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Resumo

A Hemocromatose Hereditaria associada ao Hfe € a doenca genética de sobrecarga
de ferro mais comum nos caucasianos. Se ndo for tratada, pode levar a uma acumulacao
de ferro por todo o organismo associada a dano tecidular em varios 6rgdos devido ao
stresse oxidativo. A maior parte dos doentes é portadora da mutagdo C282Y no gene Hfe
em homozigotia. Contudo, os sintomas sdo muito variados. A baixa penetrancia desta
mutacdo indica que a homozigotia para a mutagdo C282Y é necessdria mas nédo
suficiente para provocar a doenga. A nossa hip6tese é que a resisténcia ao stresse
oxidativo poderd ser um modelador da progressdo da doenga na Hemocromatose
Hereditaria associada ao Hfe. O fator de transcricdo Nrf2 desempenha uma importante
funcdo na adaptacdo ao stresse oxidativo, regulando a transcricdo de genes
antioxidantes e citoprotetores.

O objetivo deste estudo foi avaliar se a supressao genética do Nrf2 predispde os
murganhos Hfe”, modelo animal da Hemocromatose Hereditaria onde a deposicdo de
ferro ocorre espontaneamente e gradualmente com a idade, levando ao desenvolvimento
de dano hepatico.

Murganhos fémeas C57BL/6 (B6), Hfe”", Nrf2”" e duplo knock-out (Hfe/Nrf2") (n=4-8)
foram sacrificados aos 6, 12 e 18 meses, para a recolha de amostras de sangue e figado.
No primeiro tempo experimental, os animais foram divididos em dois grupos. Um dos
grupos foi alimentado com uma dieta enriquecida com ferro (0,5%) durante as Ultimas 12
semanas de vida.

A quantificacdo da concentracdo do ferro no soro e no figado, da saturagdo da
transferrina e a andlise da expressao dos genes Hamp e Fpnl sugerem que o Nrf2 nao
influenciou a quantidade de ferro absorvido, transportado e acumulado no figado. A
coloracao de Perls revelou a presenca de grandes acumulagdes de ferro nos macréfagos
sinusoidais nos animais duplo knock-out. A quantificagcdo dos marcadores séricos nao
revelou a existéncia de dano hepatico extenso, e a andlise dos niveis de glutationa e da
atividade de enzimas antioxidantes ndo detetou um aumento de stresse oxidativo no
figado destes animais. Contudo, a formacao das fibras de colagénio em redor dos
“nédulos sideréticos” e o aumento da expressdo do gene Col1al em animais Hfe/Nrf2”
envelhecidos, sugerem o aparecimento de fibrose hepatica. Foi possivel concluir que o
Nrf2 interfere na distribuicdo do ferro acumulado no figado em animais Hfe”. A sua
auséncia contribui para a formacéo de lesGes hepéticas que poderdo estar relacionadas

com o desenvolvimento de fibrose durante o processo de envelhecimento.



Abstract

HFE-associated hereditary hemochromatosis (HH) is the most common genetic iron
overload disorder among Caucasians. If untreated, it can lead to total body iron overload
with secondary tissue damage in several organs, attributable to oxidative stress. Most HH
patients are homozygous for the C282Y mutation in the Hfe gene. However, symptoms
are highly variable. The low penetrance of the C282Y mutation indicates that C282Y
homozygosity is a necessary but not a sufficient factor in causing the disease. We
hypothesized that resistance to oxidative stress may be a modifier of disease progression
in HFE—HH. Transcription factor Nrf2 plays a key role in adaptation to oxidative stress by
regulating the induction of antioxidant/cytoprotective genes.

The aim of this study was to evaluate if the genetic suppression of Nrf2 predisposes
the Hfe” mouse, an animal model of HH where iron deposition occurs spontaneously and
gradually with aging, to the development of liver damage.

Female C57BL/6 (B6), Hfe”, Nrf2"and double knock-out (Hfe/Nrf2”) mice (n=4-8)
were sacrificed at the age of 6, 12 and 18 months and blood and liver samples were
collected. In the first experimental time-point, the animals were divided into two groups.
One of the groups was fed with a diet enriched with iron (0.5%) during the last 12 weeks
of life.

The iron concentration in serum and liver, transferrin saturation and Hamp and Fpnl
gene expression analysis suggest that Nrf2 did not influence the amount of iron absorbed,
transported and accumulated in the liver. Perls staining showed large accumulations of
iron in sinusoidal macrophages of double knock-out animals. The quantification of serum
markers did not reveal extensive hepatic injury, and the analysis of glutathione levels and
antioxidant enzymes activity failed to detect an increase in oxidative stress in the liver of
these animals.

Nevertheless, the deposition of collagen fibers around "siderotic nodules" and the
increased expression of the Collal gene in Hfe/Nrf2” old animals suggest the onset of
hepatic fibrosis. We conclude that Nrf2 interferes with iron accumulation in Hfe” mouse
liver. Its absence contributes to liver injury, which may be associated with the

development of fibrosis during the aging process.
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l. Introducéao

1. Metabolismo do Ferro

O ferro (Fe) é um elemento essencial necessario para o crescimento e sobrevivéncia
de vérios organismos, estando envolvido em varias vias metabolicas celulares. Apesar de
o ferro ser um dos elementos mais abundantes do nosso planeta, algumas das formas
comuns séo insolluveis e a sua disponibilidade na dieta dos animais € reduzida [1]. De
forma a controlar a quantidade de ferro presente no organismo, os humanos e outros
animais desenvolveram mecanismos eficientes para a retencdo de ferro no organismo,
através da auséncia de mecanismos regulados para a sua excrecao [2].

O corpo humano adulto contém cerca de 3-4 g de ferro [3]. Em estado de equilibrio, é
perdido cerca de 1-2 mg de ferro do corpo por dia, através da descamacgéo das células
epiteliais do intestino e da bexiga, descamagéo da pele ou por perdas de sangue e de
suor [4]. Essa quantidade é reposta atraveés da absorcdo de ferro, proveniente da dieta,
pelos enterécitos do duodeno. Os tecidos e as células que encaminham maior quantidade
de ferro para o plasma sdo os enterécitos duodenais envolvidos na absorcdo de ferro
através da dieta, os hepatdcitos que sdo os principais locais de armazenamento de ferro
e 0s macroéfagos reticuloendoteliais que reciclam o ferro dos eritrécitos senescentes [5].

1.1. Absorcéo intestinal e distribuicdo do Ferro

Tal como outros metais, o ferro pode assumir varios estados de oxidagdo. As
espécies mais comuns sdo o ferro ferroso divalente — forma reduzida solavel (Fe*") e o
ferro férrico trivalente — forma oxidada insolivel (Fe®*) [6, 7]. A absorcdo do ferro
inorganico ou ndo-hémico envolve a reducdo do Fe®*" para Fe” no limen intestinal,
através da ferriredutase citocromo b duodenal (DcytB®), associada & membrana dos
enterdcitos. Subsequentemente, o Fe*" é transportado através da membrana apical dos
enterdcitos para o seu interior, através do transportador de metal divalente 1 (DMT1) [4].
O ferro hémico é absorvido por outro processo independente através da membrana apical
dos enterdcitos, pelo transportador hémico putativo, o HCP-1. Dentro da célula, o ferro é
metabolizado por uma reacao catalisada pela hemoxigenase 1 (HO-1) de forma a libertar
o Fe” do grupo heme [2]. Nos enterdcitos, o Fe** pode ser armazenado na forma de
ferritina, uma proteina citoplasmatica de armazenamento do ferro. Posteriormente é
eliminado do corpo pelo trato gastrointestinal através da descamacdo das células
senescentes, uma das vias mais importantes de eliminac&o de ferro do corpo [8]. O Fe*

pode ainda ser utilizado pela mitocéndria em vérias vias metabdlicas [9].
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Figura 1 — Absorcéo, reducéo e exportagdo do ferro pelos enterécitos. Apos a reducao pelo DcytB, o ferro inorganico entra
na célula pelo DMT1. O ferro hémico utiliza o HCP-1 para entrar na célula onde o Fe** ¢ libertado do grupo heme através
de uma reacdo catalisada pela HO-1. O ferro pode ser utilizado principalmente pela mitocondria em diferentes vias
metabolicas, armazenado na ferritina ou libertado da célula via FPN. O ferro exportado é oxidado pela hefaestina e

transportado pela Tf [10].

O Fe? libertado pelos enterécitos é enviado para o plasma através do transportador
membranar basolateral ferroportina (FPN), localizado na membrana basolateral dos
enterocitos maduros. Este processo envolve a reoxidacdo do Fe*a Fe*, reacdo
catalisada pela ceruloplasmina (ferroxidase de circulacdo) ou pela sua homéloga
hefaestina (ferroxidase ligada a membranar basolateral dos enterécitos) que fisicamente
interage com a FPN [2]. O ferro, uma vez no plasma, é transportado pela transferrina (Tf),
proteina do plasma, que mantém o ferro Fe** em estado redox inerte, encaminhando-o
para dentro dos tecidos. Esta proteina é constituida por dois dominios globulares de
ligacdo do ferro e, em condi¢Bes fisiologicas normais, ndo se encontra totalmente
saturada, apenas 30% da capacidade total (Figura 1) [7].

O ferro necessario ao metabolismo normal das células dos diferentes tecidos é
transportado pela Tf, que se liga aos recetores da superficie celular, onde o ferro é
libertado. O ferro em excesso é transportado pela veia porta até ao figado e acumula-se
nos hepatdcitos, que tém uma grande capacidade de armazenar ferro na forma de

ferritina, podendo ser libertado, quando necessario ao metabolismo celular [2].
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O principal local de utilizagdo do ferro € a medula éssea, na producdo da
hemoglobina dos eritrocitos, durante a eritropoiése. Por dia, 20-25 mg de ferro séo
recuperados através da fagocitose dos eritrocitos senescentes, pelos macrofagos do
baco e do sistema reticuloendotelial (RES), que metabolizam a hemoglobina e o ferro
hémico. Semelhante ao que acontece nos enterdcitos do intestino, a libertacdo do Fe**
pela membrana plasmatica dos macréfagos, é feita via FPN, através da reoxidacdo do
Fe?" em Fe*, catalisada pela ceruloplasmina. Posteriormente o ferro Fe** é transportado
através da corrente sanguinea ligado a Tf e, conforme a necessidade, pode ser reciclado

e novamente utilizado na eritropoiese ou armazenado [11].

1.2. Regulacédo da homeostasia do ferro

A quantidade de ferro absorvida, em circulagdo e acumulada no organismo é regulada
a nivel celular e a nivel sistémico.

A homeostasia do ferro é regulada pelas células de forma a garantir uma quantidade
de ferro suficiente, indispensavel as funcdes basais da propria célula, evitando uma
elevada quantidade de ferro livre que possa promover a formacao de espécies reativas
de oxigénio [12]. O principal mecanismo de regulagdo depende de duas “proteinas
reguladoras do ferro” citosodlicas, a IRP1 e a IRP2, que condicionam a sintese de
proteinas reguladas pelo ferro. As IRPs ligam-se aos “elementos responsivos ao ferro”
(IREs) nas regifes 5'e 3° do ARNm codificante de proteinas envolvidas na absor¢éo
(recetor 1 da Tf (TfR1) e DMT1), no armazenamento (ferritina) e na exportacdo
(ferroportina) do ferro. Quando a quantidade de ferro nas células € reduzida, as IRPs
ligam-se a regido 5° do ARNm das IREs da ferritina e da FPN, reprimindo a sua traducgéo,
e a regido 3° do ARNm das IREs do TfR1 e do DMT1, bloqueando a sua degradacao.
Quando a quantidade de ferro nas células esta aumentada, as IRPs ndo se ligam as
IREs, aumentando a sintese de ferritina e de FPN, e promovendo a degradacdo do
ARNm do TfR1 e do DMT1 [13].

A homeostasia sistémica do ferro é controlada pela hepcidina, uma hormona
peptidica, formada por 25 aminoacidos, essencialmente produzida pelo figado. Esta
hormona inibe a entrada de ferro no plasma através dos enterdcitos, a libertagcdo de ferro
reciclado pelos macréfagos e a libertacdo de ferro armazenado nos hepatdcitos [3]. Essa
inibicdo resulta da ligacdo da hepcidina a FPN dos enterdcitos, dos macrofagos, dos
hepatdcitos e de outras células, promovendo a sua fosforilacdo, internalizacdo e
degradacéo lisossomal. A FPN é o unico exportador organico do ferro nos mamiferos e a
sua degradacdo causa retencédo intracelular do ferro, aumentando a concentracdo do

ferro nos tecidos [7] e diminuindo o seu transporte para o plasma (Figura 2).
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Figura 2 — Homeostasia do ferro. O ferro é absorvido pelos enterdcitos através do DMT1 e encaminhado para o plasma
através da FPN, onde circula ligado a transferrina em direcdo a medula éssea e ao figado. O ferro ndo-hémico é
armazenado no figado na forma de ferritina e o ferro hémico é utilizado na producéo de hemoglobina. A absorgdo do ferro

é regulada pela hepcidina através da sua ligag&o a ferroportina [11].

1.3. Regulacéo da Hepcidina

A producéo de hepcidina é diretamente regulada pelo ferro. Quando a concentracao
de ferro no organismo € elevada, os hepatécitos produzem maior quantidade de
hepcidina, limitando a absorcdo e libertacdo de ferro para o plasma. Quando a
concentracao de ferro no organismo é baixa, 0s hepatdcitos produzem menor quantidade

de hepcidina, permitindo a entrada de ferro no plasma.
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Para além de ser regulada pelo ferro, a expressdo da hepcidina também é regulada
pela necessidade de ferro requerida durante a eritropoiese. Perante uma eritropoiese
ativa, a producgéo de hepcidina esté suprimida, disponibilizando maior quantidade de ferro
para a producéo de hemoglobina [3].

Existem outros estimulos que regulam a producdo de hepcidina: em condi¢des de
hipdxia, a producéo de hepcidina esta suprimida e perante uma infecao ou inflamacéo, a
producdo de hepcidina esta aumentada, de forma a diminuir a disponibilidade de ferro
aos microrganismos, como estratégia de defesa do hospedeiro [9].

A expressao da hepcidina é regulada principalmente a nivel transcricional, através de
moléculas sensiveis a quantidade de ferro no organismo, que participam em vias de
transducdo, que regulam a sintese de hepcidina ou a sua secrecdo através dos
hepatdcitos [3]. Desta forma, os niveis de hepcidina dependem do efeito combinado de
vérias vias de sinalizacdo, em situacdes de excesso de ferro, anemia, hipdxia, e
inflamacéao [6] (Figura 3).

Um aumento da quantidade de ferro no plasma ativa a expressao da hepcidina
através de duas via principais de sinalizacdo. Uma das vias de sinalizacdo envolve a
interacdo da proteina membranar da hemocromatose humana (HFE) com os dois
recetores da transferrina, o TfR1 e o TfR2, funcionando como sensor da holotransferrina
(Tf-Fe,). Quando a quantidade de ferro no plasma € baixa, o HFE liga-se a B2-
microglobulina permitindo a sua deslocacao para a superficie da célula onde se liga ao
TfR1, impossibilitando a expressdo da hepcidina, permitindo a absorcéo de ferro pelos
enterdcitos [6]. Esta ligagdo é competitivamente inibida pela Tf-Fe,. Quando a quantidade
de ferro no plasma e a saturacdo da transferrina aumentam, o Tf-Fe; liga-se ao TfR1,
libertando o HFE do complexo. A molécula livre de HFE interage com o TfR2 formando o
complexo HFE-TfR2, que induz a expresséo da hepcidina, possivelmente através da via
MAPK/ERK [3]. A outra via de sinalizagdo ativa a transcrigdo da hepcidina através da via
das BMPs (proteinas morfogénicas do 0sso0). A ligagdo da BMP6 aos recetores das
BMPs promove a fosforilagdo do complexo SMAD1-SMAD5-SMADS8, que recruta e
transporta a SMAD4 para o nucleo, onde promove a transcrigdo da hepcidina apos a
ligagdo dos elementos de resposta da BMP (BMP-RE) a zona proximal e distal do
promotor do gene da hepcidina (Hamp) [7]. A hemojuvelina (HJV), um co-recetor da BMP,
desenvolve um importante papel na ativacdo da hepcidina induzida pelo ferro, através da
formacgédo de complexos com os recetores de BMPs, potenciando a sua ativacdo [3]. A
serina protease transmembranar TMPRSS6, essencialmente produzida no figado, regula
a concentracdo de HJV na membrana celular, interferindo indiretamente na sintese de

hepcidina [6].
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Figura 3 — Vias de regulagdo da hepcidina. Em situagbes de excesso de ferro e inflamagao, a expressdo da hepcidina é
ativada; em condi¢des de hipdxia, deficiéncia em ferro ou elevada atividade eritréide, a expresséo da hepcidina é reduzida,

através de vias de sinalizagéo especificas [6].

