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— | Resumo

Virios trabalhos vém demonstrando os efeitos da sobrecarga de ferro em
disfuncdes do sistema cardiovascular. Um dos principais mecanismos envolvidos nestas
disfuncdes é o aumento na geracdo de espécies altamente reativas conhecidas
coletivamente como radicais livres. Dado a capacidade destas substincias e do préprio
ferro interferirem com processos fisiologicos de uma maneira muito abrangente, neste
trabalho nds avaliamos os efeitos do tratamento com ferro dextran (uma droga capaz de
induzir sobrecarga de ferro) sobre o barorreflexo e o reflexo Bezold-Jarisch de ratos
conscientes. Para avaliar o papel de radicais livres, o quelante de ferro deferoxamina foi
utilizado.

Ratos Fischer 344 machos, jovens, pesando aproximadamente 200 g foram
randomizados e submetidos a dois protocolos de suplementacdo com ferro dextran. No
protocolo Direto, 20 mg/dia de ferro elementar foi injetado i.p. diariamente por 7 dias
seguido imediatamente pelas avaliacdes dos reflexos (Barorreflexo e reflexo Bezold-
Jarisch). No protocolo Indireto, menos ferro elementar foi injetado (10 mg/dia) por
periodo menor de tempo (5 dias) seguido por um periodo de 7 dias sem injecdes de
ferro dextran, apds o qual, os experimentos foram conduzidos. Os niveis de ferro
circulante e nos tecidos foram determinados por colorimetria. As respostas reflexas de
freqiiéncia cardiaca (FC) foram elicitadas por inje¢des endovenosas (i.v.) de fenilefrina
(Phe, 0,5 a 5,0 pg/Kg) ou nitroprussiato de sédio (NP 1,0 a 10,0 pg/Kg). As
bradicardias e hipotensdes reflexas referentes ao reflexo Bezold-Jarisch forma elicitadas
por injecdes i.v. de fenilbiguanida (0,625 a 5,0 pg/Kg). Barocurva foram derivadas para
cada classe de pressdo, submetidas a uma regressdo sigmoidal e o ganho barorreflexo
determinado através da primeira derivada destas sigmdides. Para avaliar o papel de
radicais livres nas alteragdes reflexas do protocolo Indireto, um tratamento agudo com o
quelante de ferro deferoxamina (20 mg/Kg, i.v.) foi conduzido e ambos, barorreflexo e
reflexo Bezold-Jarisch, reavaliados.

Ambos protocolos Direto e Indireto afetaram a FC basal e a variabilidade da FC
no dominio do tempo. Entretanto, a PAM basal e a variabilidade da PAM no dominio
do tempo ndo apresentaram diferencas. O protocolo Direto ndo produziu altera¢des

significativas nas respostas da barocurva, enquanto o protocolo Indireto produziu um
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aumento de aproximadamente duas vezes no ganho barorreflexo maximo (-5,0 £ 0,4
sham vs -8 + 1 tratado com ferro). A bradicardia reflexa produzida pelo reflexo Bezold-
Jarisch, mas nfo a hipotensdo, foi atenuada no protocolo Direto nas doses de 1,25
neg/Keg e 2,5 ug/Kg em relacdo ao sham. No protocolo Indireto, a bradicardia foi
atenuada na dose de 1,25 ng/Kg, a bradicardia e a hipotensdo na dose de 2,5 ng/Kge a
hipotensdo na dose de 5,0 pg/Kg quando comparado ao sham. Os animais do protocolo
Indireto tratados com ferro dextran apresentaram um retorno do ganho barorreflexo
médio apds o tratamento com DFO quando comparado com o grupo sham (-3,7 + 0,3
sham vs -3,6 + 0,2 ferro dextran + DFO). A hipotensiao para o reflexo Bezold-Jarisch foi
potencializada no grupo tratado com ferro dextran assemelhando-se a observada no
grupo sham nas mesmas condi¢des (ap6s DFO).

Nossos resultados indicam um efeito indireto do ferro sobre o aumento do ganho
barorreflexo e da atenuagdo do reflexo Bezold-Jarisch nos animais tratados com ferro
dextran. Os resultados do modelo do protocolo Indireto mostraram barocurvas mais
andlogas aquelas associadas com faléncia cardiaca. Além disso, o aumento da
sensibilidade do Barorreflexo associado com a atenuacdo do reflexo Bezold-Jarisch
poderiam ser parcialmente relacionados a mecanismos compensatérios para danos
cardiacos ou faléncia cardiaca induzida pela sobrecarga de ferro. Nossos resultados
sugerem ainda, por outro lado, ser a sobrecarga de ferro um interessante modelo in vivo
para faléncia cardiaca que pode atender a ambos o quesitos: ser gradual e, até certo

ponto, reversivel.
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— | Abstract

Recent studies have demonstrated the effect of iron-overload in cardiovascular
dysfunctions. In this work we evaluated the direct and indirect effect of iron-overload
treatment on the baroreflex and Bezold-Jarisch reflex on awaked Fischer 344 rats. We
investigate the role of free-radicals on animals submitted to this paradigm.

In the Direct protocol, 20 mg/daily of elementary iron was injected i.p. daily for
7 days followed immediately by baroreflex and Bezold-Jarisch reflex evaluation. In the
Indirect protocol, less elementary iron was injected (10 mg/daily) for a smaller period of
time (5days) followed by a resting period of 7days, after which, experiments were
conducted. Iron levels were determined by colorimetric assays. Reflex heart rate
responses were elicited either by i.v. injections of phenylephrine (Phe, 0.5 to 5.0 ug/Kg)
or sodium nitroprusside (NP 1.0 to 10.0 ug/Kg). Bezold-Jarisch reflex bradycardia and
hypotension were elicited by i.v. injections of phenylbiguanide (0.625; 1.25; 2.5; 5.0
png/Kg). Barocurves were derived for pressure bins, fitted to sigmoidal equations and
baroreflex gain was determined within pressure bins. To weigh the role of free-radicals
vs iron on the Indirect protocol, an acute antioxidant treatment with deferoxamine (20
mg/Kg, i.v.) was conducted and both baroreflex and Bezold-Jarisch reflex re-evaluated.

Both Direct and Indirect protocols affect HR baseline and variability, however,
baseline MAP and MAP variability did not reach statistical significance to indicate
differences. The Direct protocol did not produce significant alterations in barocurve
response, while the Indirect protocol produced a nearly two fold increase in baroreflex
gain (-5.0 = 0.4 sham vs -8 £ 1 iron overload). Bezold-Jarisch reflex bradycardia, but
not hypotension, was attenuated in Direct protocol at the doses of 1.25 pug/Kg and 2.5
ug/Kg in relation to the sham. In Indirect protocol, bradycardia was attenuated at the
dose of 1.25 png/Kg, bradycardia and hypotension in the dose of 2.5 pug/Kg and the
hypotension at the dose of 5.0 Lg/Kg when compared to the sham. The Indirect protocol
animals treated with deferoxamine (DFO - 20 mg/Kg, i.v.) presented sham levels of
baroreflex gain (-3.7 + 0.3 sham vs -3.6 + 0.2 DFO) and hypotension for Bezold-Jarisch
reflex.

Our results indicate an indirect effect of iron on the enhancement of baroreflex

sensitivity and Bezold-Jarisch attenuation due to iron overload. Results from the

viil



Indirect protocol model of iron overload show barocurves profiles most analogous to
those associated with heart failure. Moreover, the increased sensitivity of the baroreflex
associated with the attenuation of the Bezold-Jarisch reflex could be partially related to
a compensatory mechanism for iron-induced heart impairment or failure in iron treated
rats. Thus, our work suggests iron-overload as an interesting in-vivo model for heart

failure that is both gradual and, to some extent, reversible.
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Tabela 12 — Alteracdes cronotrépicas (AFC) e pressdricas (APAM) evocadas por
injecdes i.v. de nitroprussiato de sddio e ganho barorreflexo antes e apds infusdo de
deferoxamina em animais sham e tratado com ferro dextran no protocolo Indireto
[0S 1316 L1 4< (0) U U U U U 89
Tabela 13 — Bradicardias (AFC) e hipotensdoes (APAM) decorrentes da ativacdo do
reflexo Bezold-Jarisch por fenilbiguanida antes e apds a infus@o de deferoxamina

em animais sham e tratados com ferro dextran no protocolo Indireto (P. Indireto).
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PAP Pressdo Arterial Pulsatil

PAM Pressdo Arterial Média

FC Freqiiéncia Cardiaca

mmHg milimetros de mercirio

bpm batimentos por minuto

UI Unidades internacionais

ng Micrograma

Kg Quilograma

puL Microlitro

wm Micrdmetro

A mmHg Variacdo de pressdo arterial em milimetros de mercurio
A bpm Variacdo de freqiiéncia cardiaca em batimentos por minuto
x+ErPd Média mais ou menos erro padrdo da média
Fe Ferro

SOD Superdxido desmutase

H* fon hidrogénio

H,0, Per6xido de hidrogénio

DNA Acido Desoxirribonucléico

GSH Glutationa reduzida

NaCl Cloreto de sédio

HCI Acido cloridrico

NaOH Hidréxido de so6dio

Na,HPO,.7H,0O Fosfato de sddio dibasico heptahidratado
NaH,PO4.H,0 Fosfato de sédio monobasico monohidratado

°C Graus Celsius
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Acredita-se que durante a evolucdo da vida a capacidade de realizar processos
bioquimicos elaborados com reagdes de oxi-reducio e o aparecimento da vias
metabdlicas aerdbicas coincidem com o consumo de ferro acumulado nos mares
primitivos. Desde cedo, os organismos vivos souberam aproveitar sua abundéncia e suas
propriedades quimicas para incrementar seus metabolismos e tornarem-se, dessa forma,
mais competitivos. Na natureza, o ferro existe, em grande parte, na forma de compostos
inorgéanicos sélidos. Em solugdo, é encontrado nos estados de oxidacdo +2 e +3 sendo
que em pH neutro e alcalino o potencial redox favorece o estado férrico, Fe’, e em pH
dcido, favorece o estado ferroso, Fe’* (Devlin, 1998). A capacidade de formar
compostos de coordenagdo e, principalmente, a facilidade com que transita entre os
estados oxidado e reduzido foram propriedades que lhe conferiram o status de elemento
imprescindivel para indmeros processos metabdlicos onde ele funciona como um
catalisador para reac¢des de oxi-redugdo, doando e recebendo elétrons (Yip & Dallman,
1996). Quando na auséncia de controle, estas mesmas propriedades também conferem
ao ferro toxicidade para os sistemas vivos. Isto funcionou como pressdo seletiva do
meio para que a evolugdo fosse conduzida no sentido de desenvolver e selecionar varios
mecanismos de defesa contra os efeitos toxicos deste elemento nos seres vivos. A
eficiéncia destes mecanismos depende de uma série de fatores, mas o principal
determinante seria o equilibrio dindmico entre o ferro presente no organismo e suas
necessidades metabdlicas.

Neste sentido, varios trabalhos relatam os efeitos deletérios que o acimulo de
ferro pode causar em mamiferos incluindo o homem (Link e cols., 1989; Asimakis e
cols., 1997; Lieu e cols., 2001; Chiueh, 2001; Emerit e cols., 2001; Arosio & Levi,
2002). Inicialmente, a preocupacdo com os efeitos deste acimulo se concentrava em
pacientes com distirbios metabdlicos que favorecessem tal processo como, por
exemplo, hemoglobinopatias, doencas hemoliticas e hemocromatose. Entretanto, nas
ultimas décadas alguns trabalhos t€m relatado que o actimulo de ferro pode ocorrer em
condicdes outras, menos drasticas (Weinberg, 1990; Crawford, 1995). Dados
experimentais e levantamentos epidemioldgicos relatam uma série de fatores que podem
levar a uma elevacdo dos niveis de ferro em humanos sendo que alguns destes fatores

estdo listados na tabela 1.
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Tabela 1 - Condigoes que elevam os niveis de ferro em vdrios fluidos ou tecidos do corpo humano.

I. Absorg¢do excessiva de ferro por via intestinal
A. Quantidade excessiva de ferro ingerido
1. Uso de panelas de ferro (Gordeuk e cols., 1986)
2. Consumo excessivo de alimentos vermelhos (ferro heme) (McLaren e cols., 1983; Morris, 1983;
Sullivan, 1983)
3. “Fortificagcdo” excessiva de alimentos com ferro inorgénico (Crosby, 1978; Olsson e cols., 1978)
4.Ingestdo acidental de comprimidos de ferro (Murphy, 1974)
B. Absorcdo aumentada de ferro (quantidade de ferro normal na dieta)
1. Consumo excessivo de dlcool (Milder e cols., 1980; Chapman e cols., 1982; Irving e cols., 1988)
2. Consumo excessivo de dcido ascérbico (Lynch & Cook, 1980; Nienhuis, 1981; Morris, 1983)
3. Deficiéncia pancredtica na producédo de ions bicarbonato (Conrad & Barton, 1981)
4. Asplenia (Weinberg, 1987)
5.Excesso de producdo de eritropoitina (Barber, 1988)
6. Defeito em receptores celulares na hemocromatose idiopética (Lombard e cols., 1989)
7. Defeitos eritropoiéticos resultantes de deficiéncia de dcido félico, porfiria cutanea tardia, vérias
anemias e varias hemoglobinopatias (Hershko, 1977; Moreau e cols., 1998)
II. Ferro parenteral
A. Transfusdes de sangue completo multiplas ou fragdes eritrociticas (Schafer e cols., 1981;
McLaren e cols., 1983; Mossey & Sondheimer, 1985; Hershko, 1988)
B. Ferro dextran intramuscular (Weinberg, 1984)
II1. Ferro inalado
A. Mineracdo de minério de ferro (Antoine e cols., 1979)
B. Soldagem de aco(Crawford, 1995)
C. Formuldrios do crocidolite ou do amosite do corte de asbesto (Weitzman & Graceffa, 1984;
Turver & Brown, 1987)
D. Pintura com p6 de 6xido de ferro (Dreyfus, 1936)
E. Tabagismo (McGowan & Henley, 1988)
I'V. Elevagdo do ferro plasmético proveniente dos compartimentos
A. Liberagdo do ferro estocado durante a hepatite (Weinberg, 1984)
B. Liberacdo do ferro de eritrécitos durante episddios clinicos de doencas hemoliticas
(Weinberg, 1984)
C. Supressdo da captacdo celular de ferro do plasma pelo alcaldide de Catharanthus (Sethi e
cols., 1984)
V. Reducgdo da excre¢do normal de ferro em mulheres pré-menopausa
A. Histerectomia (Sullivan, 1981)
B. Ingestdo de altas doses de cantraceptivos orais (Frassinelli-Gunderson e cols., 1985)
VI. Auséncia de transferrina
A. Defeito congénito na sintese (Hershko, 1977; Bernstein, 1987)
B. Falta de aminoécidos na dieta para sintese (Burger & Hogewind, 1974; Weinberg, 1984)

Adaptado de Weinberg, E. D., 1990.

No plano experimental, os modelos de suplementacdo parenteral de ferro vém
despertando grande interesse em varios pesquisadores. Um dos motivos para isto é o
fato de que estes modelos sdo capazes de produzir uma condi¢do de stress oxidativo
(Lucesoli e cols., 1999), um importante evento associado ao processo de

envelhecimento e morte celular tanto em condig¢des fisioldgicas quanto patoldgicas
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(Choi e cols., 1998). De seus dois estados de oxidagdo, o ferro ferroso (Fe2+) ¢ a espécie
mais reativa (Huang e cols., 2002). E um dos principais elementos na génese de eventos
citotoxicos num conjunto de reacdes que levam a formacdo de espécies quimicas
altamente reativas conhecidas coletivamente como radicais livres (Halliday & Powell,
1982). Dados experimentais mostram que a sobrecarga de ferro em um individuo é um
estado capaz de aumentar a formacgdo de radicais livres levando ao stress oxidativo
(Burkitt & Mason, 1991) e que esta sobrecarga também pode amplificar os efeitos
deletérios da superprodugdo destes radicais livres (Emerit e cols., 2001). Além disso, o
stress oxidativo cronico pode modular a absorcdo e estoque de ferro levando a um
processo auto-sustentado e crescente de eventos citotoxicos e mutagénicos (Emerit e
cols., 2001).

No microambiente quimico celular, existe uma gama de substincias com a
propriedade de impedir a propagac¢do das reagdes quimicas desengatilhadas por radicais
livres. Estas substincias sdo coletivamente denominadas antioxidantes e além desta e
outras fungdes, também modulam as reagdes de oxi-redugc@o do metabolismo normal da

célula no sentido de impedir a formagéo de radicais livres.

1.1. Metabolismo do ferro e origem dos radicais livres

z

Em mamiferos, o ferro é obtido da dieta sendo absorvido principalmente ao
nivel do duodeno. Uma vez captado da luz intestinal por um intrincado mecanismo ele é
ligado a transferrina na forma de ferro férrico e carreado no sangue por esta proteina até
os tecidos onde serd utilizado e/ou armazenado (Yip & Dallman, 1996). A absorcio de
ferro € um evento controlado pela liberagdo do ferro captado pelo enterdcitos para os
capilares adjacentes a membrana baso-lateral sendo que a sintese de apoferritina por
estas células constitui um dos principais mecanismos deste controle (Devlin, 1998). A
figura 1 resume esquematicamente a absor¢do de ferro em mamiferos.

