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Resumo

O ferro € o quarto elemento mais abundante a superficie terrestre e tem um papel
fundamental na proliferacdo e sobrevivéncia celular. A homeostasia do ferro é
fundamental j& que um défice deste leva a uma deficiéncia no crescimento celular e
apoptose, podendo resultar numa anemia. Um excesso de ferro provoca a formacéo de
espécies reativas de oxigénio, agravando a inflamacdo. Algumas patologias estdo
associadas a desequilibrios no metabolismo do ferro tais como a hemocromatose, a

aceruloplasminemia e a atransferrinemia.

A absorcéo do ferro ocorre no duodeno proximal, sendo a quantidade de ferro absorvida
dependente da quantidade armazenada e da capacidade de armazenamento do organismo.
Apos a sua libertagdo no citoplasma, o ferro € conduzido para a membrana basolateral do
enterdcito, ou armazenado em ferritina. A ferritina desempenha um papel crucial na
absorcéo de ferro. Outras proteinas desempenham um importante papel no metabolismo
do ferro, tais como a transferrina (intervém no transporte de ferro) e a hepcidina que faz

a regulacdo das concentragdes plasmaticas de ferro.

O armazenamento de ferro previne a presenca de ferro livre sempre que os niveis de ferro
no organismo aumentam, o qual poderia ser utilizado para maior crescimento e viruléncia

de muitos patogénicos microbianos.

O sistema imunitario também desenvolveu formas de realizar privacdo de ferro durante a
infecdo por microrganismos patogénicos, nomeadamente pela producgdo de proteinas que

competem diretamente com 0s microrganismos para o ferro.

Palavras-chave: ferro; metabolismo do ferro; ferro infecdo; ferro imunidade; hepcidina;

absorcéo do ferro; transporte do ferro; defice de ferro; excesso de ferro



Abstract

Iron is the fourth major element on earth and has an important role in proliferation and
celular suvival. Iron homeostasis is vital since a deficiency leads to an absence of cell
growth and apoptosis, which can result in anemia. An excess of iron causes the formation
of oxygen reactive species, aggravating inflammation and is also associated to patologies

such as haemochromatosis, aceruloplasminemia and atransferrinemia.

The absorption of iron takes place in the proximal duodenum, being the amount of iron
absorbed dependent of the stored quantity and of the storage capacity of the organism.
After iron release in the cytoplasm, it is conducted to the basolateral membrane of the
enterocyte, or stored in ferritin. Ferritin performs a crucial role in iron absorption. Other
proteins have an important role on iron metabolism, such as transferrin (intervenes in his

trannsport) and hepcidin that makes the regulation of iron plasma concentrations.

The storage of iron prevents the presence of free iron when it’s levels increase, since iron

Is essential for the growth and virulence of the majority of the pathogenic microbials.

The imune system has developed ways to deprive pathogenic microorganisms of access
to iron, namely though production of proteins that compete directly with the

microorganisms for the iron.

Keywords: iron; iron metabolism; iron in infection; iron in immunity; hepcidin; iron

absorption; iron transport; iron deficiency; iron overload
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1. Introducao

O ferro é o quarto metal mais abundante a superficie terrestre (Ong et al., 2006). Este
desempenha um papel fundamental na proliferacdo e sobrevivéncia celular pela sua
atividade na regulacdo enzimatica e reacGes oxidacao-reducdo. Assim sendo, um défice
de ferro pode levar a uma privagéo do crescimento celular ou morte celular. Um excesso
de ferro também tem consequéncias negativas tais como gerar substancias reativas, que
podem agravar a inflamacdo (Andrews, 2000). Posto isto, 0 metabolismo do ferro deve
ser altamente regulado para prevenir os efeitos adversos tanto do défice como do excesso
de ferro (Yun e Vincelette, 2015).

Este elemento é considerado um metal de transicdo. Metais de transi¢cdo sdo elementos
que conseguem facilmente alterar o seu estado de oxidacdo. Devido a esta propriedade as
proteinas comecaram a incluir metais de transicdo ja que desta forma ganham potencial
catalitico e uma maior estabilidade proteica. Na altura dos pré-bidticos havia uma
predominancia do ferro ja que o ido ferroso é solivel em agua na auséncia de oxigénio.
Mais tarde, a fotossintese levou a um aumento dos niveis atmosféricos de oxigénio,
resultando na precipitacdo de ferro (I11) insoltvel (Silva-Gomes et al., 2013). De facto, o
Fe2* ¢ soltivel em condigBes andxicas, mas torna-se insollvel na presenca de oxigénio,
sendo oxidado a Fe®*, o qual pode ser solubilizado por acidificacdo (Silva e Faustino,
2015).

Praticamente todas as espécies dos 6 reinos de vida necessitam de ferro (Emerson et al.,
2010). Algumas bactérias e Archaea tém a habilidade extrair energia de fontes que sdo
inacessiveis para outros organismos. Por exemplo, em vez de adquirirem eletrées da agua,
algumas bactérias fotossintéticas oxidam o Fe?* para promover a fixacio de CO:
(fotossintese anioxigénica) enquanto outras transferem eletrdes do carbono organico para
o Fe3* (respiracéo heterotréfica) ou obtém energia pela oxidacio do Fe?* e reduzindo O
ou NOs (respiracdo litotrofica) (Bretschger et al., 2007).



Os estados de oxidacio mais comuns do ferro sdo Fe?* (a forma reduzida, ido ferroso) e
Fe3* (a sua forma oxidada, ido férrico). Dependendo do ambiente do ligando ambas as
formas podem adotar diferentes estados de transicdo. Assim sendo, este elemento tem um
componente prostético extremamente atrativo para incorporagdo em proteinas como um
biocatalisador ou transportador de eletrdes durante os primordios da evolucdo da vida
(Ong et al., 2006).

Existem dois mecanismos que permitem aos organismos adquirirem ferro. Um deles é
pela acidificacio do Fe3* o qual é transportado, apos este processo, através da membrana
plasmatica. O segundo é a sintese e secrecdo de sideroforos (pequenas moléculas

organicas com afinidade para o Fe3*) (Silva e Faustino, 2015).

O ferro desempenha um papel fundamental em varios processos fisioldgicos tais como a
fotossintese, fixacdo de azoto, producdo e consumo de hidrogénio e respiracdo. Ao
incorporarem o ferro, as proteinas vao ter maior versatilidade, adotando o potencial redox,
geometria e estado de transicdo mais apropriados para as suas funcdes (Andrews et al.,
2003).

O; + Fe* 0, + Fe?* A presenca de ferro no organismo
também acarreta inconvenientes tais
H,0, + Fe?* ——— Fe® + OH™ + OH*
FIGURA 5 - Reagdo de Fenton. Na primeira reacao, o
ido férrico converte um anido superéxido em oxigénio,
e fica reduzido no processo. Na segunda reacdo, 0 ido o ferro potencia a toxicidade do
ferroso converte o radical perdxido de hidrogénio em
radical hidroxilo e ani&o hidroxilo. O radical hidroxilo
é altamente reativo e pode reagir com as principais de hidrogénio em formas mais
moléculas bioldgicas. Retirado de, (Ong et al., 2006).

como a producao de espécies toxicas

de oxigénio. Na sua forma reduzida,

oxigénio ja que converte o perdxido

reativas como o radical hidroxilo,
pela reacdo de Fenton (Figura 1). Por outro lado, o superdxido favorece a reagdo de
Fenton ao libertar ferro de moléculas que contém ferro. A entrada de ferro nas células
tem de ser rigorosamente controlada de forma a impedir um excesso de ferro intracelular,

0 que levaria a um aumento do stress oxidativo (Ong et al., 2006).



O controlo da homeostasia do ferro € decisivo na interacdo hospedeiro-patogénio. Isto
deve-se ao facto do ferro ser central em processos metabolicos tanto para células
procariéticas como eucariéticas. Assim, o ferro afeta a proliferacdo microbiana e a
patogenicidade impactando ainda significativamente a plasticidade celular imunitaria e a

resposta imunitaria inata (Nairz et al., 2014).

As bactérias patogenicas tém a capacidade de se propagar in vivo para estabelecer uma
infecdo, mesmo na auséncia de ferro livre. A observacdo de que todas as bactérias
patogénicas necessitam de ferro para se propagarem sugere que se devem adaptar a um
ambiente extracelular sem ferro livre e desenvolver mecanismos para adquirir ferro ligado
a proteinas. Alguns patogénios conseguem, ainda, migrar para dentro de células onde o
ferro estd mais disponivel. Os seus genes de viruléncia podem ser induzidos pelo
ambiente com baixo indice de ferro e (Ong et al., 2006), o que tem sido extensivamente
demonstrado com o patogénio humano oportunista, Pseudomonas aeruginosa, o qual
emprega uma proteina da pele como um sensor de ferro para induzir a exotoxina
citotoxica A e proteases extracelulares, sob condicGes de privacdo de ferro (Bullen et al.,
1978).



