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RESUMO

O exercicio fisico € sabidamente uma abordagem nado farmacoldgica eficaz
tanto na prevencdo quanto no tratamento de doencas cardiovasculares. Como
o ferro € um elemento essencial em muitos processos fisioldgicos, incluindo a
sintese de hemoglobina e mioglobina, e dessa forma desempenha papel no
transporte de oxigénio, muitos atletas usam suplemento de ferro para melhorar
o desempenho nos treinamentos. Nesse sentido, se por um lado a deficiéncia
de ferro pode provocar anemia e prejudicar a homeostase corporal, por outro
lado, sua sobrecarga pode ser ainda mais prejudicial & saude. De fato, a
sobrecarga de ferro esta associada ao estresse oxidativo e danos a varios
sistemas, inclusive o cardiovascular. Assim, neste estudo tivemos como
objetivo avaliar os a influéncia da sobrecarga de ferro sobre os efeitos
vasculares benéficos promovidos pelo treinamento fisico aerébico em ratos.
Para isso, ratos Wistar foram tratados com 100 mg/kg/dia de ferro-dextrano ou
solucéo salina 0,9%, ip, cinco vezes na semana durante quatro semanas, e,
posteriormente, submetidos a um protocolo de exercicios aerdbicos de
intensidade moderada em esteira, com duracao de 60 min/dia, cinco vezes por
semana durante oito semanas, ou mantidos sem exercicio por igual periodo.
Apods 13 semanas dos protocolos de tratamento, 0 modelo de sobrecarga de
ferro foi confirmado com aumento dos niveis séricos de ferro, saturacdo de
transferrina e deposicdo de ferro no figado, no musculo gastrocnémio e na
aorta. Confirmando a eficiéncia do protocolo de exercicio fisico, todos os
animais exercitados aumentaram a capacidade fisica ao final do periodo de
acompanhamento, avaliada como aumento da velocidade maxima e do tempo
até a fadiga. Identificamos que o exercicio reduziu a resposta vasoconstritora
dos anéis aorticos isolados, associado ao aumento da biodisponibilidade do
oxido nitrico (NO). Ademais, a reducdo da vasoconstricdo no grupo exercitado
foi revertida pela incubacdo com inibidor da superéxido dismutase (SOD),
sugerindo atividade aumentada dessa enzima, somado ao aumento da
expressao de catalase, reforcando os mecanismos antioxidantes nesse grupo.
Todavia, esses beneficios na vasculatura ndo foram observados em ratos
previamente submetidos a sobrecarga de ferro. Em conclusdo, apesar dos
conhecidos efeitos benéficos do exercicio aerdbico na vasculatura, nossos
resultados indicam que um estado prévio de sobrecarga de ferro é capaz de
impedir o efeito anticontratii mediado pelo aumento da biodisponibilidade do
NO e pela melhora da resposta antioxidante endégena normalmente promovida
pelo exercicio.

Palavras-chave: sobrecarga de ferro; 6xido nitrico; funcéo endotelial; exercicio
aerobico; corrida em esteira; estresse oxidativo



ABSTRACT

Physical exercise is an effective hon-pharmacological approach for prevention
and treatment of cardiovascular diseases. Also, because iron is essential
element in many physiological processes including hemoglobin and myoglobin
synthesis, thereby playing a role on oxygen transport, many athletes use iron
supplement to improve training performance. In this sense, although iron
deficiency can cause anemia and impair body homeostasis, on the other hand,
its overload can be even more harmful to health. Indeed, iron overload is
associated with oxidative stress and damage to various systems, including
cardiovascular. Thus, we aimed to identify the influence of iron overload on the
beneficial vascular effects promoted by aerobic physical training in rats. To
investigate it, male Wistar rats were treated with 100 mg/kg/day iron-dextran or
0.9% saline, ip, five times a week for four weeks, and then underwent aerobic
exercise protocol on a treadmill at moderate intensity, 60 min/day, five days a
week for eight weeks, or kept without exercise for an equal period. After 13
weeks of the treatment protocol, the iron overload model was confirmed with
increased serum levels of iron, transferrin saturation and iron deposition in the
liver, gastrocnemius muscle and aorta. Confirming the efficiency of the physical
exercise protocol, all exercised animals increased physical capacity at the end
of the followup, evaluated as increased speed and maximum time to failure. We
identified that the exercise reduced vasoconstrictor response of isolated aortic
rings, associated with higher bioavailability of nitric oxide (NO) and reduced
oxidative stress. Furthermore, the reduced vasoconstriction in the exercised
group was reversed by incubation with superoxide dismutase (SOD) inhibitor,
suggesting increased SOD activity, added to catalase overexpression given by
the exercise was lost in iron overload rats and the catalase was overexpressed,
reinforcing the oxidative defenses on the aorta of exercised animals. However,
these benefits to the vasculature were not observed in rats previously subjected
to iron overload. In conclusion, despite the known beneficial effects of aerobic
exercise on vasculature, our results indicate that a previous state of iron
overload is able to prevent the anticontractile effect mediated by increased NO
bioavailability and by the improvement of the endogenous antioxidant
responses normally promoted by exercise.