2

Uma vez nos tecidos alvo, a tranferrina é reconhecida por receptores de
membrana especificos e, ligando-se a eles, é endocitada. O endossomo é fundido a
lisossomos onde o pH 4cido faz com que o ferro seja liberado da transferrina. Livre do

ferro, esta transferrina passa a se chamar apotransferrina e €, entfio, exocitada para a
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corrente sanguinea. O ferro liberado é complexado por pequenas moléculas formando o
pool ldbil de ferro e, se ndo for utilizado na sintese de proteinas funcionais, € estocado
em ferritina e hemossiderina, proteinas especializadas no armazenamento de ferro.

Liimem intestinal |

Parede infestinal (enferdcitos) [ Fluidos e tecidos

D""', Transporte paracelular (7)

!| Fe-heme | =+ Fe** o Fet ¢ P mENA Tir h
=

+|

Capilar

g

Apotransferrina

‘ Fe-heme f@

Ac. Ascorbico
oxidado

Transferrina — Fe'

Fe™ Fext Ligante A ,{P‘.
BMM e
Ac. Ascorbico L S I oY aH
l == w— N\ )I:_}_c" Htg . Circulagdo sistémica
+ Ve Y i
. F:”' L Ligante | Fe Ligante o " " - Estocagem no figado e
[ BMM BMM [Fe—heme ‘ L}\G. Ascorbico ‘ bago, principalmente
Fe*

Figura 1 — Esquema da absor¢do de ferro proveniente da dieta em mamiferos (adaptado de Beard, J.L.,

1996).

O ferro heme ¢ diretamente ligado a transportadores na parede dos enterdcitos para ser absorvido. Uma
vez dentro do enterdcito, o heme é degradado pela enzima Hemeoxigenase (HO) que libera o ferro,
mondxido de carbono e bilirrubina. O ferro (III) tem que passar por uma etapa onde € reduzido a ferro (II)
para que este seja complexado por quelantes de baixa massa mola (Ligante BMM); estes complexos por
sua vez sdo ligados a proteinas (PTN) que, por reconhecimento em transportadores especificos na
superficie do enterdcito, sdo endocitadas. Uma vez nos enterdcitos, um intrincado mecanismo de controle
envolvendo protefnas responsivas ao ferro (IRP), sintese de apoferritina e de receptores para transferrina
(Tfr) regulam a liberacdo de ferro para corrente sangiiinea ligado, desta vez a transferrina. Esta
glicoproteina sintetizada no figado o carreia até os tecidos alvos onde ele serd armazenado em
hemossiderina ou ferritina ou entdo incorporado em biomoléculas. O transporte paracelular constitui um
mecanismo pelo qual o ferro é absorvido de forma descontrolada e sua real ocorréncia in vivo ainda é

controversa.

Nos sistemas vivos, o ferro funcional estd na forma de proteinas ditas heminicas

(que contém um grupamento heme em seus sitios funcionais) ou de proteinas ditas ndo
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heminicas. As proteinas heminicas incluem as que transportam e armazenam oxigénio
(hemoglobina, mioglobina) e certas enzimas como catalase, peroxidases, triptofano
pirrolase, prostaglandina sintase, guanilato ciclase, NO sintase e os citocromos
microssomais € mitocondriais. Proteinas ndo heminicas incluem transferrina, ferritina,
vdarias enzimas redox que contém ferro no sitio ativo e proteinas ferro enxofre (Devlin,
1998).

Conforme j4 mostrado na tabela 1, mesmo com estes mecanismos de controle da
absorcdo de ferro, os mamiferos, incluindo humanos, podem se deparar com uma
situacdo onde os niveis de ferro absorvidos da dieta ultrapassam suas necessidades
podendo isto levar a um quadro patoldgico. Varios trabalhos vém tentando descrever
com maior precisdo os mecanismos pelos quais este acimulo de ferro pode ocorrer. Até
o momento, apenas alguns elementos deste processo ja foram identificados e parecem
envolver a regulacdo ao nivel molecular da sintese de proteinas e sinalizadores que
controlam a liberacdo de ferro dos enterdcitos para os capilares basais na mucosa do
intestino (Powell & Halliday, 1981; Brittenham, 1994; McKie e cols., 2000).
Independente da forma como o ferro pode se acumular no organismo, um ponto chave
na génese dos efeitos téxicos deste acimulo é o seu envolvimento na produgdo
aumentada de radicais livres.

Os radicais livres podem ter sua formagdo catalisada por ferro (II), mas ndo pelo
ferro (III), e por vezes t€ém funcdo fisiolégica definida como na eliminagdo de
microorganismos patogénicos por macréfagos e/ou sinalizacdo celular. Entretanto,
quando a produgdo de radicais livres foge ao controle das células, estabelece-se um
processo degenerativo molecular em cadeia que pode culminar em danos bioquimicos
graves e morte celular. Durante o metabolismo normal da célula, moléculas altamente
reativas conhecidas como superéxido (O;) podem ser produzidas por algumas reagdes
enzimdticas, na cadeia de transporte de elétrons e/ou do ferro com oxigénio. Este
superoxido € prontamente eliminado através de uma reacdo mediada pela enzima
superoxido desmutase (SOD) que catalisa a formagdo de perdxido de hidrogénio
(H0,), uma molécula menos reativa, a partir do superéxido.

Porém, quando em contato com tracos de ferro (II) livre ou complexado com

pequenas moléculas (p.e. ADP-Fe™), o peréxido de hidrogénio pode ser quebrado
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formando outra espécie altamente reativa conhecida como radical hidroxila ("OH), um
dos radicais livres mais danosos para a célula. Além da oxidag¢do enzimdtica do
superoxido pela SOD, determinadas rea¢Oes enzimdticas também podem formar
peréxido de hidrogénio como a catalisada pela enzima xantina oxidase, algumas
desaminases dentre outras. Por ser um substrato para formacao de espécies letais para as
células, os organismos desenvolveram, no curso da evolucido, mecanismos moleculares
capazes de controlar estas reagdes mantendo-as em niveis muito baixos sob
determinadas condicdes. A enzima catalase € uma das ferramentas utilizadas pela célula
para controlar estas reacdes catalisando a quebra do peroxido de hidrogénio em 4dgua e
oxigénio molecular (O;). Entretanto, quando esta atividade n@o € suficientemente
grande para consumir todo o peréxido de hidrogénio gerado pelo metabolismo ou
quando ha maior disponibilidade de catalisadores inorgénicos como o Fe®* pode haver
um aumento na produgcdo de radicais livres caracterizando um estado de stress
oxidativo, numa reaco classicamente conhecida como reagdo de Fenton.

Outro meio pela qual os radicais podem ser gerados é quando o ferro é
armazenado em moléculas de ferritina. Trabalhos ja demonstraram que a oxidacdo do
ferro (II) para ferro (III) e sua ligacdo a ferritina para formar o “core” pode aumentar
geracdo de radicais livres. Felizmente, esta producéo de radicais livres fica confinada ao
interior da molécula de ferritina protegendo a célula do stress oxidativo (Grady e cols.,
1989). A conversao de ferritina para hemossiderina também parece ser um mecanismo
interessante pelo qual as células se protegem dos efeitos toxicos do ferro (O'Connell e
cols., 1986). Entretanto, determinadas condicdes de acidose como processos
inflamatorios e hipéxia (isquemia/reperfusdo) podem favorecer a liberacdo de ferro da
hemossiderina com geragéo de radicais livres promovendo dano tecidual em condigdes
de suplementacao de ferro. (Ozaki e cols., 1988).

O aumento na produgdo de radicais livres também pode estar associado a
processos patoldgicos como na isquemia e reperfusdo. Por exemplo, a freqii€ncia de
disparos de células excitdveis como neurdnios amielinicos conhecidos como fibras C é
aumentada quando num evento de isquemia/reperfusdo sendo que este fendmeno é
atribuido a um aumento na produgdo de radicais livres (Ozaki e cols., 1988; Stahl e

cols., 1993). Os autores observaram que a administracdo de deferoxamina atenuou este
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efeito sugerindo fortemente o envolvimento de ferro. Trabalhos realizados em coracdo
isolado demonstram que a liberag¢do de ferro dos estoques é aumentada na isquemia e
reperfusdo e que o aumento do pool de ferro complexado por moléculas de baixa massa
molar tem importante participacdo nas disfung¢des cardiacas observadas (Voogd e cols.,
1992).

Num aspecto mais abrangente, os radicais livres propriamente ditos parecem nao
serem os Unicos a exercerem efeitos toxicos. Os produtos finais das cascatas de reagdes
desencadeadas por eles também contribuem para disfungdes celulares sendo que dentre
estas substancias destacam-se os aldeidos citotoxicos. A literatura relata disfuncdes
cardiacas em animais suplementados com ferro provocados por aldeidos citotdxicos
(Bartfay W1J e cols., 1999). A figura 2 sumaria um conjunto de reagdes envolvidas na
formacdo de alguns radicais livres (A) e a seqiiéncia de eventos relacionados a injuria

celular (B).

1.2. Ferro, sistema cardiovascular e regulacdo neurovegetativa cardiaca

O sistema cardiovascular tem uma a¢do direta e crucial na tarefa de suprir cada
célula de um organismo superior. Por ser um sistema que trabalha sob pressdo e por ser
esta pressdo um fator determinante no adequado cumprimento desta funcéo, no curso da
evolucdo, a complexidade desta tarefa exigiu o desenvolvimento de dispositivos
eficientes no monitoramento e manutengdo da pressdo arterial em niveis que atendam,
simultaneamente, as necessidades de todos os tecidos. Para isto, o sistema
cardiovascular dispde de mecanismo refinados de ajuste da pressdo arterial, atuando
momento a momento (controle neural) e a longo prazo (controle humoral). Neste
ambito, ha trés pontos chave no controle da pressdo arterial: 1) a acdo sobre a bomba
propriamente (débito cardiaco), 2) a ag@o sobre a resisténcia periférica total e 3) a acdo
sobre o volume circulante efetuado, principalmente, pelo sistema renal. A regulacdo
homeostitica da circulagdo pelo sistema neural envolve a ativacdo de receptores
periféricos (barorreceptores, quimiorreceptores, receptores cardiopulmonares, dentre
outros), cujas aferéncias se projetam para o sistema nervoso central via nervos vago e

glossofaringeo. O processamento destas informagdes aferentes no sistema nervoso
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central produz uma conseqiiente modulacdo das vias simpdticas e parassimpdticas,
havendo assim, o ajuste das varidveis cardiovasculares (freqiiéncia cardiaca, volume
sistolico e resisténcia periférica), entre outros (como a regulacio de volume por ajustes
renais e peptideo atrial natriurético).

Apesar de todo este controle dos niveis de pressdo arterial no sentido de manté-
los dentro de uma faixa cuja relacdo custo/beneficio seja a melhor possivel, a elevacao
dos niveis de pressdo arterial vém se tornado um problema cada vez mais freqiiente em
humanos. Sabe-se que a elevacdo da pressdo arterial e sua manutencdo em niveis
elevados podem ocorrer por alteracdes nos mecanismos de regulagdo do sistema
cardiovascular. Freqiientemente, isto determina o aparecimento de co-morbidades além
de um risco aumentado de ocorréncia de acidentes vasculares cerebrais e infartos agudo
e/ou cronico do miocdrdio podendo levar o individuo & morte. O aumento na resisténcia
vascular periférica € um achado comum na hipertensdo arterial. Contudo, os
mecanismos pelos quais o aumento da resisténcia vascular € iniciado e mantido durante
a hipertensdo ainda ndo s@o totalmente compreendidos.

Especial atengdo vem sendo dada desde a ultima década aos efeitos do acimulo
do ferro sobre o sistema cardiovascular. A faléncia cardiaca vem sendo apontada como
uma importante patologia desencadeada pela deposi¢do de ferro no coragdo (Aldouri e
cols., 1990; Liu & Olivieri, 1994). Alguns estudos (Oubidar e cols., 1996; Bartfay WJ e
cols., 1999) tém demonstrado que o acimulo de ferro em modelos animais pode causar
danos cardiacos culminando em prejuizo no funcionamento do coracdo. Postula-se que
os efeitos do excesso de ferro sobre o sistema cardiovascular envolvam a formacdo de
radicais livres. Nestes modelos, um dos principais objetos de estudo é o coragdo,
particularmente por sua alta sensibilidade mesmo a tracos de ferro, fruto da baixa
atividade catalase e SOD no musculo cardiaco (Batist e cols., 1985). Estes relatos nos
levam a supor que o coragdo seria o principal 6rgdo do sistema cardiovascular afetado
por um excesso de ferro.

Porém, recentes trabalhos vém atentando para os efeitos do estresse oxidativo
sobre a resisténcia vascular periférica. Alguns destes trabalhos relatam acio de radicais
livres aumentando a sintese de endotelina 1 (Kahler e cols., 2001), anormalidades na

sinalizacdo por cédlcio em endotélio de ratos SHR (Pogan e cols., 2001), acdo sinérgica
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de radicais livres e angiotensina Il em modelos de hipertensao renovascular (Dobrian e
cols., 2001) bem como desbalanco entre mediadores quimicos vasoconstritores e
vasodilatadores como o NO (Rathaus & Bernheim, 2002), sendo estes fatores atribuidos
a um aumento da resisté€ncia vascular periférica com conseqiiente hipertensao.

Além destes, outros trabalhos v€m mostrando que alguns elementos da regulacdo
neurovegetativa cardiaca tém sua fisiologia alterada quando expostos a precursores de
radicais livres. Assumindo que o ferro € um elemento importante na producdo de
oxirradicais, € de se supor que um actimulo de ferro também possa ter alguma influéncia
sobre a dinamica deste sistema. Trabalhos t€ém demonstrado que a atividade de
terminacdes quimiossensitivas de fibras C aferentes (reflexo Bezold-Jarisch) em
animais normotensos ¢ aumentada em 498% quando aplicado perdxido de hidrogénio
topicamente na superficie da camara cardiaca sem que, contudo, células
mecanossensitivas sejam diretamente afetadas (Ustinova & Schultz, 1994). Apds uma
dose de 20 mg/Kg (i.v.) de mesilato de deferoxamina (DFO), um quelante seletivo para
ferro, este efeito sobre a atividade de fibras C produzido pelo peréxido de hidrogénio foi
abolido (Schultz & Ustinova, 1996) indicando que o ferro, mesmo quando presente em
um nivel basal, tem importante participacdo no fendmeno observado.

Estes achados suscitam a questdo: o excesso de ferro pode, além de alterar
elementos de controle da resisténcia vascular periférica a longo prazo, alterar a
sensibilidade ou a eficiéncia de algum mecanismo envolvido na regulacdo

neurovegetativa da pressdo arterial?

10
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Figura 2 — Mecanismo de produgdo de radicais livres (A) e de dano celular (B) no stress oxidativo.

(adaptado de A: Halliwell & Gutteridge, 1986 e B: Kehrer, 1993).
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As fibras C, cuja atividade foi avaliada por Ustinova e cols. frente ao peréxido
de hidrogénio, fazem parte de um complexo sistema de regulagdo neurovegetativa da
pressdo arterial. Fibras C aferentes sdo responsaveis pela condugdo de impulsos
provenientes de terminacdes nervosas localizadas, principalmente, nos pulmdes e na
parede do ventriculo esquerdo até uma regido bulbar conhecida como Nicleo do Trato
Solitario (NTS) onde fazem sua primeira sinapse (Bruce E.Maley., 1994). Quando suas
terminacdes sdo estimuladas, um sinal é propagado até o NTS. No bulbo, uma série de
eventos neuronais e uma complexa interacdo entre diferentes dreas desencadeiam uma
resposta eferente tonico-inibitdria para o coragdo que culmina em apnéia e bradicardia
que leva a uma reducdo do débito cardiaco e, conseqilentemente, a hipotensdo. Esta
triade é observada quando na estimulacdo de um reflexo cardiopulmonar conhecido
como reflexo Bezold-Jarisch, descrito pela primeira vez por von Bezold e Hirt em 1867
e confirmado por Jarisch em 1938-1940 (Aviado & Guevara, 2001).

Sabe-se hoje que a populacdo de terminacdes sensoriais cardiovagais pode ser
dividida em 2 subpopulagdes: as terminagdes mecanossensitivas, que responderiam a
alteracdes de volume, e as terminacdes quimiossensitivas (Coleridge e cols., 1964),
capazes de responder a uma gama de substincias irritantes como capsaicina,
fenilbiguanida, veratridina, radicais livres além de substiancias enddgenas como
bradicinina, prostaglandinas, serotonina e ADP. Na década de 1970, foi demonstrado
que durante o fendmeno de isquemia/reperfusdo as terminacdes cardiovagais eram
ativadas (Thoren, 1972; Thoren, 1976) e atualmente sabe-se que o aumento na
freqiiéncia de disparos destas aferéncias deve-se, em parte, a um estimulo induzido por
radicais livres (Ustinova & Schultz, 1994a), cuja produg¢do é comumente aumentada
durante a injdria por isquemia/reperfusao.