2. Metabolismo do Ferro

O metabolismo do ferro no humano € extremamente eficiente, ja que sé 0,5-1mg dos 4-
5¢ de ferro total no organismo de adultos € perdido diariamente (Cassat e Skaar, 2013)

devido a descamacéo e pequenos sangramentos (Recalcati et al., 2012).

Como descrito pela reagdo de Fenton, o ido ferroso converte o radical peréxido de
hidrogénio em radical hidroxilo e anido hidréxido. O radical hidroxilo, um dos oxidantes
mais potentes encontrados no organismo, é responsavel pelo ataque a proteinas, acidos
nucleicos e hidratos de carbono, podendo desencadear a apoptose celular (Park et al.,
1987). Assim sendo, o organismo desenvolveu mecanismos para prevenir a toxicidade do
ferro na forma livre. Estes mecanismos sdo a ligacdo do ferro a proteinas/estruturas desde
0s processos de absorcao de ferro proveniente da alimentacéo pelo duodeno, transporte
na circulacdo, uptake celular e consumo, reciclagem pelos macréfagos e armazenamento

no figado (Silva e Faustino, 2015).

A homeostasia do ferro no organismo é regulada para garantir uma por¢do de ferro
suficiente para as inumeras fungdes essenciais em que o ferro estd envolvido, mas
evitando o seu excesso, 0 que levaria a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e dano tecidual mediado pelo stress oxidativo (Recalcati et al., 2012).

2.1. Absorcéo

A absorcéo de ferro ocorre do duodeno proximal, sendo a quantidade de ferro absorvida
dependente da quantidade de ferro armazenado e da capacidade de armazenamento do

organismo (Cassat e Skaar, 2013).

O ferro na dieta é classificado como ferro heme ou ndo-heme. O ferro heme é abundante
na carne, como um componente das hemoproteinas, hemoglobina e mioglobina. O baixo

pH do estbmago na presenca de enzimas proteoliticas é responsavel pela libertacdo do
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heme das hemoproteinas (Silva e Faustino, 2015). O ferro que esta associado ao heme
representa a maioria do ferro no nosso organismo e é necessario para o transporte de
oxigénio na hemoglobina, armazenamento de oxigénio na mioglobina e transporte de
eletrbes nos citocromos durante a respiracdo anaerdébia (Johnson e Wessling-Resnick,
2012).

A maioria do ferro ndo-heme da dieta encontra-se na forma livre insoltvel Fe** ou como
ido ferroso ndo ligado a proteinas. O Fe?* pode ser diretamente absorvido pelos
enterdcitos duodenais. Assim, parte do Fe3* é reduzido a Fe?* pelo baixo pH do estdmago
na presenca de acido ascorbico (Sharp, 2010). O Fe3* restante é reduzido em Fe?* pela
enzima duodenal cytochrome B (Dcytb) residente na superficie luminal do enterdcito
duodenal, e depois transferido para o citosol pelo divalente metal transporter 1 (DMT1)
(Kristiansen et al., 2001).

O mecanismo responsavel pelo uptake do heme ainda ndo é bem entendido, no entanto
sabe-se que ocorre por endocitose mediada por recetores. A heme-carrier protein 1—
(HCP1) em conjunto com o proton coupled folate transporter (PCFT), tem sido
identificada como importante neste processo. No entanto, tem uma baixa afinidade para
0 heme e esta mais envolvida na absorcdo do folato (Laftah et al., 2009). Uma vez no
enterdcito, o heme é quebrado pela enzima heme oxigenase 1 (HO1) e o ferro é libertado
no estado férrico (Mckie et al., 2001). A ferritina da dieta é também absorvida pelos
enterdcitos por endocitose mediada pelo adaptor complex 2 (AP2) (San Martin et al.,
2008).

Uma vez libertado no citoplasma, o ferro é conduzido para a membrana basolateral do
enterocito, ou armazenado em ferritina. A ferritina desempenha um papel crucial na
absorcdo de ferro. De facto, em ratinhos foi demonstrado que, quando os niveis de
ferritina sdo aumentados pela auséncia do sistema IRE/IRP (sistema responsavel pela
ligagdo de proteinas a elementos sensiveis ao ferro), o ferro é essencialmente armazenado
no enterdcito em vez de ser entregue na circulacéo, independentemente do estado de ferro

no organismo (Silva e Faustino, 2015).



A exportacdo de ferro do enterdcito para a circulacao € crucial para a entrada de ferro no
organismo. Os esterdcitos expressam na sua membrana basolateral a proteina ferroportina
(FPN1), o Unico exportador de ferro conhecido nos mamiferos. A FPN1 transporta Fe*
para o lado extracelular da membrana basolateral, onde é oxidado pelas ferroxidases,
hephaestina (Heph) e ceruloplasmina (Cp) para ser associada a transferrina (Tf) (Galy et
al., 2013).

A Tf é uma das maiores proteinas de ligacéo do ferro, sendo uma glicoproteina composta
por 679 aminoacidos que circula no plasma (Gomme et al., 2005). A Tf liga dois i6es
Fe3* com alta afinidade de forma reversivel e o uptake intracelular da Tf ligada ao ferro

(Holo-Tf) é regulado pelo transferrin receptor 1 (TFR1).

Apos a ligacdo da Holo-Tf ao TFR1 na superficie da célula, a membrana plasmatica é
invaginada e forma um endossoma inicial. As bombas de protdes mantém um ambiente
acidico dentro do endossoma para induzir mudancas conformacionais da transferrina e
dos TFR1, o que facilita a dissociagéo do ferro da transferrina (Cheng et al., 2004). O
Fe®* livre no endossoma é reduzido a Fe?*, e transferido de volta ao citosol via DMT1
(Fleming et al., 1997).

O TFR1 € expresso por uma grande diversidade de células incluindo enterdcitos e
percursores eritroides que consomem a maioria do ferro para a sintese de hemoglobina
(Kristiansen et al., 2001).

A figura seguinte (Fig. 2) representa varias fases do metabolismo do ferro.



Fe* Fe*
Dietary iron O — C)

DMT1 H
Ferritin

FPN

(A) Antes do transporte para 0s
enterdcitos duodenais, o ferro
na dieta € reduzido pelas
redutases férricas presentes na
borda apical. O ido ferroso é
transportado para a célula pelo
DMT1, podendo vir a ser usado
para  processos  celulares,
armazenado em ferritina, ou sair
da célula via ferroportina
(FPN). O ferro extracelular é
ligado, com alta afinidade, pela
transferrina (Tf), convertendo-o
em Holo-TfT.

(B)  Percursores eritroides
adquirem ferro pelo recetor da
transferrina (TFR); o ferro €
entdo transportado para O
citoplasma pelo DMTL. O ferro
citoplasmatico pode ser
subsequentemente transportado
para a mitocondria para ser
usado na sintese do heme.




(C) Os macréfagos adquirem
ferro por endocitose mediada
pelo TFR da Holo-Tf ou
reciclando 0s eritrocitos
senescentes. A HO-1 catalisa a
degradacdo do ferro a heme,
monoxido de carbono e
biliverdina, depois do qual o
ferro é transportado para o
citoplasma pelo DMTL1. O ferro
citoplasmético pode ser usado
para  processos  celulares,
armazenado em ferritina, ou
transportado para fora do
macrofago pela FPN.

(D) A hemoglobina ou heme
libertado apds a lise de
eritrocitos é avidamente retirada

pela haptoglobina (HPT) ou
hemopexina (HPX),
respetivamente.

Figura 2 — Metabolismo do ferro. Adaptado de, (Cassat e Skaar, 2013).




O ferro ndo-heme estd maioritariamente presente no organismo na sua forma oxidada
Fe3*. A segunda maior porcéo de ferro no organismo esta na forma ndo-heme armazenado
em ferritina. Quando é necesséario, pode ser libertado na forma de ferritina para preencher
as necessidades de transporte de oxigénio e metabolismo energético. Este mecanismo
limita o excesso de ferro livre que de outra forma ia gerar espécies reativas de oxigenio
(Theil, 2011).

Também podem ser encontradas no plasma algum ferro ndo ligado a Tf (non-transferrin
bound iron) (NTBI). Tem sido sugerido que a maior forma de NTBI é constituida por
Fe3* ligado ao citrato. No entanto outros transportadores tém sido descritos,
nomeadamente o acetato (Grootveld et al., 1989). Os transportadores envolvidos no
uptake celular do NTBI incluem os transportadores de zinco Zrt-Irt-like proteins (Zip),
nomeadamente o Zip 8 e 14 (Liuzzi et al., 2006), (Ji e Kosman, 2015).

2.2. Hepcidina

A hepcidina é uma proteina maioritariamente de origem hepatica, com 25 aminoacidos e
é considerada uma proteina de fase aguda (proteinas cuja concentracdo aumenta em
resposta a inflamacdo). Esta proteina regula as concentrac6es plasmaticas de ferro tendo,
assim, um papel fundamental no metabolismo de ferro e também na inflamacé&o e resposta
imune & infecdo (Kali et al., 2015). O alvo molecular da hepcidina é o exportador celular

de ferro, a ferroportina (Nemeth et al., 2004).

