UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
COMISSAO DE GRADUACAO DE BIOMEDICINA

NIVEIS SERICOS DE PRO-HEPCIDINA E FERRITINA EM INDIVIDUOS
COM APNEIA DO SONO E DOENCA ATEROSCLEROTICA

Trabalho de Conclusdo de Curso em Biomedicina

TASSIA MACHADO MEDEIROS

Orientadora: Dra. Mara da Silveira Benfato

Porto Alegre, julho de 2010.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
COMISSAO DE GRADUACAO DE BIOMEDICINA

NIVEIS SERICOS DE PRO-HEPCIDINA E FERRITINA EM INDIVIDUOS
COM APNEIA DO SONO E DOENCA ATEROSCLEROTICA

Trabalho de Conclusdo de Curso em
Biomedicina submetido a Comissdo de
Graduagdo de Biomedicina como um dos
requisitos para a obtencdo do Grau de
Biomédico.

Aluna: Tassia Machado Medeiros
Orientadora: Dra. Mara Silveira Benfato

Porto Alegre, julho de 2010.



Este trabalho foi realizado no
Laboratério de Estresse Oxidativo do
Departamento de Biofisica da UFRGS
e nas unidades de Hemodindmica e
Métodos ndo invasivos do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Teve apoio
do FIPE-HCPA e Propesq-UFRGS.



Dedico este trabalho aqueles que acreditaram e continuardo acreditando em mim,
aqueles que me apoiaram e continuardo me apoiando:

Deus e meus Pais.



Agradeco aos meus pais, Plinio e Netinha, pelo exemplo de que com forca de
vontade e perseveranca, sonhos podem se tornar realidade; por abdicarem de
muitas vontades e sonhos para que o meu virasse realidade;

Aos meus irmdos, Jouber e Emanuel; avo, Angelina; a madrasta, Jussara, ao
padrasto, Paulo Cesar por toda forca, preocupagdo e torcida dedicadas a mim;

Ao meu namorado, Diogo, e sua familia pelos sete anos de torcida e ajuda;

A minha Orientadora, Mara, pelo conhecimento que me foi passado, pela paciéncia
e compreensado;

A Cristini, pela idéia deste projeto, aten¢do, apoio e amizade;

Aos meus colegas de laboratorio, Fernanda, Paulo, Marcus, Artur, Paula, Cleber,
Maxwel e Tiago pelo convivio didrio, risadas, paciéncia e assisténcia,

Aos Professores que tive durante a graduagdo, por todos os ensinamentos, tanto
tedricos como de vida;

Aos meus colegas de aula e amigos pelos momentos inesqueciveis e pelo
companheirismo;

Enfim, agradeco a todos aqueles que amo e que fazem de mim uma pessoa melhor,
mais forte e feliz.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt 7
RESUMO ...ttt ettt sttt et e b e bt et es s eab e nse e shee b e naeeneensenesaeennen 9
I — INTRODUCAOQO GERAL .....ovuovieeeeceeeeeeeteeteseseeisse e es s es e sss s sss s sssae s s seees 10
1.1 — Sindrome da Apnéia e Hipopnéia Obstrutiva do SON0.......ccceeerereevenereneenenenens 10
[.1.2 — Diagnostico de SAOS ..ottt st st 11
L.1.3 — Tratamento da SAOS ...ttt e e 12
[.1.4 — SAOS € INflamaclio ......ccceevuerrereereenienieiere et 13
[.1.5 — SAOS € Estresso OXidatiVo ......eecveereerrieeniieieeneenieeniee st ste e ssee e seesneens 14

1.2 — Doenca Arterial Coronariana..........ccocuevvveriieenieriieeireeieesie e s esne e 16
1.3 — Homeostase do Ferro, Inflamagao € HipOXia........ccceevevireeienenieneciineseeieieseeeeen 19
L3.1 — HepCIdina....cecveeeieiieseiesiee ettt ettt s st e e 21
L.3.2 — FOITILING ..eeeuviiie ettt ettt ettt e b et s s sastesane s 25

II - TRABALHO EXPERIMENTAL/ARTIGO CIENTIFICO ........cocosveeueveeiererereeeeean 31
RESUIMO .ttt et e st st e e bt e e e st eesateesabeesnaeeas 33
TNEFOAUGAOD ..ttt st st st st st et eae e e nn e e b e seeenneens 34
Materiais € MELOUOS. ...ecuuiirerieertieiee ettt ettt et et e st e e e s bt et esbe e st e atesatesabesaneseanean 36
ReESUItAd0S € DISCUSSAOD ...ceuvereeeriieitieiiestesite et erte st be s ebe et e st e sb e et e ate st e s abesatesabeeeeeaseenn 39
Lista de Tabela € FIGUIa.......cccooviiiieiiiiecieee e et 45
NS (1S 1101 TP PP PIPTIVRRPRORIN 47
Tabelas e Figuras SUPIEMENTATES .........ccccerierrieriieeiiinieesieee et et st 49
TIT — CONCLUSOES ....ocvuiimririreimeeesisee e sese s sssesssesssss st sssssssesssessssssnesssessessenes 52
IV —PERSPECTIVAS ...ttt ettt sttt et e sbe e neeere s s ene 54
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ADICIONALIS .........covervuirieirceniesneseisenneeessneneees 55



10.

11.

12.

13.

14.

15.

LISTA DE ABREVIATURAS

SAOS - Sindrome da Apnéia Obstrutiva do Sono

IAH - Indice de Apnéia e Hipopnéia

. CPAP — Pressdo Positiva Continua nas Vias Aéreas (Continuos Positive

Airway Pressure)

NF- kB — Fator Nuclear- kB (Nuclear Factor-xB)

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral-o. (Tumor Necrosis Factor-o)

EPO - Eritropoietina

VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular (Vascular Endothelial

Growth Factor)

NO — Oxido Nitrico

IL-8 — Interleucina-8

IL-6 — Interleucina-6

ICAM-1 - Molécula de Adesdo Intercelular-1 (Intercelular Adhesion

Molecule-1)

VCAM-1 — Molécula de Adesao Vascular-1 (Vascular Adhesion Molecule-1)

CRP - Proteina-C-reativa (C-reactive Protein)

DAC - Doenga Arterial Coronariana

ERO — Espécies Reativas de Oxigénio



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26

HIF - Fator Induzido por Hipdxia (Hypoxia Inducible Factor)

TBARS - Substincias Reativas do Acido Tiobarbitiirico

8-OHdG - 8-hidroxi-2’deoxiguanosina

LDL - Lipoproteina de Baixa Densidade (Low-Density Lipoprotein)
IRE - Elemento Responsivo ao Ferro (Iron Responsive Elements)

IRP - Proteinas Reguladoras do Ferro (Iron Regulatory Proteins)
STAT-3 - Signal Transducers and Activators of Transcription protein-3
BNP - Proteinas Morfogenéticas Osseas (Bone Morphogenetic Proteins)
C/EBPa - CCAAT/enhancer-binding protein

INFy — Interferon y

. HDL - Lipoproteina de Alta Densidade (High Density Lipoprotein)



RESUMO

A Sindrome da Apnéia do Sono (SAOS) é caracterizada por eventos de
hipdxia e reoxigenacdo, os quais ativam a resposta inflamatdria e levam a formacao
de espécies reativas de oxigénio (ERO). Estudos tém evidenciado que distirbios
respiratérios do sono, entre eles, o mais grave, a SAOS, sdo fatores independentes
para o desenvolvimento e progressdo de Doenga Arterial Coronariana (DAC). O
processo aterosclerético envolvido na DAC € caracterizado por inflamagdo e estresse
oxidativo. Ambos est@o relacionados com a regulagdo de proteinas envolvidas com o
metabolismo do ferro, dentre as quais se destacam neste trabalho a hepcidina e a
ferritina. A hepcidina € um hormdnio regulador do nivel de ferro extracelular
sintetizado pelo figado, cuja producdo é regulada por fatores como anemia,
inflamacdo, infec¢gdes e hipoxia, possuindo como pré-hormoénio a pré-hepcidina. A
ferritina esta envolvida no estoque de ferro e mostra ter a expressdo regulada por
hipdxia e inflamag@o. Além disso, seus niveis estdo relacionados a DAC e ao infarto
do miocardio. Este trabalho teve por objetivo estudar e esclarecer a possivel relacdo
entre SAOS, DAC, pré-hepcidina e ferritina. Foi realizado um estudo transversal no
qual foram incluidos 56 pacientes (519 triados), os quais haviam sido encaminhados
para a realizacdo de angiografia por suspeita de DAC. Além dos niveis de pro-
hepcidina e dos niveis hematimétricos, os pacientes foram submetidos a
polissonografia para a determinagdo do Indice de Apnéia e Hipopnéia (IAH), e como
marcador inflamatério dosou-se a proteina-C-reativa ultra sensivel. Em um modelo
de regressdo (Poisson), foi verificado que o aumento de uma unidade da TAH
aumenta o risco de DAC em 29,3%. Em um modelo de regressdo multivariada,
controlando para idade, sexo e IMC, verificou-se que a ferritina e o IAH predizem
30,4% da variancia da pré-hepcidina. Portanto, demonstrou-se que esses eventos
encontram-se relacionados, e se sugere que estes fatores possuem forgas diferentes
na regulacdo da sintese da ferritina e pro-hepcidina, agindo hierarquicamente para a

regulacdo dos niveis dessas proteinas para a manuten¢do da homeostase do ferro.