Key words: iron overload; nitric oxide; endothelial function; aerobic exercise;

treadmill running; oxidative stress.



17

1 INTRODUCAO
1.1 Doencas cardiovasculares e exercicio fisico

Com a evolucdo das pesquisas para novos medicamentos e
investimentos na area da saude, diferentes doencas infectocontagiosas foram
controladas, tendo como consequéncia a melhoria na saude da populacéo e
um aumento na expectativa de vida. Concomitante a esse fato, tornam-se mais
frequentes as doencas cronico-degenerativas, como obesidade, diabetes,
hipertensdo, doencas reumaticas etc. As doencas cardiovasculares (DCV)
constituem-se entre as principais causas de morte no mundo, independente do
sexo (Benjamin et al., 2019). Além disso, estdo relacionados a limitagcbes na
qualidade de vida, nos aspectos fisico e psicossocial, e reflete no maior
consumo de servicos de saude, maiores taxas de internacdo hospitalar, bem
como tratamento prolongado e custos financeiros substanciais para o sistema
publico de saude (Stevens et al., 2018). No Brasil, as DCV representam 27,7%
das causas dos 6bitos, (Ministério da Saude, 2016) além de sua morbidade tem
sido considerada um fator de impacto na saude publica pelo nimero de
internacdes significativas (Schmidt et al., 2011). As internacdes por doencas
vasculares representam cerca de 10,1% dos casos no Brasil, sendo de maior
incidéncia em individuos acima de 60 anos (Ministério da Saude, 2016). O
comprometimento da funcdo vascular esta presente na maioria dos casos das
DCV, como ocorre no infarto, hipertensdo e acidente vascular cerebral, tendo
como o evento fisiopatolégico mais comum nessas doencas, tanto em
humanos quanto nos modelos experimentais, o prejuizo na funcédo do endotélio

vascular.

As artérias e as veias sdo compostas por trés camadas na parede
vascular, exceto 0s pequenos vasos: camada adventicia, localizada mais
externamente e composta de tecido conjuntivo; camada meédia que é
constituida por células musculares lisas e a camada intima, constituida por
uma Unica camada de células endoteliais que reveste a superficie interna dos
vasos sanguineos (Carvalho et al.,, 2001). O endotélio vascular € um dos
responsaveis pela manutencdo da homeostase vascular por diversos

mecanismos. Em condi¢des fisiologicas o endotélio mantém o ténus vascular,
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inibe a agregacdo plaquetéria e a proliferacdo das células musculares lisas e
controla a resposta inflamatéria. Os principais fatores que controlam o ténus
vascular negativamente, ou seja, vasodilatadores produzidos pelo endotélio
sdo: o Oxido nitrico, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio e a
prostaciclina. Dentre os principais fatores contrateis estdo: as prostaglandinas,
os tromboxanos, a endotelina I, a angiotensina Il e as espécies reativas do
oxigénio (Ghisi et al., 2010). A disfuncdo endotelial, € caracterizada pelo
desequilibrio dos efeitos vasoconstritores sobre os efeitos vasodilatadores,
geralmente como resultado de uma diminuicdo da biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO), resultando em maior contratilidade e alteracdo do relaxamento

vascular dependente do endotélio (Carvalho et al., 2001).

