse testada em pacientes com diabetes tipo 2
(Nitenberg et al., 2002) e na melhora das disfuncGes endoteliais em pacientes com doenga
cardiaca coronaria (Duffy et al., 2001).

O exato mecanismo pelo qual o ferro estaria induzindo o diabetes ainda ndo esta
estabelecido, porém trés possiveis mecanismos tém sido discutidos: deficiéncia de insulina,
resisténcia a insulina e/ou disfuncdo hepatica. O entendimento do mecanismo patogénico do
diabetes induzido por ferro é conseguido principalmente a partir de estudos com modelos

animais de hemocromatose. Nesses modelos animais, 0 excesso de ferro promove o aumento
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do estresse oxidativo das células B-pancredaticas e diminui a capacidade secretdria de insulina,
secundaria a apoptose, e dessensibilizacdo da secrecdo de insulina induzida por glicose,
porém esta anormalidade sozinha, ndo € suficiente para causar o diabetes (Cooksey et al.,
2004).

As ilhotas pancreaticas tém uma extrema susceptibilidade ao dano provocado por
estresse oxidativo, talvez por causa da quase exclusiva dependéncia do metabolismo
mitocondrial de glicose para a secrecdo de insulina dependente de glicose e da baixa
expressao do sistema de defesa antioxidante (Tiedge et al., 1997). Uma alta expressdo do
transportador de metal divalente também as predispde para que haja maior acimulo de ferro
do que as outras células (Andrews, 1999), potencializando o aumento do estresse oxidativo
catalisado pelo ferro.

Em estudos com pacientes talassémicos, a resisténcia a insulina significativamente
aumenta (Merkel et al., 1988; Cario et al., 2003). Em estudos com humanos, Mc Clain et al.
(2006) demonstraram uma alta prevaléncia de anormalidades na homeostase em individuos
com hemocromatose e examinaram 0S possiveis mecanismos para esta alta prevaléncia.
Usando testes de tolerancia a glicose, eles demonstraram que a secrecdo de insulina estava
alterada e que existia uma resisténcia a insulina. Os autores sugeriram gue 0S mecanismos
para a resisténcia a insulina incluem a possibilidade do excesso de ferro causar a resisténcia
diretamente ou através de disfuncdo hepética (Dandona et al., 1983).

Sun et al. (2008) investigaram na populacdo de meia idade e idosa de areas urbanas e
rurais do norte e sul da China associacao entre elevada concentracao de ferritina e o risco para
sindrome metabolica e diabetes tipo 2. Os autores observaram que elevadas concentracdes de
ferritina se correlacionavam positivamente com o risco para estas desordens metabdlicas na
populacdo estudada, independentemente de fatores como obesidade, adipocinas, inflamacéo e
outros fatores de risco. Desta forma eles verificaram que o excesso de ferro tem um papel
crucial para o desenvolvimento de doengas metabdlicas, mesmo em um pais com a
prevaléncia de deficiéncia de ferro relativamente alta.

Na literatura existem extensos trabalhos epidemiol6gicos que demonstram associacao
entre niveis elevados de ferritina e diabetes tipo 2 (Acton et al., 2006; Wrede et al., 2006;
Jehn et al., 2007).

Nossos dados mostram que o excesso de ferro promoveu uma alteracdo na homeostase
da glicose, através da elevacdo na porcentagem de hemoglobina glicosilada nos animais

tratados com ferro em relagdo aos animais ndo tratados e pela elevacdo da glicemia trinta
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minutos apos a ingestdo de uma solucédo de glicose, o que sugere que 0 excesso de ferro possa
estar envolvido na patogénese do diabetes tipo 2 assim como na sindrome metabolica.

Todos estes dados em conjunto indicam que o ferro estd mais relacionado a
fisiopatologia humana do que se pode imaginar. De fato, o metabolismo de ferro esta
intimamente associado as manifestac@es clinicas de numerosas doencas sistémicas (Guillen et
al., 1998). Com isso, o excesso de ferro tecidual pode contribuir para a producdo e
amplificacdo da lesdo causada por radicais livres, assim como para modular varios passos

envolvidos na lesdo inflamatoria.
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8- CONCLUSOES

v' A dieta hipercolesterolemiante promoveu um aumento dos niveis séricos de
colesterol total e de suas fracGes, além de uma reducdo da atividade da PON, enzima
antioxidante presente nas particulas de HDL importante na prevencdo da lipoperoxidacéo.

Indicando um possivel potencial aterogénico desta dieta.

v" Observamos aumento da quantidade hepatica de glutationa total e da atividade
sérica da superoxido dismutase bem como reducdo da atividade hepatica da catalase nos
grupos CF, H e HF, sendo o efeito mais pronunciado no grupo HF. O tratamento com ferro
ainda aumentou a quantidade de TBARS no figado e nos rins e a produgdo de radicais livres
por granuldcitos. Em conjunto estes dados indicam que o excesso de ferro alterou o status

oxidativo possivelmente devido a um aumento na producéo de EROS.

v' O ferro potencializou o efeito hipercolesterolémico da dieta. A analise de
expressao génica por qPCR de PPAR-o , receptor nuclear importante no controle da
homeostase de lipidios e carboidratos, mostrou que o grupo HF apresentou expresséo relativa

menor que o grupo H.

v" A homeostase de glicose também foi alterada: os animais que receberam tratamento
com ferro apresentaram porcentagem de hemoglobina glicosilada superior aos animais ndo

tratados, bem como altera¢Ges na tolerancia a glicose.
v" Concluimos que o excesso de ferro aumenta o estresse oxidativo e interfere na

homeostase de colesterol e glicose. Estes efeitos podem ser atribuidos, em parte, a diminuicao

na expressdo do RNAm de PPAR- o.
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ANEXO

Anexo | — Protocolos das Dosagens Bioquimicas

1.1 - Alanina Aminotransferase

Principio
A ALT promove a transferéncia de grupamentos amina de alfa aminoacidos para

alfacetoacidos.

ALT
L- Alanina + Alfacetoglutarato —— Glutamato + Piruvato

O piruvato formado é medido através da formacao de hidrazona que tem intensa cor em
meio alcalino.

Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, heparina). A

atividade enzimatica é estavel por 4 dias entre 2 — 8 °C e por 2 semanas a 10 °C negativos.

Produto Utilizado

Transaminase PirGvica Catalogo 53 ANVISA - 10009010027

Labtest Diagndstica. Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000

Substrato: Armazenar entre 2 —8 °C.

Contém tampdo 67 mmol/L pH 7,4, acido alfacetoglutarico 2 mmol/L, L-alanina 100
mmol/Lé azida sddica 15,4 mmol/L.

Reagente de Cor: Armazenar entre 2 — 8 °C. Ndo congelar.

Contém 2,4 dinitrofenilhidrazina 1 mmol/L e acido cloridrico 1 mol/L.

NaOH — Estoque: Armazenar entre 2 — 8 °C. Reagente caustico.

Contém hidréxido de sédio 10 mol/L.

Padréo - Piruvato de Sédio 22 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8 °C bem vedado para
evitar evaporacdo. Contém piruvato de sodio 2 mmol/L.

NaOH de Uso: Transferir quantitativamente o contetdo do frasco n® 3 (20 mL) para um
baldo volumétrico de 500 mL, completar até a marca com agua destilada ou deionizada livre

de CO; e homogeneizar. Estavel 12 meses em recipiente de plastico, entre 15 — 25 °C.
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Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 505 nm ou filtro verde (490
a 549 nm).