I- INTRODUCAO GERAL

I.1 - Sindrome da Apnéia e Hipopnéia Obstrutiva do Sono

A Sindrome da Apnéia Obstrutiva do Sono (SAOS) é uma doenga
caracterizada pela obstrucao repetitiva, total ou parcial, da via aérea superior durante
a inspiragdo, geralmente resultando na queda da saturacdo de oxigé€nio e despertares.
Os seus principais sintomas s@o roncos, sonoléncia diurna excessiva e apnéias
relatadas por observadores. Além disso, existem evidéncias de que esta sindrome estd
associada com um considerdvel niimero de seqiielas adversas, tanto fisicas como
comportamentais, como, por exemplo, a grande incidéncia de acidentes de transito
com pacientes com SA0S.” E a mais freqiiente desordem respiratdria, que ocorre
em todas as idades, afetando de 1 a 4% dos adultos, tendo maior prevaléncia em
homens, idosos e obesos, estando presente em 1 a 10% da populagdo de meia-
idade.* Young e col.” indicaram que essa prevaléncia é de 4% em homens e 2% em
mulheres de meia-idade.

De acordo com American Academy of Sleep Medicine (1999), a apnéia é
caracterizada pela diminui¢do do fluxo respiratério a < 10% do basal, ou pela parada
do fluxo aéreo por mais de 10 segundos. O diagnéstico € realizado por meio de
polissonografia. A severidade da SAOS é medida pelo Indice de Apnéia e Hipopnéia
(IAH), o qual é obtido pela contagem do nimero total de apnéias e hipopnéias
durante o sono dividida pelo tempo de registro polissonogrifico (tempo de sono).
Um IAH menor do que 5 por hora é considerado normal, sendo um individuo sem
disturbio respiratorio; entre 5 e 15 € diagnosticado como apnéia e hipopnéia leve;

L : . 2627
entre 15 e 30 é diagnosticado como moderado; e maior do que 30 como grave.”™”
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Outras manifestagdes clinicas das apnéias e hipopnéias repetitivas incluem
hipdxia intermitente, em que individuos sdo submetidos a repetitivos episddios de
dessaturacdo de oxigénio no sangue seguido pelo processo de reoxigenacao (hipdxia-
reoxigenacdo), hipercapnia, aumento da freqiiéncia cardiaca e arritmias; sintomas

esses resultantes da ativacdo do sistema simpdtico.”®

I.1.2 — Diagnéstico de SAOS

O diagnéstico da sindrome € feito através de polissonografia. Existem quatro
tipos de polissonografia, sendo que o padrdo ouro do método € a I, realizada em
laboratérios de sono, e as demais sdo métodos de monitorizagdo portateis, os quais
servem para monitorar o sono do paciente em domicilio. Elas sdo diferenciadas pela
quantidade de pardmetros medidos e avaliados. Por exemplo, a polissonografia
portétil tipo III faz a monitorizagdo do sono a partir de no minimo quatro canais,
sendo dois para o fluxo ventilatério, um para a freqiiéncia cardiaca e um para a
oximetria.” A figura 1 mostra a monitorizagdo da polissonografia do tipo III a qual
foi realizada neste estudo. Foram analisados cinco canais: fluxo aéreo, roncos,
pressdo de oxigénio, freqiiéncia cardiaca e posicdo do paciente. As polissonografias
portéteis realizadas a domicilio aumentam a possibilidade de um diagndstico correto

e de tratamento efetivo da SAOS."!
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Figura 1. Apresentagdo grafica da polissonografia portétil tipo III utilizada neste estudo, com a
presenca de cinco canais: fluxo aéreo, roncos, saturacdo de oxigénio, freqii€ncia cardiaca e posic¢do
do sono, de cima para baixo respectivamente.

I.1.3 — Tratamento da SAOS

O tratamento de primeira escolha para a SAOS € o uso de um aparelho que
mantém a pressdo positiva continua nas vias aéreas superiores (CPAP - Continuos
Positive Airway Pressure). O CPAP € usado durante o sono, e o paciente recebe a
pressdo positiva por meio de uma mdscara nasal ou oronasal. A pressao positiva que
serd usada é a menor necessdria para manter a via aérea do individuo aberta durante o
sono, impedindo episédios de apnéia e hipopnéia. Esta pressdo necessdria €
determinada através da realizagdo da polissografia.30

Sendo a obesidade um dos principais fatores de risco para SAOS e sendo sua
prevaléncia maior em individuos obesos, a perda de peso € uma das recomendagdes
que se faz aos pacientes.31 Algumas cirurgias como vulopalatofaringoplastia,
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glosectomia, osteostomia mandibular sagital inferior e traqueostomia também podem

.. . 26
beneficiar os pacientes.

I.1.4 — SAOS e Inflamacio

Existem intimeros estudos demonstrando os elevados niveis de agentes pro-
inflamatorios circulantes, como citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo em
pacientes com SAOS, e estes estudos sdo suportados pelo fato de que pacientes
submetidos ao tratamento com CPAP possuem uma queda significativa dos niveis
desses agentes.3 ? Foi sugerido que a ativacdo da resposta pro-inflamatéria ocorre
devido a ativagdo do Fator de Transcricio Nuclear-xB (NF-kB), o qual acarreta o
aumento da expressdo do Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-a), um importante
agente pro-aterogé€nico. A hipdxia intermitente mostrou-se responsavel pela ativacao
tanto do NF-xB quanto do Fator Induzido por Hipdxia-1 (HIF-1 - hypoxia inducible
factor), um fator chave na homeostase do oxigénio que estimula a expressdo de
inimeros genes como FEritropoietina (EPO), Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF) e a sintese de Oxido Nitrico (NO), os quais medeiam a resposta
hip(’)xia.5 Além dessas moléculas, a Interleucina-8 (IL-8), Interleucina-6 (IL-6), bem
como a Molécula de Adesdo Intercelular-1 (ICAM-1), Molécula de Adesio
Vascular-1 (VCAM-1) e a Proteina-C-reativa (CRP) mostraram-se alteradas em
individuos com SAOS.*

Juntamente com a hip6xia intermitente outro fator que contribui para o
aumento dos niveis dos agentes pré-inflamatérios em pacientes com SAOS € a

fragmentacdo do sono. Sabe-se que o pouco tempo de sono e a sua privagdo durante
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varios dias estdo associados com o aumento dos niveis de marcadores inflamatérios
como CRP, IL-6 e TNF-a.**%

A SAOS estd associada com uma significante mortalidade e morbidade,
sendo em grande parte ocasionada pela sua associacdo com doencas cardiovasculares
como hipertensdo, doenga arterial coronariana (DAC), insuficiéncia cardiaca e
acidente vascular cerebral. Os mecanismos dessa associacdo ainda ndo sdo bem
entendidos, mas parecem ser multifatoriais e envolvem a ativagdo simpdtica,
disfuncdo endotelial, ativacdo de rotas inflamatdrias e desordens metabdlicas como

hiperlipidemias.*®

1.1.5 — SAOS e Estresso Oxidativo

Episddios de hipoxia e reoxigenagdo sofridos por individuos com SAOS estio
associados com a formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e com o
aumento do estresse oxidativo. As ERO incluem radicais livres e peréxidos e sdo
responsdveis por atividades vitais como producdo de energia, fagocitose, regulacio
do crescimento celular e sinalizagdo intercelular.”” Além disso, algumas das menos
reativas dessas espécies podem ser convertidas por reacdes de oxido-redugdo com
metais de transicdo, como por exemplo, o ferro, em mais agressivas espécies de
radicais livres. Os radicais livres sdo altamente reativos e podem reagir com acidos
nucléicos, lipideos e proteinas, causando prejuizo do metabolismo e lesdo celular.*

Embora se saiba que a hip6xia acarreta a geracdo de ERO, a fonte precisa das
ERO ainda é desconhecida. Sugere-se que esse aumento ocorra porque em baixas
concentragdes de oxigénio verifica-se uma formacdo maior de redutores na

mitocondria.* A mitocondria tem sido considerada uma provavel fonte de ERO,
14



sendo que a cadeia transportadora de elétrons foi proposta ser um sensor de oxigénio,
liberando ERO em resposta a hip6xia, as quais desempenham um papel sinalizador
desencadeando diversas respostas funcionais, incluindo a ativacdo da expressdo
génica por meio do Fator Induzido por Hipéxia (HIF). O principal local da producio
de ERO na mitocdndria parece ser o complexo III. Isso pode ocorrer devido a um
efeito do oxigénio dentro da membrana mitocondrial interna sobre o tempo de vida
do radical semi-ubiqiiinona no préprio complexo III, ou a liberacio de ERO no
espaco matriz versus espago intermembranas.” Além da cadeia transportadora de
elétrons, as ERO também podem derivar de isoformas da NADPH-oxidase, presente
em muitas células como leucdcitos e células endoteliais. Esta enzima tem como
produto o anion radical superdxido, o qual causa estimulo para a liberagdo de
citocinas, fatores de crescimento, entre outros. O metabdlito do radical superéxido, o
peréxido de hidrogénio, age como segundo mensageiro para ativar multiplas vias
intracelulares.***