O Dbarorreflexo é considerado um importante mecanismo de controle
cardiovascular cuja fungd@o estd associada a uma redugdo da variabilidade extrema e
descontrolada da pressdo arterial. Responde tanto ao aumento quanto a diminui¢do de
pressdo arterial e seus mecano-receptores localizam-se no seio carotideo e na crossa da
artéria aorta. As relagcdes entre a atividade barorreflexa e o excesso de ferro ainda ndo
sdo bem conhecidas mas as relagdes entre barorreflexo, infarto crénico do miocardio e

faléncia cardiaca t€m sido bastante exploradas (Sack e cols., 2000; Mangin e cols.,
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2001; Rostagno e cols., 2000) e os resultados t€m apontado ora para uma diminuicéo
(Davies e cols., 2001) ora para um aumento (Meyrelles e cols., 1996) da sensibilidade
do barorreflexo sem se observar alteragdes morfoldgicas em fibras nervosas do seio
carotideo (Wang e cols., 1996). Acredita-se que a reducdo da sensibilidade barorreflexa
seja devida a uma dessensibilizacdo de barorreceptores individuais e ndo a plasticidade
neural (Wang e cols., 1996). A literatura mostra uma reducdo bastante significativa do
ganho barorreflexo em coelhos com aterosclerose sendo sugerido que esta condi¢do
patolégica € associado a uma maior produgdo local de radicais livres, atuando sobre os
barorreceptores e diminuindo sua sensibilidade (Li e cols., 1996). Como o ferro tem
participac@o na formagdo de radicais livres, cogita-se a possibilidade de que haja uma
relacio semelhante numa condigdo de excesso de ferro. Além disso, dados
experimentais j4 demonstraram intensa deposicdo de ferro em 4reas cerebrais que
recebem inervacio GABAérgica sugerindo uma possivel relacdo entre ferro e este
neurotransmissor inibitério (Thompson e cols., 2001). Por outro lado, dados
fisiologicos, farmacolégicos, anatdmicos e bioquimicos t€m sugerido que projecdes do
CVLM para o RVLM, as quais participam nas vias inibitérias do barorreflexo, sdo
GABAérgicas (Sved & Gordon, 1994). Portanto, é razodvel supor que alteragdes
bioquimicas no metabolismo do GABA induzidas por ferro poderiam afetar, pelo menos
em parte, o barorreflexo. A figura 3 esquematiza os reflexos acima mencionados nos
pontos de vista anatdmico e funcional.

Diante da complexidade dessas vias reflexas e de sua capacidade de adaptacdo,
surgem outras questdes frente as possibilidades de a¢do do ferro: o fator tempo de
exposic@o ao stress oxidativo pode determinar alteracdo na atividade reflexa

cardiaca?
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@ Barorreceptores
@ Receptores Cardiopulmonares

+FC, + forga de
contragio, + débito
cardiaco

TFC, T forga de
contragio, T débito
cardiaco

Figura 3 — Esquema representativo dos elementos andtomo-funcionais que compdem as vias do

quimiorreflexo, barorreflexo e dos reflexos cardiopulmonares.

As colunas simbolizam niveis hipotéticos de atividade simpdtica e parassimpdtica tendo como objetivo
demonstrar que a ativacdo destes reflexos visa reajustar o balango simpético/parassimpdatico com o intuito
de readequar os niveis presséricos as necessidade do organismo como um todo. O “painel superior
direito” representa esquematicamente a posicdo anatdmica das dreas bulbares envolvidas no controle
cardiorrespiratério vista num corte sagital. A linhas inteiras representam as vias aferentes e as linhas
tracejadas as vias eferentes. (A) bulbo; (B) carétida; (C) coracdo; (D) pulmdes e (E) corte transversal de

um vaso sangiiineo.

1.3. Possivel agdo do ferro sobre canais ionicos e enzimas

Dentro da esfera anatomo-funcional da sinalizagdo neuronal, os eventos
moleculares assumem um papel fundamental. Determinadas moléculas que funcionam
como sinalizadores sdo constantemente produzidas e degradadas por enzimas e/ou

complexos enzimdticos. A sintese de alguns neurotransmissores também é ferro
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dependente. O ferro ¢é requerido como um co-fator para a producdo de
neurotransmissores como dopamina, norepinefrina e serotonina (Thompson e cols.,
2001). Além disso, ja foi demonstrado um intenso depdsito de ferro em dreas cerebrais
que recebem inervacdo acido y-aminoburtirico (GABA)érgica (Hill, 1985) sugerindo
uma possivel relagdo entre ferro e este neurotransmissor inibitério. Alguns trabalhos
relataram que, em determinados tipos celulares cultivados in vitro, enzimas como a NO
sintase induzivel (Chen e cols., 2001) e a hemeoxigenase (Anning e cols., 1999) podem
ter sua expressdo aumentada quando a célula é exposta a uma maior quantidade de
ferro.

No caso de um sistema onde a sinalizagdo é um evento constante, como na
regulacdo neurovegetativa cardiovascular, uma mudanga no padrido de atividade destas
enzimas poderia modificar a dindmica deste sistema de regulacdo da PA. Assumindo
que uma suplementagdo de ferro possa efetivamente interferir no metabolismo destes
neurotransmissores, sugere-se que, nesta condi¢do, a atividade reflexa de controle da PA
possa ser prejudicada quer seja por mudar o padrdo de atividade das enzimas envolvidas
na sintese destes mediadores quer seja por modificar os mecanismos de
estocagem/liberacdo destes mediadores, como no caso do NO (Stoclet JC e cols., 1999;
Zhou e cols., 2000). Estas hipdteses abrem um novo horizonte de possibilidades uma
vez que trabalhos prévios ja demonstraram que uma inibi¢@o cronica da NO sintase pelo
L-NAME parece produzir um aumento do tonus simpdtico culminado na hipertensdo
observada nestes modelos animais (Colombari e cols., 2001).

Outro evento extremamente importante na regulacdo neurovegetativa € a
atividade de canais i6nicos como de célcio, potéssio e sodio. Estes canais sdo compostos
por macromoléculas e, recentemente, a literatura vem relatando a susceptibilidade
dessas macromoléculas a acdo de radicais livres bem como do ferro por si s6. A
literatura vem dando grande énfase aos efeitos do stress oxidativo sobre canais de célcio
tanto presentes no miocardio quanto no sistema nervoso central. Como exemplo disto, a
Ca’*-ATPase do reticulo sarcoplasmédtico tem sua atividade inibida tanto por radicais
livres quanto por fons ferrosos mesmo em concentragdes submicromolar (Moreau e

cols., 1998) enquanto os canais de cdlcio neuronais desreguladamente abertos quando
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expostos a precursores de radicais livres como o peréxido de hidrogénio (Li e cols.,
1998).

Sabidamente, o célcio desempenha papel fundamental tanto no ciclo cardiaco
quanto na neurotransmissdo. No miocdrdio, o célcio tem dois papeis pivo: dirige a
ativacdo dos microfilamentos e regula as correntes i0nicas que sdo responsaveis pelo
ritmo elétrico normal e bloqueia o fendmeno de reentrada prevenindo arritmias (Bers,
2002). Em neurdnios, a despolariza¢do pré-sindptica desengatilha a abertura de canais
de célcio voltagem-dependentes pré-sindpticos os quais permitem a entrada de célcio no
botdo sindptico e a liberagdo do conteddo das vesiculas pequenas (Nicol e cols., 1997).
Além dos canais de célcio, também foi demonstrado que canais de potassio acoplados a
receptores colinérgicos sofrem influéncia de radicais livres. Estas espécies produzem
ativacdo da proteina G associada a estes canais aumentando sua atividade e modificando

a contratilidade e a excitabilidade cardiaca (Jeglitsch e cols., 1999).

Diante das evidéncias moleculares de que o stress oxidativo, manifestado
principalmente na forma de radicais livres, desempenha um papel importante na génese
de processos patoldgicos, um elemento comum destaca-se como sendo o pivd dessa
cascata de eventos: o ferro. Este metal parece ser o elemento chave na formacio de uma
série de substancias com propriedades de modificar de forma extremamente abrangente
o equilibrio dindmico de vérios processos fisioldgicos. Por sua importincia, o sistema
cardiovascular talvez seja um dos alvos mais importantes do stress oxidativo. Nos
ultimos anos vém crescendo as evidéncias experimentais in vivo de que o ferro
desempenhe papel importante em cardiopatias. Entretanto, parcas ainda sdo as
evidéncias in vivo dos efeitos sobre mecanismos reflexos de controle da PA e quais sdo
as implicacdes de uma maior exposicdo a quantidades excessivas de ferro sobre o
equilibrio dindmico desses mecanismos de controle da PA.

Dai a importancia de se conhecer o comportamento de alguns mecanismos

centrais e periféricos de regulacio cardiovascular frente a um actimulo de ferro.
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2.1. Objetivo geral

Neste trabalho nos propusemos a estudar o barorreflexo e o reflexo Bezold-
Jarisch em ratos submetidos a dois protocolos de suplementacdo de ferro com o intuito
de se avaliar os efeitos imediatos (diretos) e tardios (indiretos) do ferro nestes dois

protocolos.

2.2. Objetivos especificos

1 — Avaliar os niveis basais de PAM, FC, variabilidade no dominio do tempo e
pressdo de pulso em ratos submetidos a dois protocolos de suplementacio parenteral de
ferro;

2 — Avaliar a funcdo barorreflexa em ratos submetidos a dois protocolos de
suplementag¢do parenteral com ferro;

3 — Avaliar a atividade do reflexo Bezold-Jarisch nestes ratos submetidos a dois
protocolos de suplementagdo parenteral com ferro;

4 — Avaliar o status relativo ao ferro nestes ratos tomando-se como referéncia o
ferro circulante (ferro sérico), ferro no figado e ferro no baco;

5 — Avaliar os niveis de PAM, FC e a atividade do barorreflexo e do reflexo

Bezold-Jarisch apds uma terapia aguda com um quelante para ferro.
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3.1. Modelo animal: suplementagdo parenteral com ferro

No presente trabalho foram utilizados ratos Fischer 344 machos, jovens, com
massa corpérea de 216 + 2 g (independentemente do grupo) procriados e mantidos no
Laboratério de Nutrigdo Experimental, Escola de Nutricdio, UFOP-MG segundo o
Guide to the Care and Use of Experimental Animals (Olfert e cols., 1993). Os
procedimentos complementares tais como higieniza¢do dos materiais que entraram em
contato com os animais e preparo das camas (remog¢do de po e esterilizacdo) foram
definidos por protocolos validados e em uso em nosso laboratério.

No acasalamento, duas fémeas virgens, com aproximadamente quatro meses de
idade, e um macho foram colocados em gaiolas plasticas de 47 x 33 x 15 cm. Apds dez
dias de acasalamento, os machos foram retirados, as fémeas colocadas em gaiolas
individuais e durante o periodo de gestacdo os animais receberam racdo comercial
Nuvilab CR1® (composicdo na tabela 2) e dgua filtrada ad libidum. No nascimento, as
ninhadas foram manipuladas aleatoriamente de maneira a manter oito filhotes por
fémea. As fémeas continuaram recebendo ragdo comercial e dgua ad libidum e os ratos
foram amamentados durante 28 dias. Ap6s um periodo de aproximadamente dois meses,
os animais foram randomizados e divididos nos grupos tratados com ferro e seu

respectivo sham. Ao final do tratamento apresentavam massas corpdreas semelhantes:

v" Controle (sham): tratados com salina, i.p.

v" Protocolo Direto: suplementados com ferro por 7 dias, i.p., sendo administrada
uma dose de 20 mg de ferro/dia totalizando, ao final do tratamento, 140 mg de
ferro. Neste tratamento, os ensaios foram realizados 48 horas apds a tltima dose.

v' Protocolo Indireto: suplementados com ferro por 5 dias, i.p., sendo
administrada uma dose de 10 mg de ferro/dia totalizando, ao final do tratamento,
50 mg de ferro. Apds a dltima dose, aguardou-se um periodo de 7 dias até a

realizacdo dos ensaios.
A suplementacdo com ferro foi induzida com o farmaco ferro dextran (Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, USA) que consiste em hidréxido férrico complexado por

dextran. Cada mL deste farmaco contém 100 mg de ferro elementar e 107 mg de

20



— | MATERIAIS E METODOS

dextran, produzido assepticamente e contendo 0,5% de fenol com conservante. Estudos
farmacocinéticos em ratos demonstram que apds 6 horas de didlise peritoneal mais de
70% do ferro dextran € absorvido da cavidade peritoneal sem alteragdes histologicas
indicativas de lesdo (Suzuki e cols., 1995).

Apés o desmame e durante o tratamento estes animais foram alimentados com
racdo comercial e fornecida dgua purificada ad libidum. Concluidos os ensaios, os
animais foram sacrificados por anestesia com éter etilico (CAQ Casa da Quimica,

Diadema, SP, Brasil) até completa parada cardio-respiratoria.

3.2. Drogas e solugdes

Veiculo: PBS (Salina tamponada com fosfato) pH 7,2: esta solugdo foi
preparada dissolvendo-se 8,18 g de NaCl P.A., 1,98 g de Na,HPO4.7H,O P.A. e 0,36 g
de NaH,PO4.H,0 P.A. (Synth, LABSYNTH Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema,
SP) em q.s.p. 1000,0 mL de dgua ultrapurificada (Milli—Q®). Antes de aferir o volume, o
pH foi ajustado para 7,2 com solu¢do de HCl ou HaOH conforme o necessario. Uma
vez acondicionada no frasco de Mariotte, a solucdo foi esterilizada por autoclavacio a
120°C e 1,0 kg/cm® durante 15 minutos conforme protocolo em vigor em nosso
laboratério e mantida a temperatura ambiente por periodo ndo superior a 30 dias. As
fracdes desta solucdo destinadas a inje¢des nos animais foram ultrafiltradas em
ultrafiltro Millex® 0,22 wm.

Anestésico: Tribromoetanol 2,5%: esta solucdo foi preparada na concentragdo
de 25 g/L utilizando-se 2,2,2-tribromoetanol 99% (Aldrich Chemical Co. Milwaukee,
WI, USA) e veiculo PBS pH 7,2. A vidraria utilizada no preparo desta solucdo foi
completamente envolvida em papel aluminio para evitar degradacdo da substincia por
acdo da luz. O solido foi dissolvido em 80% do volume final sob aquecimento ndo
superior a 40°C. Uma vez aferido o volume final, a solu¢do foi ultrafiltrada em
ultrafiltro Millex® 0,22 pm sob fluxo laminar (conforme protocolos em vigor em nosso
laboratorio), acondicionada em frasco dmbar e mantida a temperatura ambiente por

periodo ndo superior a 60 dias.

21



— | MATERIAIS E METODOS

Agonista 5-HT3;: Fenilbiguanida: a fim de um melhor ajuste do volume de
droga a ser injetado, foram preparadas solu¢des de fenilbiguanida em duas
concentragdes: 0,050 g/ e 0,025 g/L. Utilizou-se fenilbiguanida 98% (Aldrich
Chemical Co. Milwaukee, WI, USA) com as devidas correcdoes de massa inerentes a
pureza e veiculo PBS pH 7,2. Uma vez aferidos os volumes finais, estas solu¢des foram
aliquotadas em fracdes de 1,5 mL em tubos de polietileno Eppendorf e estocadas a
-20°C até o momento do uso por periodo ndo maior que 45 dias.

Agente hipertensor agonista adrenérgico: L-Fenilefrina (sal cloridrato): a fim
de um melhor ajuste do volume de droga a ser injetado, foram preparadas solugdes de
L-fenilefrina em trés concentragdes: 0,050 g/L; 0,025 g/L e 0,010 g/L. Utilizou-se
cloridrato de L-fenilefrina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) com as devidas
correcdes de massa inerentes a contribuicdo do contra-ion e veiculo PBS pH 7,2. Uma
vez aferidos os volumes finais, estas solu¢des foram aliquotadas em fracdes de 1,5 tubos
de polietileno Eppendorf e armazenadas a -20°C até o momento do uso por periodo nio
maior que 45 dias.

Agente hipotensor doador de oxido nitrico: nitroprussiato de sodio
(nitroferrocianeto de sodio): a fim de um melhor ajuste do volume de droga a ser
injetado, foram preparadas soluc¢des de nitroprussiato de sddio em trés concentragdes:
0,050 g/L; 0,025 g/L e 0,010 g/L nitroprussiato de soédio dihidratado (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) com as devidas correcdes de massa inerentes a hidratagéo e
veiculo PBS pH 7,2. Uma vez aferidos os volumes finais, estas solu¢des foram
aliquotadas em fracdes de 1,5 em tubos de polietileno Eppendorf e armazenadas a -20°C
até o momento do uso por periodo ndo maior que 45 dias.