A ligacdo da hepcidina a ferroportina apresenta duas consequéncias imediatas: a
internalizacdo e degradacdo lisossomal do transportador ferroportina e a diminuigéo da
saida de ferro dos enterdcitos duodenais e macrofagos, resultando em hipoferremia
(Johnson e Wessling-Resnick, 2012). Esta retengdo de ferro sistémico permite a
diminuicdo do ferro circulante que de outra forma estaria disponivel a patogénios
extracelulares (De Domenico et al.,, 2010). A fig. 3 representa 0 mecanismo de
homeostasia do ferro e sua regulagdo pela hepcidina.



A deficiéncia na ligacdo hepcidina/ferroportina € responsavel pelo impacto da
suscetibilidade a vérias bactérias e patogénios virais. Doencas hereditarias de excesso de
ferro como a hemocromatose do tipo I-lll, sdo caraterizadas por baixos niveis de
hepcidina, uma expressao exagerada de ferroportina, deplecdo de ferro nos macréfagos e
hiperferremia (Pietrangelo, 2006). O tipo IV, ou doenca da ferroportina, tem algumas
carateristicas comuns com os tipos I-111 e resulta de mutagdes da ferroportina. Tem sido
postulado que um excesso de ferro circulante em doentes com hemocromatose resulta
numa maior suscetibilidade a infe¢des por Vibrio vulnificus, Yersinia enterocolitica e
Escherichia coli (Khan et al., 2007); no entanto, a hemocromatose parece conferir alguma
resisténcia a infecdo por patogenios intracelulares, possivelmente devido a deficiéncia de
ferro no interior de macréfagos. Por exemplo, niveis aumentados de ferroportina levam a
um menor crescimento de Salmonella enterica intracelular, Chlamydia trachomatis, e

Legionella pneumophila (Paradkar et al., 2008).

10



Enterocyte

Fe
Fe , Fe

. | ommi l,

ES g re Tf (Fe) ,
Fe
FPN
Fe Fe () hepcidin
Fe
2
Dietary Iron \ Bone Marrow

Intestine / T \

\ A/

(S >
fo e / Tf (Fe) »
-

Fe

Figura 6 - Homeostasia de ferro e regulacdo pela hepcidina. O ferro da dieta é conduzido
pelos enterdcitos intestinais atraves uma rede de transporte que envolve o importador
apical DMT1 e o exportador basolateral ferroportina. O ferro circula ligado a transferrina
e é entregue as células por endocitose dos recetores da transferrina. O ferro em excesso é
capturado pelo figado e armazenado em ferritina (ferro ndo-heme) enquanto que a maioria
do ferro € utilizado para a producéo de hemoglobina (ferro heme). As células vermelhas
senescentes sdo fagocitadas por macrofagos no baco e sistema reticuloendotelial e o
ferro é reciclado para o sangue via ferroportina. A entrada de ferro na circulagdo é
controlada pela hepcidina que é a hormona reguladora secretada pelo figado. A hepcidina
liga-se a ferroportina, causando a sua internalizacdo e degradagdo. Adaptado de, (Johnson
e Wessling-Resnick, 2012).
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2.3. Trafico e Armazenamento Celular

A maioria do ferro é utilizada pelos eritroblastos na sintese de hemoglobina. De facto,
cerca de 70% da percentagem de ferro no organismo é encontrado como ferro heme em
eritrécitos (Andrews, 2000).

O ferro pode ser armazenado em proteinas como a ferritina, como ja foi referido, e em
hemossiderina (ferritina degradada) quando aquele se encontra em concentracfes
elevadas. Em concentracGes elevadas o ferro citoplasmatico ativa o sistema IRP/IRE, que
é um sistema que regula a traducdo das diferentes proteinas ligadas ao metabolismo do
ferro, como a ferritina e a transferrina entre outros. A regulacéo por este sistema funciona
da seguinte forma: em baixas concentracdes intracelulares de ferro o IRP 1 e 2 encontram-
se livres e ligam-se ao IRE (estrutura em forma de “gancho de cabelo” que se encontra
ligada a0 RNA mensageiro). Ao se ligarem a este, a traducdo do RNA € inibida e as
enzimas responsaveis pelo armazenamento do ferro ndo séo produzidas. Por outro lado,
a ligagdo IRP/IRE estabiliza RNA mensageiro que codifica o recetor da transferrina, o
que resulta numa maior expressao deste, o que aumenta o ferro livre no citoplasma. Em
concentracdes de ferro elevado este degrada a IRP2 e liga-se, sob a forma de agrupamento
de ferro-enxofre (Fe-S) a IRP1 convertendo-a em aconitase (enzima essencial no ciclo de
krebs). Assim, o IRE permite a traducdo da ferritina (Wang et al., 2008).
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FIGURA 4 - Modelo genérico do trafico de ferro dentro de uma célula. Apds entrar na célula o
ferro pode ser armazenado na ferritina ou, quando estd em elevadas concentragcdes, em
hemosiderina. O ferro também é regulador do sistema IRP/IRE que controla o trafico do metal
dentro da célula. Maior parte do ferro move-se para a mitocondria onde origina os grupos Fe-S e
0s grupos heme que sdo utilizados para sintetizar varias proteinas celulares. Retirado de, (Nelson,
2017).

A mitocondria € o principal organelo humano responsavel por manter a homeostasia de
ferro celular. Depois de ser libertado nos endossomas, o ferro é transportado para este
organelo. A mitocondria pode adquirir ferro diretamente na pool de Fe?* no citosol ou
pelo mecanismo ‘kiss and run’ (fusdo e fissdo). O ultimo foi observado em eritoblastos,
celulas com maior exigéncia de ferro para a sintese de hemoglobina (Sheftel et al., 2007).
O transporte do ferro através da membrana interna mitocondrial € mediado pelas
mitoferrinas 1 e 2 (Shaw et al., 2006). Uma vez na mitocndria, ocorre a biossintese dos
agrupamentos de Fe-S, que ocorre por um processo complexo envolvendo um conjunto
diverso de enzimas (Francisco et al., 2008). Os agrupamentos Fe-S sdo co-fatores de

diversas enzimas, como ferrodoxinas, a aconitase e os complexos I, Il e 111 da fosforilagdo
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oxidativa complexos mitocondriais necessarios para a obtencéo de adenosina trifosfato (a

energia da célula) (Levi e Rovida, 2009).

O ferro interfere também no ciclo de Krebs. Em baixas concentracdes de ferro ndo existe
tanta aconitase ativa disponivel e, a atividade das enzimas citrato sintetase, isocitrato
desidrogenase e sucinato desidrogenase também se encontra diminuida. A baixa
disponibilidade de NADH também afeta o ciclo. Para combater isto o organismo procura
a producdo de energia pela via anaerébica com a formacdo de lactato (Fig. 5).

Os grupos heme sdo formados também na mitocondria e provém do acido
aminolevulinico que origina a porfirina. Aqui a enzima ferroquelatase junta o ferro e
origina o grupo heme. E importante referir que o grupo heme n&o servem apenas para a
formacdo de hemoglobina e mioglobina para o transporte de oxigénio, mas também
participam na constituicao dos citocromos, que tém como funcéo o transporte de eletrdes,
e da catalise, que catalisa a dismutacdo do peroxido de hidrogénio. Devido a sua

importancia todas as células produzem grupos heme (Liu e Theil, 2005).
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FIGURA 7 - Ciclo de Krebs. O ferro é necessario para o correto funcionamento da citrato sintetase (converte a
acetyl-coa em citrato) afeta também a conversdo do citrato em isocitrato pela aconitase, influencia a converséo
do isocitrato em o-cetoglutarato pela isocitrato-desidrogenase e a conversdao do succinato em fumarato pela
succinato desidrogenase. Indiretamente devido aos efeitos na cadeia transportadora de eletrées ha menos NADH
que vai também afetar a as enzimas que requerem este composto. Devido a isto 0 organismo requer a obtencéo
de energia pela via anaerébica, com a formag&o de lactato. Retirado de, (Nelson, 2017).

2.4.Reciclagem pelos macrofagos

Os macrofagos desempenham um papel central no estabelecimento de um equilibrio entre

um excesso e um défice de ferro.

Os eritrocitos senescentes sdo fagocitados pelos macrofagos no bagco. Uma vez no

fagolisossoma, o eritrocito € sujeito as ROS e enzimas hidroliticas que promovem a

libertagdo do heme para o fluido vacuolar. Depois, a HO1 juntamente com 0 O, quebra o
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heme em ferro, monoxido de carbono e biliverdina (Fig.2) (Poss e Tonegawa, 1997). Os
macréfagos também capturam a hemoglobina libertada para o plasma pela rutura de
eritrécitos. A hemoglobina plasméatica forma um complexo com a haptoglobina, que é

reconhecida pelo recetor membranar CD163 do do macrofago (Kristiansen et al., 2001).