Estudos utilizando marcadores de dano oxidativo demonstraram que
pacientes com SAOS apresentam maior dano oxidativo. Barcelo e col.” mostraram
que pacientes com SAOS apresentam maior dano lipidico, utilizando o é&cido
tiobarbitdrico (TBARS) como marcador; ¢ Yamauchi e col.*’ verificaram a presenca
de maior dano em DNA utilizando o 8-hidroxi-2’deoxiguanosina (8-OHdG) como
marcador. Esses dados sdo reafirmados por estudos que demonstram a diminui¢do de
dano oxidativo em pacientes que realizaram terapia para SAOS. Esses estudos
verificaram que apds o tratamento com CPAP ocorreu diminui¢io do TBARS e
per(’)xidos,41 e outro estudo ainda verificou diminui¢do da pressdo diastdlica e

.. .. 42
aumento da atividade antioxidante.
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L.2 - Doenca Arterial Coronariana

A SAOS tem sido considerada um fator de risco para doengas
cardiovasculares. Drager e col.* demonstraram que distirbios respiratérios do sono
possuem importante papel no desenvolvimento e progressdo da aterosclerose,
independentemente de outros fatores, por isso a SAOS passou a ser um fator de risco
independente. Schulz e col.** encontraram uma predisposicdo maior a formacgdo de
placa aterosclerdtica em pacientes com SAOS. Concordando com este tltimo estudo,
Suzuki e col.*® verificaram que o espagamento da camada intima da artéria cardtida
apresenta correlagdo com a gravidade da SAOS.

Evidéncias indicam que a formagdo excessiva de ERO estd associada a
fisiopatologia das doencas cardiovasculares dentre elas vale destacar a
aterosclerose.*® Os mecanismos desta relacdo ainda ndo sdo totalmente conhecidos,
mas acredita-se que a hipéxia intermitente induzida por apnéia, devido aos periodos
de hip6xia-reoxigenagdo, seja a principal causa da associac@o entre SAOS e doencas
cardiovasculares.”’” Outros fatores envolvidos nessa fisiopatologia incluem disfungao
endotelial, inflamacao sistémica, distirbios metabdlicos e coagulopatias.1

O dano endotelial € o fator desencadeador do processo aterosclerético, e pode
ser causado pela hipdxia tanto através da diminuicdo da oferta de oxigénio quanto
pela geracdo de ERO. Essa lesio endotelial ativa a expressdo pelas células
endoteliais de moléculas de adesdo, provoca o recrutamento de células mediadoras
da inflamacdo, como mondcitos e linfécitos T e leva ao aumento da permeabilidade
do vaso a lipoproteinas propiciando o processo de oxidacdo de biomoléculas. O
transporte de Lipoproteinas de Baixa Densidade Oxidadas (LDL-ox) do endotélio

para a parede do vaso é outro fator importante para a formagdo da placa
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aterosclerética. A presenca de LDL-ox na parede na camada intima do vaso e de
linfécitos T, estimula os mondcitos a se tornarem macrdfagos, e esses fagocitam o
LDL-ox, causam sua hiper-oxidac¢do e dao origem as células espumosas, as quais se
combinam com leucdcitos e formam as estrias de gordura.19 Os niveis elevados de
LDL-ox possuem relacdo positiva com a severidade da DAC." As estrias de gordura
secretam fatores de crescimento e induzem a migracao de células da musculatura lisa
para a camada intima do vaso. Este processo ocorre continuamente, aumentando cada
vez mais a lesdo, acarretando processo fibrético e calcificacdo da placa de ateroma.
Quando essa placa se desestabiliza e rompe ocorrem problemas cardiovasculares
agudos, como o infarto do miocédrdio pela formacdo e liberagdo de trombos que

~ . 1
podem causar a oclusdo de vasos (figura 2)."
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Figura 2. Desenvolvimento da aterosclerose. Producido de ERO pelas células endoteliais, células da
musculatura lisa e macréfagos; oxidam o LDL no espago subendotelial, nos locais de lesdo endotelial,

iniciando eventos que culminam na formacdo da placa fibrética. A ruptura da placa fibrética leva a

formac@o do trombo e oclusio do vaso. Retirado de “Oxidative Stress and Vascular Disease”."”

Torna-se relevante salientar, apds a breve descricdo desse processo, que as

ERO estao envolvidas em vdrias vias desse processo, direta ou indiretamente, como
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ativacdo de fatores de transcri¢do (HIF, NF-kB), aumento dos niveis de mediadores
da inflamacio (citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo, fatores de crescimento)
e conseqiiente ativagdo do processo inflamatério, oxida¢do de moléculas como o
LDL, recrutamento de células inflamatérias e plaquetas, além da producdo de mais
espécies reativas e do dano causado diretamente em biomoléculas que afetam o

metabolismo e viabilidade celular.
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1.3 - Homeostase do Ferro, Inflamacao e Hipoxia

O ferro ¢é essencial para a manutengdo da vida. Estd envolvido em processos
como respiracdo e proliferacdo celular, sintese de DNA, entre outros, e participa de
vérias reacdes redox. E um dtomo fundamental para o funcionamento de muitas
proteinas e enzimas, entre elas a hemoglobina, mioglobina, ciclo-hoxigenases,
citocromos e aconitase. Um exemplo da importancia do ferro para o funcionamento
adequado do corpo € que sua deficiéncia gera cansago, diminuicdo da tolerincia a
exercicio, inani¢do, suscetibilidade a episddios traumdticos, e outros. Tanto a
deficiéncia de ferro quanto a sua sobrecarga estdo envolvidas em vdrias patologias, e
ambas as situacdes podem gerar estresse oxidativo.**®

A toxicidade do ferro esté relacionada com a sua capacidade de participar no
dano oxidativo. Através da reacdo de Fenton (Fe™ + H,O, > Fe™™ + OH" + OH), o
ferro € capaz de catalisar a produg@o de ERO e dentre elas o radical mais nocivo é o
radical hidroxila. O dano oxidativo esta relacionado com a fisiopatologia de varios
processos, como a inflamacéo e a hip(’)xia,6 eventos mencionados anteriormente.

O controle da homeostase do ferro é realizado tanto a nivel celular quanto
sist€émico. O metabolismo do ferro celular € mantido pela sua captacdo, estoque,
reciclagem, exportacdo e distribuicdo intracelular. A homeostase sist€émica é mantida
pela entrada de ferro no organismo e pela mobilizagdo dos seus estoques. Este
controle envolve a regulacdo tanto de hormonios (hepcidina) quanto proteinas
(ferritina, transferrina, ferroportina), além de todo o sistema antioxidante (enzimas e
moléculas com capacidade antioxidantes).*’

Muitos estudos tém sugerido uma ligacdo entre estoques anormais de ferro e a

progressdo da DAC, e esta ligacdo € conhecida como “hipétese do ferro”.”" Esta
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hipdtese € sustentada pelo fato de o ferro catalisar a formacgdo de ERO, portanto, o
ferro em excesso em um tecido contribuiria para a geracdo de formas reativas,
acarretando dano tecidual, sinalizacdo para rotas inflamatdrias e oxidag¢do do LDL,
mecanismos que, como recentemente descritos neste trabalho, contribuem para a
DAC. Esta hipétese tem sido utilizada como exemplo para explicar a diferenca da
incidéncia de DAC entre homens e mulheres e o aumento dessa incidéncia em
mulheres apds a menopausa. Isso porque homens e mulheres pds-menopausa
apresentam niveis superiores de ferro em relagdo a mulheres pré—menopausa.51 Além
disso, outros estudos suportam esta hipdtese, pois demonstram que existe queda na
quantidade de ferro depositado na lesdo aterosclerdtica e reducdo do tamanho dessa
lesdo em situagdes de flebotomia, dieta pobre em ferro e tratamento sist€mico com
quelante de ferro.”>”* O ferro também é encontrado em placas ateroscleréticas em
concentragdes significativamente superiores as concentracdes vistas em tecido
arterial de individuos saudéveis. O ferro ndo € um componente inerte dentro da placa,
alguma quantidade dele possui atividade redox, e o ferro ligado a ferritina e
hemossiderina é um reservatério em potencial de ferro reativo dentro da lesdo.™
Stadler e col.” quantificaram ferro ex vivo em lesdes carotideas de artérias de
humanos sauddveis e encontraram correlagdo positiva entre os niveis de colesterol
nessas lesdes com a concentragdo de ferro acumulada.

O ferro pode ser desvinculado de proteinas que tem a funcdo de armazend-lo
em condicoes de hipéxia. Por exemplo, o ferro vinculado a ferritina € liberado apds
ser reduzido a fon ferroso, processo que € facilitado pelo anion radical superéxido,
meio 4cido, cetocolaminas ou NO, moléculas que se encontram em abundéancia sob
condigdes de hipéxia,*® e, ainda, este ferro livre pode contribuir para o dano tecidual.