Quelante seletivo para ferro: deferoxamina (DFO0): esta solucdo foi preparada
na concentragdo 20 g/L utilizando-se mesilato de deferoxamina (Novartis AG, Suica),
comercialmente vendida como Desferal®, e como veiculo dgua ultrapurificada (Milli-
Q®). O liofilizado de deferoxamina foi aliquotado em fracdoes de 10 mg e,
imediatamente antes do uso, solubilizado em 500 puL de dgua ultrapurificada Milli-Q®).

Suspensdo de antibiotico: benzilpenicilina G procaina + benzilpenicilina G
potdssica: esta suspensio foi preparada adicionando-se ao liofilizado de benzilpenicilina

G procaina + benzilpenicilina G potéssica, vendido comercialmente como Despacilina
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400.000UI (Bristol-Myers Squibb Brasil, Sdo Paulo, SP), 2 mL de 4dgua bidestilada para
injetdveis. A poténcia preparagdo foi estimada em 200.000 UI/mL sendo 150.000 UI de
benzilpenicilina procaina e 50.000 UI de benzilpenicilina potissica. Apds o preparo, a
suspensdo permaneceu estocada sob refrigeragcdo (4°C) por um periodo 5 dias durante o

qual foi utilizada.

3.3. Confeccao e implantagdo das canulas arteriais e venosas

Para a confeccdo das céinulas foram utilizados tubos de polietileno PE-50
(Becton Dickinson and Company, 7 Loveton Circle Sparks, MD) soldados a tubos de
polietileno PE-10 (Becton Dickinson and Company, 7 Loveton Circle Sparks, MD)
sendo as dimensdes ajustadas de acordo com a massa corpérea do animal. Antes do
implante, o interior das canulas foi lavado e preenchido com veiculo PBS pH 7,2
(esterilizado e despirogenizado) contendo heparina sddica (Cristdlia — Produtos
Quimicos Farmacéuticos LTDA, SP, Brasil) diluida 1:40. A extremidade PE-50 de cada
canula foi obstruida com pino de metal niquelado e esterilizado. Sob anestesia com
tribromoetanol (250 mg/Kg, i.p.), os animais foram submetidos a uma incisdo na face
ventral da pata traseira direita onde a artéria e veia femorais foram dissecadas e
expostas. Ambas foram cateterizadas com PE-10 e as porcdoes PE-50 foram
transpassadas por sob a pele do dorso onde as extremidades destas canulas foram
exteriorizadas e fixadas préximo ao pescogo. 50.000 U/Kg (50 puL por animal) de
antibidtico (Despacilina 400.000 U) foram administradas por via intramuscular
profunda na pata traseira esquerda do animal e a incisdo na pata traseira direita foi, em
seguida, suturada. Apds a cirurgia, os animais foram acondicionados em gaiolas
individuais mantidas na sala de experimentos sob condi¢cdes de temperatura,
luminosidade e niveis de ruido controlados até o momento dos experimentos. Durante

este periodo receberam ragdo comercial e dgua purificada ad libidum.
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3.4. Registros de pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca

Antes do inicio do registro, foi administrada na canula implantada na artéria
salina heparinizada (20:1) com o intuito de impedir a formac@o de codgulos durante o
experimento. A canula arterial foi, entdo, conectada a um swivel hidrdulico e este a um
transdutor de pressio MLT0699 (ADInstruments, Austrdlia) ligado a um amplificador
de sinais blindado ETH 400 (CB Sciences, Inc.).

O “swivel” hidraulico foi construido em nosso préprio laboratério utilizando
uma seringa de 1,0 mL, 3 agulhas 21G1 (25%8) e 1 agulha 22G2 (0.7x50). A seringa foi
cortada com aproximadamente 2 cm a partir da parte onde se encaixa o canhdo
formando o corpo do “swivel”. Uma camada de 1 mm da borracha do &€mbulo foi
cortada formando um anel e perfurada no centro. Duas agulhas 21Gl foram
desmontadas e os canhdes cortados transversalmente de modo que seus didmetros
permitissem encaixe justo dentro da seringa. O “swivel” foi montado de forma que a
agulha 22G2 ficasse no centro transpassando o anel de borracha e vedando a passagem
de liquido para o corpo do “swivel”. A figura 4(a) mostra, esquematicamente, o
“swivel” montado em nosso laboratério.

O amplificador era conectado a um conversor analdgico digital PowerLab/400
(ADInstruments, Austrdlia) e o conversor ao computador por intermédio de uma placa
SCISI onde o software Chart for Windows® criava os registros a partir dos dados
enviados pelo conversor analdgico digital numa freqii€éncia amostral de 200 Hz. Foi
feita a aquisi¢do dos dados referentes a pressdo arterial pulsétil (PAP) a partir dos quais
foram derivados, “on line”, os canais de FC e PAM (figura 4(b)). Estes dados foram
estocados em arquivos individualizados para cada animal e analisados posteriormente

quanto aos parametros pré-estabelecidos.
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Figura 4 — (a) Representagdo esquemdtica do “swivel” construido em nosso laboratdrio para realiza¢do
de ensaios com animais ndo anestesiados e com movimentagdo livre. O tubo metdlico proveniente da
agulha 22G?2 apontada pela seta vertical ( #) permanece imoével, conectada ao transdutor por intermédio
de uma canula PE-50 enquanto o corpo do “swivel” gira em torno deste tubo metdlico. (b)
representacdo esquemdtica do sistema utilizado para aquisi¢do dos dados; (A) trandutor de pressdo, (b)

amplificador analdgico, (c) conversor analogico digital.
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3.5. Protocolo experimental para estimulacdo do barorreflexo

Uma vez instrumentados, foi dado aos animais um periodo de estabilizagdao de
30 a 60 minutos. Com os pardmetros cardiovasculares estiveis, iniciou-se o registro
definitivo sendo que os primeiros 10 a 20 minutos foram tomados como parimetros
basais de PA e FC. Para estimulacdo do barorreflexo foram utilizadas inje¢des
endovenosas em bolus de L-fenilefrina nas doses de 0,5; 2,0; 3,5 e 5,0 ug/Kg e
nitroprussiato de sédio nas doses de 1,0; 4,0; 7,0 e 10,0 ng/Kg mais duas doses placebo
de veiculo PBS pH 7,2. Iniciaram-se os ensaios alternadamente com uma droga a fim de
se evitar um viece nos resultados. As doses foram administradas aleatoriamente, com
um flush de 0,1 mL, concedendo-se um intervalo de, no minimo, 5 minutos entre uma
dose e outra para que os niveis de PA e FC retornassem a valores préximos aos basais.
O esquema abaixo sumaria este protocolo, representando as barras horizontais o registro

ao longo do tempo:

Basal

Injecies endovenosas de L-

fenilefrina/Nitroprussiato de sodio Injegoes endovenosas de
Nitroprussiato de sodio/L-fenilefrina

|

0 Tempo em minutos 90-120

3.6. Protocolo experimental para estimulagdo do reflexo Bezold-Jarisch

Uma vez instrumentados, foi dado aos animais um periodo de estabilizacdo de
30 a 60 minutos. Com os pardmetros cardiovasculares estdveis, iniciou-se o registro
definitivo sendo que os primeiros 10 a 20 minutos foram tomados como parimetros
basais de PA e FC. Para estimulacdo do reflexo Bezold-Jarisch foram utilizadas injecdes
endovenosas em bolus de fenilbiguanida nas doses 0,625; 1,25; 2,5 e 5,0 ng/Kg mais
uma dose placebo de veiculo PBS pH 7,2. Estas doses foram administradas
aleatoriamente com um flush de 0,1 mL, em duplicata, concedendo-se um intervalo de,

no minimo, 5 minutos entre uma dose e outra para que os niveis de PA e FC
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retornassem a valores proximos aos basais. O esquema abaixo sumaria este protocolo,

representando as barras horizontais o registro ao longo do tempo:

Basal

: Injecies endovenosas de Fenilbiguanida
|

0 Tempo em minutos 90-120

3.7. Protocolos experimentais para avaliagdo da PA, FC, barorreflexo e
reflexo Bezold-Jarisch em animais sob efeito do quelante deferoxamina

A deferoxamina € uma molécula capaz de suprimir a formacgao de radicais livres
por quelar o ferro presente no “pool” labil de maneira seletiva, indisponibilizando-o
para participar em reacdes de oxi-reducdo com o perdxido de hidrogénio e superdéxido
nas quais os oxirradicais sdo formados. Pode deslocar ferro de estoques como ferritina e
hemossiderina, mas ndo de hemeproteinas ou outras que contenham ferro. Quela,
predominantemente, ions trivalentes de ferro e aluminio com constantes de formacao de
1,0 x 10°! mol e 1,0 x 10%° mol™. A afinidade da deferoxamina para fons divalentes
(tais como o Fe2+) ¢é substancialmente menor, na ordem de 1,0 X 10" mol™! ou menor. O
complexo ferro-deferoxamina é formado na base molar de 1:1, ou seja, 1 g de
deferoxamina pode, teoricamente, ligar-se a 85 mg de Fe’*. O complexo € eliminado
principalmente na urina e nas fezes (Curtis D.Klaassen, 2002).

Com esse protocolo, avaliou-se o efeito imediato da supressdo retirada do ferro
livre disponivel para formag¢do de oxirradicais e/ou seus efeitos diretos sobre os niveis
de PAM e FC bem como sobre a atividade do reflexo Bezold-Jarisch e barorreflexo.
Foram conduzidos ensaios pareados onde foi feita uma estimulacdo prévia de ambos os
reflexos por injecdes endovenosas em bolus de nitroprussiato de sédio nas doses de 1,0
ng/Kg e 4,0 ug/Kg e fenilbiguanida nas doses de 1,25 pg/Kg e 2,5 pg/Kg. Seguiu-se a
estas inje¢des uma infusdo endovenosa lenta, com duracdo minima de 20 minutos, de

uma solucio de deferoxamina totalizando uma dose de 20 mg/Kg. 10 minutos apés esta
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infusdo estimularam-se novamente ambos os reflexos por injecdes endovenosas em
bolus de nitroprussiato de sddio nas doses de 1,0 nug/Kg e 4,0 ug/Kg e fenilbiguanida

nas doses de 1,25 ng/Kg e 2,5 ug/Kg. O esquema abaixo sumaria estes protocolo:

Infusdo lenta de desferoxamina
(20°) + 10’ até novas estimulacies

Injegies endovenosas deNitroprussiato

de sodio e fenilbiguanida Injecies endovenosas de Nitroprussiato

de sodio e fenilbiguanida

|

0 Tempo em minutos 120 - 130

3.8. Anadlise dos dados e estatistica

A andlise dos dados foi feita no software Chart for Windows® e a andlise
estatistica no software Minitab™ Statistical Softwere, Release 13.31 (Minitab Inc.).
Devido a algumas limitagdes do software Chart for Windows® na reproducio fiel dos
eventos ocorridos em momentos criticos dos ensaios referente ao calculo de FC e PAM,
posteriormente, ao analisar-se os dados, os cdlculos de FC e PAM foram refeitos “off
line” pico-a-pico sistdlico sendo que em doze animais de cada grupo um quarto canal
foi derivado para o célculo da pressdo de pulso. Os resultados foram apresentados como
média *erro padrdo ( x +Er Pd).

Os valores basais de PAM e FC foram obtidos por célculo da média do registro
continuo num intervalo de 10 a 20 minutos precedentes ao inicio das estimula¢des dos
reflexos cardiovasculares avaliados. Intervalos de 10 segundos em 12 animais de cada
grupo foram tomados em 8§ pontos distintos ao longo do registro para determinagdo dos
niveis de pressdo de pulso. Para comparagdo entre médias dos grupos tratados com ferro
e seus respectivos sham utilizou-se teste ¢ de Student considerando-se como diferentes
significativamente apenas aqueles pares de médias cujo valor de P (probabilidade de se
cometer erro tipo II) fosse inferior a 0,05.

A andlise do reflexo Bezold-Jarisch consistiu em medir-se a variacdo de PAM e

FC decorrentes da administragdo de fenilbiguanida tomando-se a diferenca entre o
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maior ponto imediatamente posterior a inje¢cdo da droga e o menor ponto referente ao
efeito maximo da droga desconsiderando-se efeitos posteriores. Estes dados foram
transformados em uma curva dose-resposta e a comparagdo entre os grupos foi feita
dose a dose avaliando-se as respostas médias referentes a cada grupo utilizando-se o
teste ¢ de Student e considerando-se como diferentes significativamente apenas aqueles
pares de médias cujo valor de P (probabilidade de se cometer erro tipo II) fosse inferior
a 0,05.

A andlise do barorreflexo consistiu em avaliarem-se as variacdes de PAM e FC
decorrentes da administragdo de L-fenilefrina e nitroprussiato de sédio tomando-se o
menor ou maior valor de PAM e FC atingido apéds a inje¢do das drogas. Nesta andlise
em especial foi aplicado tanto ao canal de PAM quanto ao de FC um smoothing com
janela de 201 pontos. Foram analisados os valores de pico para PAM e FC e,
independentemente do animal, os valores de PAM foram postos em ordem crescente
com seus respectivos valores de FC. Classes de 10 valores de pico de PAM foram
separadas e a média destes 10 valores de PAM foi plotata contra a média dos
respectivos 10 valores de FC representando os pontos para construgio da barocurva para
cada grupo e do grau de dispersdao dos dados. Intervalos de 10 segundo precedentes a
cada estimulag¢@o do barorreflexo foram tomados pra determinacdo de PAM e FC para
cada animal ao longo do experimento. De cada classe, foram tomados seqiiencialmente
1 dos dez pares (PAM e FC) para construg¢do de barocurvas individuais. A partir destas
barocurvas individuais obteve-se a sigmdide média para cada grupo, os valores de platd
superior e inferior e o valor de PAMs,. As sigmdides foram obtidas segundo a equagdo

I, descrita abaixo:

chin - FCmax
FC=FC,, + _( PAM—PAMSOJ (Equagdo I)
1+e b

onde FC,,, é a freqtiéncia cardiaca no platd superior, FC,;, € a freqii€ncia cardiaca no
platd inferior, PAM € a pressdo arterial média, PAMsy é a pressdo arterial média no
ponto médio do intervalo de freqii€ncia entre os platds superior e inferior e b é o
coeficiente de curvatura. O ganho barorreflexo maximo para cada grupo foi inferido a

partir dos valores de pico da primeira derivada das respectivas sigmdides individuais.
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Nos ensaios com deferoxamina, o barorreflexo foi avaliado apenas quanto ao
ganho calculado a partir dos valores de variagdes maximas de PAM e FC segundo a
equacdo II, descrita abaixo:

A FC
Ganho = ——2"— (Equacdo I1
PAM (Equag )

mdximo
onde AyimoF'C € a variagdo maxima de freqiiéncia cardiaca e A4imoPAM € a variacdo
maxima de pressdo arterial média decorrentes das injecdes de nitroprussiato de sédio ou
L-fenilefrina. Estes valores de ganho foram comparados entre o0s grupos
independentemente da dose, onde todos os dados foram reunidos gerando um valor
médio de ganho. Intervalos de 10 segundo precedentes a cada estimulacdo do
barorreflexo foram tomados pra determinagdo de PAM e FC para cada animal ao longo
do experimento. Avaliaram-se as respostas médias referentes a cada grupo antes e apds
a DFO utilizando-se o teste ¢ de Student e consideraram-se como diferentes
significativamente apenas aqueles pares de médias cujo valor de P (probabilidade de se

cometer erro tipo II) fosse inferior a 0,05.

3.9. Determinacdo de parametros bioquimicos

3.9.1. Determinagdo de ferro circulante

Concluidos os ensaios, uma amostra de 3 mL de sangue foi coletada de cada
animal, centrifugada a 14.000 rpm por 8 minutos e o plasma separado. Uma nova
centrifugacdo foi realizada para retirar células remanescentes e o plasma resultante foi
armazenado a -20°C até a realizacdo dos ensaios colorimétricos.

Nestes ensaios, uma amostra de 200 pL foi pré-tratada com bromelina em pH
4,5 e temperatura ambiente por 20 minutos para hidrélise de proteinas plasmadticas.
Apbs este pré-tratamento, as amostras foram submetidas ao protocolo para

determinagdo colorimétrica de ferro conforme descrito previamente na literatura

(Turbino-Ribeiro e cols., 2003).

30



— | MATERIAIS E METODOS

3.9.2. Determinacdo de ferro no figado e baco

Depois de sacrificados, os animais foram perfundidos com aproximadamente
200 mL de salina 0,9%. Figado e bago foram removidos e secos em papel de filtro por 5
minutos. Estes 6rgdos foram pesados e uma amostra foi retirada para determinacio do
teor de ferro. Estas amostras foram digeridas em 4cido nitrico P.A. a 120°C até a secura.
O residuo foi entdo solubilizado em 10,0 mL de solu¢ao HCI 50% v/v e a solucdo
resultante submetida a colorimetria pelo método da ortofenantrolina (Association of
Offcial Analytical Chemists, 1980). Posteriormente, os valores de concentragdo ferro

foram convertidos em teor de ferro no figado e bago, sendo expressos em pumol/g de

tecido.
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4.1. Efeito do tratamento com ferro dextran sobre os niveis de ferro

circulante, conteido de ferro no baco e figado.