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

4. CronOmetro.

Procedimento

Curva de calibracéo

Como o sistema de medida (Reitman-Frankel-U/mL) ndo é proporcional a atividade
enzimatica, € impossivel utilizar o método do fator para calculo, sendo necessario a

preparacdo da curva de calibracéo.

Tomar 5 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Tubo n° 1 2 3 4 5
mL mL mL Ml mL
Padrdao (n°4) - 0,1 0,2 0,3 0,4
TGP substrato (n° 1) 1,0 0,9 0,8 0,7 0,6
Agua destilada 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Reagente de cor (n° 2) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Misturar e deixar na temperatura ambiente 20 minutos.

NaOH de Uso 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

Misturar e deixar na temperatura ambiente 5 minutos. Determinar as absorbancias ou
T% em 505 nm ou filtro verde (490 a 540), acertando o zero com agua destilada. A cor é

estavel 60 minutos.

Tracgado da curva de calibracéo

Tracar a Curva de Calibracdo correlacionando as leituras obtidas com os valores em
Unidades/mL, expressos na tabela abaixo, utilizando papel linear (para absorbancias) ou
monolog (para T%).
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Tubo n° 1 2 3 4 5
TGP (Unidades/mL) Zero 28 57 97 150

Analise dos testes
1. Tomar 1 tubo de ensaio e proceder como a seguir:

Teste

TGP substrato (n° 1) 0,25 mL

2. Colocar em banho-maria a 37 °C 2 minutos. O nivel da agua no banho deve ser

superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio.

Amostra 0,05 mL

3. Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C exatamente 30 minutos.

Reagente de cor (n° 2) 0,25 mL

4. Misturar e deixar na temperatura ambiente 20 minutos.

NaOH de Uso 25mL

5. Misturar e esperar 5 minutos. Determinar as absorbancias ou T% em 505 nm ou filtro
verde (490 a 540), acertando 0 zero com agua destilada. A cor é estavel 60 minutos.

Obter o valor de ALT usando a Curva de Calibracéo.
Unidade de medida

Unidades/mL
Conversdo de Unidades/mL para Unidade SI: U/l = U/mL x 0,482
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1.2 - Aspartato Aminotransferase

Principio

A transaminase oxalacética promove a transferéncia de grupamentos amina de alfa
aminoacidos para alfacetoacidos.

L-Aspartato + Alfacetoglutarato AT, Glutamato + Oxalacetato

O oxalacetato formado é medido atraves da formacdo de hidrazona, que tem intensa cor

em meio alcalino.

Amostra
Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, heparina). A

atividade enzimatica € estavel por 4 dias entre 2 — 8°C e por 2 semanas a 10°C negativos.

Produto Utilizado

Transaminase Oxalacética Catalogo 52 ANVISA - 10009010031

Labtest Diagndstica. Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000

Substrato: Armazenar entre 2 — 8 °C.

Contém tampdo 67 mmol/L pH 7,4, &cido alfacetoglutarico 2 mmol/L, &cido L-aspartico
99 mmol/L, estabilizadores e azida sddica 15,4 mmol/L.

Reagente de Cor: Armazenar entre 2 — 8 °C. Nao congelar.

Contém 2,4 dinitrofenilhidrazina 1,0 mmol/L e acido cloridrico 1,0 mol/L.

NaOH — Estoque: Armazenar entre 2 — 8 °C. Reagente caustico.

Contém hidrdxido de s6dio 10 mol/L.

Padréo - Piruvato de Sddio 22 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8 °C. Armazenar bem
vedado para evitar evaporacdo. Contém Piruvato de Sédio 2 mmol/L.

NaOH de Uso: Transferir quantitativamente o contetdo do frasco n® 3 (20 mL) para um
baldo volumétrico de 500 mL, completar até a marca com agua destilada ou deionizada livre

de CO; e homogeneizar. Estavel 12 meses em recipiente de plastico, entre 15 — 25 °C.

Equipamentos
1. Fotémetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 505 nm ou filtro verde (490 a
549 nm).

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.
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3. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

4. CronOmetro.

Curva de calibracéo
Como o sistema de medida (Reitman-Frankel-U/mL) ndo é proporcional a atividade

enzimatica, € impossivel utilizar o método do fator para calculo, sendo necessario a

preparacdo da curva de calibrag&o.

Tomar 5 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Tubo n° 1 2 3 4 5
mL mL mL mL mL
Padrdao (n°4) - 0,1 0,2 0,3 0,4
TGP substrato (n° 1) 1,0 0,9 0,8 0,7 0,6
Agua destilada 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Reagente de cor (n° 2) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Misturar e deixar na temperatura ambiente 20 minutos.

NaOH de Uso 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

Misturar e deixar na temperatura ambiente 5 minutos. Determinar as absorbancias ou
T% em 505 nm ou filtro verde (490 a 540), acertando o zero com agua destilada. A cor €

estavel 60 minutos.

Tracado da curva de calibracéo
Tracar a Curva de Calibracdo correlacionando as leituras obtidas com os valores em

Unidades/mL, expressos na tabela abaixo, utilizando papel linear (para absorbancias) ou

monolog (para T%).

Tubo n° 1 2 3 4 5
TGP (Unidades/mL) Zero 24 61 114 190
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Analise dos testes

1. Tomar 1 tubo de ensaio e proceder como a seguir:

Teste

TGP substrato (n° 1)

0,25 mL

2. Colocar em banho-maria a 37 °C 2 minutos. O nivel da 4gua no banho deve ser superior

ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio.

Amostra

0,05 mL

3. Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C exatamente 30 minutos.

Reagente de cor (n° 2) 0,25 mL
4. Misturar e deixar na temperatura ambiente 20 minutos.
NaOH de Uso 2,5mL

5. Misturar e esperar 5 minutos. Determinar as absorbancias ou T% em 505 nm ou filtro

verde (490 a 540), acertando o zero com agua destilada. A cor é estavel 60 minutos. Obter

o valor de AST usando a Curva de Calibracéo.

Unidade de medida
Unidades/mL

Conversdo de Unidades/mL para Unidade SI: U/l = U/mL x 0,482
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1.3 - Colesterol HDL

Principio
As lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) sdo quantitativamente precipitadas e, apos centrifugacgéo, o colesterol ligado

as lipoproteinas de alta densidade (Colesterol HDL) é determinado no sobrenadante.

Amostra
O jejum ndo é imprescindivel para a dosagem de colesterol HDL. Usar soro. O analito é

estavel por 3 dias entre 2 — 8°C.

Produto Utilizado

Colesterol HDL Catalogo 13 - ANVISA - 10009010026

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000

Precipitante: Armazenar entre 2 — 8°C. Contém &cido fosfotdngstico 1,5 mmol/L e
cloreto de magnésio 54 mmol/L.

Padrdo - 20 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8°C. Armazenar bem vedado para evitar

evaporacéo.

Equipamentos

1. Centrifuga para tubos.

2. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 500 nm ou filtro verde (490
a 510 nm).

3. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

4. Pipetas para medir amostras e reagentes.

5. Crondbmetro.

Procedimento

Precipitagéo das VLDL e LDL: Em um tubo 12 x 75 colocar 0,25mL de soro e 0,25mL
de precipitante. Agitar vigorosamente durante 30 segundos. A agitacdo sugerida é
fundamental para obtencdo de resultados consistentes. Centrifugar a 3.500 rpm por pelo
menos 15 minutos para obter um sobrenadante limpido. Pipetar o sobrenadante limpido
imediatamente ap0s a centrifugacdo, tomando o cuidado para ndo ressuspender o precipitado,

a fim de evitar resultados falsamente elevados.
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Utilizar com o Reagente 1 - Colesterol Liquiform Labtest Cat. 76. Tomar 3 tubos de

ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo
Sobrenadante @~ | ----- olmL | -
Padrdo (n°2) | - - 0,1 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0mL 1,0mL

Misturar e colocar no banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da agua no
banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de ensaio. Determinar as absorbancias
do teste e padrdo em 500 nm ou filtro verde (490 a 540 nm) acertando o zero com o branco. A

cor € estavel por 60 minutos.