Assim como em outras situacdes de doencas, a utilizacdo de terapias néo-
farmacoldgicas adjuvantes para reducao dos danos cardiovasculares, tal como
a pratica de exercicio fisico, tem sido objeto de pesquisa, visto que
normalmente possuem baixo custo e facil acesso a populagdo. O exercicio
fisico é uma ferramenta capaz de propiciar melhorias e adaptacdes
bioquimicas e fisioldgicas nos individuos, apresentando beneficios na reducéo
da pressao arterial e do risco de doencas cardiovasculares, melhora do
diabetes tipo 2 e resisténcia a insulina, protecdo contra complicacdes
vasculares, obesidade e hiperlipidemia e, consequentemente, melhora a
qualidade de vida e longevidade (Tanaka et al., 2000; Zanesco e Zaros, 2009;
Sharman et al., 2015). Além de atenuar a evolu¢do das doencas, 0 exercicio
contribui também para o controle e prevencdo de doencas cronico-
degenerativas, estando associado ao retardo do declinio funcional (Zanesco e
Zaros, 2009). Por esses motivos, o exercicio fisico tem sido recomendado néo
somente para fins terapéuticos, mas também como um agente preventivo de

doencas.

Ja estda bem descrito na literatura que o exercicio fisico de carater ou de
predominéncia aerdbica age positivamente sobre o funcionamento do sistema
cardiovascular. Em relacéo as alteracdes relacionadas ao sistema vascular, as
respostas adaptativas ao exercicio incluem principalmente alteracbes na

funcéo endotelial através da modulagcdo do NO (Graham et al., 2004; Jordao et
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al., 2017; Couto et al., 2019), que é produzido pelo endotélio e possui uma
importante atuacdo no relaxamento da musculatura lisa vascular, sendo
considerado um potente vasodilatador (Graham et al., 2004). A sintese e a
biodisponibilidade do NO sdo essenciais para a funcdo homeostatica do
endotélio, podendo a préatica de exercicios fisicos influenciar em ambas.
Portanto, o exercicio fisico é considerado um indutor do NO, uma vez que o
aumento da liberacdo e/ou inibicdo da sua degradacao, esta relacionado ao

estresse de cisalhamento endotelial (Tinken et al., 2010).

A liberacdo do NO na parede vascular pode ocorrer decorrente de
estimulos fisiolégicos em resposta ao aumento do fluxo sanguineo pela forca
exercida contra o endotélio e a pressdo que 0 sangue exerce sobre a parede
vascular, durante realizacdo do exercicio fisico (Ghisi et al.,, 2010). Estes
mecanismos promovem adaptacdes fisiologicas e metabdlicas, o que acarreta
0 aumento da expressdo da Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e,
consequentemente, aumento na liberagdo/producdo do NO e uma melhora na
vasodilatacdo dependente do endotélio (Fleming, 2010). Sendo assim, o
exercicio fisico de fato reduz as respostas contratéis (Jordao et al., 2017; Couto
et al., 2019) por melhorar a resposta da modulacdo exercida pelo NO,
promovendo a manutencdo da integridade da funcdo endotelial (McGowan et
al., 2006; Bechara et al., 2008; Faria et al., 2010).

Sabe-se que o exercicio fisico aerébico é capaz de reduzir a lesao
endotelial e, consequentemente, melhorar o relaxamento vascular pelo
aumento da biodisponibilidade de NO e a reduzida producdo de anion
superoxido (O2) em ratos (Bechara, 2008; Braga et al., 2015; Tanaka, 2015;
Jordao et al., 2015). De fato, o exercicio aerébico moderado reduz a resposta
vasoconstritora a fenilefrina (Jordao et al., 2017; Yea et al.,, 2019), mediado
pelo NO, uma vez que melhora ndo apenas a sua sintese e biodisponibilidade,
mas também a sua acdo no musculo liso. Conforme demonstrado em estudos
com anéis de aorta toracica de ratos, o estresse de cisalhamento induzido pelo
exercicio fisico leva ao aumento da sensibilidade do musculo liso vascular ao
NO (Delp et al., 1993; Lash et al., 1997; McAllister et al., 2005). Foi relatado

também este aumento da sensibilidade ao NO induzido pelo exercicio fisico em
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outras artérias como nas coronarias (Haskell et al., 1993) e nas artérias
mesentéricas (Chen et al., 2001).

1.1.1 Estresse oxidativo e sistema antioxidante

7

Na doenca vascular, a funcdo do endotélio € afetada pelo estresse
oxidativo, que causa a diminuicdo da biodisponibilidade de NO, apoptose e
angiogénese (Carvalho et al., 2001). O estresse oxidativo é uma condi¢do que
envolve a predominancia da producdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) e uma incapacidade das enzimas antioxidantes controlarem esta
producdo (Powers e Jackson, 2008). Dentre as principais EROs destacam-se:
anion superoxido (0O27), radical hidroxila (OH®), o peroxinitrito (ONOO") e

perdxido de hidrogénio (H202).