A fim de quantificar os efeitos do tratamento com ferro dextran sobre os niveis
de ferro circulante e nos estoques no dois protocolos adotados, foram feitas
determinagdes bioquimicas destes pardmetros. Os niveis de ferro circulante mostraram-
se aumentados nos dois grupos tratados com ferro dextran.

Nos animais do protocolo Direto observou-se o maior nivel de ferro circulante
(tabela 3 e figura 5). Cabe ressaltar, entretanto, que no caso dos animais do protocolo
Direto, juntamente com o ferro ligado a transferrina, foi também determinado o ferro
circulante ligado ao dextran o que contribuiu para este grande aumento. Neste
protocolo, observou-se também um aumento significativo dos niveis de ferro no figado
mas nao no baco.

Aumentos significativos do contetido de ferro tanto no bago quanto no figado
foram detectados nos animais do protocolo Indireto. Estes resultados sdo mostrados na

tabela 3 e resumidos na figura 5.
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Figura 5 - Niveis de ferro circulante (painel A), no figado (painel B) e no bago (painel C) em animais
sham e tratados com ferro dextran. As barras representam o valor médio de cada pardmetro e as hastes
o valor do erro padrdo das médias.* diferenga significativa entre animais sham e tratados com ferro
dextran (p < 0,05, teste t de Student); ** diferenga significativa entre animais dos protocolos Direto e

Indireto (p < 0,05, teste t de Student).
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4.2. Efeito do tratamento com ferro dextran sobre os niveis basais de
PAM, FC, variabilidade no dominio do tempo de pressdo de pulso

O tratamento com ferro dextran promoveu uma pequena, porém significativa,
reducdo da FC basal (tabela 4; figura 6 - A) tanto nos animais do protocolo Direto
quanto nos animais do protocolo Indireto em relagdo aos seus respectivos grupos sham.
Além de observarmos esta reducéo de FC, constatamos uma redugio da variabilidade no
dominio do tempo deste pardmetro entre os animais tratados com ferro dextran e seus
respectivos sham (tabela 5). Entre os grupos tratados com ferro dextran nido foram
observadas diferengas entre os niveis basais de FC.

Apesar da reducdo de FC, ndo foram observadas diferencas entre os niveis basais
de PAM (tabela 4; figura 6 - B) entre os grupos tratados com ferro dextran e seus
respectivos grupos sham ocorrendo o mesmo para a variabilidade no dominio de tempo
para este parametro (fabela 5). Entretanto, os niveis de pressdo de pulso nos animais
tratados com ferro dextran no protocolo Indireto mostraram ligeiramente diminuidos em
relacdo ao grupo sham (38 + 1 mmHg vs. 40 = 1 mmHg, p < 0,05) como mostrado na
tabela 6. Apesar de seguir a mesma tendéncia, ndo foram observadas diferencas
significativas neste parametro para animais tratados com ferro dextran no protocolo

Direto e sham (37 £ 1 mmHg vs 39 £ 1 mmHg; tabela 6).
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0 Sham (n=24) £ Protocolo Indireto (n=24) [ Protocolo Direto (n=24)

Figura 6 — FC (painel A) e PAM (painel B) basais de animais sham e tratados com ferro dextran. As
barras representam o valor médio de um intervalo de 10 a 20 minutos que precedem as estimulagoes do
reflexo Bezold-Jarisch e do barorreflexo e as hastes o valor do erro padrdo desta média. * diferengca

significativa entre o grupo sham e tratados com ferro dextran (p < 0,05, teste t de Student).
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4.3. Barorreflexo em animais tratados com ferro dextran no protocolo

Direto

A estimulagdo do barorreflexo consistiu num conjunto de manobras com o tonus
vascular que visaram elevar ou diminuir o retorno venoso, o débito cardiaco e
conseqiientemente a pressdo arterial, ativando, com isso, os barorreceptores adrticos e
carotideos. Em resposta a estas alteragdes pressoricas, o0 sistema nervoso
neurovegetativo produziu modificacdes cronotropicas cardiacas para restabelecer a
pressdo arterial em niveis préoximos aos do periodo precedente a manobra. Neste
sentido, as injecdes endovenosas de nitroprussiato de sodio e L-fenilefrina produziram
as devidas respostas hipotensoras e hipertensoras acompanhadas por suas respectivas
respostas taquicardica e bradicardica tanto nos animais do protocolo Direto quanto em
seu respectivo sham. Aspectos qualitativos destas manobras sdo exemplificados nas
figuras 7 e 8. O conjunto destes resultados é sumariado na figura 9 sendo que apesar de
uma forte tendéncia de reducdo do valor do platd superior, a barocurva dos animais
tratados com ferro dextran no protocolo Direto ndo apresentaram diferencas quanto ao
ganho maximo, platod inferior e PAMs, em relagdo aos animais sham (tabela 7). Na
tabela 8 sio mostrados valore médios de PAM e FC para as dez classes em que foram
divididos os picos de PAM com seus respectivos picos de FC. Estes dados sdo

representativos da dispersdo das barocurvas para cada grupo.
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Figura 7 — Registros de um animal representativo do grupo sham mostrando os efeitos das inje¢oes i.v.

de L-fenilefrina (A) e nitroprussiato de sodio (B) sobre a PAP, PAM e FC em fungdo do tempo.
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Figura 8 — Registros de um animal representativo do grupo tratado com ferro dextran no protocolo

Direto mostrando os efeitos das injecées i.v. de L-fenilefrina (A) e nitroprussiato de sodio (B) sobre a

PAP, PAM e FC em fungdo do tempo.
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Figura 9 — O painel superior (A) mostra os valores de pico da FC contra em fungdo dos valores de pico

da PAM quando da estimulagdo do barorreflexo com L-fenilefrina e nitroprussiato de sodio (para

detalhes veja o texto) em animais sham (@, n = 12) e do protocolo Direto (O, n = 12). As linhas

pontilhadas (-----) representam o grupo tratado com ferro dextran e as linhas continuas representam o

grupo sham (——). A regressdo sigmoidal logistica das curvas barorreflexas é a média de 10 regressoes

sigmoidais obtidas de dados de animais ndo anestesiados sham e do protocolo Direto. O painel inferior

(B) representa o ganho barorreflexo, ou seja, a primeira derivada média das fungdes sigmoides a um

determinado valor de PAM. O ganho barorreflexo mdximo ocorre no valor de PAMs,.
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4.4. Reflexo Bezold-Jarisch em animais tratados com ferro dextran no

protocolo Direto

Tendo em vista que a fenilbiguanida é uma droga com capacidade de ativar
seletivamente fibras C aferentes quimiossensiveis (Thoren, 1979), observamos que as
injecdes endovenosas desta droga produziram bradicardias e hipotensdes dose-
dependente tanto no grupo tratado com ferro dextran no protocolo Direto quanto em seu
respectivo sham, conforme exemplificado na figura 10. A anélise destas respostas, fruto
de uma estimulagdo da populacdo quimiossensitiva destas terminacdes aferentes,
mostrou uma atenuacdo das bradicardias reflexas nos animais do protocolo Direto nas
doses 1,25 ug/Kg e 2,5 pug/Kg sem alteracdes nas hipotensdes. Estes resultados sdo

mostrados na fabela 9 e sumariados na figura 11.
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Figura 10 — Registros de um animal representativo do grupo sham (Controle) e de um animal

representativo do grupo tratado com ferro dextran no protocolo Direto mostrando os efeitos das injecdes

i.v. de fenilbiguanida sobre a PAP, PAM e FC em fungdo do tempo.
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Figura 11 - Bradicardias (painel A) e hipotensoes (painel B) decorrentes da ativagcdo do reflexo Bezold-
Jarisch em animais sham e animais do protocolo Direto. Cada ponto representa a variagdo média do

pardmetro avaliado em fungdo da dose e as hastes o erro padrdo da média. * P<0,05 (teste t de Student).
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4.5. Barorreflexo em animais tratados com ferro dextran no protocolo
Indireto

A avaliacdo do barorreflexo consistiu num conjunto de manobras com o tonus
vascular que visaram elevar ou diminuir o retorno venoso, € conseqiientemente a
pressdo arterial, ativando, com isso, os barorreceptores aorticos e carotideos. Em
resposta a estas alteracdes pressoricas, o sistema nervoso neurovegetativo produziu
modifica¢des cronotrépicas cardiacas para restabelecer a pressdo arterial em niveis
préximos aos do periodo precedente & manobra. Neste sentido, as injecdes endovenosas
de nitroprussiato de sédio e L-fenilefrina produziram as devidas respostas hipotensoras
e hipertensoras e suas respectivas respostas taquicardica e bradicardica tanto no grupo
sham quanto no grupo tratado com ferro dextran no protocolo Indireto (figuras 12 e
13). O conjunto destes resultados € sumariado na figura 14. A regressdo sigmoidal
logistica das curvas barorreflexas € a média de 10 regressdes sigmoidais obtidas de
dados de animais ndo anestesiados sham e do protocolo Direto. A barocurva dos
animais tratados com ferro dextran no protocolo Direto ndo apresentaram diferencas
quanto aos platds inferior e superior em relacido aos animais sham (figura 14, A e tabela
7). Contudo, o ganho barorreflexo, ou seja, a inclinagcdo da sigmdide, representada pela
primeira derivada média das fung¢des sigmodides a um determinado valor de PAM
(figura 14, B) mostrou um valor maximo aumentado (1,58 vezes) nos animais do
protocolo Direto em relacdo aos animais sham. Este aumento no ganho foi
acompanhado por um deslocamento da barocurva para esquerda com conseqiiente
reducdo do valor de PAMsy (111 £ 1 mmHg vs. 117 £ 1 mmHg) e um estreitamento da
curva da primeira derivada nos animais do protocolo Direto em relagdo aos animais
sham. Na tabela 8 sao mostrados valore médios de PAM e FC para as dez classes em
que foram divididos os picos de PAM com seus respectivos picos de FC. Estes dados

sdo representativos da dispersdo das barocurvas para cada grupo.
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Figura 12 — Registros de um animal representativo do grupo sham mostrando os efeitos das injecdes i.v.

de L-fenilefrina (A) e nitroprussiato de sodio (B) sobre a PAP, PAM e FC em fungdo do tempo.
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Figura 13 — Registros de um animal representativo do grupo tratado com ferro dextran no protocolo
Indireto mostrando os efeitos das injecdes i.v. de L-fenilefrina (A) e nitroprussiato de sodio (B) sobre a

PAP, PAM e FC em fungdo do tempo.
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Figura 14 — O painel superior (A) mostra os valores de pico da FC contra em fungdo dos valores de pico

da PAM quando da estimulagdo do barorreflexo com L-fenilefrina e nitroprussiato de sodio (para

detalhes veja o texto) em animais sham (@, n = 12) e do protocolo Indireto (O, n = 12). As linhas

pontilhadas (-----) representam o grupo tratado com ferro dextran e as linhas continuas representam o

grupo sham (——). A regressdo sigmoidal logistica das curvas barorreflexas é a média de 10 regressoes

sigmoidais obtidas de dados de animais ndo anestesiados sham e do protocolo Indireto. O painel inferior

(B) representa o ganho barorreflexo, ou seja, a primeira derivada média das fungdes sigmoides a um

determinado valor de PAM. O ganho barorreflexo mdximo ocorre no valor de PAMs,.
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4.6. Reflexo Bezold-Jarisch em animais tratados com ferro dextran no
protocolo Indireto

Tendo em vista que a fenilbiguanida é uma droga com capacidade de ativar
seletivamente fibras C aferentes quimiossensiveis (Thoren, 1979), observamos que as
injecdes endovenosas desta droga produziram bradicardias e hipotensdes dose-
dependente tanto nos animais do protocolo Indireto quanto em seu respectivo sham
(figura 15). A andlise destas respostas, fruto de uma estimulagdo da populacdo
quimiossensitiva destas terminacdes aferentes, mostrou uma atenuacdo das bradicardias
reflexas nos animais do protocolo Indireto nas doses 1,25 pg/Kg e 2,5 png/Kg.
Diferentemente dos animais tratados com ferro dextran no protocolo Direto, nesse
grupo também foram observadas atenuacdes nas hipotensdes reflexas nas doses de 2,5
ng/Kg e 5,0 ng/Kg. Estes resultados sdo mostrados na tabela 10 e sumariados na figura
16.
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Figura 15 — Registros de um animal representativo do grupo sham (Controle) e de um animal

representativo do grupo tratado com ferro dextran no protocolo Indireto mostrando os efeitos das

injegées i.v. fenilbiguanida sobre a PAP, PAM e FC em fungdo do tempo.
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Figura 16 - Bradicardias (painel A) e hipotensdes (painel B) decorrentes da ativagcdo do reflexo Bezold-

Jarisch em animais sham e tratados com ferro dextran no protocolo Indireto. Cada ponto representa a

variagdo média do pardametro avaliado em fungdo da dose e as hastes o erro padrdo da média. * P<0,05

(teste t de Student).
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4.7. Barorreflexo e reflexo Bezold-Jarisch em animais tratados com ferro
dextran no protocolo Indireto e sob efeito de deferoxamina

Conforme descrito previamente na literatura, a infusio lenta de deferoxamina e a
dose utilizada (20 mg/Kg) permitiram mudancas consistentes na atividade neuronal sem
modificagdes dos indices cardiacos (Thompson e cols., 1998; Ustinova & Schultz,
1994a). Os efeitos observados foram fruto de uma agéo quelante da DFO sobre fons
férricos (Fe™*) principalmente, presumivelmente livres, sem se levar em conta alteracdes
funcionais de longa dura¢do como, por exemplo, inativacio permanente de proteinas
como a Ca**-ATPases — meia vida de 12 a 17 dias em misculo esquelético de ratos
Fischer 344 (Ferrington e cols., 1998).

As inje¢des de nitroprussiato de sodio e fenilbiguanida produziram as devidas
respostas dose-dependente tanto no grupo tratado com ferro dextran no protocolo
Indireto quanto no grupo sham antes e apds a infusdo de deferoxamina (figuras 17 e
18). Apesar de uma forte tendéncia de aumento da PAM nos animais tratado com ferro
dextran no protocolo Indireto apés a infusdo de DFO (Antes DFO: 119 + 1 mmHg; apds
DFO: 124 + 2 mmHg), ndo foram observadas alteracdes significativas da PAM e FC
apods a administragdo de deferoxamina em nenhum dos grupos (tabela 11).

O ganho medo para o barorreflexo ndo se mostrou alterado apds a infusdo de
deferoxamina nos animais do grupo sham. Entretanto, nos animais do protocolo Indireto
houve uma reducio significativa deste pardmetro apds a infusdo, nio diferindo, por
conseguinte, do apresentado pelo grupo sham. Estes resultados sdo apresentados na
tabela 12 e sumariados na figura 19.

Com relacdo ao reflexo Bezold-Jarisch, as bradicardias reflexas tanto no grupo
sham quanto nos animais do protocolo Indireto ndao se mostraram alteradas apds a
infusdo de deferoxamina. Entretanto, a hipotensdo reflexa foi exacerbada nos animais
tratados com ferro dextran no protocolo Indireto apds a infusdo de deferoxamina para a
dose de 2,5 pug/Kg de fenilbiguanida, diferindo do grupo sham antes mas ndo apds a

infusdo. Estes resultados sdo apresentados na tabela 13 e sumariados na figura 20.
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Figura 17 — Registros de um animal representativo do grupo sham mostrando os efeitos das injecoes i.v.
fenilbiguanida e nitroprussiato de sodio sobre a PAP, PAM e FC em fungdo do tempo antes (Antes da

DFO) e apos (Depois da DFO) injecoes i.v. de mesilato de deferoxamina.
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Figura 18 — Registros de um animal representativo do grupo tratado com ferro dextran no protocolo
Indireto mostrando os efeitos das injegoes i.v. fenilbiguanida e nitroprussiato de sédio sobre a PAP, PAM
e FC em fungdo do tempo antes (Antes da DFO) e apos (Depois da DFO) injegdes i.v. de mesilato de

deferoxamina.
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Figura 19 - Ganho barorreflexo geral em animais tratados com ferro dextran no protocolo Indireto e
sham antes e apds a infusdo de deferoxamina. No painel A as barras representam os valores médios deste
pardmetro e as hastes o erro padrdo da média. No painel B, uma copia da barocurva dos animais
tratados no protocolo Indireto é mostrada com o intervalo de variagdo de PAM marcado (retdngulo)
demonstrando que o ganho foi avaliado num segmento da sigmdide onde as diferencas entre os animais
sham e do protocolo Indireto sdo bastante evidentes. * diferenga estatistica em relagdo ao sham; **
diferenga estatistica entre animais tratados com ferro dextran antes e apés DFO ( p<0,05 teste t de

Student).
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Figura 20 — Bradicardias (painel A) e hipotensées (painel B) decorrentes da ativagcdo do reflexo Bezold-
Jarisch antes (linha continua) e apds (linha pontilhada) a infusdo de deferoxamina em animais tratados
com ferro dextran no protocolo Indireto [Fe(+)] e sham [controle] Cada ponto representa a variagdo
média do pardmetro avaliado em fungdo da dose e as hastes o erro padrdo da média. * P<0,05 (teste t de

Student).