Também foi visto que o ferro atua na regulagdo dos HIF, sendo que condicdes de
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deficiéncia de ferro simulam condi¢des de hipéxia.”’ Como descrito anteriormente,
estes fatores possuem um papel central na adaptacido celular em baixos niveis de
oxigénio e ferro. O mRNA dos HIF possui Elementos Responsivos ao Ferro (IRE —
iron responsive elements), os quais sao grampos de nucleotideos no mRNA de certas
proteinas do metabolismo do ferro e servem para o controle pds-transcricional feito
pelas Proteinas Reguladoras do Ferro (IRP - iron regulatory proteins), que se ligam
aos IRE na presenca de baixas concentracdes de ferro.”® Este mecanismo de
regulacdo do metabolismo do ferro envolve tanto a hip6xia quanto os niveis do

mesmo.

1.3.1 — Hepcidina

Ha poucos anos, Park e col.” descobriram um novo peptideo presente na
urina humana e o denominaram “hepcidina”, o qual é sintetizado pelo figado, e
possui atividade antimicrobiana. Este peptideo € encontrado em trés formas, com 25,
22 e 20 aminodcidos. Contém oito residuos de cisteina ligados por quatro pontes
dissulfeto, resultando em uma molécula com a estrutura de um simples grampo,
tendo uma configuragdo semelhante a outros peptideos com atividade
antimicrobiana.® Além disso, possui um papel chave na manutencdo da homeostase
do ferro.

A hepcidina é um hormoénio sintetizado pelos hepatdcitos, codificado como
um pré-pré-peptideo de 84 aminoacidos, possuindo em sua regido N-terminal uma
seqiiéncia com 24 aminodcidos que serve como peptideo sinal alvo para a localiza¢do
no reticulo endoplasmadtico (pré-regido). Logo apds, existe uma seqiiéncia com 35
aminodcidos (pré-regido) contendo uma regido para o reconhecimento e clivagem
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realizados pela furina (uma serino peptidase). Por fim, resta uma seqiiéncia de 25
aminodacidos, na regido C-terminal do pré-pré-peptideo, a qual é a forma ativa do
hormoénio (figura 3). Apdés o processamento do pré-pré-hormdnio pelo reticulo
endoplasmadtico, o pré-hormonio restante (pré-hepcidina) € liberado na circulagdo. A
furina € uma convertase que ativa hormonios pela clivagem da proteina precursora,
no caso a pro-hepcidina. Na circulacdo, a furina cliva a pré-hepcidina, formando o
hormoénio ativo, hepcidina. No entanto, nenhum estudo demonstrou como esse

< 60
processamento € regulado.
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Figura 3. Estrutura e maturagdo da hepcidina. A primeira regido com 24 aminodcidos serve para
direcionamento ao reticulo endoplasmético. Para gerar o peptideo maduro com 25 aminodcidos,
existe um sitio de clivagem para a furina na regido C-terminal da pré-hepcidina. Retirado de “a-I
Antitrypsin binds preprohepcidin intracellularly and prohepcidin in the serum” !

Quando ativa na circulacdo, a hepcidina se liga a ferroportina causando a sua
internalizacdo e degradacdo lisossomal (figura 452 A ferroportina é uma proteina
presente na superficie celular de enterdcitos, macréfagos, células placentarias e
hepatdcitos, e € responsavel pelo transporte do ferro do meio intracelular para o
plasma, funcionando tanto como um canal do efluxo de ferro regulado pela hepcidina
quanto como um receptor da hepcidina ®. O efeito desta acdio é a redugdo dos niveis
plasmadticos de ferro através da diminui¢do da sua absorcdo intestinal e liberacdo

pelos macréfagos e pelos estoques hepaticos.
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Figura 4. Hepcidina regula a exportacdo do ferro intracelular para o
plasma. Quando a hepcidina se encontra em baixas concentracdes, as
moléculas de ferroportina se localizam na interface membrana celular e
plasma, exportando o ferro. Com o aumento da concentracdo de
hepcidina, esta se liga a ferroportina e induz sua internalizacdo e

degradacdo, e a liberacio do ferro para o plasma decresce

progressivamente. Retirado de “Molecular Control of Iron Transport”.®

A relacdo entre hepcidina e ferro foi vista durante um estudo sobre a resposta
hepdtica a sobrecarga de ferro.** Neste estudo, os autores verificaram que o mRNA
da hepcidina era estimulado durante sobrecarga de ferro e também por injecido de
lipopolissacarideos em ratos, indicando que ela também ¢ influenciada pela resposta
imune, estando envolvida no processo inflamatério. A hepcidina também &
estimulada em resposta a infec¢des, causando a anemia de inflamacgao, no intuito de
diminuir a disponibilidade de ferro para os agentes patogénicos.65 A sintese da
hepcidina € induzida por citocinas inflamatdrias, principalmente por IL-6, indicando
que o estimulo que a hepcidina sofre durante a inflamacao é um efeito indireto, e que
a hepcidina € uma proteina de fase aguda tipo L AIL6 regula diretamente a

expressdo da hepcidina através da indug¢do de sua ligagdo no promotor do “Signal
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Transducers and Activators of Transcription protein-3” (STAT-3)."” Outras
citocinas inflamatodrias também estimulam a hepcidina como IL-1a e IL-1f, proteinas
morfogenéticas 6sseas (BNP — bone morphogenetic proteins). Bem como a
hepcidina, a pré-hepcidina também parece se correlacionar com citocinas
inflamatGrias como IL-6, IL-1a e TNF-q, além de CRP.

Durante a anemia, a expressdo da hepcidina é suprimida, com o objetivo de
aumentar a oferta de ferro necessdria para a atividade eritropoiética. A hipdxia
também mostrou o mesmo efeito da anemia. No entanto, a anemia, por si s6, parece
ndo afetar os niveis séricos de hepcidina como na anemia induzida por flebotomia,
mas quando ocorre hipéxia tecidual por conseqiiéncia da anemia hipdxica, a
expressdo da hepcidina é reprimida.®® Com o objetivo de testar a possibilidade de
HIF-1 e ERO estarem envolvidos na regulacdo da hepcidina, um estudo verificou que
o mRNA, o pré-mRNA e os niveis da proteina estavam reduzidos em uma linhagem
celular de hepatécitos humanos apds a incubacdo em condigdes de hipdxia.
Somando-se a isso, os niveis de ERO estavam significativamente aumentados nos
hepatécitos, e a adicdo de antioxidantes reprimiu o efeito da hipdxia sobre a
hepcidina, também a adi¢do de perdxido de hidrogénio suprimiu a expressdo da
hepidina. Esse estudo também examinou a ligacdo dos fatores de transcricio
presentes no promotor da hepcidina, e constatou que “CCAAT/enhancer-binding
protein” (C/EBPa) e STAT-3 encontravam-se dissociados durante a hipdxia, mas
que na adicdo de antioxidantes eles voltavam a se ligar, sugerindo que as ERO estio
envolvidas na repressdo da expressdo da hepcidina.12

Os mecanismos que estimulam a conversdo de pré-hepcidina a hepcidina
permanecem desconhecidos, e ainda se discute se a pré-hepcidina é uma medida da

. qe . . ~ . 69 PR
hep01d1na ativa ou 51mplesmente um precursor nao funcional.”™ No entanto, oS niveis
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séricos de pro-hepcidina sdo amplamente utilizados para diagnosticar a sobrecarga de
ferro.”” Como marcador inflamatério em pacientes com artrite reumatéide, a pro-
hepcidina parece ser efetiva, independente do estado de anemia.”' Atualmente, a
mensuragdo desse pré-hormonio pode ser facilmente realizada no soro e urina
utilizando-se um ensaio imunoenzimético por ELISA.

De acordo com essa relagdo entre hepcidina, inflamacao e hipdxia, Kanbay e
Hasanoglu ? formularam a hipétese de haver uma possivel associag¢do entre hepcidina
e SAQOS, sugerindo a hepcidina como um marcador prognéstico de doencas

inflamatorias em individuos com SAOS, incluindo nessas doencas a DAC.

A ferritina possui um importante papel na homeostase do ferro. E capaz de
seqiiestrar grandes quantidades de ferro, atuando no seu armazenamento e
detoxificagdo, devido a agdo téxica que o ferro exerce. E composta de 24
subunidades, alternando entre ferritina H e L, cujas concentra¢des variam de acordo
com o tecido em que sdo expressas, tendo maior quantidade de L em tecidos como
figado e bago, e de H no coragdo e rins. Estas subunidades se arranjam formando
uma cavidade oca com a capacidade de armazenar até 4.500 dtomos de ferro III
(figura 5).”* Ferritina H e L sdo produtos de diferentes genes e também possuem
funcdes diferentes: a ferritina H possui atividade de ferro oxidase, convertendo ferro
IT a ferro III, forma em que o ferro € internalizado e seqiiestrado; a ferritina L faz a
nucleacdo e a mineralizacdo do ferro III, precisando, portanto, da acdo da ferritina H

.73 . L. .. . .
para agir.”” Devido a essas caracteristicas, a ferritina H pode se ligar e liberar o ferro

mais facilmente do que a ferritina L. Acredita-se que a H exerca a funcio de
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detoxificagdo rapida do ferro e transporte intracelular e a ferritina L estd envolvida

: 72
mais com o armazenamento de ferro a IOHgO prazo.