A baixa quantidade de ferro em situacées de anemia e hipoxia inibe a sintese de
hepcidina, permitindo o fornecimento de ferro para colmatar as necessidades durante a
eritropoiese. Sendo o0s percursores eritropoiético da medula 6ssea 0s principais
consumidores de ferro da holotransferrina, a eritropoiese é totalmente dependente desta
fonte de ferro. Desta forma, a proteina eritropoetina (EPO) é sintetizada pelo rim em
condi¢Bes de hipdxia, atuando como agente anti-apoptotico dos eritroblastos através do
seu recetor EPOR. Para além disso, a EPO inibe a expressdao da hepcidina nos
hepatdcitos através da regulagcdo do fator de transcrigdo proteico alpha potenciador de
ligagdo CCAAT (C/EBPa) [6].

Devido a sua fungdo antimicrobiana, a hepcidina é também regulada em condic¢des de
inflamacéo e infecdo, onde a sua sintese e a sua concentra¢cdo no soro esta aumentada.
Esta regulacao relaciona-se com a fungéo da hepcidina na defesa do hospedeiro onde a
restricdo de ferro no organismo pode limitar o crescimento microbiano. Vérias citoquinas
medeiam a transcricdo da hepcidina durante a inflamacéo, principalmente a interleucina-6
(IL-6), que ativa a via do JAK-STAT3, através da ligacdo canodnica ao promotor da

hepcidina, levando a estimulagéo transcricional da mesma [14].
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2. Patologias associadas a sobrecarga de ferro

Tabela 1 - Disturbios associadas a sobrecarga de ferro no organismo (adaptado de [15, 16]).

Sindromes hereditarias

Hemocromatose por mutacdes no Hfe (tipo 1)
C282Y/C282Y ou C282Y/H63D

Hemocromatose juvenil (tipo 2)
Tipo 2A — mutacdes na HIV
Tipo 2B — mutagdes na hepcidina

Hemocromatose por mutacdes no TfR2 (tipo 3)

Doencas associadas a FPN (tipo 4)

Aceruloplasminemia

Anemias relacionadas com a absorcao do ferro
Sindromes talassémicas
Anemia sideroblastica
Anemia hemolitica crénica

A(hipo)transferrinemia

Ataxia de Friedreich’s

Sobrecarga de ferro secundaria

Dieta

Transfusao de eritrécitos

Anemia ou inflamagéo

Doencas crénicas do figado
Hepatite C
Esteatose hepética ndo alcodlica
Figado alcodlico
Porfiria cutanea tardia

Sobrecarga dietética de ferro (Africana)

Sobrecarga de ferro neonatal

A homeostasia do ferro € mantida através do equilibrio entre a necessidade de ferro
no organismo e a absorcdo intestinal [16]. A acumulagdo excessiva de ferro no

paréngquima dos tecidos é extremamente toxica, devido a capacidade de gerar espécies

reativas de oxigénio (ROS) [17].

As patologias associadas ao excesso de ferro no organismo pertencem a um grupo

heterogéneo de doencas de origem hereditaria ou de caracter secundario [15] (Tabela 1).

2.1. Hemocromatose Hereditaria

As diferentes formas de Hemocromatose Hereditaria (HH) sdo caracterizadas por
uma absorcao excessiva e uma acumulacéo téxica de ferro nas células do parénquima
de érgaos vitais, relativamente a quantidade celular necessaria. Este excesso de ferro

produz elevadas quantidades de ROS que lesionam as estruturas intracelulares

fundamentais, podendo levar a faléncia dos 6rgaos afetados [17].
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dos enterdcitos, para a corrente sanguinea e a recirculagdo do ferro a partir dos macréfagos para o plasma. b

Quando a quantidade de ferro estd aumentada, os niveis de hepcidina aumentam promovendo a degradagédo da

ferroportina, diminuindo a quantidade de ferro absorvida pelos enterécitos e a sua libertagéo pelos macréfagos [9].

s

A hepcidina, através da sua interacdo com a ferroportina, € reconhecida como o
principal regulador da homeostasia do ferro e a sua desregulacéo € a origem de muitas
patologias associadas a homeostasia do ferro [16]. As doencas de caracter primario sao
causadas por mutacdes em genes reguladores do metabolismo do ferro: mutacées no
Hamp, que impedem a producéo da proteina funcional; mutagfes nos genes do Hfe, TfR2
e HJV, que inativam as respetivas vias de sinalizacdo que regulam a expressédo da
hepcidina de acordo com as necessidades atuais de ferro; e mutacdes no gene da FPN,
gue tornam o transportador insensivel a regulagéo feita pela hepcidina [18] (Figura 4).

Cerca de 80% dos doentes com fendtipo tipico de Hemocromatose Hereditaria
apresentam mutacdes no gene Hfe, caracteristico da HH tipo 1. As mutagBes mais
comuns e com relevancia clinica sdo a mutacdo C282Y e H63D [16]. A mutagdo H63D é
caracterizada pela substituicdo do aminoacido histidina pelo é&cido aspartico. Esta
mutagdo é mais comum do que a mutacdo C282Y, mas apenas € responsavel pelo
desenvolvimento de HH quando combinada com a mutacdo C282Y, em condi¢do de
heterozigotia [19]. A mutacdo C282Y é uma mutagcdo missense no brago curto do
cromossoma 6 caracterizada pela substituicdo do aminoacido cisteina por uma tirosina na
posicdo 282 da proteina HFE. Cerca de 85-90% dos doentes com HH sdo homozigéticos
para esta mutacdo [16], mas apesar de ser responsavel pela maioria dos casos com
fendtipo tipico de HH, apenas uma percentagem reduzida dos individuos apresentam
sinais classicos e sintomas de HH. Todos os individuos homozigoticos sédo considerados
geneticamente predispostos a uma cadeia de eventos que pode culminar em danos

severos em 0rgaos suscetiveis, apesar de ser imprevisivel o grau de expressao
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fenotipica nos individuos, devido a baixa penetrancia que caracteriza a mutacdo. A baixa
penetrancia desta mutacao sugere que a homozigotia € um fator necessério, porem nao
suficiente para a manifestacdo da doenca. A razdo pela qual alguns doentes
homozigoticos para a mutacdo C282Y desenvolvem formas clinicamente severas da
doenca enquanto outros permanecem aparentemente saudaveis continua por esclarecer
[19].

A sobrecarga de ferro hepatico ocorre por volta da quarta ou quinta década de vida,
com maior incidéncia no sexo masculino, seguindo-se uma progressiva sobrecarga de
ferro no coragéo, pancreas ou articulacbes. Se nao for tratada, os niveis anormais de
ferro no figado podem resultar em fibrose hepatica e cirrose, aumentando o risco de
carcinoma hepatocelular [19]. Em termos moleculares, esta mutacdo interrompe uma
ligag&o dissulfito, necesséria para a ligacdo do HFE a 2-microglobulina [17], impedindo a
sua ligacdo ao TfR1, levando a diminui¢céo da expressédo da hepcidina (Figura 5).

A hemocromatose tipo 2, associada a mutagfes na HJV, é uma doenca autossémica
recessiva rara. Ao contrario da HH classica, estes doentes apresentam caracteristicas
clinicas nas primeiras décadas de vida, afetando os dois géneros de forma igual, com
uma evolugcdo mais rapida e severa. As manifestacdes clinicas incluem deposicao densa
de ferro nos hepatdcitos, faléncia cardiaca e arritmias, diabetes, hipogonadismo e por
vezes problemas nas articulagbes. Sem tratamento por flebotomia, maior parte dos
doentes néo sobrevive devido a cardiomiopatias [20].

a Normal b HFE-Related Hemochromatosis
Lumen je Lumen 9,
R . - i 9] <
}Rﬂﬂﬁ Uy \ﬂﬂi’y U
Ferrmn—uonf—’ ogoo / / Ferritin—iron——o[“ 5\
villus 5\, | Villus °
enterocyte ‘ enterocyte
Hepcidin \ = ¢°) Hepcidin f

"_,‘;
; Ola - ° %% 0® o 0
: %QQ Q ~ \ @ °0 o Uncontrolled o ®9 Feroportin
@ @ \){QOQ ~/Ferroportin © 'y " © release of iron o
@ S aaX *P I o  iron ? \% @% from macrophage 'q‘\
NFerritin-iror o A ( Ferritin-iron -.°°° and duodenal '
L ' Ferroportin . enterocytes @ s

°

\/r\/\_\,

Macrophage d
pes

" a Macrophage )
\:‘;‘/‘dwﬂx\ N\ 'V:‘% i’b

\&

Figura 5 — Modelo patogénico da Hemocromatose Hereditaria. a. As proteinas HFE (modelo representado na Figura), TfR2
e HJV sdo moduladores complementares da sintese da hepcidina, que regula negativamente a taxa de libertagéo de ferro
para a corrente sanguinea pelos enterdcitos e pelos macrofagos. b. A perda de uma das proteinas resulta no aumento do
fluxo de ferro para a corrente sanguinea, apesar de alguma atividade residual da hepcidina ser sustentada pelos outros
reguladores [21].
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A hemocromatose tipo 3, associada a muta¢des na TfR2, € uma doenga autossomica
recessiva rara, manifestando-se na terceira e quarta década de vida. E caracterizada por
um fenotipico clinico muito semelhante & hemocromatose tipo 1, apesar de os doentes
apresentarem grande variacao na severidade dos sintomas [20].

A hemocromatose tipo 4, associada a alteragcées na FPN, é uma doenca autossémica
dominante que se manifesta entre a quarta e a quinta década de vida, e leva ao
desenvolvimento de complicacbes hepéticas, cardiacas e pancreéticas, assemelhando-se

as outras formas de HH [20].

2.2. Outras patologias hereditéarias

Muitas patologias ndo estéo associadas diretamente com a acumulacdo sistémica de
ferro, mas com a sua ma distribuicdo ao longo do organismo. Normalmente estdo
associadas a uma acumulacdo de ferro em estruturas intracelulares especificas. Esta
acumulacdo pode ocorrer nas mitocondrias, no caso da ataxia de Friedreich’s, onde se
observa uma progressiva degeneracao do sistema nervoso, ou em certos tipos de células
ou 6rgdos, como nos macrofagos na anemia cronica, que destroem o0s eritr6citos como
reagdo auto-imune [15].

A Aceruloplasminemia € uma doenca associada a niveis baixos de ceruloplasmina
devido a mutacdes no seu gene. A ceruloplasmina tem atividade ferroxidase, estando
envolvida na libertagcdo de ferro pelas células. Quando o gene estd mutado, o ferro
acumula-se nas células neuronais e gliais do cérebro, nos hepatécitos e nas células das
ilhas pancreéticas [8].

A A(hipo)transferrinemia é uma condicdo na qual h4 uma diminuicdo acentuada ou
nenhuma producao de transferrina, 0 que provoca uma anemia por deficiéncia em ferro
acompanhada por uma sobrecarga de ferro no parénquima [8].

A deposicdo de ferro nas células do parénquima ocorre em doengas cronicas da
eritropoiese, particularmente nas que apresentam defeitos na sintese de hemoglobina ou
uma eritropoiese ineficiente, tal como acontece na anemia sideroblastica e talassemia.
Nestas doencas, a absorcéo de ferro estd aumentada devido a diminuicdo da expressao
da hepcidina. Para além disso, estes pacientes necessitam de transfusdes de sangue, o

gue intensifica a acumulacéo de ferro [22].

2.3. Distarbios secundarios
A sobrecarga de ferro no organismo e a sua acumulacdo em excesso no figado pode
aumentar a lesdo hepatica na presenca de outros fatores, tal como o alcool, quando

consumido regularmente em doses elevadas, e uma dieta rica em ferro hémico.
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Nos doentes que fazem transfusBes sanguineas, por cada ml de sangue recebido,
cerca de 1mg de ferro entra no organismo, de forma eficaz, evitando os mecanismos de
regulagcéo que controlam a absor¢éo do ferro pelos enterdcitos [14].

As infecBes e as doengas inflamatorias sdo uma causa comum de ma distribuigéo de
ferro, mediada pelo aumento das concentragfes plasméticas de hepcidina que restringem
a liberacao de ferro a partir de macréfagos e hepatécitos. Este mecanismo de protecao
do hospedeiro diminui a absorcédo de ferro proveniente da dieta, limitando a sintese de
hemoglobina, contribuindo para uma situacdo de anemia [14].

Algumas doencas cronicas interferem na acumulacdo de ferro no figado, aumentando
as suas lesdes. A patofisiologia da sobrecarga de ferro na hepatite C cronica (HCV) é
uma combinacao da libertacdo de ferro pelos hepatdcitos necroticos, um efeito direto da
HCV na homeostasia do ferro, com a presenc¢a de mutacdes no Hfe ou desregulagdo da
hepcidina. A esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD) caracteriza-se pela acumulagéo
de gordura associada a uma inflamagdo do figado, ndo estando relacionada com o
consumo de alcool, podendo apresentar um caracter benigno ou evoluir para cirrose ou
mesmo carcinoma hepatocelular. O ferro hepatico pode provocar stresse oxidativo,
contribuindo para a evolucdo da doenca. Na doenca hepética alcodlica o ferro e o alcool
atuam sinergicamente, contribuindo para o aumento do dano hepético. O alcool e os seus
metabdlitos produzem ROS e produtos de peroxidacao lipidica, que causam danos
celulares nos hepatdcitos. A porfiria cutanea tardia (PCT) resulta de uma anomalia na
producdo do grupo heme da hemoglobina, apresentando elevadas quantidades de ferro
no figado, caracterizada por erup¢des vesiculo-bolhosas nas maos e na cara [16].

A sobrecarga de ferro Africana é predominante em varios paises da Africa subsariana
e tem sido atribuida ao consumo elevado de cerveja fermentada rica em ferro, fabricada
tradicionalmente em casa [16].

A hemocromatose neonatal € uma doenca fulminante caracterizada pele elevada
sobrecarga de ferro no figado, bem como no miocardio e nas células acinares
pancreaticas e insuficiéncia hepatica no periodo perinatal. O transplante de figado é o

tratamento primario, apesar da sua elevada taxa de insucesso [8].

3. Sobrecarga de ferro no figado

Os lébulos hepaticos séo principalmente constituidos por hepatécitos dispostos em
camadas finas que irradiam a partir da veia central para a periferia do I6bulo. A bilis,
produzida pelos hepatécitos, é drenada pelos canaliculos biliares que formam o ducto
biliar, que a conduz até a vesicula biliar. Entre as linhas radiais dos hepatdcitos formam-

Se pequenos vasos sanguineos, os sinusdides, que sao revestidos por células endoteliais
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sinusoidais. Os sinusoOides recebem sangue rico em oxigénio da artéria hepética e
nutrientes da veia porta. Dentro dos sinusdides encontram-se macrofagos envolvidos na
reciclagem de eritrocitos, denominados células de Kupffer (Figura 6).

Na zona perisinusoidal, entre os sinusoides e os hepatdcitos, denominado espacgo de
Disse, estdo presentes as células estelares hepaticas (células de Ito). Estas células
primérias, quando ativadas, sdo responsaveis pela producdo de colagénio tipo I, estando
por isso envolvidas na produgdo de fibrose hepatica [23]. A fibrose hepatica € um
processo dindmico e progressivo caracterizado pela deposicdo de matriz extracelular
(ECM). O fator de crescimento de transformacao beta (TGF-$1) é a citoquina pro-fibrética
mais proeminente que contribui para o desenvolvimento da fibrose hepatica [24]. O
aumento da sua sinalizagdo num figado fibrotico estimula a diferenciagédo das células
estreladas hepaticas para miofibroblastos, positivos para a-SMA (actina do musculo liso
alpha), que séo os principais produtores das proteinas da matriz extracelular. Esta
isoforma da actina que contribui para a tensdo mecanica gerada pelas células, esta
normalmente presente nas células do musculo liso dos vasos. Porém, também pode ser
expressa em algumas células ndo musculares, a maior parte miofibroblastos presentes
em cicatrizes e lesdes fibrocontrativas, onde contribuem para a formagéo de fibrose [25].
O colagénio tipo |, principal componente dos tecidos fibroticos, € codificado pelo gene do
Collal [24].
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Figura 6 — llustracio esquematica dos l6bulos hepéticos e dos seus componentes celulares (adaptado de [26]).
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Por ser o principal 6rgdo de armazenamento de ferro, acumulando cerca de 70% do
ferro total acumulado no organismo [27], o figado é o primeiro 6rgdo afetado em doencas
associadas a sobrecarga de ferro. O ferro catalisa a formacao de radicais de oxigénio que
promovem o dano celular e a ativacdo das células estelares hepaticas, levando ao
aparecimento de fibrose e cirrose [28]. Os pacientes assintomaticos podem apresentar
apenas um aumento do tamanho do figado no exame fisico ou niveis elevados das
transaminases séricas. Cerca de 38-97% dos pacientes desenvolvem ferro hepético
significativo, mas apenas 2-25% evoluem para fibrose hepética enquanto 4-6%
desenvolvem cirrose [19]. A progressao para cirrose depende da duracdo da sobrecarga
de ferro, a gravidade, e a presenca de outros fatores de risco, como a hepatite viral
cronica ou abuso de alcool. Uma vez estabelecida, a cirrose ¢é irreversivel por flebotomia
[13].