O transporte de ferro dentro do macrdéfago envolve (i) o transporte de ferro para o
citoplasma atraves da membrana do fagossoma pelos transportadores DMT1 e a Natural
resistance-associated protein 1 (Nramp1l) (Soe-Lin et al., 2009); (Friis et al.) o transporte
através do citoplasma mediado pela chaperone poli r(C)-binding protein (PCBP) (Shi et
al., 2008); e (iii) a entrega do Fe?* a FPN1 para a exportagdo celular, seguido pela
reducdo pelo glicosilfosfatidinositol ligado Gpi-Cp e consequente ligagdo a Tf no plasma
(Harris et al., 1999). O ferro pode ainda ser armazenado no macrofago na forma de
ferritina (Chung e Wessling-Resnick, 2003).

Apesar da existéncia de uma rede altamente organizada de proteinas que mantém a
homeostasia do ferro no organismo, varios fatores genéticos, fisioldégicos ou ambientais

podem levar ao desenvolvimento de estados de défice ou excesso de ferro.

2.5. Défice de Ferro

O defice de ferro pode resultar de diversas causas, incluindo perda de sangue, deficiéncia
nutricional devido a inadequada entrada de ferro, e inibicdo da absorcdo de ferro por
certos alimentos e/ou componentes tais como célcio, fitatos, taninos e inibidores da
bomba de protdes. Doencgas que afetam o revestimento intestinal (por exemplo a doenga
de Crohn) também podem afetar a absorcéo de ferro, levando a um défice de ferro
(Camaschella, 2015a). Um défice de ferro afeta inicialmente o ferro armazenado no
organismo; uma diminuicdo do ferro armazenado pode resultar em sintomas néo
especificos tais como: tonturas, fraqueza e fadiga. Ainda, um défice de ferro pode ter
sérias consequéncias obstétricas tanto para a mae como para o feto. De facto, anemia em
bebés e criancas foi associada a atraso no desenvolvimento psicomotor e a défice
cognitivo devido a um neurodesenvolvimento anormal (Tsai et al., 2014). Durante uma
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infecdo e/ou inflamac&o, o organismo tende a absorver menos ferro de forma a privar as
bactérias invasoras do ferro que elas necessitam para prosperar. O stress oxidativo ndo
resulta necessariamente em deficiéncia de ferro, mas aparece muitas vezes como um co-
fator, j& que muitas vezes as condi¢bes que levam a um défice de ferro séo as mesmas

que levam ao stress oxidativo (Allen, 2000).

O stress oxidativo é uma carateristica comum em varias doencgas cronicas associados a
um défice de ferro a longo prazo (Schmidt, 2015). Adicionalmente, as condigdes
hipdxicas induzidas pela anemia podem piorar o stress oxidativo via mudangas pro-
oxidantes, incluindo alteracfes no metabolismo celular, aumento do metabolismo da
catecolamina e ativacdo leucocitaria, levando a um aumento da producgdo de radicais
livres (Cassat e Skaar, 2013). Para gerir um défice de ferro, suplementacéao de ferro deve
ser sugerida de modo a construir uma reserva de ferro para a producao de hemoglobina;
no entanto, € muito importante gerir as condi¢cdes subjacentes que podem negar 0s

beneficios da terapia da suplementacéo de ferro (Grune et al., 2000).

2.6. Excesso de Ferro

Durante um excesso de ferro € observada uma deposicdo deste metal no figado, coracao,
e também noutros tecidos (Andrews, 2000). Quando o excesso de ferro é desencadeado
pela absorcdo nutricional, o ferro acumula-se nas células parenquimais do figado. Se a
origem do excesso de ferro & associada com uma libertacdo descontrolada dos
macrofagos, o ferro acumula-se no nivel mesenquimal. Aqui, é observada uma deposigado

pontual do ferro nos hepatdcitos que rodeiam os macréfagos (Clark, 2008).

O excesso de ferro também esta associado as ROS ja que uma abundancia de ferro num
ambiente rico em oxigenio apresenta condi¢es favoraveis a ocorréncia da reacdo de
Fenton, levando & formacéo de ROS por essa via. No entanto, também pode ocorrer morte

por peroxidacao lipidica motivada por excesso de ferro (ferroptose) (Xie et al., 2016).
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O ferro e as ROS séo mediadores importantes da morte celular em muitos organismos e
em muitos processos patoldgicos que envolvem uma alteragdo na homeostasia do ferro.
Estudos tém demonstrado que um excesso de ferro estd associado a um aumento da
apoptose, necrose e autofagia, embora por diferentes mecanismos (Dixon e Stockwell,
2014). As ROS mitocondriais sdo um importante fator desencadeador da apoptose nao
induzida, que resulta na peroxidacédo de cardiolipinas e na libertagdo do citocromo c para
ativar a caspase-3/7 (Fortes et al., 2012). Por outro lado, o heme induz a necrose
programada em macréfagos via dois mecanismos sinérgicos: (1) o heme induz a
expressao de TNF-alfa (tumor necrosis factor-alpha); via ligacdo ao TLR4 (toll-like
recetor 4)/Myd88 (Myeloid differentiation primary response gene 88); e (2) o TNF ativa
0 RIP (receptor-interacting protein) das kinases 1 e 3, iniciando assim a necrose (Lunova
et al., 2014). Ratinhos hepcidina-knockout alimentados com uma dieta rica em ferro,
desenvolvem um excesso de ferro lisossomal nos hepatdcitos, levando a autofagia (Dixon
e Stockwell, 2014).
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3. Imunidade e infecao

3.1. O ferro e a resposta imunitaria

O ferro é essencial para a proliferacdo da maior parte dos patogénicos microbianos, dai o
sistema imunitario desenvolveu formas de privar os diferentes microrganismos deste.
Aquando uma infecéo o figado, assim como os macrdfagos e neutrdfilos, sdo estimulados
a produzir hepcidina (Drakesmith e Prentice, 2012), (Peyssonnaux et al., 2006),
impedindo a passagem de ferro para a circulacéo, por inibicdo da FPN. Também o TNF-
a e o interferdo y (IFN- y) impedem um aumento de ferro circulante: 0 TNF- o inibe a
acdo do DMT1 responsavel pela absorcdo do ferro nas células epiteliais do intestino, e
em conjunto com a Interleucina (IL) 1 e 6 estimula a produg&o de ferritina. O IFN-y inibe
a FPN (Nairz et al., 2010), (Weiss, 2005). Nos macrdfagos existe a proteina Nrampl,
situada na membrana do fagossoma e tem como funcao remover o ferro do interior deste,
0 que causa que microrganismos intracelulares, como o M. tuberculosis ndo se consigam

reproduzir com tanta facilidade (Cellier et al., 2007).

Em situacdo de infecdo o organismo produz proteinas que competem diretamente com 0s
microrganismos para o ferro. Uma delas é a lactoferrina que é expressa nas secre¢des
mucosas dos epitélios respiratdrio e gastrointestinal (Legrand e Mazurier, 2010) bem
como nas granulagdes dos neutrofilos os quais ao chegar ao local da infecdo desgranulam

libertanto a lactoferrina (Cherayil, 2011).

A Siderocalina, também chamada de lipocalina-2 ou 24p3, é uma proteina excretada que
tem comprovado efeitos antimicrobianos baseados na privacdo do ferro (Clifton et al.,
2009). E produzida por macréfagos, neutréfilos e diferentes células epiteliais e é regulada
por estimulos infeciosos e inflamatdrios. A siderocalina atua sequestrando enterobactina,
uma proteina bacteriana que funciona como siderdforo (proteinas organicas com a
capacidade de captar ferro). Foi demonstrada inibi¢do do crescimento bacteriano in vitro
pela siderocalina e modelos de ratinhos knock-out que ndo exprimem siderocalina

apresentam maior suscetibilidade a infe¢éo por E. coli e Klebsiella pneumoniae (Goetz et
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al., 2002),(Chan et al., 2009). A siderocalina consegue também reagir com a
carboximicobactina produzida pelo M. tuberculosis e outras micobactérias estando assim
envolvida na inibicdo da replicagcdo do M. tuberculosis in vitro e in vivo (Holmes et al.,
2005),(Saiga et al., 2008).
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FIGURA 8 — Controlo do ferro durante uma infecdo e inflamagao. A - O figado é estimulado a produzir hepcidina (a laranja
com o h); B — nas células do intestino 0 TNF-a. vai inibir o Dmt1 um canal que permite a absorcdo do ferro pelos enterécitos.
O TNF-a, a IL-1 e a IL-6 v@o potenciar a acdo da ferritina de forma a que esta acumule mais ferro. O INF-y a ferroportina
(FPN), vai inibir o canal responsavel pela passagem do ferro para a corrente sanguinea e a hepcidina vai promover a destruigéo
destes canais; C — dentro dos macrdfagos a IL-4, IL-10 e a IL-13 ativam o recetor da transferrina de forma a aumentar o
uptake desta no local da infecéo, e 0 IFN-y tem como fungéo inibir o recetor da transferrina. A FPN nestas células é inibida
pelo INF-y e pela hepcidina. Para limitar os niveis de ferro do fagossoma, onde pode residir microrganismos intracelulares, é
necessaria a acao da FPN e do canal NRAMP1 o qual que ¢ estimulado pelo INF-y, o TNF-a e a IL-1. Estes canais bombeiam
ferro do fagossoma para o citoplasma dos macrdfagos; D — Para além de produzirem hepcidina, os neutrofilos desgranulam e
libertam lactoferrina que capta ferro livre no local da infe¢do (a azul na figura) e também libertam siderocalina (a beje na
imagem) a siderocalina é altamente importante pois possui a capacidade de capturar siderdforos (moléculas organicas com
alta afinidade para o ferro, a amarelo na imagem). Todos estes mecanismos tém como fungdo fazer com que o ferro ndo seja
absorvido e limita o0 acesso do ferro aos microrganismos (Cassat e Skaar, 2013)
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3.2. O Ferro e 0s microrganismos