C

Figura 5. Aspectos estruturais das ferritinas. As subunidades tipicamente se arranjam em feixe
de 4 hélices (A), as quais podem se agrupar em 24 subunidades, como no caso da ferritina
humana, formando uma cavidade reservatéria (B), ou ainda com 12 subunidades na Dps

bacteriana (C), possuindo diferenca de tamanho e simetria. Retirada de “Ferritins: A family of

. . . . 74
molecules for iron storage, antioxidation and more”.

2

A ferritina é uma proteina intracelular localizada principalmente no
citoplasma, embora tracos também sejam encontrados no soro e outros fluidos
biolgicos.”” As concentragdes de ferritina no soro encontram-se elevadas em
condicdes como inflamagdes e super dosagem de ferro. No soro ela é pobre em ferro,
e consiste de ferritina L, um traco de ferritina H e uma nova forma denominada
ferritina “G” (glicosilada). A ferritina sérica € utilizada como um marcador clinico de
estoque de ferro, contudo, sua origem € desconhecida, mas acredita-se que tenha
origem hepética.75 Esta ferritina sérica parece desempenhar um papel na modulagcdo
do peptideo vasoativo bradicinina. Além disso, os niveis de ferritina sérica e
intracelular parecem ser diretamente proporcionais.76 Recentemente foi descoberta
uma ferritina mitocondrial, que também ¢é importante ndo somente porque a
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mitocdndria desempenha um papel no trifego do ferro, mas também pela sua funcéo
na respiracdo celular, apoptose e biossintese de niicleos-ferro enxofre. Sugere-se que
este seja um dos meios utilizados pela mitocOndria para proteger-se de si mesma
devido ao excesso de ferro e dano oxidativo, bem como a regulacdo do trifego de
ferro entre o citosol e a mitocondria.”

A ferritina € uma das proteinas que possui regulagdo principalmente pés-
transcricional através dos IRE e das IRPs. A atividade ligante das IRPs aos IRE,
além de ser controlada pelos niveis de ferro, é regulada também por outros estimulos,
como, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e hipoxia, alterando assim a
traducdo da ferritina.”’

Inflamag@o, infeccdo e estresse oxidativo possuem grande influéncia na
regulacdo da expressio da ferritina em vérios niveis: transcricional, pés-
transcricional e traducional. Citocinas inflamatérias, particularmente TNF-a e IL-2,
aumentam a sintese de ferritina em vdrias células, incluindo hepatdcitos e
macréfagos. TNF-a, interferon y (INF y) e IL-1a induzem a transcricdo de ferritina
H, juntamente com a secre¢do da ferritina. A indugdo da transcri¢do da ferritina em
macrdéfagos pode ser particularmente importante devido ao seu papel como
seqiiestrador de eritrécitos velhos e danificados, contribuindo para a reciclagem de
ferro no corpo. A IL-6 também se mostrou capaz de induzir a sintese de ferritina,
bem como sua secrec¢do, lembrando que essa citocina possui um papel fundamental
na resposta da hepcidina a inflamacao, e, assim como a hepcidina, a ferritina também
é considerada uma proteina de fase aguda.” O estresse oxidativo regula a expressio
da ferritina ou diretamente na expressdo do gene, ou indiretamente via modifica¢des

da atividade das IRPs. Os oxidantes também podem alterar os niveis de ferritina
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através da liberacdo de ferro de proteinas; entre esses oxidantes encontram-se ERO e
No.

Muitos estudos tém ligado estoques anormais de ferro com DAC, e esta
ligacdo € baseada na “hipdtese do ferro”, na qual os radicais livres podem causar a
oxidacdo do LDL. No entanto, muito se discute pelo fato de a ferritina ser
considerada como um antioxidante por seqiiestrar o ferro livre, mas por outro lado,
ela pode funcionar como um pré-oxidante pela liberagdo do ferro estocado. O efeito
antioxidante da ferritina foi mostrado, por exemplo, em um estudo que realizou o
tratamento de células endoteliais com apoferritina (ferritina ndo combinada com o
fon ferro), demonstrando um efeito protetor nas células contra oxidantes citosélicos,
sugerindo que a ferritina possui efeito citoprotetor.”® O efeito pré-oxidante da
ferritina foi visto quando anion radical superéxido, formado ou enzimaticamente, ou
por efeito de radiacdo ou por xenobidticos, causou a liberagdo do ferro da ferritina
(0,° + Fe**-ferritina~> O, + Fe**-apoferritina).” Isto é consistente com a observacdo
de que a degradagdo autofdgica da ferritina € uma fonte de liberacdo de ferro em
cultura de hepat(’)citos.80

Além da “hipdtese do ferro”, existe uma segunda linha de evidéncias para a
relacdo entre ferritina e DAC, a epidemioldgica, em que o risco para DAC se
correlaciona com niveis de ferritina sérica e ocasionalmente com outras medidas de
estoque de ferro, como a saturagdo de transferrina.”® Salonen e col.* fizeram o
primeiro relato da associagdo significante entre os niveis séricos de ferritina e o risco
de infarto do miocardio em homens de meia idade que foram acompanhados durante
trés anos. Homens com niveis de ferritina >200 pug/L tinham 2,2 vezes mais risco de
ter um infarto do miocardio do que homens com niveis de ferritina baixos, sendo que

esta associacdo foi maior quando os niveis de LDL eram maiores (>5,0 mmol/L).
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Posteriormente, outros estudos também confirmaram essa relagcdo, como o de Kiechl
e col.** que analisaram 847 individuos com idade entre 40 e 79 anos em um estudo
transversal, relacionando andlises de aterosclerose nas cardtidas por acesso
sonografico e os estoques de ferro. Este grupo de pesquisadores continuou
acompanhando a progressdo da aterosclerose nos pacientes, e, apds cinco anos,
ajustando para fatores de confusdo e para o status vascular basal, também constatou
significante relagdo entre a progressdo da doenga e os niveis séricos de ferritina.®
Interessantemente, a diminui¢do dos estoques de ferro mostrou reduzir o risco de
infarto do miocardio, concordando com os resultados citados anteriormente. Facchini
e Saylor * analisaram o efeito da deplegdo de ferro nos fatores de risco para doengas
cardiovasculares em 31 pacientes que foram submetidos a flebotomia mensal ou
bimestralmente. Observaram que houve um significante aumento na lipoproteina de
alta densidade (HDL - high density lipoprotein) e redu¢do do LDL. Outro estudo
prospectivo conduzido por 5,5 anos, envolvendo 2.682 homens, encontrou que o
risco de infarto do miocardio obteve um decréscimo de 86% em doadores de sangue,
comparando-os com nio-doadores.® Somando-se a estas evidéncias, e sabendo que
hd maior deposicio de ferro na forma de ferritina e hemoglobina na lesdo
aterosclerética, outro estudo mostrou que a exposicdo dos macréfagos ao LDL-ox
leva a um aumento da secre¢d@o de ferritina por estas células, e a exposi¢cdo ao HDL
leva a uma diminuicdo dessa secregﬁo,86 evidenciando a {ntima relacdo entre ferritina
e fatores de risco para DAC.

A isquemia em tecidos e a hipdxia se incluem na lista de fatores que afetam
os niveis de ferritina. Em modelo animal de hipdxia-isquemia em cérebro de ratos,
houve acumulo de ferritina em células da microglia e na massa branca subcortical,

P . . . . .o, . 87
bem como em hemisférios cerebrais nos quais se induziu a hipéxia.”" As mudangas
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causadas nos niveis de ferritina durante a hipéxia sdo mediadas em parte pelas IRPs.’
O periodo de reperfusdo apds a isquemia € critico para o dano oxidativo, pois esse
dano é mdximo em muitos tecidos como cérebro, coracdo e outros 6rgaos. A ferritina
parece ser regulada tanto transcricionalmente quanto pds-transcricionalmente pelos
eventos de isquemia e 1reperfus€1o.88 Durante o periodo de reoxigenagcdo poés-
isquémico, a degradacdo da ferritina e a sua transcri¢do sdo ajustadas, e ocorre a
concomitante regulacio negativa das IRPs, este efeito foi sugerido como resposta do
orgdo para diminuir o dano oxidativo.* Essa ligacdo entre ferritina e eventos de
hipdxia e reoxigenacdo levam a crer que a ferritina também possa estar alterada em

individuos com SAQOS, pois esses eventos sdo caracteristicos dessa sindrome.

30



II - TRABALHO EXPERIMENTAL/ARTIGO CIENTIFICO

- Intencdo de submissdo ao periddico:

“Blood” (http://bloodjournal.hematologylibrary.org)

Niveis de Pro-hepcidina e Ferritina em Individuos com Apnéia
do Sono e Doenca Arterial Coronariana

Tassia Machado Medeiros, Cristini Klein, Fernanda Schifer Hackenhaar, Paulo
Vinicius Gil Alabarse, Fabiola Suris Silveira, Denis Martinez, Marco Vugman
Wainstein, Sandro Cadaval Gongalves, Mara Silveira Benfato.