O 02~ é formado pela reducdo univalente do oxigénio que é mediada
por enzimas como a NADPH oxidase e xantinas oxidases, além da eNOS
desacoplada. O Oz~ possui uma destacada relevancia entre as EROs por
promover diretamente alteracdes na funcdo vascular e também é fundamental
na producgao de outras EROs. Ele reage com o NO inativando-o e originando o
ONOOr, culminando na diminuicdo da biodisponibilidade de NO, processo
responsavel pela disfuncdo endotelial e, consequentemente, a diminuicdo da
vasodilatacao (Fernandes et al., 2017). J& o H202 é capaz de desempenhar
diferentes mecanismos no tonus vascular, variando de acordo com o letio
vascular e a sua concentracdo. Na presenca de metais de transicao,
geralmente ferro ou cobre, o H202 € o componete essencial na reacédo de
Fenton e Haber-Weiss que forma metabdlitos altamente reativos, como OH*
(Powers e Jackson, 2008), que é o mais reativo das EROs, visto que nédo
possui uma defesa enddgena capaz de neutralizar sua acao (Schneider e
Oliveira, 2004).

Assim, o compromentimento na modulacédo endotelial induzida pelo NO
€ um fator chave para o desenvolvimento de DCV e o aumento das EROs,
principalmente O2'~, contribui para esse processo promovendo a degradacéo
metabdlica do NO e formando ONOO- (Fernandes et al., 2017). Além disso, em

situagdes nao-fisiologicas, a eNOS pode se tornar uma produtora de radicais
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livres, uma vez que a eNOS desacoplada passa a produzir O2"~ no lugar do NO
(Fleming, 2010). Essa situacao exacerba o estresse oxidativo, mecanismo que
influencia nas doencas cardiovasculares e também contribui para um processo
inflamatorio, presente na doenca vascular (Carvalho et al., 2001; Higashi ei al.,
2009).

A préatica de exercicios fisicos é capaz de gerar adaptacbes celulares
relacionadas a tolerancia oxidativa e melhora do sistema antioxidante vascular
(Schneider e Oliveira, 2004), que sdo mecanismos naturais, enzimaticos ou
nao, encarregados de impedir a formagdo ou inativar as EROs (Powers e
Jackson, 2008; Powers et al, 2010). Dentre as principais enzimas
antioxidantes vascular podemos destacar a superoxido dismutase (SOD), que
possui trés isoformas: a citoplasmatica CuzZn-SOD (SOD-1), a mitocondrial Mn-
SOD (SOD-2) e a extracelular EC-SOD (SOD-3). E um dos principais sistemas
de defesas de remocao do Oz, dismutando-o em H202, 0 qual ser4 convertido
em H20 e O2 pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase. Portanto, essas
enzimas evitam o acumulo de Oz~ e H202 na célula, prevenindo a formacéo do
OH' pelas reacdes de Fenton e Haber-Weiss (Wardman e Candeias, 1996;
Powers e Jackson, 2008), esquematizado na figura 1.

*
_

GLUTATIONA
s Fes* Fe?! PEROXIDASE
Cu® ey
0,+H,0

e

Figura 1: Esquema representativo da producdo das principais espécies reativas
do oxigénio e atuacdo das principais enzimas antioxidantes. Rea¢do do anion
superoéxido (O2) degrada o NO convertendo em peroxinitrito (ONOQO"). O peréxido de
hidrogénio (H202) formado pela dismutacdo da SOD é convertido em O- e H,O através
da acao da catalase e da glutationa. Formacéo de radical hidroxila (OH") via reacdo de
Fenton e Haber-Weiss.
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Apesar de o estado oxidativo aumentar durante o exercicio fisico
aerobico, a longo prazo a sintese das enzimas antioxidantes (destacando a
SOD e a catalase como as principais envolvidas) é aumentada, o que sugere
um efeito crénico do exercicio, como um mecanismo compensatorio, contra o
estresse oxidativo (Cooper et al., 2002; Schneider e Oliveira, 2004; Moraes et
al., 2008; Powers et al., 2010). Portanto, o exercicio fisico aerdbico é essencial
para a modulacdo das vias antioxidantes, sendo capaz de amenizar alteracdes
patolégicas presentes nos vasos, como mostra Gu et al. (2013) em seu estudo
que utilizou ratos espontaneamente hipertensos (SHR) treinados e relatou
aumento da atividade da SOD e da catalase, contribuindo para a diminui¢do da
producdo de EROs. Evidéncias mostram outras modalidades de exercicio
aerobico, como a natacdo, também favorecem o aumento da expressado de
enzimas antioxidantes nas artérias coronarias (Claudio et al., 2013; Claudio et
al., 2017) e na aorta (Moraes et al., 2008; Jordao et al, 2017).