Devido aos complexos mecanismos do sistema imune que dificultam o resgate do ferro
pelos microrganismos, estes desenvolveram formas de contrariar estes mecanismos, com
vista ao estabelecimento de infegdo. Estas formas dependem se o microrganismo adota
um estilo de vida intra- ou extracelular. Os microrganismos usam a combinac&o de varios
sistemas diferentes para satisfazer as suas necessidades nutritivas de ferro. Um dos
sistemas é utilizado pelo Borrelia burgdorferi e consiste no uso do manganés em vez do
ferro, para as suas metaloenzimas evitando assim a aquisicdo de ferro (Posey e
Gherardini, 2000). Os outros métodos também utilizados s@o os siderdforos que séo
produzidos e segregados para 0 meio extracelular e ligam-se com bastante afinidade ao
ferro férrico. Uma vez dentro do microrganismo o sideroforo é separado do ferro por dois
métodos: o siderdéforo € degradado por um processo de degradacdo enzimatica ou pela
reducdo do ido férrico a ido ferroso o que destabiliza 0 complexo ferro-sideréforo. Uma
das vantagens do método dos sideréforos é que 0s microrganismos podem usar
xenosiderdforos, ou seja, sider6foros ndo produzidos pelo microrganismo, como € o cado
do Vibrio vulnificus, o Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica. Estes sdo capazes
de utilizar a desferoxamina (um sider6foro humano) como fonte de ferro, e ja foi provado
que tratamentos de hemocromatose com desferoxamina aumentam a suscetibilidade do

doente a infecdo (Kim et al., 2007).

A regulacdo da producéo de sideroforos ocorre pelo regulador do uptake férrico — Fur e
repressor da toxina diftérica (DtxR). Estes dois reprimem a transcrigdo de sider6foros em
ambientes com muito ferro, mas em ambientes com baixo teor de ferro a repressao dos
genes é aliviada e os siderdforos sdo produzidos como forma de resgatar o pouco ferro
que existe no meio extracelular. Os sider6foros sdo fatores de viruléncia de varios
patogénios como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Legionella pneumophila,
Bacillus anthracis, entre outros (Cassat e Skaar, 2012). Devido a capacidade dos
sider6foros em manipular a homeostasia do ferro no hospedeiro o sistema imune
desenvolveu sistemas para os neutralizar como a siderocolina, descrita acima. Para

impedir a acdo da siderocalina certos microrganismos recorrem a producao de sideroforos
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stealth, ou seja, com alteragdes estruturais que ndo possuem afinidade para a siderocalina.
Bacillus anthracis e Salmonella typhimurium s&o exemplos de microsganismos capazes
de producéo de macrofagos stealth (Abergel et al., 2006),(Raffatellu et al., 2009).

Devido ao facto da maioria do ferro no Homem se encontrar associado a hemoglobina,
0s patogénicos desenvolveram também métodos para libertar a hemoglobina dos
eritrécitos e utilizar os grupos heme como nutriente. Contudo a degradacdo do grupo
heme pode induzir morte celular e devido a isso 0s microrganismos tém de equilibrar a
absorcdo do heme com a sua destoxificacdo, sendo que os requisitos da heme séo
satisfeitos pela producdo de heme enddgeno ou pela aquisi¢do de heme exdgeno ou uma
combinacdo destes dois métodos. Alguns microrganismos como o Haemophilus
influenzae, sdo incapazes de produzir grupos heme e devido a isso conseguem heme
exogena (Cassat e Skaar, 2013). No que toca a absorcdo de grupos heme existem dois
grandes métodos: sistemas de uptake diretos do grupo heme e sistemas dependentes do
hemofdricos, ou seja, de proteinas microbianas com afinidade para o grupo heme. Ambos
estes sistemas incluem transportadores de membrana e componentes citoplasmaticos

especificos permitindo o aproveitamento de ferro (Anzaldi e Skaar, 2010).
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FIGURA 9 - Organismos de Gram positivo obtém
o ferro através dos recetores de grupos heme ou
hemoglobina, ou com hemdforos. Os grupos heme
sdo entdo enviados pela parede celular e um
transportador ABC encarrega-se de enviar 0s grupos
heme para o citoplasma, aqui as hemoxigenases
degradam o grupo heme e libertam o ferro. Em
alternativa o ferro pode ser obtido através de
sideréforos previamente libertados, utilizando
recetores especificos que permitem a reentrada dos
sideréforos na bactéria. Adaptado de, (Cassat e
Skaar, 2013).

Bactérias Gram-positivo — tipicamente
estes microrganismos fazem a absorcao dos
grupos heme diretamente, embora no
Bacillus anthracis foi descrito um sistema
dependente de hemoforicos (Maresso et al.,
2008). As bactérias de Gram-positivo
codificam um sistema proprio para a
absorcdo do ferro (proteinas Isd). Este
sistema é codificado por dez genes em
cinco operdes diferentes. IsdB e IsdH sdo
recetores na membrana que tém afinidade
para a hemoglobina respetivamente (Dryla
et al., 2003). O IsdA e IsdC transportam o
heme pela parede celular até chegar a um
transportador ABC (cassete ligante de ATP
sendo dependente deste) composto pelos
IsdD, IsdE e IsdF (Grigg et al., 2007). Este
transportador € responsavel pela passagem
dos grupos heme para dentro do citoplasma,
e aqui, o Isdl e o IsdG que como sdo heme
oxigenases, encarregam-se de libertar o
ferro do grupo heme (Figura 8) (Reniere e
Skaar, 2008),(Skaar et al., 2004). O sistema

descrito € o que é utilizado pelo S. aureus, sendo que outras bactérias Gram-positivas

possuem homdélogos a este sistema (Cassat e Skaar,

2006),(Zapotoczna et al., 2012).

2013),(Skaar et al.,,
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Bactérias Gram-negativo — as

bactérias podem
também obter ferro pela absor¢cdo do
grupo heme diretamente ou por sistemas
dependentes de hemoféricos ou por
ambas como acontece na Pseudomonas
aeruginosa. Nas bactérias de Gram-
negativo o sistema de uptake do grupo
heme é codificado pelo operdo Fur, onde
0 phurR codifica o recetor do heme na
membrana externa e o phurT codifica o
transportador  peripldsmico. Para o0
transporte da membrana € utilizado um

transportador ABC composto por phuU,

phuV e phuW que transportam o grupo heme para o citoplasma, apds isso o phuS é

FIGURA 10 — Organismos Gram- possuem também
sideroforos assim como os recetores de heme e
compostos associados ao ferro. Alguns organismos
Gram- possuem recetores(TBP/LBP) da
transferrina(TF) e da lactoferrina(Mckie et al.) que
permite a bactéria obter ferro por esta maneira. A
passagem pela parede celular requer energia que é
fornecida pelo Tonb/ExbB/ExbD e depois é utilizado
um transportador ATP que se encarrega de enviar 0s
compostos com ferro para o citoplasma. Adaptado de,
(Cassat e Skaar, 2013).

responsavel pela obtencdo do ferro (Tong
e Guo, 2009). O processo de transporte é
dependente de energia e para isso estes
microrganismos usam 0  sistema
TonB/ExbB/ExbD (sistema localizado na
membrana plasmatica. O ExB e ExbD
utilizam o potencial eletroquimico da

membrana para produzir uma forma mais

energética de TonB, que proporciona uma mudanga conformacional no recetor de

membrana externa quando o sider6foro se liga a este. Isto leva a translocacdo do

sideroforo contendo ferro para o periplasma.) que também é responsavel pelo transporte

dos complexos sideroforo-ferro pela parede celular. Outras bactérias de Gram-negativo

possuem sistemas similares de transporte (Figura 8) (Anzaldi e Skaar, 2010).
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O uso de siderdforos permite as bactérias competir com glicoproteinas como a
transferrina e a lactoferrina. Contudo, alguns microrganismos desenvolveram
mecanismos que conseguem diretamente obter transferrina e lactoferrina que estejam
ligadas a ferro. Neisseria meningitidis é o exemplo de um microrganismo capaz de fazer
a absorcdo de transferrina e de lactoferrina. Sendo um patogénio especifico do Homem,
tem mais afinidade para a transferrina e lactoferrina humana (Schryvers e Morris, 1988).
Os recetores da transferrina consistem em duas proteinas TbhpA e TbpB que apenas séo
expressas em ambientes com pouco ferro e sdo controladas pelo sistema Fur. Os
transportadores da lactoferrina sdo LbpA e LbpB. No transporte de lactoferrina e
transferrina € um processo que necessita de energia e dai ser também utilizado o sistema
TonB/ExbB/ExbD. O TonB facilita a alteracdo da conformagéo da ThpA que permite a
libertacdo de ferro da transferrina e o seu transporte através do periplasma (Noinaj et al.,
2012).