¢ Niao ha nenhum conflito de interesse sobre o trabalho;

* O presente trabalho serd submetido exclusivamente para este periddico, e os
resultados contidos no manuscrito sdo todos originais;

* Tipo de documento: Brief report (experimento original);

* Categoria do Trabalho: Cardiorespiratorio.

31



Niveis de Pré-hepcidina e Ferritina em Individuos com Apnéia do Sono e

Doenca Arterial Coronariana

T4ssia Machado Medeiros '~ , Cristini Klein MsC1’2’3, Fernanda Schifer Hackenhaar
MsC 123 , Paulo Vinicius Gil Alabarse MsC1’2’3, Denis Martinez MD, PhD? ’4, Fabiola
Suris Silveira'~, Marco Vugman Wainstein MD, PhD*, Sandro Cadaval Gongalves

MD, PhD*, Mara Silveira Benfato MsC, PhD'?.

! Departamento de Biofisica;
? Programa de Pés-graduagdo em Biologia Celular e Molecular;
3 Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil;

4 Unidade de Cardiologia, Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

32



Resumo

A Sindrome da Apnéia Obstrutiva do Sono (SAOS) tem sido associada ao
desenvolvimento de desordens relacionadas com inflamagdo e estresse oxidativo,
como por exemplo, a Doenga Arterial Coronariana (DAC). O aumento de citocinas
inflamatérias e a formagdo de espécies reativas durante eventos de hipdxia e
reoxigenacdo em pacientes com SAOS podem afetar diversos fatores envolvidos na
homeostase do ferro, como a ferritina e pré-hepcidina. O objetivo do presente estudo
foi contribuir para o esclarecimento dos mecanismos envolvidos nessa associacao,
verificando a possivel relacdo entre pro-hepcidina e ferritina com SAOS e DAC.
Participaram do estudo 56 pacientes encaminhados para a realiza¢do de angiografia
por suspeita de DAC. Além dos niveis hematimétricos e de pré-hepcidina, os
pacientes foram submetidos a polissonografia para a determinacio do Indice de
Apnéia e Hipopnéia (IAH), bem como a dosagem de proteina-C-reativa ultra sensivel
(marcador inflamatério). Em um modelo de regressdao (Poisson), foi encontrado que
o aumento de uma unidade da IAH, aumenta o risco de DAC em 29.3%. Em um
modelo de regressdo multivariada, controlando para idade, sexo e IMC, verificou-se
que a ferritina e o IAH predizem 30,4% da variincia da pré-hepcidina. Portanto,
demonstrou-se que esses eventos encontram-se relacionados, e se sugere que estes

fatores podem estar agindo hierarquicamente para a regulacdo dessas proteinas

envolvidas na homeostase do ferro.

Palavras-chave: Apnéia do sono, aterosclerose, ferritina e pré-hepcidina.
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Introducao

A Sindrome da Apnéia Obstrutiva do Sono (SAOS) é caracterizada por
periodos de hipdxia e reoxigenacdo. Ambos os eventos estdo associados com a
formacio de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)."” A SAOS é fortemente
relacionada com o aumento da morbidade e mortalidade cardiovascular, incluindo
maior risco de disfun¢do endotelial e aterosclerose, bem como o aumento dos
niveis circulantes de citocinas pr(’)—inflamat(’)rias.5 O ferro é importante para a
manutengdo das funcdes celulares em todos os organismos vivos, mas pode ser
considerado téxico em sistemas celulares devido a sua capacidade em participar da
geracdo de espécies reativas.® Varios elementos envolvidos na homeostase do ferro ja
foram descritos como tendo um importante papel na patogénese de doencas
caracterizadas por inflamacfo, infecgdo, injuria e reparo, por exemplo, doencas
vasculares causadas por isquemia-reoxigenacio e aterosclerose.’ Entre esses
elementos encontra-se a hepcidina, um hormoénio peptidico com a fungio central de
regular a homeostase do ferro, sendo um regulador de sua absorcdo, reciclagem e
mobiliza(;ﬁo.8 Este hormonio € produzido nos hepatdcitos na forma de um pré-pro-
hormonio, sendo liberado na circulagdo na forma de pré-hepcidina e ativado pela
acdo de uma serino peptidase (furina), que cliva o peptideo gerando a hepcidina,
acarretando um decréscimo dos niveis de ferro circulantes.” A producio da hepcidina
apresenta-se aumentada durante inflamacéo, infec¢do e hiperferremia e inibida em
anemia e hip(’)xia.8 Kanbay e Hasanoglu (2007)° hipotetizaram uma possivel relagdo
entre hepcidina e SAOS, sugerindo que a hepcidina poderia ser um marcador
prognéstico de doengas inflamatdrias em individuos com SAOS, ja que apnéia do
sono vem sendo descrita como possivel fator de risco para doencas inflamatodrias,

. . . ~ 4
como as doencas cardiovasculares, dentre elas mais notavelmente, a hipertensao.
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Além da hepcidina, a ferritina também possui seu papel na homeostase do ferro,
seqiiestrando o excesso de ferro livre para uma forma atéxica. Elevados niveis de
ferritina sdo associados com aumentado risco de Doenca Arterial Coronariana (DAC)
e Infarto do Miocardio.'” Tendo em vista que até o presente ndo existem estudos
relacionando SAOS e DAC com niveis de pré-hepcidina e ferritina, o objetivo deste
estudo foi esclarecer aspectos desta associacio, controlando para possiveis fatores de

confusao.
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Materiais e Métodos

Amostragem

Um estudo transversal foi desenhado incluindo pacientes com idade entre 35
e 65 anos (n=56), os quais haviam sido encaminhados por prescricio médica para a
realizacdo de angiografia corondria de diagndstico ou de terapia devido a suspeita de
DAC, no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os critérios de exclusio
foram: tabagismo nos ultimos seis meses; diagndstico clinico, dieta ou tratamento
farmacoldgico para diabetes mellitus; angina durante a semana anterior a triagem;
uso de medicamentos ansioliticos; tratamento para doenca pulmonar cronica; uso de
suplementagdo vitaminica; Indice de Massa Corporal (IMC) > 40 Kg/m?; possuir
qualquer dificuldade fisica, psicoldgica ou social, as quais pudessem impedir a
realizacdo da polissonografia e prévia intervencdo (revascularizagdo miocardica ou
angioplastica). O projeto foi aprovado pelo comité de ética institucional (HCPA) e

todos os participantes assinaram o termo de consentimento informado e esclarecido.

Aproximadamente 20 mL de sangue arterial de cada paciente foram coletados
através da puncdo da artéria femural para a realizacdo de cateterismo, sendo
coletados em trés frascos: ativador de coagulacdo, EDTA e citrato. As amostras
foram refrigeradas a 0°C, centrifugadas por 10 minutos a 1.500 g , aliquotadas em

microtubos e estocadas a -80°C.

Anilise da Angiografia

Os pacientes realizaram angiografia quantitativa, todos com o0 mesmo

equipamento de projecdo, e a andlise dos resultados foi feita por um médico, cego
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para os demais fatores analisados neste estudo. Foi definida como DAC significativa
a obstru¢do de mais de 30% de uma ou mais corondrias, e os controles foram

pacientes sem lesdo ou com menos de 30% do estreitamento luminal
Estudo do Sono

O Estudo do sono foi realizado com um aparelho de polissonografia portatil
na residéncia do paciente, utilizando um monitor nivel Il (SomnoCheck, Weinmann,
Germany), onde foram monitorados fluxo aéreo e roncos, além de esforgco
inspiratdrio, oximetria de pulso, freqiiéncia cardiaca e posi¢do do sono.'" O IAH foi
calculado dividindo-se o ndmero total de apnéias e hipopnéias pelo total de horas de
sono (periodo gravado), e expresso como episddios de apnéia/hipopnéia por hora,
sendo que apnéias foram definidas como a redugdo do fluxo aéreo a 10% ou menos
do valor inicial num periodo de 10 segundos ou mais; hipopnéias como a reducdo do
fluxo aéreo a 50% ou mais, associada a diminui¢do da saturagdo de oxigénio de 3%

ou mais.
Ensaios

A concentragdo de prd-hepcidina foi mensurada no soro por um ensaio
imunoenzimético (Hepcidin Prohormone — ELISA, DRG® Instruments, Marburg,
Germany). Glicose, proteina-C-reativa ultra-sensivel (CRP-us), hematdcrito,
hemoglobina, transferrina, ferro e ferritina foram medidos por técnicas de andlises

clinicas convencionais.