A acumulacdo de ferro ocorre em primeiro lugar nas células Kupffer e nos
hepatdcitos, mas a distribuicdo celular da acumulagdo de ferro € descrita de acordo com
as areas lobulares de forma a diferenciar os diferentes tipos de siderose hepética [28]. A
sobrecarga de ferro ao longo do parénquima esta associada a uma hiperabsor¢céo
intestinal do ferro. O ferro entra no figado pela veia portal e deposita-se nos hepatdcitos
como finos granulos no paélo biliar das células e distribui-se pelo I6bulo de acordo com um
gradiente decrescente desde as é&reas periportais até as areas centrolobulares. A
deposicdo de ferro na zona mesenquimal pode ser observada numa fase mais tardia,
quando a quantidade de ferro nos hepatdcitos € mais elevada e responsavel por
sideronecrose [28].

Os doentes com Hemocromatose Hereditaria apresentam maior predisposicao para o
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, principalmente em pacientes com cirrose
estabelecida. O risco aumenta na presenca de outros co-fatores, tais como o abuso de
alcool, hepatite viral, sexo masculino e idade acima de 55 anos. O sexo feminino tem
menor propensdo devido as perdas de sangue durante o parto e durante os periodos
menstruais, adiando o desenvolvimento de cirrose e o0 aparecimento de carcinoma
hepatocelular [16].

A flebotomia é o principal tratamento utilizado para aumentar a sobrevivéncia e
diminuir as condigbes associadas a hemocromatose primaria, associado a um
diagnostico precoce. Através deste método é removido cerca de 450 a 500 ml de sangue
por semana enquanto os valores de ferritina sérica forem superiores a 50 mg/L. Quando
esse valor é atingido, o tratamento de manutencao € realizado apenas de 3 em 3 meses
[29].
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4. Stresse Oxidativo

4.1. Espécies Reativas de Oxigénio

Apesar do oxigénio (O,) que respiramos ser fundamental para a producéo eficiente de
energia na mitocondria, a suas propriedades toxicas e mutagénicas exigem que as
células do nosso organismo estejam providas de defesas antioxidantes [30].

A maior parte dos efeitos nefastos do oxigénio é devido as ROS, podendo ser radicais
livres ou ndo radicais. Os radicais livres sado capazes de existir de forma independente e
conttm um ou mais eletrbes desemparelhados, conferindo-lhes reatividade e
instabilidade quimica. Devido a sua instabilidade, tendem a interagir com outras
moléculas na sua proximidade, através da captacdo (oxidantes) ou da cedéncia
(redutores) de eletr6es ou atomos de hidrogénio. Deste modo, quando presentes em
elevadas concentracdes, podem induzir alteracdes severas na estrutura de moléculas
fundamentais para a manutencdo da homeostasia celular, resultando numa possivel
perda de funcionalidade ou viabilidade da célula. As espécies reativas ndo radicais,
apesar de ndo conterem qualquer eletrdo desemparelhado, sdo altamente reativas e
potencialmente téxicas para o organismo, por serem potenciais geradoras de radicais
livres [31].

De acordo com a configuracao eletronica da sua molécula, o oxigénio é considerado
uma molécula potencialmente oxidativa pela sua tendéncia para captar eletrdes. Através
da reducdo do oxigénio molecular com um, dois ou trés eletrdes, origina-se,
respetivamente, o O, (radical superoxido), o H,O, (peréxido de hidrogénio) ou o HO’
(radical hidroxilo) (Figura 7) [31].

Para além das ROS, existem outras espécies reativas associadas a outros atomos,
como o carbono, o nitrogénio e o enxofre. Contudo, as ROS apresentam maior relevancia
biolégica, ndo s6 devido a sua elevada toxicidade e as repercussdes organicas que
acarretam, mas também pelo facto de serem as mais prevalentes nos organismos vivos

que utilizam o oxigénio como comburente (Tabela 2) [31].

( X J i
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. SO ,', o ':I \
® O ® 2HY  Fdooene o "
— radical

hidroxilo

Oxigénio molecular

Figura 7 - Reducdo da molécula de oxigénio a agua, com o conjunto de reagdes intermédias ndo enzimaticas que

justificam a formac&o de espécies reativas de oxigénio na cadeia de transporte de eletrGes (adaptado de [31]).
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Tabela 2 — Espécies reativas de oxigénio, radicais e ndo-radicais, potencialmente sintetizados nos organismos que utilizam
0 oxigénio como comburente [31].

Espécies Reactivas de Oxigénio
Radicais: Nao-Radicais:
O, Superodxido H,0, Peroxido de hidrogénio
OH- Hidroxilo HOCI- Hipoclorato
RO, Peroxilo 0, Ozono
RO: Alcoxilo 10, Singleto de oxigénio
HO,: Hidroperoxilo ONOO- Peroxinitrito

4.2. Reacbes de Fenton e de Haber-Weiss

Apesar de ser essencial para o crescimento e sobrevivéncia dos organismos, o ferro
assume, ao mesmo tempo, um papel nefasto devido a sua capacidade de induzir stresse
oxidativo nas células, catalisando a formagéo de espécies reativas de oxigénio. Assim,
apesar da sua abundéancia, a aquisicao e transporte de ferro constitui um desafio para as
células e organismos, devido a sua baixa solubilidade e elevada toxicidade [7].

O ciclo redox do Fe?" e Fe®*", na presenca de H,0O, e O,", fisiologicamente produzidos
durante a respiracdo aerdbia e reagdes enzimaticas, produzem HO' [7]. Em solugao, o
Fe®" é o estado oxidado do ferro mais estavel. Por outro lado, a oxidagéo do ferro na sua
forma livre Fe? reage com o H,O,, resultando na produgdo de uma molécula de OH’,
através da reacdo de Fenton. O Fe** pode ser novamente reduzido a Fe?*, sob a ac&o do

0, [30]:

Fe>*+ H,0, — Fe3*+ OH + OH"

0, + Fest — 0, +Fe>*

Estas duas reaccgfes, na presenca de quantidades cataliticas de ferro, originam O,,

HO'’ e anides hidroxilo (HO"), através da reac¢do de Haber-Weiss [30]:

Fe3+

H,0,+0,- —— 0,+OH'+ OH"

O HO' é a ROS que mais alteracfes estruturais induz nos sistemas biol6gicos, ao
retirar um atomo de hidrogénio aos acidos gordos polinsaturados das membranas
celulares, iniciando o processo de peroxidacao lipidica, com as consequentes alteraces

estruturais e funcionais membranares [30]. Um dos maiores mecanismos de toxicidade
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do O, nas células é a sua capacidade para libertar quantidades de ferro da ferritina,
necessérias a reacao de Fenton [32].

Considerando que o ferro € um dos principais contribuintes para o stresse oxidativo
nas células e é necesséario a formagdo de ROS, ha uma relagdo significativa entre a
homeostasia do ferro e os mecanismos de resisténcia ao stresse oxidativo [33].

4.3. Consequéncias do Stresse Oxidativo

Nos seres vivos saudaveis, a producdo de ROS é compensada pelos sistemas
biolégicos que as eliminam ou reparam os danos causados nas estruturas fundamentais
das células afetadas. Se esse equilibrio for perturbado ou se os sistemas de reparacao
ou substituicdo falharem, as células ficam em estado de stresse oxidativo, caracterizado
por um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas e a sua desintoxicagédo
através dos elementos antioxidantes, podendo comprometer a viabilidade das células
[34].

As consequéncias do stresse oxidativo e os alvos principais dependem do tipo de
célula, do tipo de stresse imposto e da sua severidade. Muitas células respondem a uma
situacdo de stresse oxidativo leve aumentando a taxa de proliferacdo ou adaptando-se ao
proprio ambiente aumentando a sintese de defesas antioxidantes, de forma a
restabelecer o equilibrio. Em situacdes de stresse oxidativo elevado, a homeostasia das
células fica comprometida devido ao dano causado em estruturas moleculares
fundamentais como nos lipidos, no ADN, nas proteinas e nos carbohidratos, podendo as
células entrar em estado senescente, que permite a sua sobrevivéncia apesar de
perderem a capacidade de se dividir [30].

Apls a lesdo, as células podem recuperar através de processos de reparacao das
moléculas danificadas, ou sobreviver mesmo com stresse oxidativo persistente. Por outro
lado, as lesdes devido ao stresse oxidativo, principalmente no ADN, podem levar & morte
celular por apoptose, necrose ou outros mecanismos de morte celular [30],

comprometendo a viabilidade do 6rgéo lesado.

4.4, Sistema de defesa antioxidante

Os sistemas de defesa antioxidantes englobam substancias bioldgicas ou obtidos a
partir da dieta, que retardam, impedem ou eliminam os danos oxidativos de uma molécula
alvo. In vivo, a presenca de stresse oxidativo € evidenciado através do aumento dos
sistemas de defesa antioxidantes, sugerindo que a célula esta a responder e a tentar
contrariar os efeitos causados pelo stresse oxidativo [30].

A interaccdo entre os varios sistemas antioxidantes descritos anteriormente estao

sistematizado na Figura 8.

27



0, L-glutamato

e y-GCS

Q. y-glutamil-citeina

iy

Fea+ (Haber-Weiss)

Q
w2

GST
O, H.O., GSH +RX ————> RSG+HX

Fez+ (Fenton) catalase 3Px NADPH
i GR
OH* + OH- H.O+0, H.O + GSSH

Figura 8 — Sequéncia de eventos de eliminagdo do O2™. Inicialmente, os doadores de eletrdes convertem o O, em 02",
Através da reacdo de Haber-Weiss, o Fe* converte-o em O,. A SOD elimina-o através da formacdo de H,O,, que é
eliminado através da reacéo de Fenton, da catalase e da GPx. A GSH ¢é sintetizada através da y-GCS e da GS, e participa
na reacao catalisada pela GPx, através da sua oxidagdo a GSSG. A GR catalisa a redugdo da GSSG a GSH, através da
oxidagdo do NADPH. A conjugagdo de muitos xenobidticos com a GSH é catalisada pela da GST. (adaptado de [35] e
[36]).

As enzimas antioxidantes que efetivamente eliminam cataliticamente as ROS sdo a
dismutase do superéxido (SOD), a catalase e a peroxidase da glutationa (GPXx).

A SOD elimina o O,™, convertendo-o em O, e em H,0,[35]:

SOD
20,- ———> 0,+H,0,

Para além das reacdes de Fenton e de Haber-Weiss, também as enzimas catalase e
GPx atuam coordenadamente para eliminar H,O, produzido pelo SOD e por outras
fontes. A catalase catalisa diretamente a decomposicéo do H,O, em O, [35]:

catalase

2H,0, — 2H,0+0,

A GPx remove o H,0, utilizando-o na oxidag&o de outro substrato, preferencialmente
oxidado pelas ROS, de forma a preservar as biomoléculas mais importantes, através

oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG) [35]:
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GPx

H,O0,+2GSH —— 2H,0 + GSSH

A glutationa (y-L-glutamina-L-cisteina glicina; GSH) modula os niveis fisiol6gicos de
ROS e estad envolvida na resposta ao stresse oxidativo da célula. E sintetizada no
citoplasma de todas as células animais, catalisada pela y-glutamil-cisteina-sintetase (y-
GCS) e pela glutationa-sintetase (GS), sendo o figado o 6rgdo mais ativo (Figura 8) [35].

A redutase da glutationa (GR) catalisa a reducdo da GSSG a GSH, através da
oxidacdo da nicotinamida adenina dinucledétido fosfato (NADPH). Esta enzima contribui
para o ciclo redox normal da glutationa total (GSX), mantendo os niveis de GSH celular
adequados [30]:

GR
GSSH ———— 2GSH

NADPH+  NADP+

GSX = GSH + 2GSSH

Muitos xenobioticos sdo metabolizados em conjunto com a GSH, catalisada pela S-
transferase da glutationa (GST), que promove a sua conjugacdo. Desta forma, a
presenca de elevadas quantidades de xenobibticos pode levar a diminuicdo da
concentracdo de GSH hepatica, prejudicando a capacidade de defesa antioxidante do
figado [30].

GST
GSH + RX — RSG+ HX

5. Aviade sinalizagao do Nrf2

Devido aos danos celulares e ao consequente desenvolvimento de patologias
provocados pelos ROS e pelos eletréfilos, as células desenvolveram mecanismos
dinAmicos e adaptativos para contrariar 0 stresse celular, através da producdo de
enzimas e proteinas antioxidantes [37], que previnem a morte celular. Normalmente, as
enzimas de desintoxicacdo ndo estdo expressas na sua capacidade méxima mas séo
altamente induziveis por ativagdo transcricional, conferindo uma protecdo catalitica,

versétil e de longa duragdo contra o dano oxidativo [38].
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A inducédo desta resposta protetora necessita da ativagdo da via Keapl-Nrf2-ARE. O
fator de transcricdo Nrf2 (fator nuclear eritréide 2 - fator relacionado 2) controla a
transcricdo de enzimas antioxidantes e enzimas responsaveis pela producdo de
antioxidantes. Quando a célula esta exposta a uma produgéo descontrolada de agentes
oxidantes e eletrofilos, o Nrf2 entra no ndcleo e forma um heterdmero com membros da
familia das small MAFs que reconhece e se liga aos elementos de resposta antioxidante
(AREs) que sao sequéncias de ADN localizadas na regido promotora dos genes
antioxidantes alvo. Esta ligagdo permite recrutar elementos transcricionais para a
expressdo e ativagdo dos genes regulados. Em condi¢des basais, a atividade do Nrf2 é
negativamente regulada pelo Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1), uma proteina
repressora citosélica que se liga ao Nrf2, que reprime a sua atividade transcricional e
promove a sua degradacdo proteossomal por ubiquitinacdo. O Keapl é constituido por
residuos de cisteina que funcionam como sensores primarios de sinais de stresse. A
modificagdo oxidativa resulta na sua conformacdo do Keapl, permitindo a libertagdo do
Nrf2, que se desloca para o nacleo, procedendo a transcricdo de genes antioxidantes [39]
(Figura 9).

Oxidants
Electrophiles
Lipoic acid
Sulforaphane

f Cytosol

Nucleus

Figura 9 — A inducédo da resposta antioxidante depende da transcricdo de genes que codificam proteinas com fungdes
antioxidantes e citoprotectoras. Esta resposta transcricional é regulada pelo Nrf2 através da sua ligacdo aos AREs, que

recruta os elementos transcricionais. Na auséncia de stresse oxidativo, o Keapl promove a degradacéo do Nrf2 [39].
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O grande espectro de genes e vias reguladas pelo Nrf2 em resposta a xenobioticos
comprova que este fator de transcricdo estd envolvido na regulacdo de vérias vias
metabdlicas, importantes para a sobrevivéncia da célula. Em resposta ao stresse
oxidativo, o Nrf2 coordena a regulacdo da expressdo de antioxidantes, como a SOD e a
OH-1, de genes associados a via da glutationa, como a GPx, a GR, e de enzimas de
regeneracdo do NADPH. O Nrf2 coordena ainda a expressédo de enzimas destoxificantes
de xenobibticos, como a GST e a Ngol (NADPH Quinona Oxireductase 1) [38]. Estas
enzimas antioxidantes e de desintoxicacdo de xenobidticos atuam de forma coordenada
com o objetivo de atenuar os danos causados por ROS e eletrofilos.

Véarios estudos anteriores demonstraram que o Nrf2 protege o figado de vérias
toxinas hepdticas através da inducdo de genes antioxidante, atenuando o stresse
oxidativo celular. Liu J. et. al. [40], através do estudo de 14 hepatotdxicos em murganhos
C57BL/6, demonstraram que a ativagdo gradual do Nrf2 oferecia uma protecao,
totalmente dependente do Nrf2, contra a hepatotoxicidade conferida por tetracloreto de
carbono, paracetamol, microcistina, faloidina, furosemida, cadmio e acido litocélico. A sua
ativacdo também ofereceu uma protecdo moderada contra o dano hepatico provocado
por etanol, arsénio, bromobenzeno e élcool alilico. Por outro lado, Reisman A. et. al. [41],
através da utilizacdo de CDDO-Im, um indutor de genes citoprotetores através da via do
Keapl-Nrf2-ARE, e da administracdo de acetominofeno em murganhos C57BL/6 Nrf2",
comprovaram que o CDDO-Im induz a expressdo de genes citoprotetores dependentes
do Nrf2, protegendo o figado do dano hepatico induzido pelo acetominofeno.