Sdo apresentados de seguida alguns mecanismos de obtengdo de ferro por

microrganismos particulares.

3.2.1.M. tuberculosis

As bactérias intracelulares necessitam de se introduzir dentro de uma célula do hospedeiro
para se conseguir entdo reproduzir. Uma das células alvo mais utilizadas é o macréfago
porque assim o0s patogénicos conseguem escapar ao sistema imune. Para além disso, como
também sdo células essenciais para a reciclagem do ferro, poderdo ai com maior
facilidade obter ferro (Nairz et al., 2010). Uma das bactérias intracelulares mais
conhecidas é o M. tuberculosis a qual utiliza diferentes estratégias para capturar ferro
(Figura 10) similar as presentes nas bactérias extracelulares. As micobactérias produzem
siderdforos chamados micobactinas que representam um passo importante na replicacdo
da M. tuberculosis visto que problemas na sintese das micobactinas impedem o
crescimento de M. tuberculosis (De Voss et al., 2000). A M. tuberculosis pode também
obter ferro endocitando Tf ou obter ferro disperso no citoplasma (Olakanmi et al., 2002).

A aquisicao do ferro citoplasmatico é facilitada através da habilidade das micobactinas
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se difundirem do fagossoma, quelatar o ferro e depois voltar ao fagossoma através de
gotas lipidicas (Luo et al., 2005). Para contrabalangar estes sistemas o sistema imune
produz IFN-y que estimula os macrofagos a reduzir a expressdo dos recetores da
transferrina o que reduz a concentracédo de ferro de futuros endossomas (Olakanmi et al.,
2002). Além disso a FPN rapidamente se localiza nos fagossomas contendo a M.
tuberculosis, 0 que resulta da saida do ferro destas estruturas. As micobactérias
contrariam esta ultima defesa modulando diretamente a expressdo da FPN (Van Zandt et
al., 2008).

Pt
L

Siderophore

FIGURA 11 - Bactérias intracelulares obrigatérias produzem também sider6foros que no caso da M.
tuberculosis (a vermelho na imagem) saem do fagossoma e ligam-se a ferro citoplasmatico. Além disso,
M. tuberculosis e outras bactérias intracelulares obtém ferro através da Holo-transferrina (Holo-Tf) a
medida que esta entra por endocitose. Outras bactérias intracelulares (a verde na imagem) conseguem
escapar do fagossoma, que permite ndo s6 o uso de ferro citoplasmatico como também o uso de ferro
associado a ferritina. Patogénios intracelulares manipulam a homeostasia do ferro de forma a aumentar a
disponibilidade deste, 0 M. tuberculosis inibe a expressdo de FPN, que aumenta eficazmente o ferro dentro
do fagossoma, outras bactérias aumentam a expressdo do recetor da transferrina (TFR). Adaptado de,
(Cassat e Skaar, 2013).
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3.2.2.Plasmodium falciparum

Apesar de varios esforcos bem sucedidos em muitos paises sub-tropicais, a P. falciparum
ainda causa mais de 200 milhdes de infecdes, e perto de 1 milhdo de mortes por ano, das
quais a maioria sdo criancas (Hafalla et al., 2011). Este parasita eucariota transmitido por
vetores demonstra um ciclo de vida complexo e de multiplos estados, envolvendo
hepatdcitos hospedeiros e eritrocitos. A aquisi¢ao de ferro pela replicacéo de trofozoitos
de P. falciparum envolvem a protedlise da hemoglobina dentro dos glébulos vermelhos
que eventualmente lisam. A hemoglobina é digerida pelos plasmaocitos e é encaminhada
para um organelo que se chama vacuolo alimentar e degradada a aminoécidos através de

reagdes proteoliticas.

De forma a limitar a toxicidade do grupo heme do Plasmodium liga os grupos heme a um
pigmento chamado hemozoina que se acumula nos érgdos doentes. Quando as células
lisam a hemozoina é libertada e este composto tem efeitos imunomoduladores muito
acentuados (Shio et al., 2010).

A ativacdo do sistema imunitario resulta em destruicdo adicional de glébulos vermelhos
parasitados e ausentes de infecdo, levando a anemia severa (Nweneka et al., 2010).
Evidéncias recentes sugerem que esta anemia pode ser exarcebada pela libertacdo
mediada pela IL-6 da hepcidina que reduz a circulacédo de ferro que poderia de outra forma

estar disponivel para eritropoiese (De Mast et al., 2009).

Porque a anemia severa relacionada com a malaria € associada com um aumento da
mortalidade e morbilidade, a suplementacdo com ferro foi considerada uma intervencao
logica. No entanto, estudos clinicos e experimentais relataram resultados contraditorios
na relacdo entre o status de ferro e o seu efeito no hospedeiro da malaria (Murray et al.,
1978).

Os estudos mais recentes obtidos a partir de um estudo em Pemba, com mais de 24000

criancas, demonstrou que a suplementacdo com ferro de sujeitos repletos de ferro
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aumenta grandemente o risco de efeitos adversos relacionados com a maldria, incluindo
amorte. No entanto, sujeitos que apresentam um défice de ferro no inicio do estudo foram
protegidos dos eventos adversos. Isso fornece alguns esclarecimentos para os relatorios
conflituantes em que se achava que o simples facto da suplementacéo de ferro contribuia
significativamente para a maldria. Por conta disto, os investigadores do estudo em Pemba
sugeriram uma reavaliacdo da cobertura fornecida na suplementacédo de ferro as criangas
em areas com altos indices de malaria. E claro que uma maior consciencializagio do papel
que a sequestracdo de ferro desempenha durante a resposta imunitaria podem impactar

significativamente o fardo desta doenca (Sazawal et al., 2006).

3.2.3.Tripanossoma e Leishmania

Doencas tripanossomiacas transmitidas por vetores incluindo a doengca humana africana
do sono, doenca de Chagas, e leishmaniose sdo responsaveis por cerca de 30 milhGes de
infecdes e 150000 mortes por ano (Nussbaum et al., 2010). O ferro é essencial para o
crescimento tripanossomiaco e a sua aquisicdo é dependente de espécie e ciclo de vida
(Taylor e Kelly, 2010).

O Trypanosoma brucei gambiense e T. rhodesiense sdo 0s agentes causadores da
tripanossomiase africana, com T. b. gambiense contando com aproximadamente 90% dos
casos da doenca do sono (Nussbaum et al., 2010). Estes parasitas exibem um ciclo de
vida exclusivamente extracelular, replicando no sangue e fluidos teciduais. O T. brucei
obtem ferro da Tf do recetor através de endocitose mediada por recetor (Taylor e Kelly,
2010).

A doenca de Chagas resulta da infecdo com Trypanosoma cuzi. Esta doenca também é
conhecida por tripanossomiase americana como é endémica na América do Sul e Central
(Nussbaum et al., 2010). O T. cruzi replica primariamente no citoplasma das células
musculares esqueléticas e cardiacas (Junqueira et al., 2010). Ao contrario do T. brucei,
pouco é conhecido sobre os mecanismos da aquisicdo de ferro do T. cruzi. Estudos in
vitro demonstraram o uptake da Tf por endocitose mediada por recetor (Lima e Villalta,
1990). Isto pode ser um mecanismo para a aquisicao de ferro na corrente sanguinea; no
entanto, 0s mecanismos que governam o uptake citoplasmatico de ferro permanecem

desconhecidos. Evidéncias iniciais de um modelo murino de infecdo de T.cruzi
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demonstrou um aumento na parasitemia e mortalidade associada com niveis elevados de
ferro armazenado que podem ser revertidos com quelatacdo (Lalonde e Holbein, 1984),
ja que o T. cruzi reproduz-se intracelularmente. Culturas celulares subsequentes e
modelos animais tem confirmado esta relacdo (Pedrosa et al., 1990). Além disso, um
estado recente demonstrou uma eficacia aumentada do benznidazol (um farmaco de
escolha no tratamento da doenca de Chagas) na presenca do quelatador de ferro
desferroxiamina (Francisco et al., 2008).