Anilise Estatistica

Os pacientes foram divididos em quatro grupos: controle, apnéia/hipopnéia

leve, moderada e grave. As varidveis estdo apresentadas como média + desvio
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padrido, e as médias foram comparadas por ANOVA. Varidveis que apresentaram
distribuicdo assimétrica foram normalizadas utilizando In, raiz quadrada e 1/x2
Individuos com DAC foram comparados pelo teste Mann Whitney, comparando os
grupos dois a dois. Para verificar associac@o entre as varidveis analisadas, utilizou-se
a correlacdo de Pearson. Regressdo linear multivariada utilizou-se para predizer as
varidveis que estdo envolvidas com a pro-hepcidina, controlando para fatores de
confusdo (idade, sexo e IMC). Para predizer DAC, foi utilizado um modelo de

regressdo, modo Poisson.
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Resultados e Discussao

Dos 56 pacientes incluidos no estudo, 9 apresentavam apnéia/hipopnéia grave
(IAH>30), 18 apnéia/hipopnéia moderada (IAH>15-30), 17 apnéia/hipopnéia leve
(IAH>5-14) e 12 foram considerados controles (IAH<5). A tabela 1 mostra os dados
clinicos, bioquimicos e antropométricos dos pacientes nos diferentes grupos.

Analisando as médias apresentadas na tabela supramencionada, encontrou-se
diferenca significativa entre os niveis de ferritina do grupo controle em comparacio
com o grupo com apnéia‘hipopnéia grave, bem como entre o grupo com
apnéia/hipopnéia leve comparando com o de apnéia/hipopnéia grave. Também foi
observada maior percentagem de individuos com DAC nos grupos com
apnéia/hipopnéia moderada e grave, sendo significantemente maior quando
comparados com o grupo controle.

Verificou-se correlacdo significativamente positiva entre ferritina e IAH (r =
0,398; P = 0,002), ferritina e pré-hepcidina (r = 0,432; P = 0,001); e ferritina e ferro
(r=20,346; P =0,009). Correlagao significantemente negativa foi encontrada entre
ferritina e transferrina (r = -0,281; P = 0,036). Houve uma tendéncia de correlacao
negativa entre IAH e transferrina (r = -0,261; P = 0,052). Incluindo como regressores
IAH e ferritina no modelo de regressdo de Poisson, verificou-se que o aumento de
uma unidade da raiz quadrada de TAH aumenta o risco de desenvolver DAC em
29,3%. Para avaliar as possiveis varidveis que poderiam estar influenciando os niveis
séricos de pré-hepcidina, foi desenhado um modelo de regressao linear multivariada,
sendo este o primeiro trabalho a realizar esta andlise para esses fatores. Utilizando a
pré-hepcidina como varidvel dependente em um modelo de regressdo linear

multivariada, constatou-se uma relagdio positiva com a raiz quadrada da ferritina e
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uma relacfo negativa com a raiz quadrada do IAH, ajustando para idade, sexo e IMC,
sendo que ferritina e IAH predizem 30,4% da variincia da pr6-hepcidina.

Os eventos de hipdxia e reoxigenagdo t€m por conseqii€ncia a formacgao de
ERO.* E sabido que a hipoxia afeta o metabolismo do ferro, mas pouco ainda se
sabe sobre os mecanismos que regulam a expressdao de hepcidina pelas ERO. Choi e
col'? sugeriram que as ERO produzidas durante a hipdxia, em células hepdticas
humanas, causariam a inibi¢do da ligacdo de ativadores da transcri¢do da hepcidina,
tal como “Signal Transducers and Activators of Transcription protein-3” (STAT-3)
e “CCAAT/enhancer-binding protein” (C/EBP), na regido promotora do gene da
hepcidina, levando a reducdo de sua transcrigdo, bem como o decréscimo nos niveis
de pré-hepcidina. Este resultado corrobora com a correlagdo negativa encontrada
entre pro-hepcidina e IAH, indicando que a hipéxia pode estar interferindo nos niveis
de pré-hepcidina. Além disso, a hipdxia possui um importante papel na eritropoiese,
regulando a liberagdo renal de eritropoitina.13 Um outro estudo evidenciou a relagdo
entre eritropoietina e hepcidina em humanos, onde a administracio de eritropoietina
causou a reducdo dos niveis de hepcidina.14 A hipéxia também possui efeitos sobre
os niveis de ferritina, os quais podem ser causados também pela geracdo de ERO. A
resposta da ferritina a isquemia e reoxigenagdo parece ser regulada tanto em nivel
transcricional quanto pds-transcricional. Estudos ainda se mostram controversos
quanto a esse assunto,’ e a validade dos marcadores de estoque de ferro na avaliacio
da atividade eritropoiética vem sendo discutida."

A SAOS esté fortemente associada com processos inflamatdrios, e, portanto
com o aumento de marcadores inflamatérios como a IL-6, PCR,16 TNF-o.” Isto é
evidenciado pelo fato de que o tratamento de pessoas com SAOS pelo uso de um

aparelho que mantém a pressdo positiva continua nas vias aéreas superiores (CPAP -
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“Nasal Continuos Positive Airway Pressure”) causa o decréscimo dos niveis de
algumas destas citocinas.'® A hepcidina é regulada positivamente pela inflamaco, e
sofre influéncia de citocinas inflamatérias como IL-6, IL-1a, IL-8 ¢ TNF-0.® A IL-6
¢ o maior regulador da resposta de fase aguda nos hepatdcitos e induz a expressio do
mRNA da hepcidina através da inducdo de STAT-3, e por esse motivo a hepcidina é
classificada como uma proteina inflamatédria de fase I."" A CRP-us é um importante
marcador inflamatdrio, sugerido como preditor de risco para aterosclerose e DAC.'
De acordo com “Centers for Disease Control and Prevention and the American
Heart Associz,ztion”,18 os valores de referéncia para o uso CRP-us como marcador
inflamatério em doencas cardiovasculares sdo: <1,0 mg/L de baixo risco, de 1,0 a 3,0
mg/L de médio risco e >3,0 mg/L de alto risco. No presente estudo, valores
referentes a presenca de alto risco para doengas cardiovasculares foram encontrados
nos quatro grupos, indicando que os individuos incluidos no estudo se encontram em
processo inflamatério, sendo que o nivel de CRP-us é maior nos individuos com
apnéia/hipopnéia grave, onde a percentagem de individuos com DAC também é
maior. Os valores encontrados para pré-hepcidina também foram considerados altos
(valores para individuos sauddveis indicados pelo kit — de 58,9 a 158,1 ng/mL),
sugerindo influéncia da inflamac@o sobre os niveis de pré-hepcidina.

A ferritina € outro fator importante para a aterosclerose, pois € considerada
um antioxidante, imobilizando o ferro livre que poderia participar da geragdo de
ERO através da reagdo de Fenton, sendo que essas ERO, tais como o radical
hidroxila, oxigénio singlet ou peréxido de hidrogénio podem causar a oxidagdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol, “low-density lipoprotein”), o qual
possui papel chave no desenvolvimento de DAC,' pois pode iniciar o processo

aterosclerético devido ao seu transporte através de endotélio e deposicido na parede
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arterial.'”” Por outro lado, a ferritina pode ser vista como um pré-oxidante pela
liberagdo do ferro que ela estoca, sendo que o &nion superéxido pode ser o
responsdvel. Por este motivo, a ferritina também pode ser vista como um fator de
risco para DAC devido a essa caracteristica pré-oxidante. A ferritina também possui
sua sintese induzida por citocinas inflamatérias como o TNFa, IL-1a e IL-6, e altos
niveis de ferritina estdo ligada a processos inflamatérios e aterosclerose.®'® Além da
inflamacdo, o estresse oxidativo é capaz de ativar miltiplas vias da regulagdo da
ferritina. Os oxidantes podem induzir a sintese de ferritina por acdo direta nas regides
conservadas do gene da ferritina, ou inativando proteinas reguladoras do ferro (IRP —
“iron responsive protein”), ou ainda pela liberacdo do ferro de proteinas celulares.
Importante citar aqui que o LDL-colesterol oxidado é um dos oxidantes que se
mostrou capaz de estimular a sintese da ferritina,”'® A hip6xia regula a sintese da
ferritina, pelo menos em parte, por influéncia nas IRPs (1 e 2), em duas fases
distintas: uma inicial onde IRP1 aumenta a sintese de ferritina, e uma tardia onde a
IRP2 diminui a sintese.”” Os resultados apresentados neste estudo mostram que a
ferritina  encontra-se  significativamente = aumentada nos pacientes com
apnéia/hipopnéia grave, justamente o grupo onde a presenca de DAC € maior,
corroborando com dados da literatura. Também se observou que nos individuos
incluidos no estudo, assim como os valores de CRP-us e pré-hepcidina, os valores de
ferritina também se encontram mais altos do que os valores de referéncia (20 a 250

ug/L).”!

Para tentar elucidar a regulacdo da hepcidina em patologias que estdo
relacionadas tanto ao aumento da resposta inflamatéria quanto a hipéxia, como € o

caso da SAOS, Huang e col.” realizaram uma série de experimentos, mostrando que
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a hipdxia, analisada isoladamente, levou a supressio do mRNA da hepcidina, mas
nido conseguiu bloquear a inducdo de sua expressdo pela inflamagdo. Nestes
experimentos, os efeitos da eritropoetina se sobrepuseram aos efeitos da hipdxia e
inflamacdo. Esses dados sugerem que os niveis de hepcidina sdo determinados pela
forca individual de cada fator regulador, porém os autores enfatizam que estes
resultados sdo limitados as doses de eritropoetina, hipéxia ou lipopolissacarideos
utilizadas nos experimentos. De acordo com este trabalho, dados da literatura e os
resultados apresentados no presente estudo, a sintese da hepcidina é regulada por
diversos fatores, parecendo existir certa hierarquia entre eles devido a suas forcas
reguladoras. Esta hierarquia também pode ser observada para a regulacdo da
ferritina, assim como ocorre em diversas rotas da regulacio da sintese e supressdo de
diversas proteinas. Além disso, os fatores analisados estariam influenciando
diferentemente nos niveis dos intermedidrios da rota da hepcidina, desde o seu

mRNA, passando pela pré-hepcidina, até chegar a hepcidina ativada.