Como evidenciado, o exercicio fisico aerobio reduz o estado oxidativo de
células e tecidos por promover melhor eficacia dos mecanismos antioxidantes,
como uma resposta adaptativa ao exercicio (Cooper et al., 2002; Schneider e
Oliveira, 2004; Powers et al., 2010), além de melhorar a vasodilatacdo pelo
aumento na sintese e biodisponibilidade de NO (Graham et al., 2004; Yang et

al., 2011), mediada pelo aumento da expressao da eNOS (Claudio et al., 2013).

1.2 Exercicio Fisico e sua relagdo com ferro

O ferro desempenha inameras funcdes no organismo, destacando o
papel essencial no transporte de oxigénio e na producdo de energia.
Considerando esta estreita relagdo com exercicio fisico, o aporte de ferro
adequado é importante para manutencdo do desempenho fisico em atletas de
alto rendimento e nos demais praticantes de exercicio fisico (Alaunyte et al.,
2015). O desequilibrio das concentragfes de ferro no organismo pode acarretar
consequéncias fisiopatologicas. Por exemplo, a falta de ferro provoca a anemia
do tipo ferropriva, com prejuizo do transporte de O: pelos eritrocitos, enquanto

0 excesso deste elemento pode causar toxicidade e esta associada a formacéo
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de radicais livres e peroxidacao lidipica, comprometendo a funcéo de diversos
orgédos e sistemas (Mufioz et al., 2009).

A causa da diminuicdo do estoque de ferro é o desequilibrio entre a
guantidade absorvida, consumo e/ou perdas, que ocorre por diversos fatores
como: necessidade aumentada desse metal (crescimento, menstruagao,
gestacao), diminuicdo da oferta ou da absorgéo (baixa disponibilidade de ferro
na dieta, doencas inflamatdrias crénicas intestinais, gastrectomia, etc) e perdas
de ferro (sangramento patolégico por alteracbes do gastrointestinais)
(Camaschella, 2015). A caréncia de ferro pode afetar negativamente o
metabolismo aer6bico do organismo, em decorréncia da diminuicdo na
concentracdo sérica de hemoglobina, das enzimas envolvidas no processo
oxidativo e da producao de energia (Auesrsperger et al., 2013; Alaunyte et al.,
2015).

A anemia por deficiéncia de ferro é significativa em atletas de alto
rendimento, como nos corredores de longa distancia, em decorréncia da rotina
exaustiva de treinamento, condicdo descrita como anemia do atleta (Fuji et al.,
2011; Diane, 2013; Fujii et al., 2014; Kobayashi et al., 2014). Fatores
etiolégicos que contribuem para deplecdo do ferro induzidos pelo exercicio
fisico intenso sdo: ingestdo insuficiente de Fe na dieta, hemorragia
gastrintestinal, hemolise por impacto, suor e inflamacédo, além das perdas
através do ciclo menstrual por atletas do sexo feminino (Dellavalle, 2013;
Alaunyte et al., 2015; Diaz et al., 2015). A prevaléncia do equilibrio inadequado
de ferro € mais suscetivel em atletas do sexo feminino, pela combinacédo dos

fatores das perdas de ferro e ciclo menstrual (DellaValle, 2013).

Como mencionado, a deficiéncia do ferro afeta o desempenho fisico dos
atletas, deteriorando o metabolismo aerobico e prejudicando o rendimento dos
treinos e competicbes (Diane et al., 2013; Diaz et al., 2015).
Convencionalmente, a reposi¢cdo oral de ferro é usada na prevencdo ou no
tratamento contra a deficiéncia de ferro (Tsalis et al.,, 2004), assim como as
injecbes intramusculares ou intravenosas (Pedlar et al., 2018) e a
suplementacao dietética de ferro (Burke et al., 2012). Embora a reposicao de