A leishmaniose pode-se apresentar como uma infecédo cutanea localizada ou uma infecéo
sistémica visceral. A leishmaniose visceral € a forma mais mortal e pode ser causada por
Leishmania donovani, Leishmania infantum e Leishmania chagasi, dependendo da
localizacdo geogréfica (Nussbaum et al., 2010). As Leishmania spp. sdo parasitas
intracelulares que residem nos fagolisossomas dos macréfagos. A infecdo dos macréfagos
murinos com L. donovani diminui a quantidade de ferro livre no citoplasma, resultando
numa estabilidade melhorada do mRNA do recetor da transferrina e aumentando a sua
transcricdo. (Das et al., 2009). Isto permite que mais ferro seja entregue no fagolisossoma.
O ferro libertado da Tf neste compartimento pode ser importado a partir do Leishmania
iron transporter 1 (LIT-1) localizado membrana plasmatica (Huynh et al., 2006). Estes
parasitas sdo capazes de adquirir tanto ferro heme como ndo-heme para satisfazer as suas
necessidades metabolicas. Uma manipulacdo do status do ferro hospedeiro através do uso
de quelantes ou ferro suplementado produziu resultados conflituantes. Por exemplo,
tratamento de ratos com desferroxamina por 2 semanas resultou numa diminuicdo da
infecdo por L. chagasi tanto no figado como no baco (Malafaia et al., 2011). Em contraste,
a suplementacéo de ferro parenteral protegeu os ratos contra a L. major, no entanto este
desfecho podera ter sido resultado de uma resposta imunitaria melhorada (Bisti et al.,
2006).

A doenca do sono africana e a doenca de Chagas estdo entre as doencas mais
negligenciadas no mundo. Assim sendo, ndo existem vacinas e o tratamento depende
unicamente em quimioterapia antiqguada e por vezes toxica. Os avangos antes
mencionados na compreensdo do metabolismo do ferro tripanossomiaco pode fornecer

conhecimento para novas terapéuticas (Nussbaum et al., 2010).
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3.2.4.HIV-1 (Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1)

Desde a descoberta do retrovirus HIV-1 no inicio de 1980, a elucidacdo dos mecanismos
moleculares que governam o ciclo de vida viral ttém demonstrado uma necessidade do

virus para o ferro celular do hospedeiro, durante a replicacdo (Greene e Peterlin, 2002).

A anemia tem sido descrita como uma sequela da infecdo por HIV-1 que impacta
negativamente a sobrevivéncia (Lundgren e Mocroft, 2003); no entanto, varios estudos
recentes tém demonstrado que um nivel de ferro elevado esta associado positivamente a
uma maior carga viral (Friis et al., 2003) e mortalidade (Mcdermid et al., 2007). O facto
de polimorfismos genéticos separadamente em dois genes relacionados com o
metabolismo do ferro (Nramp1 e gene da haptoglobina) e serem também fortes previsores
da mortalidade fornecem apoio adicional para o papel de metabolismo do ferro na infecédo
HIV-1 (Mcdermid et al., 2009).
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4. Patologias Influenciadas pelo status do Ferro

4.1.Patologias relacionadas com o0 excesso de ferro

Os disturbios de excesso de ferro sdo classificados como genéticos ou adquiridos. Dentro
dos disturbios genéticos podemos encontrar 0s quatro tipos de hemocromatose,
aceruloplasminemia, atransferrinemia e outros. Os disturbios de excesso de ferro
adquiridos ndo sdo originados diretamente por mutacGes de genes do metabolismo do
ferro (Weiss e Goodnough, 2005).

A hemocromatose € caraterizada por excesso de ferritina e uma alta saturagdo de
transferrina (Bardou-Jacquet et al., 2015). Nesta patologia o excesso de ferro é
maioritariamente armazenado no figado, coracdo e pancreas. A hemocromatose é causada
por um défice de hepcidina associado a um aumento da saida de ferro das células. Ainda,
um aumento da saturacao de transferrina ocorre normalmente com aumento do NTBI que
é transportado para o figado, coracdo e pancreas. (Finkenstedt et al., 2010). Existem

quatro tipos de hemocromatose.

O tipo de hemocromatose mais comum é o tipo I. Mais de 80 por cento dos individuos
com esta patologia expressam hemocromatose do tipo I, sendo a sua maioria caucasianos.
E causada por mutagdes na proteina da hemocromatose hereditaria (HFE) e a substituicéo
mais comum é da cisteina 282 pela tirosina. Isto leva a uma inabilidade da hemocromatose
de pressentir niveis elevados de ferro (Vujic, 2014), que causa uma diminuicdo da

expressao de hepcidina, excesso de ferro, e possivelmente uma disfungdo hepatica.

O tipo Il € uma patologia mais grave que afeta individuos mais jovens e causa uma rapida
acumulacdo de ferro no figado e parénquima. Se ndo for tratada, esta patologia pode
causar uma disfuncdo em multiplos 6rgdos. Esta associada a muta¢fes na hemojuvelina

ou na hepcidina e com niveis extremamente baixos de hepcidina sérica.
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O tipo Il de hemocromatose tem um fendtipo semelhante ao tipo | mas causado por

mutacdes no gene TfR2 que elimina a capacidade de sentir os niveis de ferro.

O tipo IV de hemocromatose, também designado de doenca da FPN, é causada por
mutacdes no gene SLC40A, que codifica a FPN, o alvo da hepcidina (Donovan et al.,
2005). E caraterizado por excesso de ferritina, e macrofagos carregados de ferro
(Pietrangelo, 2004).

A aceruloplasminemia deve-se a uma falta de atividade da ceruloplasmina ferroxidase
por mutacGes no gene da ceruloplasmina. Esta é caraterizada por uma neurodegeneracao

progressiva e acumulacdo de ferro no cérebro (Miyajima, 2015).

A atransferrinemia é uma patologia rara. A atransferrinemia congénita é caraterizada por
um défice de transferrina resultando em anemia hipocrémica microcitica e hemossiderose
(Shamsian et al., 2009). A atransferrinemia hereditaria é caraterizada por anemia

microcitica e excesso de ferro (Aslan et al., 2007).

4.1.1.Excesso de ferro como fator de risco em outras patologias

A acumulacdo de ferro pode estar relacionada com patologias diversas como cancro,

doenca cardiovascular e doencas neurodegenerativas (Gozzelino e Arosio, 2016).
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Figura 10 - A importancia do ferro em distarbios fisiopatoldgicos. Alguns destes incluem
anemia e distarbios relacionados com o excesso de ferro. Retirado de, (Gozzelino e
Arosio, 2016).

4.1.1.1.Ferro e Cancro

A importancia do ferro no desenvolvimento do tumor foi demonstrada em tumores solidos
e tumores sanguineos, como linfoma, e mieloma (Caro et al., 2001), (Torti e Torti, 2013),
onde o prognostico adverso relaciona-se com a quantidade de ferro no tecido afetado. A
diferenciacdo em células tumorais esta associada a producdo de ROS, que promovem
modificagdes no DNA, quebra de filamentos e s&o potencialmente mutagénicos
(Dizdaroglu e Jaruga, 2012), (Toyokuni, 2008). Os efeitos do stress oxidativo que
resultam da acumulacdo de ferro incluem a ativacdo de vias de transdugédo de sinal

essenciais para o crescimento do tumor (Zhang e Zhang, 2015).

Estudos recentes também indicam que as ROS produzidas em consequéncia de aumento
dos niveis de ferro tém a capacidade de induzir mudancas epigenéticas que favorecem a

metastase do tumor, j& que ativam mutacdes em pontos-chave e a supressdo e/ou ativagdo
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de genes de supressdo tumoral e/ou proto-oncogenes, respetivamente (Zhang, 2014),
(Paul e Lill, 2015), (Zhang e Zhang, 2015), (Toyokuni, 2008).

A homeostasia de ferro é alterada na maioria dos pacientes de cancro sendo estes afetados
por anemia em 40% dos casos (Knight et al., 2004) e 90% em casos de pacientes que
estdo a fazer quimioterapia (Dicato et al., 2010). A baixa disponibilidade do ferro
sistémico é parcialmente promovida pelo préprio tumor que captura o metal para
assegurar o seu crescimento adequado ja que o ferro € fundamental para a proliferagdo
celular (Torti e Torti, 2011).

4.1.1.2.Ferro e a Cardiotoxicidade

Existe uma correlagdo positiva entre a acumulagéo de ferro e doencas cardiovasculares.
De facto, ocorre de uma baixa incidéncia de doenca cardiaca isquémica em individuos
com défice de ferro. Esta associacdo foi inicialmente postulada por Sullivan na década de
80, que concluiu que um aumento de ferro aumenta também o risco de doengas
cardiovasculares. Isto pode também explicar o facto do aumento da suscetibilidade para
doencas cardiovasculares em mulheres numa fase pds-menopausica, quando comparado
a mulheres em fase pré-menopausica (Sullivan, 1981), (Sullivan, 1989). Niveis reduzidos
de hepcidina nessas mulheres diminuiram mais de 50% o risco de doencas
cardiovasculares quando comparadas com homens da mesma idade (Vinchi et al., 2014).