Célculos

Absorbancia do Teste

HDL mg/dL = X 40

Absorbancia do padrio

Conversédo de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,026

1.4 - Colesterol Total

Principio

O colesterol total € determinado de acordo com as seguintes reacdes:

Colesterol Esterase

Esteres de colesterol Colesterol + Acidos graxos
Colesterol Oxidase
Colesterol + O, Colest-4-en-ona + H,O»
Peroxidase

2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina ——— Antipirilquinonimina + 4H,0
A intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional a concentracdo de

colesterol na amostra.

Amostra
O jejum ndo é imprescindivel para a dosagem de colesterol total. Usar soro.
Anticoagulantes como citrato, oxalato ou EDTA produzem resultados falsamente diminuidos.

O analito é estavel por 7 dias entre 2 — 8 °C e varios meses a 10 °C negativos.
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Produto Utilizado

Colesterol Liquiform, Catalogo 76-2/100 - ANVISA - 10009010068

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000

Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C. Contém tampdo 50 mmol, pH 7,0, fenol 24,0
mmol/L, colato de sédio 500 umol/L, azida sédica 15 mmol/L, 4 aminoantipirina 500 pmol/L,
colesterol esterase >250 U/L, colesterol oxidase >250 U/L e peroxidase >1000 U/L.

Padrdo 200 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8°C. ApGs 0 manuseio armazenar bem

vedado para evitar evaporacao. Contém azida sédica 15 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 500 nm ou filtro verde (490
a 510 nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. CronbGmetro.

Procedimento

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo
Amostra | - 00lmL | -
Padrao (n°2) | - | e 0,01 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e colocar em banho-maria 37 °C 10 minutos. O nivel de 4gua no banho deve
ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio. Determinar as absorbancias do teste e
padrdo em 500 nm ou filtro verde (490 a 510 nm), acertando o zero com o branco. A cor é

estavel por 60 minutos.

Calculos

Colesterol mg/dL=-2s0rbanciadoTeste 5,

Absorbancia do padrio

Conversédo de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,026.
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1.5 - Triacilglicerois

Principio

Os Triacilglicerdis sdo determinados de acordo com as seguintes reagoes:

o ,. Lipoproteina Lipase A P
Triacilglicerois Glicerol + Acidos Graxos

. Glicerolquinase .
Glicerol + ATP ———— Glicerol-3-Fosfato + ADP

Glicerol—3—Fosfato oxidase

Glicerol-3-Fosfato + O, Dihidroxiacetona + H,0O,

. L. Peroxidase . L
2 H,0, + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol ———— Quinoneimina + 4H,0

A intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional a concentragdo de

triacilglicerdis na amostra.

Amostra

Jejum de 12 a 14 horas. Usar soro ou plasma com EDTA. O analito é estavel por dois
dias entre 2 — 8°C. Armazenamento prolongado da amostra ndo é recomendado, porque varias
substancias podem ser hidrolisadas liberando glicerol, levando a obtencdo de resultados
falsamente elevados. A heparina promove a ativacdo in vivo ou in vitro da lipase da
lipoproteina, fazendo com que a concentracao dos triglicérides se reduza gradativamente em

amostras contendo heparina.

Produto Utilizado

Triacilglicerdis Liquiform, Catalogo 87 - ANVISA - 10009010070

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000

Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C. Contem tamp&o 50 mmol/L, pH 6,9; acetato de
magnésio 4 mmol/L; 4-clorofenol 5 mmol/L; 4-aminoantipirina 300 pmol/L ATP 1,0
mmol/L; lipase da lipoproteina > 1400 U/L; glicerolquinase > 1000 U/L e azida sodica 7
mmol/L.

Padrédo - 200 mg/dL - Armazenar entre 2 - 30 °C. Contém triglicérides 200 mg/dL e
azida sodica 7 mmol/L.Ap6s 0 manuseio sugere-se armazenar bem vedado, para evitar

evaporacéo.
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Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 505 nm ou filtro verde (490
a 520nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37°C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. CronOmetro.

Procedimento

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo
Amostra | - 00lmL | -
Padrao (n°2) | - | e 0,01 mL
Reagente 1 (n° 1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e colocar no banho-maria 37 °C por 10 minutos. O nivel da &gua no banho
deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de ensaio. Determinar as absorbancias do
teste e padrdo em 505 nm ou filtro verde (490 a 520 nm) acertando o zero com o branco. A

cor € estavel por 60 minutos.

Célculos

Triacilglicerdis (mg/dL) =A2sorbanciadoTeste

Absorbancia do padrao

Conversédo de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0113
1.6- Glicose
Principio

A glicose oxidase catalisa a oxidacao da glicose de acordo com a seguinte reacao:

Glicose oxidase

Glicose + O, + H,0 Acido Gluconico + H,0,

O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acgéo

catalisadora da peroxidase, atraveés de uma reacdo oxidativa de acoplamento, formando
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uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor € proporcional a concentragao
da glicose na amostra.

Peroxidase

2 H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol Antipirilquinonimina + 4 H,0O

Amostra

Glicemia de jejum: recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar plasma ou soro.
Realizar a colheita do sangue utilizando um anticoagulante contendo um inibidor da glicdlise.
O uso do anticoagulante Glistab (Labtest cat. 29) permite a colheita de uma s6 amostra para as
dosagens de creatinina, glicose e uréia. As amostras de sangue ndo contendo antiglicolitico
devem ser centrifugadas imediatamente ap6s a colheita e o plasma ou soro separados das
células ou coagulo. No liquor e liquidos (ascitico, pleural e sinovial) adicionar anticoagulante
contendo antiglicolitico na mesma proporcdo usada para a amostra de sangue e devem ser
centrifugados antes de iniciar a medicdo. O analito é estavel por 8 horas em amostras colhidas
com antiglicolitico. No plasma, soro e outros liquidos separados das células, a glicose

permanece estavel por 3 dias entre 2 — 8 °C, quando ndo ocorre contaminacao bacteriana.

Produto Utilizado

Glicose PAP Liquiform Catalogo 84-2/250, 84-2/500 ANVISA- 10009010003

Labtest Diagndstica. Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000

Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8 °C.

Contém tampao 50 mmol/L; pH 7,5; glicose oxidase >11.000 U/L; peroxidase >700
U/L; 4-aminoantipirina >290 umol/L; fenol >1 mmol/L e azida sodica 7,5 mmol/L.

Padrdo - 100 mg/dL: Armazenar entre 2 — 30 °C. ApGs 0 manuseio, sugere-se
armazenar bem vedado para evitar evaporacdo. Contém glicose 100 mg/dL e biocida ndo
toxico. O estabilizador do padrdo pode precipitar-se em baixas temperaturas, fato que néo

interfere na sua qualidade.

Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 505 nm ou filtro verde (490
a 540 nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. CronbGmetro.
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Procedimento
Método Direto
1. Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo
Amostra | - 00lmL | -
Padrdao (n°2) | - | - 0,01 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0mL 1,0mL

Misturar vigorosamente e colocar em banho-maria a 37 °C durante 15 minutos. O nivel
da d4gua no banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio.
Determinar as absorbancias do teste e padrdo em 505 nm ou filtro verde (490 a 540

nm), acertando o zero com o branco. A cor é estavel por 60 minutos.