ferro nesses individuos seja de suma importancia, a ingestao inadequada e néo
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monitorada pode levar a intoxicagcao ou até mesmo o excesso desse mineral no
organismo (Auesrsperger et al., 2013; Alaunyte et al., 2015). O que facilita este
quadro é o facil acesso a medicamentos que contém ferro, como o sulfato
ferroso, por ser vendido sem controle de receitas por prescricdo médica
(Schiimann et al., 2012), por conta disto € um método que tem sido criticado
devido aos efeitos colaterais e 0 aumento do risco de toxicidade associada ao
uso exagerado/sem controle de suplementos de ferro (Burden et al., 2014;
Peeling et al., 2014). Assim com a caréncia de ferro, o excesso de ferro
também pode afetar o metabolismo aerdbio e o rendimento dos atletas
causando fraqueza, fadiga e atrofia muscular, como consequéncias dos niveis
excessivos de EROs (Reardon and Allen, 2013).

Estudo realizado em corredores apontou um quadro de deficiéncia de
ferro significativo entre os atletas (Mettler e Zimmermann, 2010) e por conta
disto a utilizacdo da reposicao deste metal. A deplecdo de ferro esta presente
em 28% das corredoras do sexo feminino, porém em menos de 2% dos do
sexo masculino. No entanto, os sinais de excesso de ferro também foram
evidentes, onde um em cada seis corredores do sexo masculino apresentaram

tais caracteristicas de sobrecarga de ferro (Mettler e Zimmermann, 2010).

Dados sugerem que até 79% dos atletas de elite utilizam suplementos
de ferro (Bruinvels et al., 2016). Em ciclistas, um estudo mostrou que a
suplementacao de ferro é utilizada nao € s6é apenas pela deficiéncia do mineral,
mas também como uma tentativa de aumentar o numero de glébulos
vermelhos e assim melhorar o desempenho nos treinos e competicdes (Zotter
et al.,, 2004; Huang et al., 2006). No entanto, o consumo desnecessario de
suplementos de ferro pode resultar em hiperferritinemia (Deugnier et al., 2002;
Zotter et al., 2004; Lippi et al., 2005) e levar ao acumulo hepatico e esplénico
de ferro (De Matos et al., 2013).

1.3 A homeostase de ferro no organismo

O ferro € um metal essencial para homeostase celular e participa de

processos fisioloégicos como sintese de DNA, respiracao celular, transporte de
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O2, eritropoiese e reacdes de oxidagao-reducao. (Dunn et al., 2006; Ganz,
2013; Gudjoncik et al., 2014). A obtencdo do ferro pode ocorrer através da
alimentacdo (absorcdo pelo epitélio duodenal) e/ou reaproveitamento de
eritrocitos senescentes (Dunn et al., 2006). O ferro da dieta é classificado
como heme ou ndo-heme. O ferro heme estéd presente nas carnes vermelhas,
visceras, peixes e aves, e que é mais facilmente absorvido. J& o ferro néo-
heme apresenta-se nos vegetais folhosos, graos e derivados animais, onde se
encontra principalmente na forma férrica (Fe®*), tendo baixa solubilidade e

biodisponibilidade (Grotto, 2010).

No epitélio duodenal, cerca de 10% do ferro encontra-se complexado
com proteinas (heme) e os outros 90% encontram-se na forma ndao-heme. A
absorcdo do ferro ndo-heme ocorre na porcdo duodenal do intestino pelo
transportador de metal divalente (DMT-1). Para o ferro ser absorvido, precisa
ser convertido da forma Fe®* para a forma Fe?*, pela enzima ferrirredutase
presente na membrana dos proprios enterdcitos. Quando reduzido, o ferro &
absorvido pelo enterdcito pela acdo do DMT-1 e associado a proteina ferritina.
De acordo com a necessidade do organismo, o ferro € removido da ferritina e
exportado para a circulagéo pela ferroportina (Mufioz et al., 2009; Ganz, 2013).
No meio extracelular, o ion ferroso € novamente oxidado pela enzima
hefaestina (Hp) na membrana basolateral dos enterécitos, 0 que permite sua
ligacdo com a transferrina (Tf) (Mufoz et al., 2009). Ja absorcéo do ferro heme
(oriundo da hemoglobina, mioglobina e carnes vermelhas) ocorre por
endocitose no enterdcito, mediada pela proteina transportadora do heme-1
(HCP1). Depois de interiorizado, o ferro liberado do complexo como ion ferroso
pela enzima heme-oxigenase passa a ser metabolizado de maneira
semelhante ao ferro ndo-heme (Mufioz et al., 2009), como mostra a figura 2. O
organismo humano absorve cerca de 1-2 mg de ferro por dia em uma dieta
normal contendo entre 13-18 mg de ferro (Dunn et al., 2006, Grotto, 2012;
Siddique & Kowdley, 2012; Ganz, 2013).
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Figura 2. Proteinas envolvidas na absorcao do ferro no epitélio duodenal. (1)
Conversdo do Fe®* em (2) Fe?" pela Dcyth (ferroredutase); (3) absorcdo do ferro pelo
DMT-1 (transportador de metal divalente-1) para enterdcito; (4) endocitose do ferro
heme mediada pela HCP-1 (proteina transportadora do heme-1); (5) ferro na forma de
ferritina (6) ferroportina responsavel pelo fluxo de ferro para fora da célula; (7) Fe®* é
oxidado em Fe®* pela enzima hefaestina; (8) ferro ligado a Tf (Adaptado de
www.ironatlas.com).