55



5. Discussao



— I Discussaio

Nossos resultados demonstraram que a suplementagdo parenteral com ferro
dextran produziu alteragdes na atividade do barorreflexo e do reflexo Bezold-Jarisch
além de uma leve bradicardia de repouso sem, contudo, alteragdes da pressdo arterial
média. Observamos ainda uma reducio da variabilidade da FC de repouso nos animais
tratados com ferro dextran e uma pequena reducdo da pressdo de pulso nos animais
tratados com ferro dextran segundo o protocolo Indireto. Além disso, a infusdo i.v. de
mesilato de deferoxamina foi capaz de reverter os efeitos do tratamento com ferro
dextran no protocolo Indireto sobre o barorreflexo e o reflexo Bezold-Jarisch sem
alteracdes significativas na PAM e FC.

As questdes nutricionais relativas ao ferro vém se tornado objeto de estudos de
vérias linhas de pesquisa ndo somente em paises desenvolvidos como também em
paises em desenvolvimento nas dltimas décadas. Estes estudos vém revelando dados
epidemioldgicos e experimentais de grande importincia para o contexto da satde
publica. Diversos trabalhos demonstram que o acimulo de ferro em humanos é um fato
e que ndo apenas causas patoldgicas, mas também alguns habitos alimentares e o
préprio processo de envelhecimento estdo envolvidos neste processo com repercussoes
fisiopatoldgicas relevantes na prevaléncia e incidéncia de algumas doengas cronico-
degenerativas (McLaren e cols., 1983; Brittenham, 1994; Choi & Yu, 1994; Crawford,
1995; Beard, 2002). A suplementacdo com antioxidantes como a vitamina C tem sido
apontada como uma prética capaz de reverter e/ou proteger contra danos provocados
pelo stress oxidativo (Chen e cols., 2000; Berger e cols., 1997). Contudo, seu real valor
e eficicia na terapia de distdrbios provocados pelo actimulo de ferro ainda sdo
discutiveis (Crawford, 1995; Lachili e cols., 2001). A parte destas dissensdes, o efeito
dos antioxidantes, sob determinadas condicdes, impinge aos radicais livres um efeito
fugaz, ou seja, um curto periodo de existéncia em células cujo metabolismo esteja
ajustado para um perfeito equilibrio entre produgdo e degradagdo de radicais livres. Ora,
se os radicais livres, elementos centrais na via de efeitos citotoxicos exercidos pelo
ferro, tém uma existéncia fugaz, espera-se que eles contribuam muito pouco para danos
celulares graves em condi¢des normais. De fato, muitas das proteinas, lipideos de
membrana e seqiiéncias de DNA afetados, em ultima andlise, pelos efeitos deletérios

dos radicais livres (e, indiretamente, do ferro) conseguem se regenerar e/ou sao
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substituidos no processo de “turnover” celular de modo que a depender da intensidade e
do tempo de exposicdo a uma producdo aumentada de radicais livres as células
conseguem se recompor € manter suas funcdes normais durante seu ciclo de vida.
Contudo, a perda da homeostasia no metabolismo do ferro tem sido associado a uma
maior producgdo de radicais livres contribuindo para o desenvolvimento de uma série de
patologias incluindo doencas cardiovsculares (Emerit e cols., 2001).

Sob a justificativa de evitar os inimeros, e infelizmente comuns, casos de
anemia todos os anos em todo o mundo, uma gama relativamente ampla de alimentos
industrializados vem sendo suplementados com quantidades aprecidveis de ferro de
forma indiscriminada. A anemia tem vdrias causas e muitos autores acreditam que a
anemia por deficiéncia de ferro perfaca um percentual pequeno de todos os casos
registrados. Muitos clinicos acreditam que a anemia € essencialmente um indicativo de
deficiéncia de ferro baseados em parametros como ferro sérico e capacidade de ligacdo
de ferro cuja credibilidade para este fim diagndstico tem sido questionada. A exemplo
disto, citam-se os casos de anemia com reducdo significativa de ferro sérico decorrente
de uma infeccdo macica por parasitas incluindo bactérias. Nestes casos, o préprio
organismo lanca mdo de recursos moleculares como a lactoferrina para indisponibilizar
o ferro para estes agentes infecciosos (Weinberg, 1984; Weinberg, 1990). Ha mais de
um século atrds era comum tratar quadros de anemia com arsénio que atuava
estimulando a formacdo de mais células vermelhas. O fato de o arsénio, outras
substancias toxicas ou até mesmo o ferro estimularem a producdo de células vermelhas
ndo indica uma deficiéncia daquela substincia (por exemplo, o ferro), mas
simplesmente que o organismo reage de forma diferente a agentes téxicos estimulando a
producdo de células vermelhas. Cabe ressaltar que a injuria celular estimula a producdo
e liberacdo de fatores de crescimento, necessirios a regeneracdo, os quais também
atuam sobre a proliferagdo de células vermelhas. Além disso, jd foi demonstrado que a
exposicdo a radiacdo produz efeitos semelhantes sobre a producdo de células vermelhas.
Sob outro aspecto, € fortemente sugerido que a suplementagdo de ferro em casos de
anemia também contribui com outras complicacdes tais como o stress oxidativo,
principalmente no intestino, como ja demonstrado experimentalmente (Srigiridhar &

Nair, 1998). Em conjunto, estes resultados chamam aten¢do para a necessidade de se
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considerar com cautela os parametros indicativos de anemia e em que momento deve-se
intervir com uma terapia de “reposi¢do” com ferro a fim de se evitar um actimulo deste
micronutriente no organismo.

Apesar do crescente nimero de publicagdes que defendem a idéia de que a
sobrecarga de ferro tem implicacdes importantes em distirbios funcionais no sistema
cardiovascular (Bartfay e cols., 1999; Crawford, 1995; Li e cols., 1996; Weinberg,
1990), alguns autores defendem a hipétese de que ndo hé correlacio entre o status de
ferro de um individuo e o risco aumentado de doengas cardiovasculares como a
aterosclerose decorrente do aumento da oxidacdo de LDL por radicais livres
provenientes da reacdo de Fenton (Corti e cols., 1997). Este autor ainda reforca que uma
falha real de seus dados € a falta de concordincia em como obter dados precisos e
representativos dos niveis de ferro em humanos. Contudo, € um consenso entre todos os
autores, favordveis ou ndo a hipétese do ferro, que as técnicas empregadas e os
parametros analisados ndo s@o suficientes para conclusdes definitivas a favor ou contra
esta hipétese (Beard, 2002). Talvez, a natureza do “risco cardiovascular” avaliado tenha
fundamental importancia nesta associagdo. A exemplo disto, € sabido que a deposicdo
de ferro no coracio conduz a um processo de cardiomiopatia que evolui para um quadro
de faléncia cardiaca com severa disfuncdo diastdlica, mas com fungdo sistélica
preservada em estdgios iniciais da desordem onde ainda ha baixas concentracdes de
ferro no tecido (Liu & Olivieri, 1994; Bartfay WJ e cols., 1999). Com o aumento
progressivo da deposicdo de ferro a faléncia cardiaca evolui rapidamente sendo a
faléncia cardiaca induzida por ferro apontada por alguns autores como uma das
principais causas de morte na segunda e terceira décadas de vida em todo o mundo em
pacientes com talassemia (Aldouri e cols., 1990; Liu & Olivieri, 1994; Bartfay WJ e
cols., 1999).

A discussdo criada em torno de qual processo, sobrecarga ou deficiéncia de
ferro, é mais expressivo do ponto de vista de saide ptiblica deixa de levar em conta um
elemento comum em ambos os estados: o excesso de ferro nos estoques parece ser
acompanhado por uma maior quantidade de ferro livre na célula e, com isso, levar a
uma maior geragdo de radicais livres (Burkitt & Mason, 1991); por outro lado, a

deficiéncia de ferro leva, em um estado inicial, a uma maior mobilizacdo de ferro dos
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estoques o0 que poderia aumentar a geracdo de radicais livres e, num estado mais
avancgado, quando os estoques ja tiverem sido depletados, a deficiéncia de ferro pode
comprometer a formacdo e funcionamento de enzimas como a catalase envolvidas na
eliminagdo de precursores de e/ou radicais livres diretamente.

A opg¢do por um estudo com sobrecarga de ferro leva em conta alguns aspectos
como a natureza de nosso objeto de estudo. O fato de trabalharmos com reflexos
cardfacos em animais intactos e ndo anestesiados implica em um funcionamento pleno
de todos os mecanismos de regulacio da pressdo arterial. Levamos ainda em
consideracdo o fato de que a linha que separa uma real deficiéncia de ferro e a anemia é
bastante t€nue. Portanto, se os animais chegassem a um estado de anemia, a diminuicio
da oxigenacdo tecidual poderia modificar a regulagdo neurovegetativa cardiovascular e,
com isso, levar a um comprometimento da interpretacdo dos dados. Neste sentido, a
suplementacdo de ferro fornece resultados mais precisos, pois, a priori, apenas a
variavel ferro estd em voga neste.

Nos dois protocolos de suplementagdo de ferro utilizados neste estudo, além das
diferencas inerentes a dose de ferro, dois momentos distintos foram definidos: um
imediatamente apds o tratamento com ferro dextran, onde supomos predominarem o0s
efeitos imediatos do ferro sobre os mecanismos de regulacdo neurovegetativa
cardiovascular, e outro 7 dias apds o término do tratamento com ferro dextran, onde
supomos predominarem os efeitos indiretos e tardios do ferro sobre a regulacdo
neurovegetativa cardiovascular. Estes dois momentos foram marcados por diferencas
relevantes nos conteddos de ferro nos fluidos (principalmente plasma) e nos estoques.
No protocolo Direto, a quantidade de ferro circulante € extremamente elevada enquanto
foi observado um aumento significativo de ferro estocado apenas no figado. Isto indica
que, neste momento, o ferro ainda comeca a ser estocado, com um trafico intenso de
ferro dos fluidos para os estoques, uma grande disponibilidade de ferro livre e uma
grande possibilidade de observar um estado de stress oxidativo intenso por maior
geracdo de radicais livres pela reacdo de Fenton. No protocolo Indireto, apesar de
apresentarem maior contetido de ferro sérico que o sham, este ainda € menor que o do
grupo tratado por 7 dias. Entretanto, os contetidos de ferro tanto no figado quanto no

baco sdo maiores que os do sham e que os dos animais do protocolo Direto. Esta andlise
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sugere que o ferro injetado nestes dois esquemas de tratamento estaria distribuido de
forma diferenciada nestes dois momentos e que, portanto, os mecanismos reflexos de
controle da PA poderiam ser afetados de formas diferentes. Esta distribuicdo
diferenciada deve-se a caracteristicas farmacocinétricos do ferro dextran que libera o
ferro lentamente enquanto o dextran é degradado pelos macréfagos (Holbein, 1980). Do
ponto de vista patoldgico, a deposicdo de ferro no coragdo inicia-se no epicardium e
apenas depois ocorre na parede transmural, no miocardio propriamente (Liu & Olivieri,
1994; Liu e cols., 1996; Bartfay WJ e cols., 1999). Considerando a importancia da
deposicdo de ferro para o desenvolvimento de um quadro de faléncia cardiaca
sugerimos que no protocolo Direto o grau de faléncia cardiaca induzida por ferro ainda
seja bastante reduzido no momento de andlise dos reflexos ao passo que o grau de
faléncia cardiaca nos animais do protocolo Indireto possa ser maior e mais severo. A
favor desta hipétese tem-se o fato de termos observado uma redugéo na pressdo de pulso
do animais tratados com ferro dextran no protocolo Indireto (mas ndo no protocolo
Direto), fato que estaria de acordo com um possivel quadro de insuficiéncia cardiaca
nestes animais.

A andlise dos parametros cardiovasculares basais revelou uma redugdo da FC
ndo acompanhada pela PAM. Esta reducdo da FC foi também acompanhada por uma
reducdo da variabilidade da FC, considerado um importante indicador de risco de morte
subita. Trabalhos utilizando o modelo coragdo isolado j4 demonstraram uma reducdo da
FC em animais tratados com ferro dextran (Bartfay W1J e cols., 1999) estando de acordo
com o que observamos. Diante disto, sugerimos que um que efeito direto do ferro no
coragdo possa estar sendo, pelo menos em parte, responsavel por esta reducdo de FC.
Galgamos esta hipdtese em estudos com canais de cédlcio onde tem sido demonstrado
que tanto a geracdo de radicais livres (Grover & Samson, 1988; Winegar e cols., 1991;
Burlando e cols., 2001) quanto o ferro por si sé (Moreau e cols., 1998) modificam a
atividade destes canais estimulando a abertura de portdes e inibindo transportadores
ativos de cdlcio alterando as correntes intracelulares deste fon. Considerando a
importancia das correntes de cdlcio para o periodo refratirio durante o ciclo cardiaco, a
inativagdo destes canais poderia contribuir para um aumento deste periodo refratrio

culminando na leve bradicardia observada tanto in vivo quanto ex vivo.
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Estes dados, contudo, ndo descartam a hipdtese de um envolvimento do sistema
nervoso neurovegetativo nestas alteragdes, mesmo porque os niveis pressoricos ndo se
mostraram menores que os do grupo sham. Além disso, a hipdtese dos canais de célcio
poderia explicar facilmente a bradicardia no modelo coracdo isolado, mas in vivo esta
bradicardia poderia estar levando a uma leve e permanente hipotensao capaz de induzir
um aumento da atividade simpdtica via barorreflexo. O fato de observarmos esta
bradicardia in vivo sugere que este provdvel aumento de tonus simpético ndo ocorreu ou
pelo menos ndo estd sendo por si s6 suficiente para reverter o quadro de bradicardia. Em
ultima andlise, acreditamos que alteracdes na regulagcdo autondmica poderiam contribuir
para a manutencdo da pressdo arterial em seus niveis normais por outras vias,
principalmente a resisténcia vascular periférica e ndo somente por agdo sobre o
cronotropismo pois com um possivel quadro de faléncia cardiaca o coragdo como
bomba perderia sua eficiéncia. No protocolo Direto, considerado aqui como um estigio
inicial do processo de faléncia cardiaca, onde alteracdes do barorreflexo ainda ndo
puderam ser detectadas, podemos observar que o platd superior, ou seja, a taquicardia
maxima produzida pelo barorreflexo, tendeu a ser menor em relagdo ao sham. Isto
representaria um prejuizo da capacidade do coragdo em responder a estimulos
simpatoexcitatérios de uma alca de feedback ainda ndo completamente adaptada que,
posteriormente, ja “mais adaptada”, conseguiria trazer o platd superior da barocurva dos
animais do protocolo Indireto para mais proximo do controle conforme pode ser
observado nas figuras 9 e 14. Contudo, as conseqiiéncias e a continuidade destas
mudancas poderiam, de alguma forma, contribuir para o desenvolvimento e/ou
agravamento de disfuncdes cardiovasculares severas. Por termos realizado experimentos
de curto prazo, o curso cronico das alteracdes nos mecanismos reflexos e suas
contribui¢des para possiveis elevacdes da PA ainda permanecem em aberto.

A andlise dos reflexos cardiovasculares demonstrou que o tratamento com ferro
dextran no protocolo Direto parece ndo ter exercido efeitos tdo pronunciados sobre o
barorreflexo (figura 9). Esperavamos que com este protocolo de tratamento
observassemos alteracdes mais profundas da resposta barorreflexa pelos motivos ja
mencionados. Contrariamente, o tratamento com ferro dextran no protocolo Indireto

modificou o ganho barorreflexa de forma intensa deslocando a curva para valores de
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PAM mais baixos e estreitando a faixa de pressdo na qual o barorreflexo € eficiente
conforme pode ser visto na figura 14B. Este aumento de sensibilidade talvez possa
explicar a reducdo na variabilidade da FC uma vez que o sistema estaria mais
responsivo a variacdes pequenas de PA com uma redugdo reduzindo as oscilagdes nas
FC. Estes dados estido de acordo com observacdes feitas em outros modelos de faléncia
cardfaca como no infarto cronico do miocdrdio onde o ganho barorreflexo mostrou-se
aumentado com reducio de FC e PAM basais (Meyrelles e cols., 1996). Se
considerarmos que a bradicardia de repouso observada nos animais tratados com ferro
poderia, indiretamente, estimular vias simpatoexcitatdrias do barorreflexo, o ganho do
componente taquicardico poderia, pelo menos em parte, ser explicado por este
mecanismo. Entretanto, considerando a natureza adaptativa dos barorreceptores, €
pouco provavel que ap6ds 7 dias de término de estimulo (tratamento com ferro dextran) o
componente taquicdrdico do barorreflexo ainda permaneca hiper-ativo. Nio
desconsideramos a possibilidade de uma adaptacdo da alga de feedback para trabalhar
em 50 % de sua capacidade combinada com alteragées da modulagdo neurovegetativa
sobre o tonus vascular e a propria faléncia cardiaca induzida pelo ferro. Sugerimos
portanto, que a resultante de todos os efeitos que ferro e radicais livres, combinados ou
ndo, produzem sobre o sistema cardiovascular coloque em primeiro plano a faléncia
cardiaca como problema principal a ser resolvido e que portanto levaria a um aumento
do ganho barorreflexo para tentar compensar a perda de sincronismo entre componentes
periféricos e o coragdo como bomba na regulacdo da PA.