Calculos

Absorbancia do Teste

100

Glicose (mg/dL) =

Absorbancia do padrio

Conversdo de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0556

1.7- Hemoglobina

Principio

O Fe (Il) do heme da hemoglobina, oxihemoglobina e carboxihemoglobina é oxidado

para o estado férrico pelo ferricianeto, formando hemiglobina (Hi), que se combina com o

cianeto ionizado para produzir cianeto de hemiglobina (HiCN), que é medido em 540 nm.

Amostra

Usar sangue total (citrato, oxalato ou EDTA). O material deve ser processado em 8

Produto Utilizado
Hemoglobina Catalogo 43 ANVISA - 10009010037
Labtest Diagnostica. Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
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Reagente de Cor (Estoque): Armazenar entre 15 — 25 °C. Nao refrigerar. Veneno -
manusear com cautela. Contém ferricianeto de potassio 60,7 mmol/L, cianeto de potéssio 76,8
mmol/L e surfactante.

Reagente de Cor de Uso: Adicionar o conteldo de um frasco de Reagente de Cor (10
mL) a 990 mL de agua destilada ou deionizada e misturar. Estavel 6 meses em frasco ambar,

entre 15 — 25 °C. N&o refrigerar. Nao armazenar em frasco de pléastico.

Equipamentos

1. Fotbmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 540 nm ou filtro verde (520
a 550 nm).

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronbmetro.

Procedimento

1. Tomar um tubo de ensaio e proceder como a seguir:

Teste
Reagente de Cor de Uso 5,0 mL
Sangue total 0,02 mL

2. Homogeneizar e esperar 5 minutos.
3. Determinar a absorbancia do teste em 540 nm ou filtro verde (520 a 550 nm),

acertando o zero com agua destilada. A cor é estavel por varias horas.

Célculos
Obter o valor em g/dL utilizando o fator de calibracdo obtido com o Padrdo de
Hemoglobina- Labtest catalogo 47 (10g/dL).

Absorbancia do Teste

Hemoglobina (g/dL) = x 10

Absorbancia do padrio

Converséo de g/dL para Unidade SI: pmol/L = g/dL x 1,61
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1.8- Hemoglobina glicosilada

Principio

Glico-Teck Glicohemoglobina baseia-se em principio inédito na literatura internacional.
Segundo este principio, a determinacao do percentual de glicohemoglobina no sangue é feita
através da troca catidnica em tubos, sem a necessidade do uso de padrGes secundarios
internos. Baseia-se em dois tubos, um contendo uma suspensdo de resina de troca cationica
fraca capaz de ligar todas as fracdes da hemoglobina exceto as fracdes glicadas e outro
contendo a mesma resina na mesma concentracdo, mas em condi¢des ndo ligantes de
nenhuma das fragbes. Apos adicdo de um hemolisado ao primeiro tubo e separagdo mecanica
das fracdes ligadas e ndo ligadas, estas Ultimas contidas no sobrenadante, procede-se a leitura
espectrofotométrica desta fragdo, em 415 nm, que correspondera a gliconemoglobina. Devido
as condicOes nao ligantes da resina, a adicdo do hemolisado ao segundo tubo fornecera, apds
as mesmas operaces, uma leitura espectrofotométrica que correspondera a hemoglobina
total. A relacdo entre as duas leituras fornecera o percentual de glicohemoglobina na amostra.
O hemolisante empregado contém concentracdes elevadas de ions borato, visando a

eliminacdo rapida da fracdo labil da gliconemoglobina (aldimina).

Amostra
Sangue total colhido com anticoagulante contendo EDTA. Sob refrigeracdo, a
glicohemoglobina no sangue total é estavel 5 dias. Caso nao seja possivel a determinacdo no

mesmo dia da coleta da amostra, deve-se guardar o sangue total ao invés do hemolisado

Produto Utilizado

GLICO-TECK® - GLICOHEMOGLOBINA ANVISA-10377390083

Katal Biotecnoldgica Ind. Com. Ltda. Rua: Leiria, 1.160. CEP 31255-100. Belo
Horizonte - MG — Brasil.

Resina ligante: 25 tubos (tampa vermelha) contendo cada um 2,50 mL de suspenséo de
resina de troca catiénica fraca, em tampédo pH 7,00, acido borico 150 mmol/L e azida sodica
0,1 g/dL. Conservar entre 15 e 25°C.

Resina ndo-ligante: 25 tubos (tampa cinza) contendo cada um 2,50 mL de suspensao
de resina de troca cationica fraca, em tampédo pH 8,50 e azida sodica 0,1 g/dL. Conservar
entre 15 e 25°C.
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Hemolisante: 01 frasco com 14 mL de solu¢do hemolisante em tampéo pH 6,90, acido
borico 1 mol/L, detergente ndo idnico 0,25%, cianeto de potassio 12 mmol/L e azida sodica
0,1 g/dL. Conservar entre 15 e 25 °C.

Equipamentos

1. Espectrofotdmetro
2. Centrifuga

3. Crondmetro

4. Vidraria

5. Pipetas manuais ou automaticas

Procedimento

Adicionar 0,05 mL de sangue total, homogeneizado, a 0,5 ml de Hemolisante (n° 3) em
tubo de ensaio 12x75 mm. Homogeneizar bem e aguardar 5 minutos na temperatura ambiente.
Se a hemdlise for incompleta, centrifugar a 3.000 rpm por 5 minutos e usar o sobrenadante.
Tomar um tubo com tampa vermelha contendo a resina ligante e homogeneizar a suspensédo
por inversdo (antes de adicionar o hemolisado) e adicionar 0,1 mL do hemolisado usando
pipeta calibrada. Lavar a ponteira da pipeta na resina trés vezes. Recolocar a tampa e
homogeneizar por inversdo (trés vezes). Este tubo, contendo a resina ligante, deixard a
glicohemoglobina no sobrenadante. Rotular como Al.

Tomar um tubo com tampa cinza contendo a resina ndo-ligante € homogeneizar a
suspensdo por inversdo (antes de adicionar o hemolisado) e adicionar 0,02 mL do hemolisado
usando pipeta calibrada. Lavar a ponteira da pipeta na resina trés vezes. Recolocar a tampa e
homogeneizar por inversdo (trés vezes). Este tubo, contendo a resina ndo ligante, deixara o
total de hemoglobina no sobrenadante. Rotular como A2.

A seguir, homogeneizar por inversdo, ambos os tubos, durante 5 minutos. Estas
homogeneizages ndo necessitam ser continuas: é suficiente homogeneizar durante 10
segundos a cada minuto. Alternativamente, os tubos poderdo ser homogeneizados em
misturadores hematol6gicos. O tempo de 5 minutos representa o tempo minimo; tempos
maiores nao interferem. Centrifugar de 3 a 5 minutos a 3.000 rpm. Retirar os tubos da
centrifuga com cuidado para ndo ressuspender a resina. Alternativamente a etapa de

centrifugacdo, os tubos poderdo ser deixados em repouso durante 20 minutos.
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Aspirar ou pipetar, usando pipeta automatica, 1 mL do sobrenadante dos tubos Al e A2
diretamente para a cubeta do espectrofotdbmetro e determinar suas absorbancias em 415 nm,
acertando o zero com agua destilada.