Outros mecanismos de obtencéo de ferro, além da absorcéo intestinal,
acontece pela fagocitose e a degradacdo de hemacias senescentes que
corresponde cerca de 25-30mg/dia de ferro para o organismo. Esta quantidade

7

de ferro é suficiente para manter a hematopoese diaria, que ocorre nos
macréfagos do baco, medula éssea e no figado pelas células de Kupffer. O
ferro obtido na dieta ou a partir da degradagdo das hemécias é armazenado
principalmente no figado, baco e medula déssea, complexado a ferritina e

disponibilizado para o sistema conforme a demanda (Grotto, 2008).

No plasma o ferro é transportado pela Tf (sintetizada no figado, retina,
testiculo e cérebro) e ela atua como um quelante minimizando sua reatividade
e facilitando seu transporte (Grotto, 2010). A Tf tem a capacidade de

transportar até 12 mg de ferro, em condicbes normais, e esta capacidade


http://www.ironatlas.com/

27

raramente é utilizada. Cerca de 4-6 mg de ferro circulam ligados a Tf,
equivalente a aproximadamente 30-50% de saturacao pelo ferro. Com o ferro
complexado a Tf, a internalizacdo é iniciada pela interacdo desse complexo
com o receptor da Tf (TfR) (Dunn et al., 2006).

O ferro €& armazenado no organismo na forma de ferritina e
hemossiderina no baco, no figado e na medula 6ssea (Grotto, 2010). Quando a
necessidade de ferro for maior que a oferecida pela dieta, as reservas sao
mobilizadas pela hepcidina, um horménio peptidico circulante, sintetizado pelos
hepatécitos, de forma induzida (Ganz, 2013). Como 0 organismo nao possui
um meio ativo de excretar ferro, necessita de equilibrio entre os locais
absorcdo, utilizacdo e estoque, em situacdes fisiolégicas, o organismo
consegue manter a homeostase do ferro principalmente pela acédo da
hepcidina. A excrecdo do ferro é feita lentamente e de maneira relativamente
constante, por secrecdes corpoOreas, descamacao das células intestinais e
epidérmicas e fluxo menstrual (Mufioz et al., 2009). Na figura 3, estédo
esquematizados os principais mecanismos envolvidos na homeostase do ferro

no organismo.
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Figura 3: Homeostase corporal do ferro (Adaptado de www.ironatlas.com).
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Em situacdo de sobrecarga crbénica de ferro, o mecanismo envolvido
depende da sua génese e pode ser classificada em priméria, quando resulta de
uma alteracdo na regulacdo da absorcdo do ferro, ou secundaria, quando
decorre de mecanismos associados a determinadas doencas genéticas ou
adquiridas. O termo sobrecarga de ferro € usado para descrever uma condi¢cdo
resultante do aumento do ferro circulante e dos depdsitos desse metal em
diferentes tecidos, normalmente associada a disfuncdo desses 0rgaos
(Siddique & Kowdley, 2012). Uma vez que ndo ha uma via fisiologica para
regular a excrecédo do ferro do organismo, a suplementacéo irrestrita de ferro
tem como consequéncia uma alta possibilidade de intoxicagao pela sobrecarga

de ferro circulante (Ganz, 2013).