No que tange ao reflexo Bezold-Jarisch, diferencas foram observadas nas
bradicardias reflexas, mas ndo nas hipotensdes de animais tratados com ferro dextran no
protocolo Direto. J4 nos animais tratados com ferro dextran no protocolo Indireto,
observamos uma modificacdo mais profunda da atividade deste reflexo com atenuacdo
tanto das bradicardias quanto das hipotensdes reflexas. Trabalhos anteriores (Chianca,
Jr. & Machado, 1996) ja demonstraram estar a hipotensdo intimamente relacionada a
bradicardia. O que nos chama a atencdo é o fato desta hipotensdo ndo acompanhar as
diferencas nas bradicardias reflexas quando das injecdes de fenilbiguanida sugerindo
uma dissociagdo parcial destes dois componentes. O fato de o barorreflexo, e talvez até

o quimiorreflexo, estar alterado, apresentando um ganho aumentado, pode ter
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contribuido para esta possivel dissociagdo pois a hipotensdo desencadeada pela ativacdo
do reflexo Bezold-Jarisch pode ter estimulado o barorreflexo que por estar mais
responsivo, a refreou. O componente simpatoinibitério do barorreflexo utiliza, em areas
bulbares, vias neuronais semelhantes as do reflexo Bezold-Jarisch (Verberne &
Guyenet, 1992). Além disso, uma interacdo funcional entre estes dois reflexos é
sugerida, sendo o efeito Bezold-Jarisch afetado pela entrada prevalente dos
barorreceptores arteriais e uma atenuag@o do barorreflexo observada durante a ativagio
do reflexo Bezold-Jarisch (Chen, 1979). Esta relacdo dinamica entre estes dois reflexos
pode estar preservada nos animais tratados com ferro dextran sendo que o aumento da
sensibilidade barorreflexa possa estar relacionado centralmente com a reducdo da
respossividade do reflexo Bezold-Jarisch.

A atenuagdo do reflexo Bezold-Jarisch parece, em um primeiro momento, um
dado inusitado pois em trabalhos anteriores foi demonstrado que a atividade de
terminacdes quimiossensitivas de fibras C aferentes (aferéncias do reflexo Bezold-
Jarisch) em animais normotensos era aumentada em 498% quando era aplicado
peréxido de hidrogénio topicamente na superficie da camara cardiaca (Ustinova &
Schultz, 1994a). Diante da possibilidade de a suplementacio com ferro induzir um
aumento na gera¢do de radicais livres, sugerimos que apesar do aumento expressivo da
atividade de um componente desta via reflexa a resposta total mostrou-se atenuada. Esta
atenuacdo poderia ser fruto de uma reducdo do trafico cardiovagal eferente resultando
em uma atenuacdo do efeito Bezold-Jarisch. Se considerarmos os trabalhos de Schultz e
Ustinova, esta parece ser uma idéia consistente, pois a causa da atenuagdo do reflexo
Bezold-Jarisch seria repassada para vias eferentes ou mesmo para o processamento
central. Sob o ponto de vista de ajustes compensatdrios da atividade nervosa sobre o
sistema cardiovascular, € aceitdvel crer que num quadro de faléncia cardiaca (induzida
pelo ferro no caso) ao mesmo tempo em que o barorreflexo aumenta sua sensibilidade,
reflexos cardioinibitérios como o reflexo Bezold-Jarisch seriam inibidos com o intuito
de reduzir a atividade inibitéria sobre um coracdo com débito cardiaco prejudicado. Ao
mesmo tempo em que justificaria uma atenuac@o na bradicardia reflexa (mais ndo das
hipotensdes) de animais do protocolo Direto inicialmente, isto também justifica uma

atenuacdo das hipotensdes decorrente das bradicardias reflexas nos animais do
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protocolo Indireto, num momento mais tardio, com um grau de faléncia cardiaca
possivelmente maior (ver figura 16)

Embora os resultados de dosagem de ferro circulante e ferro nos tecidos tenham
demonstrado que o tratamento com ferro dextran fora eficiente em induzir uma
sobrecarga de ferro fez-se necessdrio uma averiguagdo da participagdo funcional do
ferro nas alteracdes fisiologicas observadas. Portanto, experimentos conduzidos com
animais suplementados com ferro no protocolo Indireto e sob efeito de deferoxamina
foram conduzidos com o intuito de se fazer uma triagem de possiveis mecanismos
envolvidos nestas modificagdes. Os resultados obtidos nos forneceram dados
contundentes de uma participagdo do ferro a curto prazo nas alteracdes reflexas
observadas tanto no barorreflexo quanto no reflexo Bezold-Jarisch. Trinta minutos apds
o inicio da infusdo de deferoxamina ji era possivel observar um retorno do ganho
barorreflexo para valores semelhantes ao controle assim como da hipotensdo reflexa
decorrente da ativacdo do reflexo Bezold-Jarisch. Considerando que o principal efeito
do tratamento com deferoxamina € a supressdo imediata da formacdo de radicais livres
(Ustinova & Schultz, 1994a), supdes que, pelo menos em parte, estas alteragcdes se
devam a uma maior geragdo de radicais livres nos animais tratados com ferro com
possiveis alteracdes no equilibrio dindmico e estabilidade de membranas excitaveis
(Emerit e cols., 2001), principalmente no diz respeito ao cédlcio. Contudo, o tratamento
com deferoxamina teria pouco ou nenhum efeito imediato sobre proteinas funcionais
afetada permanentemente por radicais livres de forma que somente apds seu “turnover”
normal poder-se-ia observar uma mudanca no padrio funcional do sistema
cardiovascular em animais suplementados com ferro e apds tratamento com
deferoxamina. Com isto, sugerimos que o fato de a DFO quelar o ferro possa estar, pelo
menos em parte, revertendo os efeitos do tratamento com ferro dextran sobre o
barorreflexo o que faz deste um interessante modelo para estudos de faléncia cardiaca
com a possibilidade de reverté-la sob determinadas condi¢des

Muito embora outros trabalhos ja demonstraram um efeito direto do ferro sobre
algumas protefnas chave no funcionamento do corag¢io como as Ca™*-ATPase que sio
inativadas mesmo por tracos de ferro (Moreau e cols., 1998) os efeitos indiretos, como a

geracdo de radicais livres, ainda assumem papel central em vdrios estudos.
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Independentemente dos mecanismos moleculares envolvidos, varios elementos, da
esfera molecular a sist€mica, sdo afetados funcionalmente ou quantitativamente
chegando alguns a perecem frente ao actimulo de ferro. Cita-se como exemplo canais de
potdssio acoplados a receptores colinérgicos (Jeglitsch e cols., 1999) além de outras
envolvidas no controle cardiovascular como a 6xido nitrico sintase (Chen e cols., 2001).
Além disso, trabalhos recentes vém demonstrando uma agdo incisiva de radicais livres
sobre componentes dos reflexos cardiopulmonares em condi¢des patoldgicas como na
isquemia e reperfusdo (Ustinova & Schultz, 1994b) e do barorreflexo em condig¢des
patolégicas como a aterosclerose (Li e cols., 1996). Particularmente em relacdo a este
ultimo, seus achados destoam dos obtidos por nés sob a otica do stress oxidativo. O
autor aborda o envolvimento do stress oxidativo como possivel mecanismo para a
reducdo significativa do ganho barorreflexo que observou. Nossos resultados mostram
um aumento do ganho barorreflexo quando no tratamento com ferro dextran sendo que
atribuimos a este fendmeno um aumento na geracdo de radicais livres decorrente da
suplementag@o com ferro conforme descrito por outros autores (Burkitt & Mason, 1991;
Lesnefsky, 1994; Bartfay & Bartfay, 2000; Emerit e cols., 2001).

Grande parte dos resultados experimentais relativos ao sistema cardiovascular,
em especial o coragdo, é obtido de ensaios in vitro sendo os pardmetros avaliados em
um intervalo de tempo pequeno, seguido de uma manobra que altere o equilibrio na
geracdo/degradacdo de radicais livres como, por exemplo, a aplicagdo de peréxido de
hidrogénio. No contexto celular, sabe-se que o encontro de moléculas de peréxido de
hidrogénio ou superdéxido com fons ferrosos propiciado por um desequilibrio entre estes
dois elementos € um evento que permite a formagdo de radicais livres. Todavia, na
esfera temporal a seqiiéncia de eventos, sua duracdo e sua continuidade ou intermiténcia
podem determinar a extensdo e repercussdes no sistema cardiovascular de forma que os
mecanismos de “turnover” celular e as eventuais adaptagdes dos diversos mecanismos
fisiologicos e bioquimicos que sdo acionados numa condi¢do de acimulo de ferro ndo
sejam suficientes para conter os danos provocados pelo stress oxidativo.

Em conjunto, estes achados apontam para uma agéo efetiva do ferro, direta ou
indiretamente, sobre o sistema cardiovascular de forma que mudancas nos padrdes de

regulacdo a curto prazo da PA foram alterados sem uma modifica¢do dos niveis basais
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de PAM. E bastante provavel que estas alteracdes nos reflexos cardiovasculares tenham
tido um papel fundamental na manutencdo da pressdo em seus niveis normais muito
embora os resultados estejam aquém de nossos anseios de esclarecer os reais motivos
que levaram a estas alteracdes. Contudo sugerimos ser a sobrecarga de ferro uma
possivel causa para um quadro de insuficiéncia cardiaca que, por conseguinte seria uma
causa para as alteracdes reflexas observadas relegando outros efeitos do stress oxidativo
e/ou do ferro diretamente sobre os reflexos a segundo plano.

Outra questdo acerca deste modelo € o nivel de suplementacdo de ferro e o
quanto ele deve ser para que co-morbidades ndo tenham efeito mais incisivo que os
cardiovasculares deixando-os em segundo plano. Achados experimentais demonstram
uma relagdo dose-dependente entre suplementacdo com ferro e geragdo de radicais
livres (Lucesoli e cols., 1999). Vdrios outros trabalhos utilizam doses relativamente
altas quando comparadas as doses que utilizamos nestes estudos. Em nosso trabalho
observarmos modificagdes mais profundas na regulacdo neurovegetativa cardiovascular
quando de uma diminui¢do da dose de ferro dextran subseqiiente a um periodo de 7 dias
apds o tratamento para a realizagdo dos ensaios. Estes resultados indicam que mesmo
diante de um nivel de suplementacdo menor, o fator tempo de exposicdo parece ter uma
grande importdncia neste processo subjugando, inclusive, o fator dose nestes ensaios,
provavelmente pelas caracteristicas farmacocinétricas do ferro dextran. Portanto, ainda
ndo sdo claros que niveis de ferro nos estoques ou de ferro circulante sdo limitrofes para
o aparecimento de mudangas nos padrdes do sistema cardiovascular e tdo pouco se estes
efeitos sdo distintos frente a diferentes doses.

Em suma, acreditamos que embora ainda estejamos longe de uma compreensao
mais profunda de como os mecanismos reflexos de controle da PA se comportam frente
a um acimulo de ferro, demos um passo no sentido de obter maiores esclarecimentos

acerca destes Processos.
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Tabela 2 - Composicéo da ragéio comercial NUVILAB CRI1®

Composicao basica

Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato bicélcico, cloreto de sédio,
premix mineral vitaminico, aminoacidos.

Niveis de garantia

Umidade (max.) 12,50%
Proteina bruta (min.) 22,00%
Extrato etéreo (min.) 4,00%
Material mineral (max.) 10,00%
Matéria fibrosa (méax.) 8,00%
Cilcio (max.) 1,40%
Fésforo (min.) 0,80%
Suplementacio por quilo (ndo menos que)
VITAMINAS
Vitamina A 12.000 UI
Vitamina D; 1.800 UT
Vitamina E 30,00 mg
Vitamina Kj 3,00 mg
Vitamina B, 5,00 mg
Vitamina B, 6,00 mg
Vitamina Bg 7,00 mg
Vitamina B, 20,00 pug
Niacina 60,00 mg
Acido pantoténico 20,00 mg
Acido félico 1,00 mg
Biotina 0,05 mg
Colina 600,00 mg
MICROELEMENTOS MINERAIS
Ferro 50,00 mg
Zinco 60,00 mg
Cobre 10,00 mg
Todo 2,00 mg
Manganés 60,00 mg
Selénio 0,05 mg
Cobalto 1,50 mg
AMINOACIDOS
DL-Metionina 300,00 mg
Lisina 100,00 mg
ADITIVOS
Antioxidante 100,00 mg
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Tabela 3 - Ferro circulante, ferro no figado e ferro no bago de animais sham e tratados com ferro

dextran.O contetido de ferro nos tecidos é expresso como umol de ferro elementar por grama de tecido.

Tratados com ferro dextran

Parametro Sham (n=8)

Protocolo Indireto (n=8) Protocolo Direto (n=8)
Ferro circulante (Wmol/L) 36£2 65 +4° 1032 +210*°
Ferro no figado (Wmol/g) 61 19+1° INESE
Ferro no bago (umol/g) 42+2 61 +2° 40 + 4

* diferengas significativas entre os grupos sham e tratado com ferro dextran
diferencas significativas entre os animais dos protocolos Direto e Indireto
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Tabela 4 — Pressao arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) basais em animais sham e tratados

com ferro dextran.Os dados correspondem a média de uma periodo de registro continuo de 10 a 20

minutos, precedentes a qualquer manobra farmacolégica.

Protocolo Indireto (n=24)

Protocolo Direto (n=24)

PAM FC PAM FC
Sham Tratado Sham Tratado Sham Tratado Sham Tratado
103 112 353 321 116 125 408 323
117 108 359 328 135 120 376 347
111 123 367 323 124 118 318 349
105 109 359 330 103 127 349 356
102 121 372 318 120 90 372 305
116 112 380 358 110 121 383 358
116 111 376 341 120 96 375 327
117 108 372 331 120 129 390 348
124 112 389 352 108 122 379 342
120 126 399 339 132 110 385 337
105 112 377 344 114 114 370 310
116 115 356 347 128 114 382 336
122 116 397 421 105 113 366 361
131 118 378 422 111 108 333 333
126 113 351 370 116 110 364 326
121 116 397 392 115 119 389 354
107 135 359 428 101 105 357 327
129 105 385 365 123 124 337 364
125 117 391 347 122 108 342 344
125 126 394 367 111 118 352 337
117 108 337 338 133 106 352 346
125 79 410 303 120 118 399 366
123 122 350 369 105 115 377 369
116 115 419 394 116 108 356 377
} + Er Pd 117+2 114£2 3765 3567 117£2 114+2 3665 343+4
P (Teste t) 0,22272 0,01848 0,29204 0,00014

* diferenca significativa quando compoarado com o sham; p < 0,05 (teste t de Student).
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Tabela 5 — Variabilidade no dominio do tempo da freqiiéncia cardiaca (FC) e pressdo arterial média
(PAM) de animais sham e tratados com ferro dextran.Os dados correspondem ao desvio padrdo da

média de intervalos de 10 a 20 minutos de registro continuo precedentes a qualquer manobra

farmacologica.
FC PAM FC PAM
Prot. Prot. Prot. Prot.
Sk Direto A Direto Ska Indireto Nz Indireto
12 12 5 3 34 13 5 5
33 18 6 5 23 14 4 3
22 12 5 4 25 10 4 4
17 8 3 3 24 15 5 3
7 5 3 3 14 13 3 4
21 16 4 5 18 12 5 4
26 20 6 4 25 24 4 4
35 14 4 4 26 17 3 4
34 12 5 4 34 9 4 3
27 9 5 5 24 18 5 8
26 18 5 5 13 12 3 4
16 15 7 4 6 16 4 3
16 15 5 3 29 9 4 4
12 13 5 4 8 3 3 8
18 10 4 4 13 16 4 5
33 15 6 5 9 18 3 4
18 12 7 4 8 13 3 4
26 21 4 5 17 12 5 5
13 21 4 5 16 11 4 3
23 6 6 4 11 11 4 3
13 13 4 3 14 12 3 5
13 16 4 5 13 10 4 2
24 11 4 4 24 11 4 3
10 18 5 5 10 5
; +ErPd 2117 14+0,9" 5+0,2 4+0,2 18+1,7 13+0,9" 40,2 440,3
P (teste t) 0,0007 0,0179" 0,0090 0,6107

* diferenca significativa quando comparado com o sham; p < 0,05 (teste t de Student).