Calculos
% de Glicohemoglobina = (Absorbancia A1 + Absorbancia A2) x 20,6. O fator 20,6
leva em conta a diferenca de aliquotas do hemolisado adicionado aos dois tubos (0,1 mL e

0,02 mL) e também a diferenca de volumes finais nos tubos (2,60 mL e 2,52 mL).

1.9- Ferro sérico

Principio

Em meio &cido o ferro ligado a transferrina se dissocia em ion férrico que é reduzido a
forma de fon ferroso por agdo da hidroxilamina. Apés a adicdo de Ferrozine® forma-se um
complexo magenta brilhante cuja absorbancia, medida a 560 nm, é proporcional a quantidade

de ferro na amostra.

Amostra
Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Para controle terapéutico, ¢ aconselhavel
colher a amostra sempre no mesmo horario, devido a varia¢fes diurnas do ferro sérico. Usar

soro. O analito é estavel por 4 dias entre 15 — 25 °C e por 6 dias entre 2 — 8 °C.

Produto Utilizado

Ferro Sérico Catalogo 38 ANVISA - 10009010014

Labtest Diagndstica. Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000.

Tampdao: Armazenar entre 15 — 25 °C. Contém tampdo 250 mmol/L, pH 4,0, acido
mercapto-acético 14 mmol/L, surfactante e estabilizador.

Padrdo - 500 pg/dL: Armazenar entre 15 — 25 °C. Ap6s 0 manuseio sugere-se
armazenar bem vedado para evitar evaporagao.

Ferrozine ®: Armazenar entre 15 — 25 °C. Contém ferrozine 28 mmol/L e

estabilizador.
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Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 560 nm ou filtro verde (540
a 580 nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. CronOmetro.

Procedimento

O material deve ser tratado com solugdo aquosa de acido cloridrico 50% (V/V) ou
detergente ndo ibnico, lavado com agua corrente e enxaguado com agua deionizada, para
evitar a obtencéo de resultados incorretos devido a contaminagdo com tragos de ferro.

1. Tomar 3 cubetas do colorimetro e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo
Tampdéo (n° 1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Soro (sem hemolise) | - 0,26mL | -
Padrao (n°2) | e e 0,25 mL
Agua destilada ou deionizada 0,25mL | - | e

2. Misturar.
3. Determinar a absorbancia do teste em 560 nm ou filtro verde (540 a 580 nm), acertando
0 zero com o branco. Obtém-se a absorbancia Al.

Ferrozine® (n° 3) 0,025 mL 0,025 mL 0,025 mL

4. Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. O nivel da agua no banho
deve ser superior ao nivel dos reagentes no tubo de ensaio.
5. Determinar as absorbancias do teste e padrdo em 560 nm ou filtro verde (540 a 580

nm), acertando o zero com o branco. A absorbancia do teste sera A2.

Calculos

A1-A2
Absorbancia do padrio

Ferro sérico (ug/dL) = x 500

Converséo de pg/dL para Unidade SI: umol/L =pg/dL x 0,179
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1.10- Capacidade latente de ligacéo de ferro

Principio

Um padrdo de ferro com concentracdo conhecida (500ug/dL) é incubado com amostra
de soro em um tampéao de pH 8,3. Ocorre entdo, a saturacao dos sitios disponiveis para o ferro
na proteina transportadora (transferrina). O excesso de ferro ndo ligado é entdo medido
através da formacdo de um complexo magenta brilhante apés a adicdo de Ferrozine®,

permitindo a determinacgéo da capacidade de ligacdo do ferro.

Amostra
Usar soro (sem hemolise) obtido de jejum. O analito é estavel por 4 dias entre 15 — 25
°C e por 6 dias entre 2 — 8 °C.

Produto Utilizado

Capacidade de ligacdo de ferro Catalogo 41 ANVISA - 10009010013

Labtest Diagndstica. Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000.

Tampao: Armazenar entre 15 — 25 °C. Contém tampdo 500 mmol/L, pH 8,3 e
fenoxietanol 7,2 mmol/L.

Padrdo - 500 pg/dL: Armazenar entre 15 — 25 °C. Ap6s 0 manuseio sugere-se
armazenar bem vedado para evitar evaporacao.

Ferrozine ®: Armazenar entre 15 — 25 °C. Contém ferrozine 28 mmol/L.

Equipamentos
1. Fotdmetro capaz de medir com exatidao a absorbancia em 560 nm ou filtro verde (540 a
580 nm).
2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).
3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Crondmetro.

Procedimento
O material deve ser tratado com solugdo aquosa de &cido cloridrico 50% (V/V) ou
detergente ndo ibnico, lavado com agua corrente e enxaguado com agua deionizada, para
evitar a obtencéo de resultados incorretos devido a contaminagdo com tracos de ferro.
1. Tomar 3 cubetas do colorimetro e proceder como a seguir:
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Branco Teste Padréo
Tampéo (n° 1) 1,5mL 15mL | -
Soro (sem hemolise) | - 05mL | -
Padréo (n°2) | - 0,5mL 0,5mL
Agua destilada ou deionizada 1.0mL | - 2,0 mL

2. Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. O nivel da 4gua no banho
deve ser superior ao nivel dos reagentes no tubo de ensaio.
3. Determinar a absorbéancia do teste em 560 nm ou filtro verde (540 a 580 nm), acertando

0 zero com o branco. Obtém-se a absorbancia Al.

Ferrozine® (n° 3) 1 gota 1 gota 1 gota

4. Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C por 10 minutos.
5. Determinar as absorbancias do teste e padrdo em 560 nm ou filtro verde (540 a 580 nm),

acertando o zero com o branco. A absorbancia do teste serd A2.

Célculos

A1-A2
Absorbancia do padrio

CLLF (ug/dL) = 500 — [ 500]

CTLF (ug/dL) = Ferro sérico + CLLF
Conversédo de pg/dL para Unidade SI: umol/L = pg/dL x 0,179

1.11 - Grupos Sulfidrilas no soro

Principio da técnica

Determinacdo de grupos sulfidrilas totais em amostras bioldgicas, usando o reagente de
Ellman (Acido 5,5 -Ditio-bis-(2-nitrobenzéico)-DNTB), conforme proposto por Sedlak e
Lindsay (1968). Os grupos tiois reagem com DNTB formando um composto colorido, que

absorve luz a 412nm.
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Reagentes utilizados e forma de preparo

Tampéo Tris-HCI, pH = 8,2: Foram dissolvidos 24,22g de Trizma Base (121,1Da) e
8,329 de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA; 416,21Da; 99%m/m) em 800mL de agua
destilada. O pH foi ajustado em 8,2 usando HCI 3 mol/L. Quantidade suficiente de agua
destilada foi utilizada para completar o volume final de 1.000mL. A solucédo final continha
30mmol/L de Trizma Base e 3mmol/L de EDTA. Armazenou-se em temperatura ambiente.

Tampéo Tris-HCI, pH = 8,9: Foram dissolvidos 48,44g de Trizma Base (121,1Da) e
8,329 de EDTA (416,21Da; 99%m/m) em 800mL de agua destilada. Ajustou-se o pH em 8,9
usando HCI 3 mol/L. Quantidade suficiente de agua destilada foi utilizada para completar o
volume final de 1.000mL. A solug&o final continha 30mmol/L de Trizma Base e 3mmol/L de
EDTA. Armazenou-se em temperatura ambiente.

Cloreto de Trietanolamina (TEA): Foram dissolvidos 1,33mL de cloreto de
trietanolamina (TEA; 185,7Da) e quantidade suficiente de agua destilada foi utilizada para
completar o volume final de 500mL.