Em resumo, os resultados deste trabalho mostraram que DAC obteve relacdo
positiva com IAH (regressdo - Poisson), como o esperado. IAH obteve relacdo
negativa com pré-hepcidina (regressdo multivariada), e correlagcdo positiva com
ferritina, mostrando que a hipdxia pode estar causando a diminui¢do da proteina que
inibe a absor¢@o do ferro (hepcidina) e aumentando o estoque de ferro (ferritina). A
pré-hepcidina relacionou-se positivamente com a ferritina (regressdo multivariada).
Na figura 1 foram desenhados esquematicamente esses achados para a melhor
compreensdo. E possivel observar que a ferritina possui relagdo direta tanto com a
pré-hepcidina quanto com IAH, sendo que ambos influenciam em seus niveis, um

causando sua diminuicdo e o outro o seu aumento. O resultado final dessa relacdo
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dependera da forca individual de cada um, respeitando certa hierarquia. Esta
hierarquia também pode ser observada para a regulagdo da pré-hepcidina, assim
como ocorre em diversas rotas da regulagdo da sintese e supressdo de diversas
proteinas. Além disso, os fatores analisados podem estar influenciando nos niveis dos
intermedidrios da rota da hepcidina, participando na regulacdo de mecanismos pré e

pOs-transcricionais.
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Lista de Tabela e Figura

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e bioquimicas dos pacientes incluidos no estudo

Variaveis Controle Leve Moderada Grave
(IAH<5) (TAH> 5-14) (TAH> 15-30) (TAH> 30)
Sexo masculino (n) 3(12) 9(17) 10 (18) 809
Idade (anos) 50,9247,5 51,5546,8 56,39+6,2 58,22+4.4
IMC (Kg/m?) 27,0944,3 28,07+4,2 27,70+£3,3 26,73+3,7
% Individuos com ab a b
8,3 58,8 66,7 77,8
DAC por grupo
Glicose (mg/dL) 102,25+15,3 105,67+9,3 110,89+9,8 102,33+10,9
CRP-us (mg/L) 4,38+5,8 4,17+4.9 4,64+6,0 5,04+5,6
Hematécrito (%) 38,16+3,0 40,0943,7 40,3443,2 41,0+2,5
Hemoglobina
12,84+1,5 13,39+1,4 13,51+1,3 13,81+1,1
(g/dL)
Transferrina 275,50+60,6  242,06829.4  238,22+38.0 231,89+32,8
(mg/dL)
Ferro (ug/mL) 79,58423,3 84,65+26,2 83,05+29,8 84,11+£23,3
Ferritina (ng/L)  146,11°£1354 178,09°4140,6  267,79+167,2 364,29 °°+235,0
Pré-hepcidina
312,29+39,2 314,39+39,0 313,87+25.,8 294,11+34,3

(ng/mL)

Varidveis sdo apresentadas como médiaxDP. As varidveis com distribuicdo assimétrica foram
transformadas para In, raiz quadrada e 1/x2 (transferrina, ferro, CRP-us e hemoglobina; ferritina; e
glicose respectivamente). As médias foram comparadas por ANOVA. DAC foi comparada pelos seus
minimos e maximos (com DAC, <30% de estenose; sem DAC >30%), sendo a média do nimero de
individuos comparada por teste Mann Whitney, combinando os grupos dois a dois. IC.: P<0,05. ()
indica diferenca entre controle e moderada; (°) indica diferenca controle e grave; (°) indica diferenca

entre leve e grave.
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a) Ferritina
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Pré-hepcidina
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Figura 1. Representacdo esquemadtica dos resultados encontrados através das regressoes e correlagdes.
a) DAC - TAH - relacdo positiva encontrada na regressdo de Poisson (B = 0,257; P = 0,001; risco
relativo = 1,293). IAH - Ferritina — relac@o positiva encontrada na correlagéo de Pearson (r = 0,398,
P =0,002). IAH € Pré6-hepcidina — relag@o negativa encontrada na regressio linear multivariada (B =
-0,366; P = 0,012). Pré-hepcidina - Ferritina — rela¢@o positiva encontrada na correlagéo de Pearson
(r=0,432; P =0,001) e regressdo linear multivariada (B = 0,574; P = 0,001). O R? da regressio linear
multivariada é 0,304. b) Equagdo representativa para ilustrar relagdo de proporcionalidade direta e

[T LTI T]

indireta das varidveis analisadas. “x”, “y” e “z” indicam forca regulatéria (sendo x > z).
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Tabelas e Figuras Suplementares

Tabela Suplementar 1. Resultados do modelo de Regressdo de Poisson para
predizer DAC

Variaveis Independentes B P RR (IC)
rq Ferritina 0,016 0,536 1,016 (0,966 - 1,069)
rq IAH 0,257 0,001 1,293(1,108-1,510)

DAC foi utilizada como varidvel dependente. rq (raiz quadrada). IC.: P<0,05.

Tabela Suplementar 2. Modelo de regressdo linear multivariada utilizando a Pré-
hepcidina como varidvel dependente

Variavel B P
Independente

Idade -0,072 0,614
Sexo 0,037 0,823
IMC 0,125 0,325
rq IAH -0,366 0,012
rq Ferritina 0,574 0,001
R? 0,304

B indica coeficiente de regressdo padronizado e R? o
coeficiente de. IC.: P<0,05.
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Figura Suplementar 1. Correlacio de Pearson da concentragdo sérica de Ferritina x
concentracdo sérica de Pré-hepcidina. Circulos verdes indicam pacientes com DAC (>30%
de estenose) e circulos azuis indicam pacientes sem DAC (<30% de estenose).
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III - CONCLUSOES

Através da realizacdo desta pesquisa foi possivel mostrar a relacdo entre os
disturbios discutidos ao longo trabalho, SAOS e DAC, e a relagdo destes com o
metabolismo e manutencido da homeostase do ferro.

Nos individuos estudados, a associacdo entre SAOS e DAC se mostrou
evidente pela percentagem de individuos com DAC aumentar de acordo com a
gravidade do distirbio do sono. Este resultado corrobora com os descritos na
literatura e se torna mais uma afirmacgao da ligacdo entre essas doengas.

Os estoques de ferro também se mostraram importantes na fisiopatologia
desses disturbios, pois correlacionaram-se com a SAOS, através do IAH, tanto as
medidas de pré-hepcidina e ferritina. Foi observado que os niveis de ferritina e a
percentagem de individuos com DAC aumentam conforme a gravidade do THA
aumenta, ji o contrdrio foi visto para a pré-hepcidina.

As andlises de regressdo nos permitiram analisar como as correlacdes
estavam se inter-relacionando, evidenciando a associagdo DAC e IAH, e a relacdo
IAH, ferritina e pré-hepcidina. Através dessa andlise verificou-se forte relagdo da
DAC com IAH, onde o aumento de IAH causa o aumento das chances de
desenvolver DAC (29,3%). Além disso, também se constatou que IAH e ferritina
causam influéncia sobre os niveis de pré-hepcidina, predizendo 30,4% de sua
variancia.

Por meio deste trabalho, pode-se sugerir que as mudangas ocasionadas por
eventos relacionados a esses distirbios, tanto inflamacdo quanto hip6xia, causam
alteracdes individuais no organismo, e que o resultado da soma dessas alteracdes

individuais seré o resultado final verificado no organismo. Mediante este raciocinio e
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dos resultados obtidos, é possivel se pensar que tais fatores agem hierarquicamente, e
que o resultado da soma dependera da forga individual que cada fator exercer. Desta
forma, acredita-se que a hipdxia esteja exercendo uma for¢a maior para a regulacio

do estoque de ferro por meio da ferritina, no caso deste estudo.
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IV - PERSPECTIVAS

Os resultados adquiridos com a realizacdo deste trabalho causaram o
levantamento de questdes a serem respondidas. Para tais respostas, mais fatores
precisam ser medidos e avaliados para um maior entendimento dos mecanismos

envolvidos na associagdo entre DAC, SAOS e homeostase do ferro.

Portanto, como perspectivas iniciais da continuacdo deste trabalho destacam-se:

Medida de mais marcadores inflamatoérios, como IL-6;

- Além da mensurag@o de pré-hepcidina, mensurar também o peptideo ativo,

hepcidina;

- Medir mais indicadores de estoque de ferro, como saturacdo da transferrina e

apoferritina.

- Medida de biomarcadores de DAC como LDL-ox e paraoxonase (enzima

redutora do LDL-ox, presente no HDL).
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