Num estudo anterior, realizado por Silva-Gomes S. et. al.[42], foi observado que os
murganhos Nrf2” desenvolvem lesdes hepéticas marcadas quando alimentados com
uma dieta enriquecida com ferro. Assim, o Nrf2 protege o figado de murganhos contra a
toxicidade proveniente de uma dieta enriquecida com ferro, prevenindo a morte celular
dos hepatécitos. O Nrf2 foi assim identificado como um potencial modificador da doenca

hepatica em patologias associadas ao excesso de ferro.
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ll. Objetivos

A maior parte dos individuos com HH sdo homozigoticos para a mutacdo C282Y no
gene Hfe. A razdo pela qual alguns desses doentes desenvolvem formas clinicamente
severas da doenca enquanto outros permanecem aparentemente saudaveis continua por
esclarecer. A hipétese na qual este estudo se apoia sugere que a resisténcia celular ao
stresse oxidativo, provocado pela acumulacdo excessiva de ferro, impede a progressao
da doenca na HH, associada a mutacao do gene Hfe e noutras patologias associadas a
sobrecarga de ferro.

Este estudo pretendeu relacionar o eventual desenvolvimento de lesGes hepéticas em
murganhos Hfe” (modelo animal de HH onde a deposicdo de ferro ocorre espontanea e
gradualmente) e a supressao genética do fator de transcricdo Nrf2. Desta forma,
pretendeu-se avaliar o papel da via de sinalizacdo coordenada pelo Nrf2 na homeostasia
do ferro e na protecéo contra a toxicidade hepatica do ferro.
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[1l. Material e Métodos

1. Material

A menos que indicado de outra forma, todos os produtos quimicos e reagentes foram
adquiridos de Sigma-Aldrich, Alemanha.

2. Manutencao dos animais

Para a elaboracdo do trabalho experimental foram usados murganhos do sexo
feminino com background genético C57BL/6 (B6) provenientes da empresa Charles River
(Espanha) e subsequentemente criados no biotério do Instituto de Biologia Molecular e
Celular (IBMC). Além do grupo controlo (B6), foram utilizados murganhos knock-out para
0 gene Hfe (Hfe™), murganhos knock-out para o gene Nrf2 (Nrf2”) obtidos de Riken
(Japdo), e murganhos duplo knock-out para os genes Hfe e Nrf2 (Hfe/Nrf2"), gerados
especificamente para a elaboracdo deste trabalho experimental. Os animais foram
alojados no biotério do IBMC com condi¢cbes de temperatura (~22°C) e luz controladas
(12 horas luz/12horas escuro), e dgua e dieta ad libitum. Os animais foram alimentados
com dieta standard para roedores (Global RodentDiet, Harlan, Estados Unidos da
América - EUA) durante todo o tempo de experimentacdo e pesados no final de cada
experiencia. As experiéncias foram realizadas em conformidade com as recomendagdes
da Convencdo Europeia para a Protecdo de Animais Vertebrados usados para
Experimentagcdo ou outros Propositos Cientificos (ETS123) e com as Diretivas
86/609/EEC e Regras Portuguesas (DL 129/92). O protocolo utilizado para a
experimentagcdo animal foi aprovado pela autoridade nacional competente Direcédo Geral
de Veterinaria (DGV) e pelo comité ético do Instituto.

A experiéncia realizada consistiu em trés tempos experimentais. Os murganhos
foram mantidos no biotério, alimentados com dieta standards para roedores durante todo
0 tempo de experimentagcdo. Ao fim de 6, 12 e 18 meses de vida, os murganhos foram
sacrificados. No primeiro tempo experimental, os animais foram divididos em dois grupos,
em que um dos grupos foi alimentado com uma dieta enriquecida com ferro (0,5%),
durante as Ultimas 12 semanas de vida. Em cada tempo experimental foram sacrificados
4 a 8 animais por grupo, tal como indicado na tabela 3. No final de cada experiéncia, os
animais foram anestesiados com isofluorano (B. Braun Medical, Portugal) e uma amostra
de sangue foi colhida por via retro-orbital. Apos o sacrificio com dose terminal de

isofluorano e deslocamento cervical, foram colhidas amostras de figado.
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Tabela 3— Amostragem dos 3 tempos experimentais decorridos durante 6, 12 e 18 meses.

6 meses 6 meses 12 meses 18 meses
dieta rica em ferro
B6 8 6 6 6
Nrf2 4 5 6 6
Hfe 4 5 4 6
Hfe/Nrf2 6 8 4 5
Total 22 24 20 23
3. Métodos

3.1. Parametros hematolégicos

Para a contagem de células vermelhas, quantificacdo da hemoglobina e determinacao
do hematdcrito, 150 pL do sangue colhido foram diluidos em PBS heparinizado numa
diluicdo de 1:1. Devidamente identificadas, as amostras foram encaminhadas para o
Centro Hospitalar do Porto (Servico de Hematologia Clinica, Hospital de Santo Antonio),
onde foram obtidos os para@metros hematoldgicos por citometria (Coultercounter Beckman
LH-780).

3.2. Quantificagcdo dos marcadores no soro

Para a determinag&o do ferro no soro, o sangue colhido foi centrifugado a 13 000 rpm
durante 10 minutos e recolhido o soro limpo. Os soros obtidos foram transferidos para
novos tubos devidamente identificados, e encaminhados para o Centro Hospitalar do
Porto (Servi¢o de Bioquimica Clinica, Hospital de Santo Anténio).

O ferro ndo hémico no soro e a capacidade total de ligacdo do ferro (TIBC) foram
quantificados recorrendo aos métodos guanidina-ferrozina e ferrozina, respetivamente,
por espectrofotometria. A partir desses valores, foi possivel determinar a concentragdo e

a saturacao da transferrina através das formulas | e Il

TIBC (,4/a1)
1,41

[ Transferrina (Tf) (mg/dL) =

[Fe]x100
Tf x1,41

[ Saturacédo da transferrina (sTf) (%) =
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A gquantificagdo da atividade das transaminases ALT (alanina transaminase) e AST
(aspartato aminotransferase) no soro foi efetuada de acordo com o método descrito pela
“Federagdo Internacional de Quimica Clinica” (IFCC) no Centro Hospitalar do Porto
(Servico de Bioquimica Clinica, Hospital de Santo Ant6nio), por espectrofotometria.

Todos os marcadores quantificados por espectrofotometria recorreram a utilizacdo de
um autoanalisador (Cobas C8000 - RocheDiagnosis).

3.3. Quantificacdo de ferro ndo-hémico no figado

A quantidade de ferro ndo hémico dos tecidos foi medida através do método da
batofenantrolina [43]. As amostras de figado, com cerca de 120 mg, foram colocadas em
copos Teflon livres de ferro, (ACV — Advanced Composite Vessels, CEM Corporation,
Mathews, NC, USA) e posteriormente secas num micro-ondas préprio (MDS 2000, CEM
Corporation, Mathews, NC, USA), durante 2 horas. Posteriormente, as amostras secas
foram pesadas e digeridas em 1 mL de solucdo de mistura &cida (30% de acido
hidroclérico e 10% de &cido tricloroacético) durante 20 horas a 65°C. Apos digestéo,
transferiu-se 500 pL do sobrenadante para um novo tubo. Para a preparacao das
amostras, adicionou-se 1000 pL de reagente cromogénio (5 volumes de agua
desionizada, 5 volumes de acetato de sddio saturado e 1 volume de reagente cromogénio
— 1mg/mL sulfonato batofenantrolina e 10 pL/mL &cido tioglicélico) num novo tubo. Neste
volume diluiu-se 25 pL de sobrenadante de amostra. O branco foi preparado da mesma
forma, mas em vez da amostra adicionou-se igual volume de solugdo de mistura acida,
anteriormente sujeita as mesmas condicdes de digestdo das amostras. A solugéo
standard foi preparada adicionando 1000 pL de reagente cromogénio, 150 pL de solucao
padrao de Fe (5,4 uL/mL de &cido cloridrico a 36,5% e 10 puL/mL de solucdo stock de
padréo de Fe - 1,115 mg/mL FeC, 54,8 uL/mL &cido cloridrico a 36,5%) e 150 uL de H,O
destilada. A quantidade de agua destilada final adicionada as varias solugbes permitiu
perfazer o volume final de 1300 pL.

Da reacao entre o reagente cromogénio e o Fe obteve-se um produto com cor que foi
medido por espectrofotometria a 535 nm. As quantidades de Fe no tecido seco e no
tecido fresco foram calculadas através da equacdo Ill e da equacéo IV, respetivamente.
Tendo em conta a concentracdo de Fe no tecido fresco, calculou-se a quantidade de Fe

ndo-hémico total no figado, através da equacao V.

A —As  Fe
As—hs B f

[ [Fe] no tecido seco (ug/g tecido seco) =
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Fe

ts
[IV]  [Fe] no tecido fresco (ug/g tecido fresco) = P
f

P

S

P
V] Fe total (lg) = E

Aa (absorvancia da amostra), Ag (absorvancia do branco), As (absorvancia do standard); Fes (concentracédo do ferro do
standard = 11.169 pg/Fe ml); Ps (peso seco da amostra de tecido usada (g); V: (volume final da mistura (1300 pl); Vam
(volume de amostra digerida usado), Vs (volume de standard (150 pl de solucéo padréo de Fe); Fe (ferro tecido seco
(ng/g), Ps (peso tecido fresco (g), Ps (peso tecido seco (g); P: (Peso do 6rgédo e tubo (g), Fey (Ferro tecido fresco (ug/g

tecido fresco).

3.4. Andlise histoldgica do figado

ApoGs a extragdo do figado, foram cortados pequenos fragmentos de tecido, com
cerca de 0,5 cm de espessura, e fixados em Formol 4% durante 24 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, os fragmentos foram processados num processador
histolégico automatico que permitiu a sua desidratagéo através de uma série crescente
de alcoois (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), diafanizacdo em clearRite e impregnacao em
parafina, durante 1 hora em cada solugédo. Apos o processamento, os fragmentos foram
incluidos em blocos de parafina, cortados em seccdes de 3 um e as laminas com o0s
cortes foram secas a 37°C durante a noite. Os cortes de tecido foram desparafinados em
dois banhos de xilol e hidratados através de uma série decrescente de alcoois (100%,
95%, 70% e 50%) e agua destilada, durante 10 minutos em cada solucao.

A coloragdo de Hematoxilina-Eosina (HE) € a mais utilizada das coloracbes
histolégicas por ser uma técnica simples de executar, com capacidade para demonstrar
claramente um enorme numero de diferentes estruturas tecidulares [44]. Nesta coloracao,
os tecidos hidratados foram corados com hematoxilina de Mayer durante 5 minutos e
posteriormente lavados em agua corrente durante 5 minutos. Foram depois corados com
Eosina (Merck, Alemanha) a 0,1% durante 1 minuto e lavadas em agua destilada. Por
fim, foram desidratados numa série crescente de alcoois (50%, 70%, 95% e 100%)
durante 30 segundos em cada solugcédo e diafanizados em xilol até a montagem com
entellan.

Na coloracdo de Perls o tratamento dos tecidos é feito com uma solucdo acida de
ferrocianidro, resultando no desmascaramento do ferro férrico na forma de hidréxido
Fe(OH);, através da diluicdo do &cido hidroclérico. Desta forma, o ferro férrico reage com
a solucdo de ferrocianeto de potassio diluido de forma a produzir um composto azul

insoluvel, o ferrocianeto férrico (Prussian Blue) [44]. Os tecidos foram submersos na
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solucéo de Perls (ferrocianeto de potassio a 2% com acido hidroclérico a 2%) durante 30
minutos e lavados posteriormente em agua destilada durante 5 minutos. O contraste foi
feito com a solugdo corante Nuclear Fast Red durante 20 minutos. Apds a lavagem com
adgua destilada, os cortes foram desidratados numa série crescente de alcoois (50%,
70%, 95% e 100%) durante 30 segundos em cada solucao e diafanizados em xilol até a
montagem com entellan.

A coloracdo de Sirius Red é uma das técnicas histoquimicas mais utilizadas para
evidenciar fibras de colagénio [44]. Os tecidos foram inicialmente contrastados com
hematoxilina de Mayer durante 8 minutos e posteriormente lavados em agua corrente
durante 5 minutos. De seguida os cortes foram corados com a solucdo de Sirius Red a
0,1% durante 1 hora e posteriormente diferenciados com agua acidificada 0,5%. Apés
lavagem com agua destilada, os cortes foram desidratados em alcool 100%, diafanizados
em xilol e montados com entellan.

Através da observacdo dos cortes histologicos corados com Perls avaliou-se a
distribuicao ferro nas células do parénquima do figado. Este método, descrito por Nash et
al [45], caracteriza o teor de ferro corado em 4 graus diferentes. O grau O representa a
auséncia de ferro corado nas células do figado e os graus de 1 a 3 representam a
sucessiva acumulacao de ferro no parénquima, desde a deposi¢do predominante de ferro
na zona periportal (grau 1), que se estende até a zona média do parénquima (grau 2),
atingindo os hepatdcitos centrolobulares (grau 3). Perante uma classificacdo intermédia
entre dois graus, foi sempre considerado o grau superior. A acumulagéo de ferro presente
no tecido reticuloendotelial foi observada e registada mas ndo interferiu com esta

classificagéo.

3.5. Imunohistoquimica contra a Ferroportina

Dos mesmos blocos de parafina usados para as coloragbes histolégicas, o0s
fragmentos foram cortados em sec¢Bes de 3 um e colocadas em laminas adesivadas
com APES [(3-aminopropil)trietoxisilano], para melhor adeséo do corte, posteriormente
secos a 37°C durante a noite. Os cortes de tecido foram desparafinados utilizando o meu
método anteriormente descrito.

ApoOs hidratac@o das laminas, procedeu-se a recuperacao antigénica submergindo as
laminas em tampdo citrato (10mM a pH 6.0) num micro-ondas a 700 Watts até ebulicdo e
de seguida a 100 Watts durante 10 minutos. Apds o arrefecimento da solugédo durante 30
minutos, as laminas foram lavadas em PBS com Tween20. De forma a evitar ligacdes
ndo especificas, os cortes foram sujeito ao bloqueio com 5% de BSA em PBS com
Tween20 durante 1 hora a temperatura ambiente. De seguida, a solucdo de bloqueio foi

rejeitada e adicionado o anticorpo primario anti-ferroportina (Amgen 1C7) numa diluicéo
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de 1:100 em PBS com 2,5% de BSA e Tween20, durante a noite a 4°C. Apés a lavagem
com PBS, procedeu-se a marcagdo com o anticorpo secundério (Sigma A6066) numa
diluicdo de 1:100 em PBS com Tween20, durante 2 hora a temperatura ambiente. De
seguida as laminas foram lavadas com PBS com Tween20 e posteriormente submersas
em PBS. O cromogénio utilizado para a revelagdo foi o NBT/BCIP. Esta solucéo,
composta por 1 mL de tampéo (0,1 M de Tris-HCL a pH 9.5 a 20°C, 0,1 M de NaCl e 0,05
M de MgCl,), 10 uL de Levamisole e 20 yL de NBT/BCIP, ficou a atuar nos tecidos
durante cerca de 5 minutos, sendo a marcacdo controlada através da observacdo
microscopica da lamina usada como controlo positivo. Apés lavagem com agua destilada,
os cortes foram contrastados com Verde Metilo durante 5 minutos e posteriormente
lavados com &gua destilada, desidratados numa série crescente de &lcoois e

diafanizados em xilol até a montagem com entellan.

3.6. Determinacédo da atividade das enzimas antioxidantes

Para a avaliagcdo da atividade das enzimas antioxidantes, foram utilizados fragmentos
de figado homogeneizados em tampao fosfato (25 mM de KH,PO,;, 30 mM de
NA,HPO,-2H,0 e 0,1% Triton X-100 a pH 7,0). Do homogeneizado final, retirou-se 20 pL
para quantificacdo de proteinas, e o restante foi centrifugado a 13 000xrpm durante 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi guardado em aliquotas a -80°C [46].