Acido Tricloroacético (TCA): Foram dissolvidos 10g de &cido tricloroacético (TCA;
163,4Da; 70%m/v; 1,63g/mL) em 70mL de &gua destilada. Agitou-se e agua destilada foi
adicionada para completar o volume para 100mL.

Acido 5,5 -Ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB): Foram dissolvidos 10mg de 4cido 5,5 -
ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB; Reagente de Ellman; 396,3Da) em 14,71mL de metanol
(32,04Da; 0,79g/mL). Este reagente foi preparado no dia da dosagem e é mantido no gelo
enguanto usado.

Cisteina estoque: Foram dissolvidos 12mg de cisteina (121,16Da) em volume de TEA
suficiente para 5mL. A solucdo final continha 20mmol/L de cisteina. Este reagente foi

preparado no dia da dosagem e mantido no gelo enquanto usado.

Curva padréo para sulfidrilas totais
Para determinar a concentracao de sulfidrila foi feito um padrdo dissolvendo 49,5uL de
cisteina estoque em 949,5uL de TEA. ldentificou-se 6 tubos de polipropileno e teve-se o

seguinte procedimento:

Conc (umol/L) 0 50 100 250 500 1000
Padrdo de Cisteina

0 25 50 125 250 500
(HL)
TEA (uL) 500 475 450 375 250 0
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Procedimento de dosagem de sulfidrilas totais

Para cada amostra, adicionaram-se 800uL de metanol, 150uL de Tris-HCI, pH = 8,2,
50pL de DTNB e 40pL de amostra (ou da série de padrdes). Foi centrifugado a 10000g
durante 15 minutos a temperatura ambiente. O ponto de concentracao “zero” da curva padrao
foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro e as absorbancias das amostras foram lidas em
412nm, & 25°C.

Calculo da concentracao de sulfidrilas totais

Foi feito um gréfico expressando a concentracdo do padréo (Eixo Y) X absorbancia do
padrdo (Eixo X). Apds uma regressdo linear, foi determinada a equacao da reta. Esta equagédo
foi utilizada para determinar a concentracdo de sulfidrilas totais. Todas as concentragdes

foram obtidas em umol/L.

1.12- Paraoxonase — Atividade Arilesterasica no soro

Principio da técnica
Determinacdo da atividade arilesterdsica da enzima paraoxonase, usando fenilacetato
como substrato, tendo como base a velocidade de hidrolise do fenilacetato, conforme descrito

por Eckerson et al. (1983) em humanos e também por Beltowski et al. (2002) em ratos.

Procedimento de dosagem

Em tubo de ensaio adicionaram-se 2mL de tampdo Tris-HCIl, 9mmol/L, pH = 8,0
contendo 0,9mmol/L de cloreto de célcio e 5pL de soro. Foi misturado no vértex e adicionado
0,5mL da solucdo Tris- fenilacetato (1 pL de fenilacetato para cada 1500 pL de TrisHCL
9mM; pH=8,0). Apds exatamente 3 minutos, a absorbancia foi lida em 270nm. O
espectrofotdbmetro foi zerado com o branco que contém todos os reagentes acima, exceto o

SOro.
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Célculo da atividade da enzima

Utilizamos a definicdo para atividade enzimatica de acordo com Beltowski et al. (2002).
Segundo a qual 1U da enzima paraoxonase é equivalente a hidrélise de 1umol de fenilacetato
(¢ = 1310 L.mol™.cm™) por minuto (usualmente a atividade dessa enzima é representada por
1mL de soro). A atividade arilesterasica da enzima foi calculada utilizando:

A=Cbs¢

Onde:

¢ — Coeficiente de extingdo molar;

b — caminho optico, igual a 10 mm.

A= absorbancia

C= concentracdo ou atividade enzimética
1.13- Paraoxonase — Atividade Paraoxonasica no soro

Principio da técnica
Determinacdo da atividade paraoxonasica, usando paraoxon como substrato, tendo
como base a velocidade de hidrélise deste, com a liberacdo do para-nitrofenol por minuto,

conforme descrito por Beltowski et al (2002).

Procedimento de dosagem

Inicialmente preparou-se uma solucdo contendo 9 mL de tampdo glicina/NaOH 50mM
pH10,5, contendo CaCl, 0,9 mM e 2uL de paraoxon. Em um tubo de polipropileno
adicionaram 780pL dessa solucdo e 20pL de soro. A solucdo foi homogeneizada e lida a
absorbancia das amostras no espectrofotdmetro em 412nm, exatamente a cada minuto, por 3
minutos. O branco (tubo com 780 UL da solugdo preparada inicialmente e 20 L de agua) foi

utilizado para zerar o aparelho.

Célculo da atividade da enzima

Segundo Beltowski et al (2002) 1U da enzima paraoxonase é equivalente a hidrolise de
1nmol de paraoxon (g = 18290 L.mol™*.cm™) por minuto (usualmente a atividade desta enzima
é representada por 1mL de soro). A atividade paraoxonasica da enzima paraoxonase foi
calculada da mesma forma que a anterior.

A absorbancia utilizada nessa expressao € o delta (absorbancia por minuto) obtido das

absorbancias lidas no 1° e 3° minuto, subtraindo a absorbancia do terceiro minuto pela
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absorbancia do primeiro minuto, e dividindo por 2, visto que sdo 2 minutos entre as duas

absorbancias.

I.14- Superoxido Dismutase no soro

Principio da técnica

Utilizou-se o kit Fluka # 19160 (USA), que usa um sistema de geracdo de anions
superdxido, xantina e xantina oxidase, e avalia a capacidade da solucédo teste, sob condicdes
padrdes, em inibir a reacdo do anion superoxido com o WST (2-(4 iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
2H-5-tetrazolio). Esta reagdo quando ocorrida forma um composto denominado formazan, o

qual absorve luz a 450nm (conforme mostra o esquema abaixo).

Hantina
Oy [ 20y Formazan
1] o]
Lo, vV 207 WeT
Aeido virico
=00
O, + H,0,

Preparo dos reagentes
WST - solucdo de trabalho: Foi diluido 1mL de WST em 19mL de solucdo tampéo.
Solucgdo de enzima de trabalho: Foram diluidos 15puL da solugdo de enzima com 2,5mL

do tampao diluido.
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Procedimento de dosagem

Em uma placa de ELISA, procedeu-se a dosagem conforme o quadro abaixo:

Amostra Branco 1 Branco 2 Branco 3
1- Amostra 20 pL - 20 pL
2- H20 destilada - 20 pL - 20 pL
3- WST de trabalho 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
4- Enzima de trabalho 20 L 20 puL 20 pL -
5- Tampéo diluido - - - 20 pL

Esta placa de ELISA foi incubada por 20 minutos a 37°C e em seguida as absorbancias das

amostras foram lidas a 450nm no leitor de ELISA.

Célculo da atividade da enzima

Atividade de SOD (taxa de inibicdo) = [((A branco 1-A branco 3) — (A amostra — A
branco 2))/( A branco 1-A branco 3))*100].

Portanto a atividade da enzima superdxido dismutase foi determinada através da

habilidade da SOD contida no soro em inibir a reacdo do anion superdxido com o WST.
1.15- Concentracdo de Glutationa Total no figado

Principio da técnica

Utilizou-se o kit Sigma # CS0260. A glutationa esta presente nas células principalmente
na sua forma reduzida (GSH) representando em torno de 90%, o restante aparece na forma de
glutationa oxidada (GSSG). Este kit utiliza um método cinético para mensurar 0s niveis de
glutationa total (GSH+GSSG) em amostras bioldgicas, através da reducio do DTNB (Acido
5,5"-Ditio-bis-(2-nitrobenzdico) a TNB.