1 A . . .

Apesar de este valor de P ser menor que 0,05, referéncia a partir da qual se considera diferenca
significativa ou ndo entre pares de médias, sua magnitude ndo foi considerada neste estudo por serem
préximas as variabilidades de PAM entre estes dois grupos e, portanto, com significado fisioldgico

duvidoso.
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Tabela 6 — Niveis de pressdo de pulso em animais tratados com ferro dextran e sham. Cada valor

corresponde a média da pressdo de pulso em oito intervalos de 10 segundo ao longo do registro de cada

animal.
Protocolo Indireto Protocolo Direto
Sham (n=12) Tratado (n=12) Sham (n=12) Tratado (n=12)
39 41 31 39
40 40 39 36
43 42 42 40
42 39 43 36
38 32 39 34
40 37 35 34
48 37 38 40
43 41 38 37
37 39 43 34
41 38 41 34
40 33 40 44
38 35 38 38
Y +ErPd 40 +1 38+ 1% 39+ 1 37+1
P (teste t) 0,034255 0,185917

* diferenca significativa quando comparado com o sham; p < 0,05 (teste t de Student).
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Tabela 7 — Pardametros da barocurva na animais sham e tratados (Tratado) com ferro dextran nos

protocolos Direto e Indireto.

Pardametros

Protocolo Direto

Protocolo Indireto

Sham (n=12) Tratado (n=12) Sham (n=12) Tratado (n=12)
Platd superior (bpm) 528 +27 473 £ 11 492 + 11 469 +9
Platd inferior (bpm) 253+ 10 254 +5 282 +5 274 +5
Intervalo de FC (bpm) 275 +27 218+9 210+ 13 196 £ 9
PAM;, (mmHg) 114 +4 117 +3 117+ 1 111 £ 1*
Ganho (bpm/mmHg) -4,91 £ 0,69 -4,34 +0,74 -5,03 £ 0,39 -7,93 +1,08*

* diferenca estatistica comparado como o grupo sham (p < 0,05, teste ¢ de Student).

Tabela 8 — Valore médios de PAM e FC para as dez classes em que foram divididos os picos de PAM

com seus respectivos picos de FC. Estes dados sdo representativos da dispersdo das barocurvas para

cada grupo. O Placebo corresponde aos picos de PAM e FC nas injegcoes placebo e em vermelho estdo os

valores de PAM e FC médios para o grupo considerando valores de intervalos de 10 segundos

precedentes as estimulagoes do barorreflexo durante todo o experimento.

Protocolo Direto

Protocolo Indireto

Sham (n=12) Tratado (n=12) Sham (n=12) Tratado (n=12)
PAM FC PAM FC PAM FC PAM FC
Classe 1 82+2 463 + 12 83+2 427 £ 7* T7+£2 462 +9 75+£2 445 + 11
Classe 2 91+1 483+16 91+04 444 +9 87+1 480+ 13 89 +1 470 £ 10
Classe 3 96 + 1 436+13 95+04 43614 92+0,3 488+13 95 + 1* 460 +£9
Classe 4 102 £ 1 447+£8  99+0,5%* 416+ 10* 98 +1 471 £8 100 £1* 435+ 10*
Classe 5 113+£3 400+ 16 109+£3 413+ 16 112 +4 424 +20 109 £2 392 +21
PAM/FC 116 £2 361 £7 1151 352+ 6 113+£2 374 +5 112+3 351 + 5%
Placebo 120+£2 347 £ 8 121 £3 345 +7 121 +£2 370 £ 7 117+£3 345+ 7
Classe 6 150+£2 309 £ 10 146 £2 304 £ 15 1413 324+9 136 £ 1 294 + 16
Classe 7 164 + 1 278 £ 10 161 +£2 257 £ 12 157+ 1 294 + 10 155+2 271 + 14
Classe 8 173+ 1 260 + 13 172+ 1 238 +11 166 £ 1 256 £ 12 166+ 1 263+ 6
Classe 9 180+ 1 274 + 8 179+ 1 247 + 12 176 £ 1 292 +12 171 1% 266 + 8
Classe 10 185+ 1 264 + 12 190 £2 275+ 10 184 +£2 291 + 12 183 +£2 286 £ 6

* diferenca estatistica comparado como o grupo sham (p < 0,05, teste ¢ de Student).
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Tabela 9 — Bradicardias (AFC) e hipotensées (APAM) decorrentes da ativagcdo do reflexo Bezold-Jarisch

por fenilbiguanida em animais sham e do protocolo Direto (P. Direto).

Veiculo (PBS) Fenilbiguanida
0,625 ug/Kg 1,25ug/Kg 2,5 ug/Kg 5,0 ug/Kg
Grupo AFC  APAM  AFC  APAM  AFC  APAM  AFC  APAM  AFC  APAM
Sham -40 11 -16,5 -4,5 -57,5 -7,5 -219,5 -19,5 -356 -72,5
Sham -16 10 -23 -14 -139 31 -178,5 -48 -267,5 -75,5
Sham -9 20 -16,5 -1,5 -104 -25 -210,5 -45 -286 -94
Sham -54 8 -50,5 -23,5 -88,5 -19 -165,5 -38 -289 -38,5
Sham -11,5 9 -2,5 -12,5 -7 -13 -146 -18 -296 -57,5
Sham -7,5 2,5 0 -9,5 -62,5 -13,5 -154,5 -29,5 -270,5 -50
Sham -8,5 3 -5,5 -10 -87 -19 -171,5 -27 -250,5 45,5
Sham -12,5 1 -41 -13 -67,5 -17 -208 -19,5 -330,5 -61,5
Sham -14,5 5,5 -15 -9 -13 -10,5 -215 -35 -328 -63,5
Sham -22,5 11,5 -16,5 -7 -148,5 -23 -242.5 -42 -320 -74
Sham -10,5 3 -30,5 -8,5 -33,5 -10 -184,5 -24 -339,5 -77
Sham -19 7.5 -26 -28,5 -86,5 -29,5 -304 -59,5 -358,5 -90
X+ErPd  -19t4 8+2 -20+4 -1242  -75£13  -18+2  -200%13  -34+4  -308%£10 -67+5
P. Direto -21 15 -17,5 -12 -20,5 -11,5 -183 -42,5 -280,5 -86,5
P. Direto 21 6,5 -18 -11,5 -13,5 -12 -138,5 =225 -254,5 -47.,5
P. Direto -12,5 8,5 -12 -23 -9 -14 -173,5 -19,5 -304,5 -58,5
P. Direto -19,5 8,5 -10 -20 -17,5 12,5 -120 -22,5 -329,5 -79,5
P. Direto -8 7,5 -10,5 -6 -10 -10 -20 -16,5 -232 -43,5
P. Direto -36,5 10,5 -20,5 -21 -95,5 -35,5 -159 -29,5 -297 -67
P. Direto -28 6,5 -15,5 -4,5 -38,5 -12,5 -132 -10 -248,5 -46,5
P. Direto -22,5 9 -18,5 -19,5 -36,5 -22 -171 -35,5 -298 -71,5
P. Direto -14 11 -6,5 -5 -87 -18 -179 31,5 -287,5 -69
P. Direto -29,5 8 =245 -6,5 -40 -10,5 2211 -11,5 -311,5 -57,5
P. Direto -1,5 4 -25,5 -12 -26 -17,5 -197 -26,5 -275,5 -57,5
P. Direto -18 6 -19 -14 -3,5 -9 -152 -29,5 -319 -71,5
X+ErPd -20+3 8+1 -1742 1342 33197 <1343 -153+14°  25#3 28749 -64+4

* diferenca significativa quando comparado com o sham; p < 0,05 (teste t de Student).
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Tabela 10 — Bradicardias (AFC) e hipotensoes (APAM) decorrentes da ativagdo do reflexo Bezold-

Jarisch por fenilbiguanida em animais sham e do protocolo Indireto (P. Indireto).

Veiculo (PBS) Fenilbiguanida
0,625 ug/Kg 1,25 pg/Kg 2,5 ug/Kg 5,0 ug/Kg
Grupo AFC  APAM  AFC  APAM  AFC  APAM  AFC APAM  AFC  APAM
Sham 20 3,5 27 -10,5 -17 -14 -1345  -185 2855 475
Sham -14,5 7.5 -16 -18,5  -130,5  -26,5 217,5 405 -339 -61
Sham -46 16 24,5 -10 -118,5 -17 231,5 27 -304 -58
Sham 26 12,5 -26 -14 -28,5 -13 2765 375 -330 -60
Sham -16 4 -10 -6 -31,5 -7 -244.5 23 -337,5 -45
Sham -6,5 1,5 -14.,5 -11,5 -66 -11 245 22,5 -333 -63,5
Sham -31 8 -16 -14 -58 -17 -167 25,5 3185 -67.5
Sham 22,5 4 -44,5 1,5 -46,5 -16 -96,5 -17 314 -65,5
Sham -18,5 10 -18 -13 -56 -16 -160,5 24 -234,5 -37
Sham -35 19,5 -36 -18 -55 -16,5 -273,5 24 -374 -85,5
Sham -8 6,5 -19 -12 23,5 -11,5 -197 -18 3275  -71,5
Sham -12 3,5 -16 -12,5 27 -14 -168 23,5 -400,5 -84,5
Y+ErPd  -21%3 8+2 2243 -1241 55410 -15+1 20116 2542 -325+12 -62+4
P. Indireto -18 14 -10,5 3,5 -20,5 -14 -151 21 -228,5 -26,5
P.Indireto  -27,5 7 22 -5 21,5 -6 -14 -14,5 258 26
P. Indireto -13 5 -19,5 -12 29,5 -15,5 -200,5 -15 -296 -42
P. Indireto 20 3,5 23,5 2,5 -29 -8 242,5 17,5 311 -51,5
P. Indireto 22 8,5 -19,5 -15 31,5 -13,5 261 -36 3715 -85
P. Indireto 24 4 25,5 -4,5 24 -8,5 2375 -175 -354 -52
P. Indireto 20 5 25,5 -8 -46,5 -12 -130,5 -12 -175,5 -20
P. Indireto 28 13,5 27,5 -5,5 -17 -19 -113 -13 3545 -825
P. Indireto  -15,5 6 -19,5 -8,5 28,5 9,5 -66 -11,5 -172 22
P. Indireto -9 11 -9 - -16,5 1,5 -84 -18 254 -48
P. Indireto 26 55 -36 -6,5 23,5 -12 78 -11 -300 -55
P.Indireto  -28,5 5 -31 -15,5 -38,5 -14 -105,5 9,5 -281,5 -44
Y+Erpd 212 7+1 2242 742 27437 -12+#1  -140£23°  -13+37  -280+19  -46%6

* diferenca significativa quando comparado com o sham; p < 0,05 (teste t de Student).
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Tabela 11 — PAM e FC antes (AntesDFO) e apds (AposDFO) infusdo i.v. de deferoxamina em animais
sham e tratados com ferro dextran no protocolo Indireto. Os valores sdo a média da PAM e FC tomados
em dois momentos num intervalo de 10 segundos durante o registro antes da infusdo de DFO e em dois

momentos apds a infusdo de DFO.

Sham (n=7) Protocolo Indireto (n=7)
PAM FC PAM FC
AntesDFO AposDFO AntesDFO AposDFO AntesDFO AposDFO AntesDFO AposDFO
129 118 383 356 124 130 294 294
116 113 356 347 122 134 328 333
113 117 344 391 113 119 386 338
127 123 368 377 123 114 336 366
111 117 348 356 120 123 353 334
119 123 383 404 118 126 310 352
119 125 350 325 117 124 363 399
;CiErPd 1193 119+2 362+ 6 365 £ 10 1191 124 £ 2 339 £12 345+ 12
P (teste t) 0,926 0,784 0,141 0,717
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Tabela 12 — Alteragoes cronotropicas (AFC) e pressoricas (APAM) evocadas por injegoes i.v. de

nitroprussiato de sodio e ganho barorreflexo antes e apds infusdo de deferoxamina em animais sham e

tratado com ferro dextran no protocolo Indireto (P. Indireto).

Veiculo PBS 1,0 ug/Kg Nitroprussiato 4,0 ug/Kg Nitroprussiato
Periodo AFC APAM Ganho AFC APAM Ganho AFC APAM Ganho
Sham Antes -11 2 -5,50 65 -16 -4,06 87 =27 -3,22
Depois -11 7 -1,57 57 -21 2,71 76 -28 2,71
Sham Antes -20 4 -5,00 71 -15 -4,73 102 -32 -3,19
Depois -19 2 -9,50 95 -23 -4,13 69 -25 -2,76
Sham Antes -20 4 -5,00 76 -14 -5,43 71 -26 -2,73
Depois =27 11 -2,45 92 -16 -5,75 80 -20 -4,00
Sham Antes -11 5 -2,20 92 -20 -4,60 98 -30 -3,27
Depois -23 12 -1,92 76 -21 -3,62 98 -25 -3,92
Sham Antes -27 2 -13,50 111 -21 -5,29 111 -28 -3,96
Depois -27 12 -2,25 95 -21 -4,52 127 =27 -4,70
Sham Antes -23 6 -3,83 65 -29 -2,24 87 -39 -2,23
Depois -39 27 -1,44 74 -30 -2,47 80 -35 -2,29
Sham Antes -9 6 -1,50 76 -23 -3,30 104 -23 -4,52
Depois -18 2 -9,00 79 -16 -4,94 92 -34 -2,71
~. e Antes -17+3 4+1 -5,22+1,49 79+6 202 -4,24+0,43 94+5 -29+2  -3,30+0,29
X B Depois -23+3 10+£3 -4,02+1,36 81+5 21+2  -4,02+0,45 89+7 -28+2  -3,30+0,34
. Antes -10 7 -1,43 98 -17 -5,76 109 -31 -3,52
P. Indireto
Depois -10 2 -5,00 71 -23 -3,09 146 -31 -4,71
. Antes -19 5 -3,80 92 -17 -541 64 -19 -3,37
P. Indireto ;
Depois -12 11 -1,09 71 -14 -5,07 86 =27 -3,19
. Antes -13 4 -3,25 137 -11 -12,45 119 -26 -4,58
P. Indireto ;
Depois -16 8 -2,00 80 -25 -3,20 125 -36 -3,47
. Antes -16 4 -4,00 79 -16 -4,94 67 -14 -4,79
P. Indireto ;
Depois -15 9 -1,67 64 -24 -2,67 67 22 -3,05
. Antes -23 4 -5,75 65 -11 -5,91 100 -24 -4,17
P. Indireto R
Depois -10 4 -2,50 120 -43 -2,79 95 -23 -4,13
. Antes -17 3 -5,67 48 -10 -4,80 60 -15 -4,00
P. Indireto ;
Depois -35 12 -2,92 78 -24 -3,25 74 -23 -3,22
. Antes -11 9 -1,22 84 -13 -6,46 104 -28 -3,71
P. Indireto -
Depois -22 12 -1,83 109 -27 -4,04 98 -24 -4,08
. ErPd Antes -16+2 5+1 -3,59+0,68  86+11 -14+1  -6,53+1,01° 8949 2242 -4,08+0,24
K= Er Depois -1743 8+1 -2,43+0,48 85+8 263 -3,4440,32¥  99+11 272 -3,71+0,26

* P < 0,05 comparado ao sham (teste t de Student) e ¥ P < 0,05 comparado ao ganho antes da infusio de

deferoxamina no mesmo grupo (teste t de Student).
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Tabela 13 — Bradicardias (AFC) e hipotensoes (APAM) decorrentes da ativagdo do reflexo Bezold-
Jarisch por fenilbiguanida antes e apds a infusdo de deferoxamina em animais sham e tratados com ferro

dextran no protocolo Indireto (P. Indireto).

Veiculo (PBS) 1,25 ug/Kg Fenilbiguanida 2,5 ug/Kg Fenilbiguanida
Periodo AFC APAM AFC APAM AFC APAM
Sham Antes -11 2 -57 -10 -223 -25
Depois -11 7 -48 -12 -139 -29
Antes -20 4 -50 -6 -285 -29
Sham :
Depois -19 2 -76 -7 -355 -74
Antes -20 4 -59 -16 -229 -25
Sham ;
Depois -27 11 -25 -13 -255 -29
Antes -11 5 -67 =22 -29 -26
Sham ;
Depois -23 12 -22 -5 -94 -10
Antes -27 2 -54 -18 -135 -11
Sham :
Depois -27 12 -20 -9 -243 -41
Antes -23 6 -54 -12 -314 -25
Sham :
Depois -39 27 =27 -14 -293 -64
Antes -9 6 -17 -13 -112 -15
Sham
Depois -18 2 -107 -28 -168 -29
— Antes -17£3 4+1 -51+6 -14£2 -190+38 -22+2
X+ Er Pd .
Depois -23+3 10+3 -46+13 -13+£3 -221+35 -39+8
P Indireto ~ Antes -10 7 -30 -9 -235 -10
Depois -10 2 -30 -14 -125 -18
P. Indireto Ante§ -19 5 -42 -9 -118 -8
Depois -12 11 -23 -12 -76 -11
P Indireto Ante§ -13 4 -21 -8 -64 -11
Depois -16 8 -47 -14 -268 -42
P Indireto Ante:s -16 4 -59 -11 -58 -11
Depois -15 9 -29 -16 -245 -62
P Indireto Anteis -23 4 -6 -4 -262 -7
Depois -10 4 -57 -17 -271 -45
- Antes -16£2 5+l -3248 -8+1 -1474£36 941"
Xt ErPd . ¥
Depois -13£2 7+1 -3745 -15+1 -197+34 -36+8

* P < 0,05 comparado ao sham (teste t de Student) e ¥ P < 0,05 comparado ao ganho antes da infusio de

deferoxamina no mesmo grupo (teste t de Student).
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