Para a determinacdo da atividade da catalase, o sobrenadante foi diluido 750x em
solugédo amortecedora de fosfatos (SAF — 25 mM de KH,PO, e 30 mM de NA,HPO,4.2H,0O
com pH 7,0). Foram adicionados 0,6 mL de amostra e 0,3 mL de H,O, 30 mM numa
cuvete de quartzo e, apos agitacdo, leu-se a diminuicdo de absorvancia. A leitura foi
realizada num espectrofotometro durante 30 segundos, a 240 nm [46, 47].

Para a determinacéo da atividade da SOD, o sobrenadante foi diluido 20x em SAF
(50 mM de NA,HPO,.2H,0 e 0,1 mM de EDTA.2Na.2H,O com pH 7,8) e posteriormente
centrifugado a 15000xg durante 5 minutos. Em uma placa de 96 pogos adicionou-se 200
ML de solugdo A (0,11% de xantina; 0,1 M de NaOH com 0,068% de NBT em SAF), 50 uL
de sobrenadante do centrifugado, 50 yL de SAF e 50 pL de solucdo B (= 0,29 U/ml
oxidase da xantina em EDTA 0,1 mM). A leitura espectrofotométrica da cinética foi
realizada a 550 nm durante 2 minutos [46, 48].

Para a determinacdo da atividade da GR, o sobrenadante foi diluido 40x em SAF
(200 mM de KH,PO, e 2 mM de EDTA.2Na.2H,O com pH 7,0) e posteriormente
centrifugado a 15 000xg durante 5 minutos. Numa placa de 96 pocos adicionou-se, 100
ML de SAF, 30 pL de GSSG a 10 mM, 90 pL de agua destilada e 50 L de sobrenadante
do centrifugado. Apds a adigdo de 30 yL NADPH (1 mM em Tris-HCI com pH 7,0 a 10
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mM, protegido da luz), efetuou-se a leitura espectrofotométrica da cinética da reagéo a
340 nm durante 5 minutos [46, 49].

Para a quantificacdo da GSX e da GSSG, as amostras de sobrenadante do
homogeneizado foram tratadas com igual volume de &cido perclérico (PCA) a 10% em
SAF (57,3 mM de NA,HPO,.2H,0, 81,2 mM de NA,HPO,.H,O e 0,62 mM de EDTA
dissddico, com pH 7,5). ApOs agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm
durante 2 minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi usado para o ensaio. Para a determinacao
da atividade da GSX, o sobrenadante da dilui¢cao inicial foi diluido 10x em PCA a 5%. A
cada amostra foram adicionados 200 yL de KHCO; (0,076 M com pH 7,4). Apés
centrifugacdo a 13 000rpm durante 1 minuto a 4°C, adicionou-se 100 yL de sobrenadante
numa placa de 96 pocos e 65 pL de solucéo reagente (NADPH a 3,36 mM e acido 5,5'-
ditiobis(2-nitrobenzéico) ou DTNB a 20 mM, em SAF), incubando posteriormente a 30°C
durante 15 minutos. Por fim, adicionou-se 40 pL de solugéo de redutase da glutationa (10
unidades por mL de SAF) e efetuou-se a leitura espectrofotométrica da cinética da reagéo
a 405 nm durante 3 minutos. Para a determinacdo da atividade da GSSG, o
sobrenadante da dilui¢éo inicial ndo foi diluido. A cada amostra foram adicionados 10 pL
de 2-vinilpiridina e a reacéo foi incubada durante 1 hora a 4°C, com agitagdo. A cada
amostra foram adicionados 200 uL de KHCO; a 0,076 M. Apos centrifugagdo a 13000
rpm durante 1 minuto a 4°C, foram adicionados 100 pL de sobrenadante em uma placa
de 96 pocos e 65 pL de solugéo reagente, incubando posteriormente a 30°C durante 15
minutos. Por fim, foram adicionados 40 pL de solucdo de redutase da glutationa e
efetuou-se a leitura espectrofotométrica da cinética da reacdo a 405 nm durante 3
minutos. A GSH é determinada por célculo, subtraindo a GSSG a GSX, através da
seguinte formula [46, 50].

GSH = GSX - 2GSSH

Para a determinacdo da atividade da GST, o sobrenadante foi diluido 200x em SAF
(100 mM de NA,HPO4.2H,O e 1 mM de EDTA.2Na.2H,O a pH 6,5) e posteriormente
centrifugado a 15000xg durante 5 minutos. Numa placa de 96 pocos adicionou-se 250 pL
de SAF, 20 yL de sobrenadante do centrifugado da amostra e 15 yL de GSH a 20 mM.
Apéds a adicao final de 15 yL de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (20 mM, em etanol a
95%) efetuou-se a leitura espectrofotométrica da cinética da reacao a 340 nm durante 5
minutos, com intervalos de 1 minuto [46, 51].

Para a determinacdo da atividade da GPx, o sobrenadante foi diluido 200x em SAF
(100 mM de NA;HPO,4.2H,0O a pH 7,0) e centrifugado a 15 000xg durante 5 minutos.
Numa placa de 96 pogos foram adicionados 90 uL de SAF, 30 yL de sobrenadante do
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centrifugado da amostra, de solugéo de GR (2,4 U/mL de SAF), de GSH (10 mM), de
NaN; (10 mM em SAF) e de Na,EDTA (10 mM em SAF), e incubou-se a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Apos a adigdo de 30 yL de NADPH (1,5 mM em NaHCO; a
0,1%) e de H,0, (1,5 mM), efetuou-se a leitura espectrofotométrica da cinética da reacao
a 340 nm durante 5 minutos, com intervalos de 1 minuto [46, 52].

3.7. Extracdo de ARN e sintese de ADNc de figado

As amostras de figado permaneceram guardadas a -80°C até serem processadas. O
ARN total das amostras de figado foi extraido pelo método TRIzol (Life Technologies,
EUA), de acordo com as indicacdes do fabricante. As amostras de tecido com peso
variavel entre 50 e 100 mg foram homogeneizadas em 1 mL de reagente TRIzol e
posteriormente incubadas a temperatura ambiente durante 5 minutos. Apos centrifugagéo
a 12 000xg durante 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi transferido para um novo tudo e
adicionou-se 200 pL de cloroférmio, agitou-se vigorosamente e incubou-se 3 minutos a
temperatura ambiente. Esta solu¢cdo permite obter 3 fases apoés centrifugacdo a 12 000xg
durante 15 minutos a 4°C. Na fase aquosa encontra-se o ARN, separado do ADN
(interfase) e das proteinas (fase organica). A fase aquosa foi transferida para um novo
tubo, adicionou-se 500 pL de isopropanol, misturou-se e deixou-se incubar durante 10
minutos a temperatura ambiente, possibilitando a formacao de precipitado de ARN. A
centrifugagéo seguinte, a 12 000xg durante 10 minutos a 4°C, permitiu a formagao de um
pellet de ARN no fundo do tubo, que foi depois lavado com 1 mL de etanol a 75%. Apés a
lavagem, centrifugou-se a 7500xg, durante 5 minutos a 4°C e descartou-se o etanol,
permitindo a secagem parcial do pellet & temperatura ambiente. Para ressuspender o
pellet de ARN, foi adicionado 400 pL de agua purificada e incubou-se a 60°C durante 15
minutos, até o pellet se dissolver completamente. O ARN foi de seguida quantificado e
guardado a -80°C. A concentracdo de ARN foi determinada por espectrofotometria a 260
nm no equipamento NanoDrop (ThermoScientific, EUA) e a sua integridade foi avaliada
utilizando um sistema de eletroforese capilar automatizado conjuntamente com o kit
Experion RNAStdSensAnalysis (Bio-Rad Laboratories, EUA).

A descontaminacdo do ADN das amostras de ARN com DNase foi realizada
recorrendo ao kit Turbo DNA-free (Ambion, EUA). Para uma quantidade final de 4 ug de
ARN, adicionou-se 2,5 pL de 10x TURBO DNase Buffer com 1 pL de TURBO DNase,
perfazendo um volume de 25 pL com &gua livre de RNases. ApGs incubar durante 30
minutos a 37°C, adicionou-se 2,5 pL de DNase Inactivation Reagent e incubou-se durante
2 minutos a temperatura ambiente. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 10000xg

durante 1,5 minutos e a solucao final de ARN foi transferida para um novo tubo.
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Para a sintese de ADNc foi utilizado o kit ThermoScript RT-PCR System (Life
Technologies, EUA) de acordo com as indicacdes do fabricante. A 9 yuL de amostra,
adicionou-se 1 pL de PrimerQOligo (dT) e 2 pL de dNTP mix. Ap6s uma incubagéo durante
5 minutos a 65°C, as amostras foram colocadas em gelo e adicionou-se 4 pL de 5x cDNA
Synthesis Buffer, 1 uL de ditiotreitol (DTT) 0,1 M, 1 uL de RNase OUT, 1 pyL de em agua
tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato) e 1uL de ThermoScript RT. Apés uma incubacao
durante 60 minutos a 55°C e 5 minutos a 85°C, adicionou-se 1 uL de RNase H e incubou-
se durante 20 minutos a 37°C. Por fim as amostras foram diluidas 1:2 em agua tratada

com DEPC para inativar enzimas RNase.

3.8. Determinacdo da expressao genética

A expressao genética dos animais foi avaliada por PCR em tempo real (qQRT-PCR)
utilizando o equipamento iQ5 Real-Time PCR System e 0 iQSYBR Green Supermix (Bio-
Rad Laboratories, EUA) para amplificar e quantificar as reagdes.

As amostras utilizadas correspondem aos animais com 12 e 18 meses e as solugdes
padrdo foram preparadas a partir de uma mix de 2 pL de cada amostra, em 3 diluicbes
diferentes: 1, 1:10 e 1:100.

Numa placa de 96 pocos adicionou-se, em duplicado, 1 pL de amostra ADNc ou 1 pL
de cada padréo. A cada poc¢o misturou-se 10 pL de iQSYBR Green Supermix, 0,08 uL de
cada primer (Forward e Reverse) e 8,84 uL de agua livre de RNase.

As condi¢cdes de amplificacdo foram: desnaturacdo a 95°C durante 3,5 minutos, 40
ciclos de 94°C durante 30 segundos (desnaturacdo), 59°C durante 45 segundos
(annealing) e extensdo a 72°C durante 30 segundos. Para a construgdo da curva de
desnaturacdo recorreu-se a uma etapa final, com aumentos de 0,5°C num intervalo de
temperaturas entre 55 a 95°C, com leitura de fluorescéncia a cada incremento de
temperatura.

Os primers utilizados (STAB Vida, Portugal), descritos na tabela 4, foram desenhados
de acordo com a sequéncia a amplificar através do programa Primer3 (T. L. Duarte,
comunicagdo pessoal), exceto os primers dos genes Hamp e Gstal que foram retirados
de outros trabalhos [53, 54] e os primers para Hprt (gene da enzima Hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase) que foram gentiimente cedidos pelo Dr. Jorge Pinto (IBMC). A
quantidade de cada transcrito foi estimada através da respetiva curva padrdo e

normalizada a partir do gene controlo endégeno, o gene Hprt.
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Tabela 4 — Primers utilizados para avaliagdo da expressao genética por qRT-PCR.

Gene Sequéncia de PrimerForward (5'— 3') Sequéncia Primer Reverse (5'— 3')
Hprt AGATGGGAGGCCATCACATTGT ATGTCCCCCGTTGACTGATCAT
Fpnl TTGGTGACTGGGTGGATAAGAATGC CGCAGAGGATGACGGACACATTC
Hamp [53] CCTATCTCCATCAACAGATG AACAGATACCACACTGGGAA

Acta2 (a-Sma)

ACCCAGCACCATGAAGATCAAG

AGGTAGACAGCGAAGCCAGGA

Collal TCCTGGCAACAAAGGAGACAC GGGCTCCTCGTTTTCCTTCT

Tof-p1 CTAATGGTGGACCGCAACAAC CACTGCTTCCCGAATGTCTGA

Ngol GTGCAGAAGCGAGCTGGAAATACTC CGAATCTTGATGGAGGACTGGATGC
Gstal [54] GACTGTGAGCTGAGTGGAGAAGAA CCGGCCATTGCAGCAA

4. Andlise estatistica

Os resultados expressos correspondem as médias dos valores obtidos em cada

grupo e respetivo desvio padréo. Para determinar as diferengas significativas entre os

grupos experimentais foi utilizada a analise de variancia (“one-way ANOVA”) e o teste

para multiplas comparacfes de Tukey, recorrendo ao programa GraphPadPrism verséao

5.01. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05.
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V. Resultados

Neste trabalho experimental foram comparados véarios parametros entre murganhos
com os genétipos Hfe”, Nrf2”" ou Hfe/Nrf2”, considerando como controlo os animais
C57BL/6 (B6), que sdo wild-type para ambos o0s genes. Este estudo foi também
elaborado numa perspetiva temporal, considerando animais com 6 meses, alimentados
com uma dieta standard ou com uma dieta enriquecida com 0,5% de Fe nas 12 Ultimas

semanas, 12 e 18 meses de vida.
1. Alteracao do peso corporal

Todos os animais foram pesados antes do seu sacrificio (Figura 10). Aos 6 meses,
quer com dieta standard, quer com dieta enriquecida com ferro, os diferentes grupos
experimentais ndo apresentaram diferencas significativas. Nos animais com 12 meses foi
observado um aumento significativo do peso final em relacdo aos grupos
correspondentes com 6 meses de idade, quer com dieta standard, quer com dieta
enriquecida com ferro, & excecdo do grupo Nrf2/Hfe”. Este grupo, quando comparado
com 0s outros grupos experimentais da mesma idade, registou uma diminuicdo
significativa no peso final. Aos 18 meses de idade, os animais dos 4 grupos
experimentais apresentaram um aumento de peso relativamente aos animais de 6
meses, embora a diferenga ndo fosse estatisticamente significativa, mas ndo foram

observadas diferengas entre os diferentes grupos experimentais.
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Figura 10 - Peso corporal final. ® p<0.05 vs. animais com o mesmo gendtipo com 6 meses de idade; e p<0.05 vs. animais

com o mesmo gendtipo com 6 meses de idade + Fe; °p<0.05 vs. animais B6, Nrf2” e Hfe” da mesma condicao.
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2. Quantidade de ferro no soro e saturacao da transferrina

Na Figura 11 estdo representadas a quantificacéo do ferro no soro e a saturacdo da
transferrina, nos varios grupos experimentais.

Ao fim de 6, 12 ou 18 meses com dieta standard, os animais Hfe” e Nrf2/Hfe”
apresentaram uma maior concentracao de ferro no soro, em comparacdo com 0s animais
B6 e Nrf2”. N&o foi registada nenhuma alteracdo significativa na concentracéo de ferro
no soro entre os animais Hfe” e Nrf2/Hfe™.

Nos animais com 6 meses + Fe observou-se uma concentracdo de ferro no soro
semelhante entre os grupos. Nos grupos B6 e Nrf2” registou-se um aumento na
concentracao de ferro no soro em comparagcdo com 0s animais dos mesmos grupos com
6 meses alimentados com dieta standard. Os grupos Hfe” e Nrf2/Hfe” ndo apresentaram
alteraces significativas entre si e apresentaram uma concentragdo de ferro no soro

semelhante aos animais dos mesmos grupos com 6, 12 e 18 meses.
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Figura 11 - Quantificagdo do ferro no soro (A) e saturacdo da transferrina (B). ® p<0.05 vs. animais B6 da mesma condig&o;
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A saturacdo da transferrina no soro revelou alteracdes semelhantes as observadas na
concentracdo de ferro no soro nos animais com 6 meses. No entanto, nos animais com
12 meses, para além do aumento significativo da saturacdo da transferrina entre os

" em relacdo aos grupos B6 e Nrf2”, observou-se um aumento

grupos Hfe” e Nrf2/Hfe
significativo na saturacéo da transferrina do grupo Nrf2/Hfe” quando comparada com o
grupo Hfe”. Os animais Hfe” apresentaram uma saturagdo da transferrina
significativamente inferior em compara¢do com 0 mesmo grupo de animais com 6 meses.
Aos 18 meses a tendéncia manteve-se apesar de a saturacao da transferrina nos animais
Nrf2/Hfe™ diminuir, de forma ndo significativa, em comparacdo com os animais com 12
meses. Relativamente aos animais com 6 meses + Fe, registou-se um aumento
significativo da saturacdo da transferrina nos grupos B6 e Nrf2”" em comparacdo com os
mesmos grupos de animais com 6 meses, 12 meses e 18 meses alimentados com dieta

standard.
3. Quantidade de ferro total ndo-hémico no figado

Na Figura 12 encontra-se representada a quantificacdo do ferro total ndo hémico no
figado dos animais pertencentes aos varios grupos experimentais.