1) 2GSH + DTNB — GSSG + 2TNB
2) GSSG + NADPH + H* Glutationa redutase 2GSH + NADP”*
B e
A combinag&o das duas reagoes:
DTNB + H"+ NADPH  Glutationa redutase 2TNB + NADP”
e e
GSSG/GSH
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Preparo dos reagentes de estoque

Solucéo de acido sulfosalicilico (SSA) 5%.

Tampéo fosfato 5X (500mM), contendo 5mM EDTA.

Solucéao padréo estoque de glutationa: 0,3mg de glutationa reduzida em 0,1mL de agua
destilada.

Solugédo de estoque de DTNB: 8mg de DTNB foram diluidos em 5,33mL de dimetil
sulfosalicilico (DMSO), resultando em uma solugdo com 1,5mg/mL de concentracéo.

Estoque de NADPH (solucéo de 40mg/mL).

Preparacgdo da amostra bioldgica
100mg de figado foram homogeneizados com 1mL de acido de sulfosalicilico 5%
(SSA), e em seguida centrifugado a 10000g, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi

retirado e usado como amostra biologica.

Preparo dos reagentes de trabalho

Solucéo de enzimas diluida: Diluir 15,2uL de glutationa redutase (100unidades/mL) em
250uL de tampao fosfato 1x.

Solucdo de NADPH de trabalho: Da solugdo de estoque de NADPH preparada sdo
retirados 30uL para 7,5mL de tampao fosfato 1x.

Mistura de trabalho: 8mL de tampéo 1x, 228uL da solucdo de enzimas diluida e 228uL
de DNPH solucéo de estoque.

Solucéo padréo de glutationa — preparar para a curva padrdo: Diluir 10uL de solugéo
estoque de glutationa padrdo com 2mL de &cido SSA 5%.

Procedimento para dosagem

A confeccdo da curva padrdo e as dosagens nas amostras foram feitas em placas de
Elisa. Os reagentes e a sequiéncia de adi¢Oes estdo descritas nas tabelas abaixo.
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Procedimento para curva padréao

Pogo 1 2 3 4 5
[GSH] uM 50 25 12,5 6,25 3,125
Solucéo de GSH (uL) 50 25(tubo 1) 25(tubo 2) 25(tubo 3) 25(tubo 4)
SSA 5% (pL) - 25 25 25 25
nmoles de GSH em 10 | 0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312
pL de amostra

Procedimento para o teste

Amostra SSA 5% Mistura de trabalho

Branco - 10 (uL) 150 (uL)
Padrdo (tubos preparados para a | 10 (uL) - 150 (uL)
curva)
Amostra 10 (uL) - 150 (uL)

As amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, 50uL

de NADPH foram adicionados as mesmas e o crondmetro disparado. As absorbancias das

amostras foram lidas durante 5 minutos, no leitor de ELISA a 412 nm.

Calculo da Concentracédo de glutationa

Foi feito um grafico utilizando os pontos obtidos na curva padrao (estes pontos obtidos
foram o delta das absorbancias). Ap6s andlise de regresséao linear, foi determinado a equacgéo
da reta. Esta equacdo foi utilizada para determinar a concentracdo em nmoles de glutationa

total em 10uL de amostra, e este valor convertido para quantidade de glutationa total no

figado.
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1.16- Catalase

Principio da técnica

Determinacgdo da atividade da enzima catalase, baseado na sua capacidade de converter
0 perdxido de hidrogénio (H,0,) em &gua e oxigénio molecular, conforme descrito por Aebi,
(1984).

Preparacdo da amostra biologica
100mg do figado ou rim foram homogeneizados com 1mL de tampéo fosfato 0,1M, pH
7,2 e em seguida centrifugado por 10 minutos & 4°C. O sobrenadante foi retirado e usado

como amostra bioldgica.

Procedimento de dosagem

Em um tubo de polipropileno colocaram-se 50uL de tampéo fosfato pH 7,2; (0,dmM) e
40 uL de &gua destilada, o qual foi mantido em banho maria 30°C por 1 minuto. Em seguida
adicionaram-se 10uL da amostra e 900uL de H,O, (10mM). Homogeneizou-se a solugéo, o
espectrofotbmetro foi zerado com H,O, (10mM) em 240nm e determinaram-se as

absorbancias das amostras exatamente a cada minuto, durante trés minutos.

Célculo

1U de catalase é equivalente a hidrélise de 1pmol de H,0, (e = 39,4 L.mol™.cm™) por
minuto (Aebi, 1984). Usualmente a atividade dessa enzima é representada em Unidade por
mL de amostra. Calculamos a atividade da catalase segundo utilizando o coeficiente de
extincdo molar. Em seguida corrigimos a atividade da enzima pela quantidade de proteina
dosada pelo método de Lowry descrito posteriormente.

A absorbancia utilizada nessa expressdo € o delta obtido das cinco absorbancias lidas

(absorbancia final —absorbancia inicial / 2).
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1.17- Proteina Carbonilada

Principio da técnica

A oxidacdo de proteina por ROS leva a formacdo de derivados carbonilados. Estes
podem ser mensurados por métodos sensiveis, particularmente aqueles que utilizam o 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNP). O DNP reage com grupos carbonilicos gerando a hidrazona
correspondente, a qual pode ser analisada espectrofotometricamente. A determinacdo da
concentracdo sérica de proteina carbonilada foi realizada conforme descrito por Levine et al.
(1994).

Preparacgdo da amostra bioldgica
200mg do figado ou rim foram homogeneizados com 1mL de tampédo fosfato 50mM,
pH: 6,7 contendo EDTA 1mM. Em seguida centrifugado a 10000g, por 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi retirado e usado como amostra bioldgica.

Reagentes utilizados e forma de preparo

Acido Cloridrico 2,5M.

DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina): 0,01g de DNPH foi diluido em 10mL de HCL 2,5M
(preparado anteriormente). Obtendo uma solugdo com 0,1% de DNPH. Esta solugdo foi
estocada no escuro a 4°C. Estavel por uma semana.

Solucédo de TCA (acido tricloroacetico) 10%

SDS 6% - Dodecil Sulfato de Sédio.

Mistura de etanol e acetato de etila: Em um frasco foi misturado 30mL de etanol e

30mL de acetato de etila. Esta mistura deve ser mantida em geladeira.

Procedimento de dosagem

Para cada amostra utilizou-se dois tubos de polipropileno, um foi denominado de
Amostra (A) e outro de Controle (C). Transferiu-se 500uL de homogeneizado de figado ou
rim para cada tudo (amostra (A) / controle (C)). Em seguida foi adicionado aos tubos 500uL
de TCA 10% e misturado no vortex, logo apos, foram centrifugados (tubo A e C) a 50009 por
10minutos a 4°C. O préximo passo foi adicionar ao tubo A 500uL de DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina) e no tubo C 500uL de HCL a 2,5M. Ambos foram mantidos no escuro a

temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos, e a cada 15 minutos eram misturados no
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vortex. Em seguida foi adicionado 500uL de &cido tricloroacetico (TCA) 10% em cada
tubo, misturado no vortex e centrifugados a 5000g por 10minutos a 4°C. Depois de
centrifugados, o sobrenadante dos tubos foi descartado e 1mL de mistura de etanol com
acetato de etila foi adicionado aos tubos e misturados no vortex. Uma nova centrifugacéo foi
realizada. Em seguida o sobrenadante dos tubos A e C foram descartados e a estes foram
adicionados mais 1mL da mistura etanol e acetato de etila, foram misturados no vortex e
novamente centrifugados. No final das centrifugagdes, o sobrenadante dos tubos A e C foram
novamente descartados e adicionado em ambos 1mL de SDS 6%, misturados no vortex e
centrifugados a 10000g por 10minutos a 4°C. Finalmente o sobrenadante dos tubos foram

retirados e transferidos para cubeta, onde foram lidos no espectrofotdmetro a 370nm.