A importancia do ferro na funcdo cardiaca tem sido demonstrada também em estudos
usando ratinhos geneticamente modificados, ndo possuindo o TfR1 ou a FPN em
cardiomidcitos, desenvolvendo posteriormente cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca
(Xu et al., 2015), (Lakhal-Littleton et al., 2015).
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4.1.1.3.Ferro, Envelhecimento e Neurodegeneracao

A importancia da homeostasia de ferro é também importante a uma regulacdo das
capacidades cognitivas as quais sdo prejudicadas por um défice de ferro e, embora

excesso de ferro leve a degeneracdo axonal e morte neuronal (Zhang et al., 2014).

A acumulacgdo de ferro no cérebro tem um papel no envelhecimento cerebral por um
mecanismo que ainda ndo é bem conhecido mas que é acompanhado por uma reducéo na
expressao de proteinas antioxidantes e mecanismos reparadores, que contribuem para o

stress oxidativo mediado por ferro (Gozzelino, 2016), (Arruda et al., 2013).

Estudos indicam um correlacgdo positiva entre um consumo elevado de ferro e uma maior

incidéncia de patologias relacionadas com a idade (Torti e Torti, 2013).

Esta estabelecido o envolvimento deste metal na ataxia de Friedrich, uma doenca
caraterizada por uma progressiva degeneracdo nos neuronios sensoriais dos ganglios da
raiz dorsal, causados por uma mutacdo no gene frataxina. A frataxina € uma proteina
mitocondrial essencial para a biogénese do iron-sulfur cluster, e quando esta apresenta
niveis muito reduzidos o ferro acumula-se na mitocondria (Paul e Lill, 2015). Em
consequéncias formam-se ROS mediadas por ferro, que demonstraram ter uma correlacéo
positiva com a ataxia de Friedrich. Defeitos mitocondriais estdo também associados a
doenca de Parkinson (Martelli e Puccio, 2014), em que um transporte comprometido de
ferro para este organelo leva a sua acumulagéo e contribui para a formagéao de agregados
de alfa-sinucleina que é uma carateristica desta patologia. Uma interrupcdo na
homeostasia de ferro também é observada em pacientes que sofrem de Alzheimer de
inicio precoce, onde o céerebro e a acumulacdo de fluido cerebroespinal promovem a
agregacdo de beta-amiloide e tau fosforilado, duas carateristicas tipicas de Alzheimer
(Wong e Duce, 2014).
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4.2.Patologias relacionadas com o défice de ferro

O défice de ferro no organismo resulta no desenvolvimento de varios tipos de anemia. O
défice de ferro também pode ser classificado como adquirido ou genético. Os exemplos
mais comuns de patologias de défice de ferro sdo a anemia de défice de ferro (Levi e
Rovida), a anemia de doencas cronicas (ACD) e a anemia refrataria de ferro (IRIDA)
(Beutler, 2007).

O défice de ferro é a doenca mais comum e afeta maioritariamente criangas, mulheres e
idosos. Niveis diminuidos de ferro podem ser associados a anemia moderada ou severa,
estados que se desenvolvem quando os niveis de ferro armazenado séo reduzidos e o
fornecimento de ferro aos o6rgdos é comprometido. Estados anémicos sao
maioritariamente causados quando ha um aumento das necessidades do ferro e ndo hd um
fornecimento adequado a estas necessidades e ocorrem maioritariamente em criangas e
mulheres gravidas. Ainda, um aumento da perda de ferro afeta na sua maioria os idosos
e € o resultado do uso de farmacos que provocam hemorragias gastrointestinais (Busti et
al., 2014).

A anemia de défice de ferro é caraterizada como sendo fisioldgica e nutricional. A ACD
é normalmente resultado de uma doenca gastrointestinal associada com uma perda de
sangue anormal ou uma ma absorcdo (Hershko e Camaschella, 2014). A IRIDA ¢ devida

uma mutacdo no gene TMPRSS6 (Heeney e Finberg, 2014)

O tratamento de patologias relacionadas com o défice de ferro assenta na suplementagao
oral de ferro (tratamento mais comum) ou via intravenosa (quando a absorcdo intestinal
é deficiente ou se requer um rapido aumento de hemoglobina) (Camaschella, 2015b). No
caso da IRIDA a Unica alternativa é a via intravenosa ja que por via oral o ferro ndo é

absorvido (Heeney e Finberg, 2014).
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5. Conclusao

O Ferro é um composto essencial para o funcionamento normal do corpo humano e para
a existéncia da vida, participando em processos como a fotossintese, fixacdo de azoto,
producdo e consumo de hidrogénio e respiracdo. Este metal de transi¢do pode existir no
ambiente em dois estados distintos 0 Fe?* e 0 Fe** cada um com as suas caracteristicas

especificas.

O metabolismo do ferro € um processo complexo, podendo originar ROS que sédo
possiveis de causar degradacdo dos tecidos. Por isso 0 organismo desenvolveu formas de
controlar a homeostasia do ferro. No trato digestivo o Fe?* é diretamente absorvido,
enquanto que o Fe3* é convertido a Fe? no estdbmago, pela acio de enzimas e pH &cido.
Apbs absorcdo e passagem para o citoplasma dos enterdcitos o ferro € armazenado na
proteina ferritina. Quando necessario a ferritina liberta o ferro que passa por
transportadores especificos para a circulagcdo sanguinea onde posteriormente € ligado a
Tf ou outros transportadores. O ferro ligado na circulacdo sanguinea até ser absorvido
pelas células, as quais possuem recetores da Tf que permitem a entrada desta na célula
por endocitose. No endossoma o ambiente ¢ alterado e o ferro é libertado permitindo o
seu uso pelas células, sendo a Tf livre recirculada para o exterior. Na célula a maior parte
do ferro é armazenado em proteinas como a ferritina ou entdo é transportado para as
mitocondrias e la tem uma funcdo essencial de auxiliar da respiracdo celular com a
formagé&o de grupos Fe-S e grupos heme que possuem diversas func¢des nas enzimas e no

transporte de oxigénio.

Toda a homeostasia do ferro é controlada pela hepcidina, uma proteina hepatica que
controla a expressdo da FPN e a saida do ferro dos enterdcitos intestinais, assim como
dos macréfagos. Nestes ocorre também a reciclagem do ferro: os eritrdcitos senescentes
séo fagocitados no baco e pela acdo de enzimas como a HO1 o oxigénio o grupo heme é
degradado e o ferro & armazenado no macréfago.
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O ferro é também essencial para o desenvolvimento dos microrganismos patogénicos
tendo o sistema imune desenvolvido formas de privar o acesso a este quimico. Uma das
principais maneiras € 0 aumento da expressdo da ferritina, e a inibicdo dos transportadores
do ferro que mantém o ferro dentro dos macrofagos e la armazenado. Outra forma de
controlar o ferro € o bombeamento deste para fora do fagossoma que facilita a degradacéo
das bactérias apos a fagocitose. Ainda outra forma de controlo é a producéo de moléculas
que competem pelo ferro diretamente, como a lactoferrina. O sistema imune também

produz compostos que conseguem inibir sideréforos exdgenos.

Devido a isso as bactérias desenvolveram sideroforos de constituicdo diferente. Tanto as
bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo podem obter ferro através de sistemas
complexos e especificos para esse efeito. As bactérias intracelulares sdo capazes de alterar
a expressao dos recetores de ferro e usar o ferro ja existente dentro da célula para a sua
funcdo. Os parasitas usam a hemoglobina como nutriente, sendo que a degradacdo liberta

substancias imunomodeladoras.

A homeostasia de ferro é essencial para a manutencdo de um organismo saudavel. O
défice ou excesso de ferro leva a patologia. O défice de ferro pode originar sintomas como
tonturas, fraqueza e fadiga, e, é uma condicdo associada a mulheres gravidas e nestas
pode causar problemas no feto. Para combater isto deve ser administrada uma
suplementacéo de ferro a qual deve sempre ser seguida por um profissional de saide. O

excesso de ferro esta associado a morte celular, necrose e autofagia.

Em casos de excesso de ferro o individuo pode desenvolver hemocromatose (a mais
comum) aceruloplasminemia e atransferrinemia. Sabe-se também que um excesso de
ferro tem um papel fundamental no desenvolvimento de certas doengas tais como o
cancro, doencas cardiacas e neurodegenerativas ja que a sua acumulagéo contribui para a

formacé&o de indicadores destas patologias.

Em casos de défice de ferro, o individuo pode desenvolver varios tipos de anemia tais

como a anemia de defice de ferro, a ACD e a IRIDA. O tratamento deste tipo de patologias
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assenta pela administrac@o de ferro por via oral ou intravenosa quando nao é absorvido

oralmente ou quando é necessario um efeito mais imediato.
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