Em todas as condi¢gfes registou-se um aumento na quantidade de ferro total ndo
hémico no figado nos grupos Hfe” e Nrf2/Hfe”, em comparacdo com os grupos B6 e
Nrf2”. E de salientar que entre os grupos B6 e Nrf2”" e entre os grupos Hfe” e Nrf2/Hfe™,

ndo foram registadas altera¢des significativas.
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Figura 12 — Quantificagdo do ferro total ndo hémico no figado. ® p<0.05 vs. animais B6 da mesma condig&o; e p<0.05 vs.
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Nos animais com 6 meses + Fe, 12 meses e 18 meses registou-se um aumento
significativo na quantidade de ferro hepatico nos animais Hfe” e Nrf2/Hfe” quando
comparados com 0s animais com 6 meses, alimentados com dieta standard. Nos animais
B6 com 6 meses +Fe registou-se um aumento significativo da quantidade de ferro total no
figado, quando comparados com os animais B6 com 6 meses alimentados com dieta
standard. Porém, a quantidade de ferro hepatico parece ter deixado de aumentar a partir

dos 12 meses de idade, em todos grupos.

4. Concentracdo de marcadores séricos de dano hepatico

Na Figura 13 est4 representada a quantificacdo da atividade das transaminases ALT
(A) e AST (B) no soro.
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Figura 13 — Concentragdo dos marcadores séricos ALT (A) e AST (B). ® p<0.05 vs. animais com 0 mesmo gendtipo com 6
meses de idade; ® p<0.05 vs. animais com 0 mesmo gendtipo com 6 meses de idade + Fe.
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O marcador ALT apresentou concentracdes semelhantes entre os grupos de animais
com 6 meses de idade de diferentes dietas. Nos animais com 12 meses registou-se um
aumento significativo deste marcador nos grupos B6 e Nrf2/Hfe” comparativamente aos
mesmos grupos dos animais com 6 meses de idade, considerando as 2 dietas. Porém,
aos 18 meses ndo foram encontradas alteragbes entre os diferentes grupos
experimentais. Comparativamente aos outros grupos etarios, os animais com 18 meses
apresentaram uma concentracdo de ALT superior aos animais com 6 meses, mas inferior
aos animais com 12 meses, embora essas diferencas ndo tenham sido consideradas
significativas pelo teste realizado. No que diz respeito a AST, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os diferentes grupos de animais com 6 e 12 meses de
idade. A Gnica excec&o é o grupo Nrf2/Hfe” com 12 meses de idade que apresentou um
aumento significativo na atividade da AST, relativamente ao mesmo grupo dos animais
com 6 meses de idade com dieta standard, ndo sendo porém significativamente diferente
do grupo Hfe” com 12 meses. N&o foi possivel efetuar a medicdo da atividade da AST

em animais com 18 meses de idade.

5. Alteragdes histoldgicas, distribuicdo do ferro no figado e fibrose

Através da coloracao histolégica de Hematoxilina-Eosina foi possivel avaliar o
eventual aparecimento de lesbes hepéticas a partir da observacdo da arquitetura dos
tecidos e dos diferentes componentes celulares (Figura 14). Todos o0s grupos
experimentais apresentaram uma arquitetura do tecido hepatico aparentemente normal,
ndo havendo também evidéncia histolégica de morte celular por necrose ou apoptose.
Nos animais Nrf2/Hfe”, porém, foram encontradas acumulacées de material pigmentado
(amarelado) distribuidas essencialmente pelas zonas sinusoidais. Comparando o0s
animais deste genotipo aos 6, 12 e 18 meses de idade, estas acumulagdes parecem ter
aumentado de tamanho a medida que os animais foram envelhecendo.

O padrédo de distribuicAo de ferro foi observado e caracterizado recorrendo a
coloracdo de Perls. Apesar de a acumulacdo de ferro no parénquima ter sido observada
em animais de todas as idades, registaram-se diferencas no padréo definido pela sua
distribuicdo. Relativamente aos grupos B6 e Nrf2”, nos animais com 6 meses,
alimentados com dieta standard, e com 12 meses de idade ndo apresentaram
acumulacédo de ferro nos hepatdcitos (grau de siderose 0). Nos animais com 6 meses +
Fe observaram-se pequenas acumulagcfes de ferro nos hepatécitos na zona periportal

gue, em alguns animais, se estendeu pelas zonas média e centrolobular.
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Figura 14 — Cortes histoldgicos do figado, representativos de cada grupo experimental dos animais com 6, 12 e 18 meses,
corados com HE, para avaliagdo da arquitetura do tecido e eventual lesédo hepatica. (Ampliag&o original 100x)

Aos 18 meses, a maioria dos animais B6 e Nrf2” ndo apresentou marcacéo do ferro
nos tecidos, embora alguns animais tenham apresentado uma leve marcacdo de ferro
nas células de Kupffer da zona periportal, que néo foi considerada na avaliagdo do grau

-

de siderose hepética registada na Figura 15. Os animais Hfe” e Nrf2/Hfe”, de todos os
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grupos etérios e com diferentes dietas, ndo apresentaram diferencas entre eles na
distribuicdo do ferro no parénquima, exibindo extensas areas de coloragdo azul que
correspondiam aos depdsitos de ferro nos hepatocitos, desde a zona periportal,
estendendo-se & zona média, até a zona centrolobular (graus de siderose 1-3). E de
salientar que foi nos animais com 6 meses + Fe que se observou uma maior
homogeneidade na distribuicdo do ferro no parénquima entre todos 0s grupos
experimentais, estando ndo s6 confinado as zonas periportal/média, mas também ao
longo de todo o parénquima e zonas centrolobulares (Figuras 15 e 17).

Apesar da acumulacao de ferro estar distribuida nos hepatécitos, distribuida por todo
o parénquima nos animais Nrf2/Hfe”, o ferro encontrava-se principalmente armazenado
em agregados de macrdéfagos sinusoidais (“nddulos sideréticos”) e por vezes no interior
dos hepatdcitos periportais. O tamanho e a intensidade da coloracdo dos “nddulos
sideréticos” aumentaram com a idade, culminando aos 18 meses com grandes
acumulagbes de cor azul escura, comparativamente aos animais com 6 e 12 meses
(Figura 17).
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Figura 15 - Avaliacao do grau de siderose hepatica baseado no método descrito por Nash et al [45], nos cortes histologicos
corados com Perls. (grau 0 - auséncia de ferro; grau 1 a 3 - sucessiva acumulacao de ferro no parénquima, desde a zona

periportal (grau 1), até & zona média do parénquima (grau 2), atingindo os hepatdcitos centrolobulares (grau 3).

Nos animais Hfe” com 12 e 18 meses registaram-se acumulacées de ferro no interior

dos nucleos de alguns hepatdcitos dispersos pelo parénquima (Figura 16).

s\

Figura 16- Acumulagdes nucleares de ferro em hepatécitos de um animal Hfe” com 12 meses.

54



6 meses 6 meses + Fe 12 meses 18 meses

Hfe” Nrf2"

Nrf2/Hfe"

Figura 17 - Cortes histoldgicos do figado, representativos de cada grupo experimental dos animais com 6, 12 e 18 meses,
corados com Perls, para caracterizagdo do padréo de distribui¢do do ferro. (Ampliac&o original 100x)
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6 meses 6 meses + Fe 12 meses 18 meses
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Figura 18 - Cortes histoldgicos do figado, representativos de cada grupo experimental dos animais com 6, 12 e 18 meses,
corados com Sirius Red para observacéo das fibras de colagénio (a vermelho) e eventual formagdo de fibrose hepéatica.
(Ampliag&o original 100x)
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12 meses 18 meses

Perls

Sirius Red

Figura 19 - Cortes histolégicos com coloragdo histolégica de Perls (em cima) e de Sirius Red (em baixo), representativos
dos grupos Nrf2/Hfe™ dos animais com 12 e 18 meses, onde é possivel observar a deposicéo de fibras de colagénio em
redor dos “nodulos sideroticos”. (Ampliagéo original 400x)

A formacédo excessiva de fibras de colagénio e a sua deposi¢cao no tecido hepatico
pode levar ao desenvolvimento de fibrose hepatica. A sua continua formagéo
descontrolada pode evoluir para cirrose e posteriormente, com o0 agravamento da
condicdo clinica, para hepatocarcinoma [55].

Desta forma, a deposicdo de fibras de colagénio foi investigada através da
visualizacdo da marcacédo histolégica de Sirius Red (Figura 18). Na generalidade dos
grupos experimentais, foi observada uma deposicdo de fibras de colagénio
exclusivamente & volta dos vasos sanguineos do figado. Porém, nos animais Nrf2/Hfe”
com 12 e 18 meses observou-se também deposicao de fibras de colagénio a volta dos

“nodulos sideréticos”, estendendo-se pelo parénquima (Figuras 19).

6. Expresséao de genes associados ao metabolismo do ferro, alvos da via do

Nrf2, e pro-fibréticos no figado

A quantificacdo do ARNm permitiu pesquisar alteracdes na transcricdo de genes
relacionados com o metabolismo do ferro, como o da hepcidina (Hamp) e o da
ferroportina (Fpnl) (Figura 20). Esta andlise integrou os animais com 12 e 18 meses, nos
guais as possiveis alteracdes metabdlicas associadas a acumulacdo de ferro puderam

ser quantificadas e interpretadas. Aos 12 meses, 0 estudo da expressdo genética da
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hepcidina revelou que ha uma diminuicdo na sua expressdo nos animais Nrf2”, Hfe' e
Nrf2/Hfe”, quando comparados com os animais B6, embora esta diferenca sé tenha sido
significativa no grupo Hfe”. Aos 18 meses, a expressdo do Hamp manteve-se nos
animais Nrf2”, Hfe” e Nrf2/Hfe” enquanto que o grupo B6 aumentou de forma
significativa. Tanto aos 12 como aos 18 meses, foi 0 grupo Hfe” que apresentou o menor
valor de expressado do Hamp, em relacdo aos restantes grupos com a mesma idade. A
expressdo do Fpnl nos animais Hfe” aos 12 meses foi superior aos restantes grupos de
animais, porém de uma forma nao significativa. Aos 18 meses, a sua expressdo nos
animais Hfe™ e Nrf2/Hfe” aumentou significativamente e os animais Nrf2” diminuiram de
forma nao significativa, em relacdo aos animais com o mesmo genaotipo com 12 meses.

A quantificacdo do ARNm permitiu também pesquisar alteracdes na transcricdo de
dois genes diretamente regulados pelo fator de transcricdo NRF2, o gene Ngol e o Gstal
em animais com 12 e 18 meses (Figura 21). Aos 12 meses, a expressao dos genes Nqol
e Gstal encontrava-se significativamente diminuida nos animais Nrf2” e Nrf2/Hfe”, em
comparacdo com os animais B6 e Hfe”, com a mesma idade. Aos 18 meses, 0s grupos
B6 e Hfe™ registaram uma diminuicéo significativa da expressdo do gene Nqol, enquanto
que os grupo Nrf2” e Nrf2/Hfe” registaram valores semelhantes aos observados em
animais com 12 meses de idade. Contudo, o padrdo dos 4 grupos, aos 18 meses,
mostrou ser semelhante aos animais com 12 meses. A expressdo do gene Gstal, nos
animais com 18 meses, diminuiu significativamente nos animais B6, enquanto que 0s
restantes grupos mantiveram os valores registados aos 12 meses.

De forma a confirmar os resultados visualizados nos animais com 12 e 18 meses na
marcacao histologica das fibras de colagénio, quantificou-se o0 ARNm nos genes pro-
fibréticos Tgf-B1, a-Sma e Col lal (Figura 22). Aos 12 meses nao foram registadas
alteracdes significativas na expressado dos genes pro-fibroticos entre os quatro grupos
experimentais. Nos animais com 18 meses registou-se um aumento significativo da
expressdo do ARNm do gene Collal nos animais Nrf2/Hfe”, comparativamente aos
grupos Nrf2” e Hfe” com a mesma idade e ao mesmo grupo de animais com 12 meses.
A expressao do gene Tgff diminuiu em todos os grupos aos 18 meses de idade, embora

a diferenca s6 fosse estatisticamente significativa nos grupos Nrf2” e Nrf2/Hfe™.
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Figura 21 - Quantificacdo da expressao de ARNm dos genes diretamente regulados pelo fator de transcricdo Nrf2 (Nqol e
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Figura 22 - Quantificacéo da expressdo de ARNm dos genes pro-fibréticos aSma (A), Col1a1 (B) e Tgf31 (C) no figado dos
animais com 12 meses e 18 meses. ? p<0.05 vs. animais com o mesmo gendtipo com 12 meses de idade; e p<0.05 vs.
animais Nrf2"” da mesma condig&o; °p<0.05 vs. animais Hfe” da mesma condicao.
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Figura 23 — Imunohistoquimica indireta contra a FPN nos animais com 12 meses (ampliagdo 100x e 400x).
7. Marcacdo imunohistoquimica da ferroportina

De forma a corroborar os resultados obtidos na quantificacdo da expressao genética
do Fpnl nos animais com 12 meses, procedeu-se a detecdo da proteina no figado por
imunohistoquimica (Figura 23). Nao foi possivel realizar a técnica aos 18 meses.

A homeostasia sistémica do ferro € controlada pela hepcidina que inibe a entrada de
ferro no plasma através da sua ligacdo a FPN das células, promovendo a sua
degradacdo. A FPN é o uUnico exportador organico do ferro nos mamiferos e a sua
degradacdo causa retencdo intracelular do ferro, aumentando a concentracdo do ferro
nos tecidos [7].

Nos animais B6 e Nrf2” ndo se observou marcacado especifica para a ferroportina, ao
contrario do grupo Hfe” e Nrf2/Hfe”, onde se observou marcacdo especifica.
Comparando os dois grupos, registou-se um aumento na quantidade e na intensidade da
marcacdo membranar nos animais Nrf2/Hfe” ao longo de todo o tecido.

8. Atividade enzimatica associada ao estado redox

A atividade das enzimas e a quantidade de glutationa do sistema de defesa
antioxidante foram determinadas de forma a avaliar se, na auséncia da via de sinalizagcéo
do Nrf2, a acumulagéo de ferro no tecido hepatico resultaria numa alteracdo do estado
redox (Figura 24). Foi analisada a atividade das enzimas catalase, SOD, GR, GST, GPx,
e a quantidade de GSH, GSX e GSSG. A atividade da catalase apresentou valores
semelhantes ao longo do tempo, ndo tendo sido observadas variagBes entre os varios
grupos de animais. Porém, aos 18 meses, registou-se uma diminui¢cdo significativa na
sua atividade nos animais Nrf2” em relacdo aos animais com 12 meses (Figura 24 A).
Relativamente a SOD, os animais com 6 meses + Fe apresentaram um aumento da
atividade em relacdo aos animais com dieta normal, que foi significativo apenas para o
grupo Nrf2”. Contudo, aos 12 meses, a sua atividade diminui significativamente (Figura
24 B).
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A GR apresentou valores semelhantes entre as 3 condi¢des, existindo uma tendéncia,
nao significativa, para a diminuicdo da sua atividade em todos os grupos de animais Nrf2’
" e Nrf2/Hfe” (Figura 24 C). A atividade da GST apresentou um padrdo semelhante ao
longo do tempo, néo registando alteragfes devido a dieta enriquecida em ferro. Contudo,
foi evidente a diminuicéo da sua atividade nos grupos experimentais Nrf2” e Nrf2/Hfe™,
apresentando valores significativamente diferentes dos grupos B6 e Hfe” (Figura 24 D).
Relativamente a atividade da GPx, registou-se uma diminuicdo ndo significativa nos
grupos Nrf2" e Nrf2/Hfe” nos animais com 6 meses. Nos animais com 6 meses + Fe a
sua atividade foi semelhante em todos os grupos e semelhantes & dos grupos Nrf2” e
Nrf2/Hfe” dos animais com 6 meses. Nos animais com 12 meses, observou-se uma
tendéncia semelhante, apesar de 0s animais Hfe” terem acentuado essa diminuicéo,
relativamente aos mesmos grupos da experiencia de 6 meses (Figura 24 E). A
gquantidade de GSH e GSX registou um aumento ndo significativo em resposta a dieta
enriquecida, excetuando o grupo Hfe™, no qual foi observado o efeito oposto (Figura 24 F
e G). A quantidade de GSSG foi significativamente menor nos animais com 6 meses +
Fe, relativamente aos animais com 6 meses, a exce¢ao do grupo B6, no qual a diferenca

néo foi considerada significativamente diferente pelo teste utilizado. (Figura 24 H).
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V. Discussao

Através da realizacao deste trabalho experimental foi possivel avaliar o impacto da via
de sinalizacdo regulada pelo fator de transcricdo Nrf2 em murganhos Hfe™, modelo
animal da HH no qual a deposicdo de ferro ocorre de forma espontdnea. Foram
estudados murganhos fémeas da estirpe C57BL/6 (B6), Hfe”, Nrf2” e duplo knock-out
(Hfe/Nrf2") com 6, 12 e 18 meses. A dieta de alguns murganhos com 6 meses foi ainda
enriguecida com 0,5% de ferro nas dltimas 12 semanas de vida, de forma a acelerar a
deposicdo de ferro no organismo e determinar um eventual efeito protetor do Nrf2 contra

a toxicidade do ferro.