Célculo da concentracao de proteina carbonilada

A concentracdo de proteina carbonilada foi determinada utilizando a seguinte equacéo:

A=Cbse

Onde A ¢ a subtracdo da absorbancia do tubo A (amostra) pela absorbancia do tubo C
(controle), C ¢ a concentracdo, b € o caminho 6ptico e € € o coeficiente de extingdo molar. O
conteido de proteina carbonilada foi calculado usando o coeficiente de extincdo molar de
22000 M-1 cm-1 e expresso por nmol de proteina carbonilada por mg de proteina.

Para se obter a concentracdo de proteina carbonilada em relacdo a concentracdo de
proteinas totais no figado ou rim, este parametro foi determinado pelo método de Lowry
(descrito a seguir).

1.18- Proteinas totais em tecidos — método de Lowry

Principio da técnica

O método de dosar proteina Lowry € um ensaio muito confiavel e amplamente usado.
Este método foi descrito a primeira vez por Lowry et al. (1951). O método de Lowry é
baseado nas ligacdes das proteinas, que em meio alcalino, com os fons cobre (Cu?*) formando
uma cor azul que é dependente em partes, do indice de tirosina e triptofano da amostra, ja que

0s ions cobre catalisam a oxidacéo de aminoacidos aromaticos.

Reagentes utilizados e forma de preparo
Reagente A: Foi dissolvido 0,259 de sulfato de cobre e 0,5 de citrato de s6dio em 100

mL de agua destilada. A solugdo foi armazenada, no escuro, em temperatura ambiente.
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Reagente B: Foi dissolvido 5g de carbonato de sodio e 1g de hidroxido de sodio em
250mL de &gua destilada. Foi armazenado a temperatura ambiente.

Reagente C: Foi adicionado 1mL do reagente A em 50mL do reagente B. Preparado na
hora do teste.

Reagente D: Foi dissolvido um 1mL de Folin-Ciocateau em 1mL de agua destilada.

Preparado na hora do teste.

Curva padréo para proteinas totais:

Foram realizados quatro pontos para a curva, pelo seguinte procedimento:

P1- 25uL de uma solucéo estoque de proteinas a 0,2mg/dL e o volume completado com
agua destilada para 100mL. A concentracao final obtida deste ponto foi de 0,05mg/mL.

P2- 7,5uL de uma solucdo estoque de proteinas a 2mg/dL e o volume completado com
agua destilada para 100mL. A concentracdo final obtida deste ponto foi de 0,15mg/mL.

P3- 715uL de uma solucdo estoque de proteinas a 2mg/dL e o volume completado com
agua destilada para 100mL. A concentracdo final obtida deste ponto foi de 0,35mg/mL.

P4- 25uL de uma solucdo estoque de proteinas a 2mg/dL e o volume completado com

agua destilada para 100mL. A concentracdo final obtida deste ponto foi de 0,5mg/mL.

Procedimento de dosagem de proteinas totais:

Em um tudo de polipropileno, foram pipetados 10puL de amostra ou padrdo e
completados para 100uL com agua destilada. O branco, usado para zerar o espectrofotémetro,
foi feito apenas com 100uL de &gua destilada. Posteriormente foi adicionado 1mL do reagente
C em todos os tubos. A mistura foi levada ao vortex e mantida a temperatura ambiente por 15
minutos. Em seguida, foi adicionado em cada tubo, 100puL do reagente D. O volume foi
misturado e incubado a temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos. A leitura foi feita

em espectrofotdbmetro a 660nm.

Célculo da concentragdo de proteinas totais no tecido

Foi feito um gréafico expressando a concentra¢do do padrdo (Eixo Y) X absorbéancia do
padrdo (Eixo X). Apo0s regressdo linear, foi determinada a equacdo da reta com a seguinte
caracteristica: Concentracdo = a X Absorbancia + b. Esta equacdo foi utilizada para
determinar a concentragdo de proteinas totais nos homogenatos de tecidos. Todas as

concentragdes foram obtidas em mg/mL.
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1.19- TBARS

Principio da técnica

Determinacdo da concentracdo de TBARS foi baseada na capacidade do é&cido
tiobarbitarico (TBA) em se ligar a lipideos oxidados, esta dosagem foi realizada conforme
descrito por Buege & Aust, (1978).

Preparacdo da amostra biologica

100mg do figado ou rim foram homogeneizados com 1mL de tampdo fosfato, pH 7,4 e
em seguida centrifugado por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e usado como
amostra biologica.

Procedimento de dosagem

Em um tubo foi colocado 500uL de homogeneizado, 250uL de acido tricloroacético
(TCA) 28% dissolvido em HCI 0,25N, 250uL de &cido tiobarbiturico 1% dissolvido em &cido
acético 1:1 e 125uL de BHT 5mM dissolvido em etanol. Este tubo foi levado ao vortex e
colocado em um banho maria a 95°C por 15 minutos. Apds esse periodo, este tubo foi
centrifugado por 10 minutos a 10000g. O sobrenadante foi lido no espectrofotometro a
535nm, que foi zerado com agua destilada.

Calculo da concentracdo de TBARS

A concentragdo de TBARS foi determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar €
= 1,56 X 10° L.mol™.cm™. Usualmente essa concentragdo é representada em nmoles por mg
de proteina.

1.20- Digestao e dosagem de ferro nos tecidos

Principio da técnica

Usando o método de orto-fenantrolina, de acordo com a AOAC (1980), foi dosado o
ferro nos tecidos. Este método se baseia na reducéo do Fe % a Fe®" pela hidroxilamina, o qual
¢ associado com orto-fenantrolina que da cor a amostra correspondente a concentracdo de

ferro.

118



Digestéo do tecido

Amostras de 100mg de figado foram colocadas em tubos de ensaio, juntamente com 0,5
mL de &cido nitrico concentrado. Em seguida, os tubos foram colocados no digestor Kieldahl
a 110°C de modo que ocorresse a digestdo dos tecidos e a evaporacdo total do acido.
Posteriormente o residuo foi ressuspendido com 2 mL de &cido cloridrico concentrado e
transferido esse material para um baldo volumétrico, com capacidade para 10 mL e o volume

foi completado com &gua deionizada.

Procedimento de dosagem

A 0,5 mL da solugdo obtida foram adicionados 0,2 de solucdo de hidroxilamina 10%,
4,1 mL de tamp@o acetato 4M pH 3,5 e 0,2 mL de orto-fenantrolina 0,1%. Foi feito um branco
para leitura no espectrofotdmetro contendo 0,5 mL de agua deionizada, 0,2 de hidroxilamina,
4,1 mL de tampdo acetato pH 3,5 e 0,2 mL de orto-fenantrolina. A leitura foi feita a 510nm. O
padréo foi obtido a partir de uma curva feita com uma solucdo padréo de ferro 500 png/mL. Os
valores obtidos em unidades convencionais (pg/dL) foram transformados em unidades

internacionais (umol/l), pela multiplicag¢&o por 0,179.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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