1. Impacto do gene Nrf2 na acumulagéo de ferro

A concentragdo de ferro presente no soro, oriundo quer da absor¢cdo pelos
enterocitos, quer da sua libertagdo pelos macréfagos e tecidos, ndo se alterou com a
idade em nenhum dos 4 grupos experimentais. Aos 6, 12 e 18 meses, registou-se apenas
um aumento significativo na concentragdo de ferro no soro nos animais alimentados com
dieta standard Hfe” e Nrf2/Hfe” relativamente aos grupos B6 e Nrf2”", comprovando a
predisposicdo genética para um aumento da concentragdo de ferro no organismo dos
animais com auséncia do gene Hfe. Por outro lado, a auséncia do gene Nrf2 nao
condicionou a concentracéo de ferro no soro, visto que os animais Nrf2” apresentaram
valores de concentracdo semelhantes aos animais B6 e que os animais Nrf2/Hfe™”
apresentaram valores semelhantes aos animais Hfe”. Nos animais com 6 meses de
idade sujeitos a uma dieta enriquecida com ferro, observou-se um aumento na
concentragéo de ferro no soro nos animais B6 e Nrf2” para valores semelhantes aos dos
animais Hfe” e Nrf2/Hfe”. Estes dois Ultimos grupos mantiveram os valores de
concentracéo de ferro registados nos animais dos mesmos grupos experimentais com 6,
12 e 18 meses. Assim, aos 6 meses de idade, o enriquecimento da dieta com ferro ndo
predisp6s os animais com auséncia do gene Hfe para uma sobrecarga de ferro superior
aos animais controlo.

No soro, o ferro € transportado pela transferrina. A sua saturagdo representa a
quantidade de ferro que é conduzido no plasma entre os varios tecidos que o utilizam.
Desta forma, os resultados obtidos corroboram o que anteriormente foi observado na
anélise da concentracéo de ferro no soro. Apesar de os grupos Hfe” e Nrf2/Hfe” com 6,
12 e 18 meses terem apresentado valores de concentracdo de transferrina semelhantes,

é de salientar que aos 12 meses, a diferenga entre estes dois grupos, embora pequena,
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foi significativa. Visto que esta alteracdo apenas se registou aos 12 meses, € plausivel
assumir que o numero reduzido de animais usados neste grupo experimental (n=4)
poderd justificar esta diferenca. O enriguecimento da dieta com ferro durante as Gltimas
12 semanas de vida dos animais com 6 meses levou a um aumento da absorcéo de ferro
pelos enterdcitos, justificando o aumento da saturagdo da transferrina nos animais B6 e
Nrf2". E possivel que a quantidade de ferro introduzida na dieta ndo tenha sido suficiente
para provocar um aumento, tanto na concentragdo de ferro no soro, como na saturagéo
de ferro na transferrina nos animais Hfe” e Nrf2/Hfe”. Por outro lado, assume-se gue o
ferro em excesso tera sido armazenado na ferritina dos tecidos, ndo se mantendo em
circulagéao.

O ferro em excesso no organismo acumula-se principalmente na ferritina dos
hepatdcitos pelo que a quantificagéo do ferro total no figado se tornou necessaria para a
compreensdo do aparecimento de eventuais lesbes hepéticas associadas a acumulagéo
progressiva de ferro ao longo do envelhecimento dos animais. A quantidade de ferro total
presente no figado dos animais Hfe” e Nrf2/Hfe” aumentou com a idade, ao contrario
dos grupos B6 e Nrf2” que ndo registaram alteracées significativas na quantidade de
ferro presente no figado, ao longo do tempo. Isto significa que, devido a auséncia do
gene do Hfe™, o ferro acumulou-se no figado de forma gradual. Esta acumulag&o ocorreu
independentemente do gene Nrf2, visto que a quantidade de ferro registada foi
semelhante entre os grupos Hfe” e Nrf2/Hfe” aos 6, 12 e 18 meses. A adicdo de ferro &
dieta dos animais com 6 meses levou a uma acumulacao superior de ferro no figado em
todos 0s grupos experimentais, comparativamente a quantidade acumulada nos animais
com a mesma idade alimentados com dieta standard. Os animais Hfe” e Nrf2/Hfe”
apresentaram niveis de ferro no figado semelhantes aos dos animais do mesmo genétipo
com 12 e 18 meses de idade e dieta standard. Desta forma, a velocidade de acumulagéo
do ferro no figado foi superior nos animais com 6 meses devido a quantidade de ferro
introduzido na dieta nas ultimas 12 semanas.

Em animais “wild-type” para o gene Hfe, o aumento da quantidade de ferro nos
tecidos e da saturagdo da transferrina leva a uma maior produgédo de hepcidina pelos
hepatdcitos, promovendo a degradacgéo da ferroportina, limitando a absorcéo e libertacdo
de ferro para o plasma [9]. Nos grupos de animais com auséncia do gene Hfe a producéo
de hepcidina encontra-se reduzida, levando a diminui¢cdo da degradacéo da ferroportina.
Consequentemente, a regulagéo da absorcéo do ferro e sua libertagdo para o plasma ao
nivel dos enterdcitos fica comprometida. Isto justifica 0 aumento da quantidade de ferro
no soro e no figado e da saturacdo da transferrina nos animais com auséncia do gene
Hfe. Por outro lado, o Nrf2 parece néo ter influenciado a quantidade de ferro absorvido,

transportado e acumulado no figado, sendo que os grupos Hfe” e Nrf2/Hfe” de cada
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grupo etério apresentaram valores semelhantes em todos os parametros de medi¢do do
ferro.

Os hepatdcitos sé@o o principal local de armazenamento do ferro do organismo e em
condi¢Bes normais estas células sdo capazes de armazenar de forma controlada o ferro
na ferritina. Contudo, quando hd uma acumulacdo exagerada de ferro no organismo, a
capacidade de armazenamento na ferritina é ultrapassada, ocorrendo a desnaturagédo da
proteina e a libertacdo o ferro armazenado para o citoplasma dos hepatdcitos [56].

A quantificacdo de ferro total no figado revelou que, em todas as idades, a quantidade
de ferro é semelhante entre os animais Hfe” e Nrf2/Hfe”. Porém, através da coloracao
de Perls, foi possivel observar que a distribuicdo e acumulacdo do ferro no figado séo
diferentes nos dois grupos. Nos animais Hfe” o ferro encontra-se acumulado no
parénquima, enquanto que nos animais Nrf2/Hfe™ o ferro é encontrado tanto ao longo de
todo o parénquima como nas células que povoam o0s sinusoides hepaticos,
provavelmente as células de Kupffer. Uma vez que a quantidade de ferro no figado é
semelhante mas a sua distribuicdo € diferente, é possivel concluir que a auséncia do
gene Nrf2 nos animais terd modulado a distribuicdo do ferro pelo tecido hepético. De
facto, a coloracdo de hematoxilina-eosina revelou a presenca de acumulacdes de
material pigmentado no figado dos murganhos Nrf2/Hfe” que a coloracdo de Perls
confirmou tratarem-se de aglomerados de ferro. A presenca dessas grandes
acumulacdes nos macréfagos sinusoidais nos animais Nrf2/Hfe” podera ser o resultado
da resposta fagocitaria dos macréfagos na presenca de elevadas concentracdes de ferro
gue sucessivamente se acumularam no figado.

Os animais envelhecidos (12 e 18 meses de idade), nos quais foi suprimida a
expressao dos genes Nrf2, Hfe ou ambos, expressaram uma quantidade inferior do gene
Hamp relativamente aos animais B6. A supressdo do gene Hfe resulta na diminui¢cdo da
expressao do Hamp devido a auséncia da via de sinalizacdo da proteina HFE que, em
condi¢Bes normais, esta envolvida na ativagdo da expresséo da hepcidina [21]. A indug&o
da expressdo da hepcidina tera ficado comprometida nos animais Hfe”, levando &
diminuicdo da degradac&o de ferroportina, o que tera permitido a absorcdo continua de
ferro proveniente da dieta, justificado a acumulagéo de ferro no figado. Curiosamente, 0s
animais Nrf2” também apresentaram uma expressdo do Hamp inferior aos animais B6,
sugerindo que este fator de transcricdo podera estar envolvido na ativagcdo de alguma via
reguladora da hepcidina. Desta forma, quando ativado por agentes que induzem stresse
oxidativo celular, o NRF2 podera aumentar a expressdo da hepcidina de forma a
controlar a entrada de ferro nas células, evitando a presenca de mais um elemento
potencialmente téxico na célula. Nao ha no entanto até ao momento nenhum estudo

cientifico que demonstre a participacdo do fator de transcricdo NRF2 na regulacdo da
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expressao da hepcidina. Aos 18 meses, a expressdo do Hamp aumenta nos animais B6,
embora se mantenha inalterada nos restantes grupos experimentais relativamente aos
animais com 12 meses. Tanto quanto foi possivel averiguar noutros estudos, este
aumento da expressao da hepcidina com a idade n&o foi reportado anteriormente.

Aos 12 meses, 0s animais Hfe” apresentaram um aumento ndo significativo na
expressao do ARNm da ferroportina relativamente aos outros grupos experimentais com
a mesma idade. Nos animais Nrf2/Hfe” e Nrf2” o nivel de expressdo da ferroportina foi
semelhante ao dos animais B6. Isto sugere que o Nrf2 poderd regular positivamente a
transcricdo da ferroportina, o que é apoiado pela diminuicdo (ainda que nao
estatisticamente significativa) da sua expressdo em animais Nrf2” com 18 meses de
idade. A regulacdo da ferroportina através do Nrf2 foi ja descrita em alguns estudos com
macrofagos e ferro hémico [57, 58]. Contudo, o papel do Nrf2 na homeostasia do ferro
ainda esté por esclarecer. Com o continuo envelhecimento dos animais, a expressao da
ferroportina nos animais controlo manteve-se. Os animais Nrf2” acentuam a diminuic&o
da expressdo da ferroportina, ao contrarios dos animais Hfe” e Nrf2/Hfe” que
aumentaram os niveis de expressdao da ferroportina. Este aumento assinalado nos
animais Nrf2/Hfe” revela que a ferroportina é regulada por varios mecanismos e que com
o envelhecimento, a ativacdo da ferroportina pelo Nrf2 podera ter-se tornado menos
eficiente.

A marcacdo imunohistoquimica da ferroportina em animais com 12 meses de idade
revelou um aumento da expressdo nos animais Hfe” e Nrf2/Hfe” comparativamente aos
animais B6 e Nrf2”. A intensidade da express&do nos animais Nrf2/Hfe” deve-se a uma
acumulagdo da proteina aparentemente na membrana dos macréfagos do figado (células
de Kupffer). Esta acumulagéo pode ter resultado de mecanismos pds-transcricionais que
se sobrepbem a expressdo do ARNm. A ferroportina pode ser regulada pos-
transcricionalmente através do sistema IRP, da hepcidina ou por microARN [59]. Os
animais Hfe” e Nrf2/Hfe” com 12 meses apresentam menor expresséo do gene Hamp
em relagdo aos animais controlo, o que resultara numa menor degradacéo da ferroportina

e sua acumulacdo na membrana dos macroéfagos.

2. Papel protetor conferido pelo Nrf2 contra o dano hepético

Comparando todos os animais com 6 meses, conclui-se que o enriqguecimento com
0,5% de ferro na dieta durante 12 semanas néo influenciou o peso final dos animais. O
peso registado foi semelhante entre todos os animais dos diferentes grupos
experimentais, 0 que leva a considerar que a auséncia do gene Nrf2 ndo condicionou o

ganho de peso em animais Hfe”. Os animais com 12 meses registaram um peso final

67



significativamente superior ao peso final dos animais com 6 meses, a exce¢do do grupo
Nrf2/Hfe” que apresentou um peso final semelhante. Através da pesquisa do valor do
peso corporal normal em murganhos fémeas C57BL/6 usados como controlos noutros
estudos [60, 61], é possivel concluir que o peso corporal médio registado em murganhos
com 12 meses é aproximadamente de 25 g. O aumento registado nos animais B6, Nrf2”
e Hfe” pode ser explicado por uma possivel pré-disposicdo genética destes animais para
0 aumento de tamanho, e consequentemente do seu peso corporal, superior a media dos
C57BL/6 aos 12 meses. Aos 18 meses, 0s animais apresentaram um peso final superior,
relativamente aos animais com 6 meses. Apesar de nenhuma destas alteracbes ser
significativa, o aumento de peso relativamente aos animais com 6 meses pode ser
explicado pela idade superior dos animais e consequente aumento de tamanho. Isto
exclui a influéncia da acumulacdo de ferro ou da auséncia do Nrf2” na diminuicdo do
peso corporal final.

Na presenca de dano hepatocelular ocorre libertagdo das transaminases ALT e AST
para a corrente sanguinea. A ALT é sintetizada principalmente no figado e a AST, para
além do figado, é também sintetizada no musculo-esquelético e nos eritrécitos. Desta
forma, o aumento dos niveis de ALT é geralmente mais especifico para a detecdo de
dano hepético [62, 63]. Através da analise da concentracdo de AST no soro, registou-se
que nem a idade nem a dieta enriquecida com ferro provocaram lesdes hepéticas
detetaveis por este marcador sérico. Por outro lado, a concentragdo de ALT no soro
registou um aumento significativo nos animais com 12 meses nos grupos B6 e Nrf2/Hfe™
relativamente aos animais com 6 meses alimentados quer com dieta standard quer com
dieta enriquecida com ferro. Contudo, os animais com 18 meses ndo acompanharam o
aumento da concentracdo de ALT observada nos animais com 12 meses, registando
valores semelhantes aos animais com 6 meses. A relagcdo entre a diminuig&do dos valores
de ALT com o aumento da idade foi referida em alguns estudos em humanos descritos
por Dong H. et. al. [64], embora permaneca um pouco ambigua. No entanto, um estudo
realizado por Le Couteur D., et. al. [65] comprovou essa relacdo, apesar de o0s
mecanismos que levam a essa associa¢cao permanecerem ainda pouco claros.

As lesdes hepaticas cronicas devidas a lesédo prolongada do parénquima celular
estimulam a produg&o de miofibroblastos, que derivam das células estelares hepéticas
ativadas e/ou dos fibroblastos portais. Esta resposta fibrotica é caracterizada pela
progressiva acumulacdo de componentes da matriz extracelular rica em fibras de
colagénio [66], observaveis através da coloragéo de Sirius Red. Nos animais Nrf2/Hfe”
com 6 meses + Fe, 12 e 18 meses foi observado um aumento de fibras de colagénio no
tecido. Porém, é nos animais mais velhos que essa deposicdo parece estar relacionada

com a acumulagdo de ferro nos macréfagos sinusoidais. Com o envelhecimento dos
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animais, observou-se a formagdo de fibras de colagénio em redor dos “nédulos
siderdticos”, talvez numa tentativa de delimitar o aumento progressivo dos mesmos,
sendo esta caracteristica mais pronunciada nos animais com 18 meses. Esta evolugao
com a idade sugere que a continua acumulacao de ferro e consequente deposicdo de
fibras de colagénio, podera evoluir para um cenério de fibrose hepatica e posteriormente
cirrose, que sdo consequéncias clinicas da sobrecarga de ferro no figado associadas a
Hemocromatose Hereditaria [16].

A acumulacdo de ferro no figado leva a formacdo de ROS, provocando stresse
oxidativo e mutacdes no ADN nas células do figado, podendo acelerar o desenvolvimento
do dano hepatico e progressdo da fibrose hepatica. Esta resposta do tecido é
caracterizada pela acumulacdo de matriz extracelular. Ap6s uma leséo hepatica grave, a
reparacdo da arquitetura normal do tecido é realizada através de uma reacdo inflamatoéria
complexa e de um processo de transformagédo da matriz caracterizada pelo equilibrio
entre a sua sintese e a sua degradacéo (fibrélise). Por outro lado, se a agressdo ao
tecido e a deposicdo da matriz extracelular forem prolongadas e desreguladas, o que
normalmente acontece em lesGes hepéticas cronicas, o parénquima do figado é
continuamente substituido por tecido de cicatrizagéo, caracterizada por um desequilibrio
entre a sintese excessiva de matriz e a sua degradacao [67]. A progressdo da doenca
acompanhada de uma fibrose progressiva leva ao aparecimento de cirrose hepética [68],
situacdo que se pode agravar com o0 desenvolvimento de um carcinoma hepatocelular,
usualmente associado as transformac¢des malignas que surgem na presenca de cirrose,
sendo uma causa frequente de morte prematura em humanos [56]. Nos murganhos
Nrf2/Hfe” o desenvolvimento de fibrose hepética parece ocorrer mais precocemente, em
relacdo aos animais Hfe”, sugerindo que o Nrf2 podera conferir uma protecdo contra a
evolugdo das lesdes hepaticas associada & Hemocromatose Hereditaria, para uma
situacao de cirrose ou mesmo carcinoma hepatocelular.

O aumento da deposicao de fibras no tecido hepético revelado através da coloragéo
de cortes histol6gicos com Sirius Red levou-nos a analisar a expressdo dos genes proé-
fibréticos Tgf-B1, a-Sma e Collal. Os genes Tgf-B1 e a-Sma parecem nao ter interferido
na producdo de colagénio, que foi no entanto confirmada pelo aumento significativo da
expressdo genética do gene Collal nos animais Nrf2/Hfe” com 18 meses de idade.
Apesar de o TGF-B1 ser um potente estimulador da sintese de colagénio, existem
estudos que comprovam que a sua sintese pode ser induzida por outros fatores. Buttner
C. et. al. [69] demonstraram, em fibroblastos de pulm&o humano, que a Interleucina-4 (IL-
4) medeia a producgédo de colagénio. Gressner A. [70], et. al. revelaram que, para além da
TGF-B1, a interleucina-1 (IL-1) e a leptina promovem a ativacdo das células estelares

hepaticas, aumentando a sintese de colagénio. Isto podera justificar os niveis
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aumentados da expressdo do Collal nos animais Nrf2/Hfe” com 18 meses,
comparativamente ao mesmo grupo com 12 meses, apesar dos niveis normais obtidos na
expressao do Tgf-B1. Curiosamente, apesar de a a-SMA ser um marcador positivo dos
miofibroblastos, a expressdo do seu gene ndo se alterou nos animais Nrf2/Hfe” com 18
meses, onde o aumento da expressdo do gene Col1al foi verificado. A a-SMA esta
presente principalmente nas células do musculo liso dos vasos e nos miofibroblastos.
Considerando que as células musculares lisas se encontram em grande quantidade no
tecido hepatico associadas aos vasos sanguineos, é possivel que 0 seu aumento nos
miofibroblastos ndo tenha sido suficiente ao ponto de ser detetado pela técnica de PCR
em tempo real.

Apesar de a quantificacdo dos marcadores séricos ndo confirmarem a presenca de
lesbes hepaticas, a formacao das fibras de colagénio em redor dos “nédulos sideréticos”
e 0 aumento da expressao do gene Collal, sugerem o aparecimento de fibrose hepéatica,

gque normalmente surge associada ao aparecimento de lesdes hepaticas.
3. Ativacdo de genes e enzimas antioxidantes nos animais Hfe”

A transcricdo dos genes Nqol e Gstal é regulada principalmente pelo fator de
transcricdo Nrf2 [38]. Tal como seria de esperar, aos 12 meses de idade os animais que
ndo expressam o gene Nrf2 (Nrf2” e Hfe/Nrf2") apresentaram uma expressao
significativamente inferior destes dois genes. Curiosamente foi observada uma
diminuicdo da expressdo do ARNm dos genes Ngol e Gstal em todos os grupos de
animais com 18 meses, comparativamente aos mesmos grupos com 12 meses. O
envelhecimento natural das proprias células podera ter levado a uma condigdo de
faléncia e a uma perda de capacidade de resposta das células. Rahman et al [71] referiu
que o aumento normal de danos oxidativos nos tecidos ao longo da idade pode estar
relacionado com a disfuncdo de mecanismos de defesa antioxidante, que efetivamente
protegem os individuos mais novos de danos oxidativos. Shih et al [72] e Suh et al [73]
confirmaram que essa diminuicdo dos mecanismos de defesa antioxidante ao longo do
envelhecimento esta relacionada com a diminui¢cdo da expresséo do Nrf2.

Com a absorcéo de ferro em excesso através do aumento da sua concentracdo na
dieta ou através da auséncia do gene Hfe observou-se um aumento na acumulacao de
ferro no figado. Esta acumulacdo podera ser responsavel pelo aumento de lesbes
hepaticas como resultado do stresse oxidativo imposto pelo ferro. Esperava-se que a
producdo de espécies reativas de oxigénio, e em particular do radical superéxido,
ativassem os sistemas de defesa antioxidante. Muitas dessas enzimas, nomeadamente a

SOD, a OH-1, a GPx, a GR, a GST e a Ngol séo reguladas total ou parcialmente pelo
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fator de transcricdo Nrf2 e a sua auséncia podera interferir no normal funcionamentos
desses sistemas antioxidantes.

A atividade da enzima catalase parece ndo ter sido influenciada pela dieta em ferro
porque 0s animais com seis meses alimentados com uma dieta enriquecida com ferro
mantiveram os valores registados nos animais com 6 meses alimentados com dieta
standard. Por outro lado, a auséncia do gene Hfe” ndo interferiu na atividade da catalase
em nenhum grupo etario. Marmol et. al. [74] observaram em ratos Wistar machos com
1,5, 3, 18 e 24 meses de idade, que a atividade da catalase no figado ndo apresentou
alterac@es significativas com a idade. Aos 18 meses apenas se observou uma diminui¢ao
significativa nos animais Nrf2” relativamente ao mesmo grupo com 12 meses. Esta
alteracdo pode significar que a auséncia do Nrf2 limitou a atividade da catalase, embora
ndo tenha sido registada mais nenhuma alteracdo. Desta forma, a catalase é uma enzima
gue parece ser pouco afetada pela auséncia do fator de transcrigdo Nrf2.

O aumento da atividade da SOD nos animais B6 alimentados com uma dieta
enriguecida com ferro sugere que a sua atividade esta relacionada com o aumento da
quantidade de ferro no figado. Embora nao significativo, esse aumento é corroborado por
Zhang Y. et. al. [75]. Neste estudo usaram ratos Wistar machos, divididos em diferentes
grupos, de acordo com a dose de ferro recebida, e demonstram que a atividade da SOD
no figado aumenta quanto maior for a dose de ferro administrada nos animais. A SOD é
regulada, em parte, pelo Nrf2. Isto justifica por um lado a atividade reduzida da enzima
nos animais Nrf2” comparativamente aos animais B6, com 6 meses alimentados com
dieta standard. Por outro lado, os animais Nrf2/Hfe” da mesma idade e dieta, absorveram
e acumularam ferro em excesso, 0 que provavelmente estimulou enzimas antioxidantes,
nomeadamente a SOD, através de outros mecanismos de regulacdo que ndo a via do
Nrf2. Com o envelhecimento dos animais, segundo alguns autores, a atividade da SOD
mantém-se ou apenas aumenta ligeiramente [71, 76, 77]. Aos 12 meses,
comparativamente com a registada aos 6 meses, a atividade da SOD parece ter
diminuido para valores semelhantes em todos os grupos, embora essa diferenca ndo seja
significativa. Um estudo anterior realizado por Van Raamsdonk, J. [78] demonstrou que,
em Caenorhabditis elegans nos quais 0 gene que codifica a SOD foi silenciado, a
atividade da enzima néo alterou a esperanga média de vida, pois estes recorrem a outros
mecanismos compensatorios de forma a controlar o stresse oxidativo e os danos por ele
provocados. Desta forma, € provavel que a SOD atue na presenga de niveis reduzidos de
radicais superdxido. Com o aumento da idade e a acumulagéo de danos celulares, a sua
resposta ao stresse oxidativo é provavelmente efetuada por outros mecanismos mais

eficientes, reduzindo a sua atividade.
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A GR participa no ciclo redox normal da glutationa total: ao reduzir a GSSG contribui
para a manutencdo dos niveis adequados de GSH. Muitos xenobioticos séo
metabolizados em conjunto com a GSH, num processo catalisado pela GST, que
promove o0 seu gasto. A GSH deixa de estar disponivel pois fica ligada a uma
molécula/xenobidtico. Desta forma, a atividade da GR e da GST relacionam-se e por isso
terdo apresentado um padréao de atividade semelhante neste trabalho. Com a introducéo
de ferro na dieta, a atividade destas enzimas ndo se alterou comparativamente aos
animais com a mesma idade alimentados com dieta standard. Como anteriormente
referido, a quantidade de ferro introduzida nao foi suficiente para provocar graves lesdes
nos hepatécitos que justificassem o aumento dos mecanismos de protecao antioxidantes.
Da mesma forma, a idade parece nao ter tido influéncia no aumento da atividade destas
enzimas. E de referir que a GR e a GST sdo fundamentalmente reguladas pelo fator de
transcricdo Nrf2. A atividade destas enzimas nos animais Nrf2” e Hfe/Nrf2” ficou
comprometida, em comparacgéo com os grupos B6 e Hfe” de todas os grupos etarios. A
diferenca de valores registados na GR néo foi significativa, mas na GST essa
discrepancia de valores entre 0s grupos com auséncia do gene Nrf2 e os grupos controlo
acentuou-se de forma significativa, comprovando a regulagdo destas enzimas pelo fator
de transcrigéo Nrf2.

A GR catalisa a redugédo da GSSG a GSH, usando o NADPH e a GPx atua de forma a
preservar a GSSG através da oxidacdo da GSH. Os animais alimentados com uma dieta
enriguecida com ferro acumularam maior quantidade de ferro e a sua continua
acumulacdo nos hepatécitos podera ter causado stresse oxidativo. Essa hepatoxicidade
podera ter levado ao aumento a sintese de GSH. Isto permitiria explicar 0 seu aumento
observado, embora néo significativo, em todos os grupos de animais alimentados com
dieta enriquecida com ferro, comparativamente aos respectivos grupos de animais
alimentados com dieta standard. Este aumento parece ter-se acentuado nos animais
Nrf2/Hfe”, devido a sucessiva acumulagdo esponténea de ferro em animais com
auséncia do factor de transcricdo de genes antioxidantes, o Nrf2. A conjugacdo da GSH
com espécies reactivas e/ou xenobibticos, que sdo metabolizadas e posteriormente
excretados do corpo, podera diminuir a sua quantidade disponivel para a oxidacdo em
GSSG. Isto podera explicar a sua diminuicdo nos animais com 6 meses alimentados com
uma dieta enriquecida com ferro, comparativamente aos animais com a mesma idade
alimentados com uma dieta standard. Por outro lado, essa oxidagédo poderd ser inibida
pela GPx que é consumida de acordo com a sucessiva acumulacao de ferro no figado.
Os animais com 6 meses alimentados com dieta enriquecida com ferro e os animais com
12 meses acumularam uma maior quantidade de ferro no figado, o que refletiu uma

inibicdo da actividade da GPx. Apesar de esta diminuicdo ndo ser significativa, a
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actividade da GPx parece estar relacionada com o efeito da acumulacdo de ferro no
figado através da dieta e ao longo do tempo. Se nos animais com 6 meses, alimentados
com dieta standard, se refletiu o papel transcripcional do Nrf2, através da diminuicdo da
actividade da enzima nos animais Nrf2” e Nrf2/Hfe”, nos animais com 6 meses,
alimentados com dieta enriquecida com ferro, e com 12 meses, essa diferenca néo foi
evidente, permitindo concluir que existirdo mecanismos alternativos para a regulacdo da
GPx que evitam a diminuicdo da sua actividade em consequéncia do aumento do ferro no
figado, espontaneo ou induzido pela dieta. A continua inibicdo de GSH e GPx justificam a
diminuicdo da quantidade de GSSG, registada nos animais com 6 meses + Fe. Esta
diminuicdo € significativa e, tal como nas anteriores enzimas, € inversamente
proporcional a quantidade de ferro acumulada no figado. A quantidade de GSH e de
GSSG (e consequentemente da GSX) nao parece ter sido influenciada pela auséncia do
gene Nrf2 provavelmente por estas moléculas ndo serem diretamente reguladas por este
fator, existindo outros mecanismos para a sua regulacdo em consequéncia do aumento
da quantidade de ferro no figado.

Resumindo, o Nrf2 parece influenciar a atividade de algumas enzimas por ele
regulado na presenca de stresse oxidativo presente nos animais Hfe” e Nrf2/Hfe”. A
guantidade de ferro no organismo e a idade dos animais parecem ndo ter induzido
grandes alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes e na quantidade da
glutationa, possivelmente devido a baixa concentracdo de ferro adicionado a dieta e ao
envelhecimento natural das proprias células que podera ter levado a uma reducéo da sua

capacidade de resposta antioxidante.
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VI. Conclusao

A homeostasia do ferro é regulada pelas células de forma a evitar uma elevada
gquantidade de ferro livre que possa promover a formacdo de espécies reativas de
oxigénio. Os individuos com HH apresentam quantidades exageradas de ferro acumulado
no figado, o que pode evoluir para fibrose hepética e cirrose, aumentando o risco de
carcinoma hepatocelular. O fator de transcricdo Nrf2 controla a transcricdo de enzimas
antioxidantes importantes para a sobrevivéncia da célula e dos tecidos.

Ao longo deste estudo, foi possivel avaliar o papel conferido pelo Nrf2, de forma a
poder correlacionar a sua funcdo protetora com a auséncia de sintomas e de alteracdes
hepaticas na maioria dos portadores da mutagdo C282Y no gene Hfe em homozigotia.

Nos animais com auséncia do gene Hfe, a quantidade de ferro acumulada com
origem na dieta enriquecida com 0,5% de ferro ou ao longo do envelhecimento dos
animais ocorreu independentemente da presenca ou da auséncia do Nrf2. Este fator de
transcricdo parece néo ter influenciado diretamente na quantidade de ferro absorvido,
transportado e acumulado no figado. Por outro lado, a sua presen¢a moldou o padrdo de
distribuicdo do ferro ao longo do tecido hepético. Enquanto nos animais Hfe” o ferro se
localizou essencialmente ao longo do parénquima, no citoplasma dos hepatécitos, em
animais Nrf2” o ferro distribuiu-se tanto ao longo do parénquima, como nas células de
Kupffer. Em animais envelhecidos essas acumulacdes formaram grandes aglomerados
(“nédulos sideréticos”).

Curiosamente, apesar de aparentemente nao ter influenciado na quantidade de ferro
absorvido e acumulado pelo organismo, a analise da expresséo dos genes relacionados
com o metabolismo do ferro sugeriu que o Nrf2 esta envolvido na regulacao da expresséo
da hepcidina e da ferroportina, apesar de o seu papel na homeostasia do ferro ainda
estar por esclarecer.

Aparentemente, o Nrf2 néo interferiu com o peso final dos animais nem com a
guantidade dos marcadores séricos de lesdo hepatica quantificados ao longo de toda a
experiéncia.

Nos animais duplo knock-out com 18 meses registou-se um aumento na expressao
do gene do collal em comparacdo com 0s animais controlo e na deposi¢do das fibras
em redor dos “ndédulos sideréticos”. A continua acumulacao de ferro e o aparecimento de
eventuais lesbes hepéticas poderdo ter levado ao aparecimento de fibrose hepatica.
Desta forma, o Nrf2 poderd ter assumido um papel protetor contra o dano hepético,

evitando o aparecimento de lesdes, impedindo a evolucdo da patologia para fibrose.
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Na auséncia do gene Nrf2 a expresséo dos genes antioxidantes por ele regulado ficou
comprometida, diminuindo as capacidades de defesa antioxidantes das células, expondo
o tecido ao aparecimento de lesGes hepaticas. No entanto, o facto de ndo terem sido
detetadas alteracdes substanciais nos niveis de glutationa nem na atividade de enzimas
antioxidantes, sugere que a auséncia do Nrf2 ndo predispds os animais Hfe” para um
stresse oxidativo, apesar do excesso de ferro hepatico.

Este estudo permitiu concluir que a presenca do gene Nrf2 interfere essencialmente
na distribuicdo do ferro em excesso acumulado no figado. O papel protetor a ele atribuido
em estudos anteriores & evidenciado neste estudo através da auséncia de fibras de
colagénio sugestivas de fibrose, nos animais que apresentam o gene Nrf2. Em futuras
investigacdes na area da Hemocromatose Hereditaria humana, a desregulacao da via de
sinalizagdo no Nrf2 pode ser associada ao desenvolvimento de formas clinicamente

severas da doenca, devido a um aumento de stresse oxidativo e lesGes hepaticas.
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