A sobrecarga primaria estd associada a mutacdes nos genes que
codificam proteinas envolvidas na homeostase do ferro, como a
hemacromatose hereditaria, que é uma doenca autossémica recessiva
resultante da perda da regulacdo do ferro na circulacéo, levando ao acumulo
de ferro, que se deposita em diversos tecidos (Siddiqgue & Kowdley, 2012).
Quando se refere a sobrecarga secundaria, o fato comum a essas doencas €
anemia: anemias hemoliticas (talassemias, esferocitose hereditaria, anemia
autoimune, entre outras), presenca de doencas hematolégicas (anemia
sideroblastica, sindrome mielodisplasica) e doencas hepéticas (hepatite C,
esteatose hepatica ndo-alcolica) (Saad et al, 2010). A talassemia € a causa
mais comum de sobrecarga de ferro secundaria em consequéncia de uma
hematopoese ineficiente. Vale ressaltar que a principal causa que agrava o
status do ferro no organismo neste contexto, sdo as mdultiplas transfusfes

sanguineas (Gattermann, 2009; Siddique & Kowdley, 2012).

1.4 Sobrecarga de ferro e estresse oxidativo

Com a sobrecarga de ferro a capacidade de ligacéo a Tf fica totalmente
saturada e o ferro pode circular livremente pelo plasma, intensificando seu
depdsito tecidual (Siddique & Kowdley, 2012; Ganz, 2013). Essa forma livre do
ferro participa de reacbes (Reacdo de Fenton e Reacdo de Haber-Weiss) que
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levam a producdo de EROs, aumentando o estresse oxidativo e ocasionando
lesGes e destruicao celular (Shazia et al., 2012).

Fe3*+ 02" <> Fe? + 02

Fe?*+H,0, —> Fe® + HO" + OH-
(Fenton rzaction)

02‘- <+ HzOzH 02 + HO""‘OH-
(Haber-Weiss reaction)

A sobrecarga de ferro tem sido relacionada a muitas desordens
morfofuncionais em diversos 6rgdos, sendo o figado, o principal 6rgdo afetado
pois € seu principal local de armazenamento. (Siddique & Kowdley, 2012;
Santos et al., 2012a; Santos et al., 2012b). Desta forma, o acumulo de ferro
resulta em disfungéo sistémica envolvendo 6rgdos como coracao, figado, baco,
sistema enddcrino, artérias, cérebro e pulmdo (Day et al, 2003; Jiang et al,
2007; Lou et al, 2009; Ma et al, 2012). O depdésito continuo de ferro no figado
desencadeia um processo inflamatério que provoca um enrijecimento que pode
evoluir para cirrose ou cancer. No pancreas, o processo inflamatorio, causado
por ferro em excesso, pode prejudicar a capacidade de se produzir insulina,
levando a um quadro de diabetes (Siddique & Kowdley, 2012; Santos et al.,
2012a; Santos et al., 2012b). Disfunc¢des no sistema reprodutor também foram
evidenciadas em estudos com roedores, onde excesso de ferro provocou
alteracdes no eixo hipotalamo-hip6fise-gonadal e aumento da producédo de
EROs em fémeas (Rossi et al.,, 2016) e machos (Lucessoli et al., 1999). No
coracdao, o efeito téxico do ferro envolve a ocorréncia de arritmias e disfuncéo
cardiaca com altas taxas de mortalidade, basicamente por aumento da geracéo
de radicais livres e diminuicdo das vias antioxidantes enddgenas (Day et al.,
2003; Oudit et al, 2003). Nosso grupo de estudo demonstrou
comprometimento na fungdo cardiaca de animais com sobrecarga de ferro
aguda, o que resultou em aumento de EROs (OH' e H202) e prejuizo na
contratilidade miocardica, reduzindo a geracdo de forca por diminuicdo da
atividade da ATPase miosinica e da sensibilidade miofilamentar ao Ca2* (Avila
et al., 2016).
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Na funcéo vascular a sobrecarga de ferro exibe alteracdes na estrututura
(Ribeiro Janior et al., 2017; Fidelis et al 2020) e/ou na funcéo da artéria (Day et
al., 2003; Marques et al., 2015). Assim como ocorre no figado, baco e em
outros Orgaos, em situacao de excesso de ferro o acumulo tecidual também é
evidenciado em artérias (Cusma et al.,, 2013; Fidelis et al., 2019), o que
acarreta em prejuizo da funcdo endotelial, no tébnus vascular e aumento de
EROs local (Marques et al., 2015; Ribeiro Janior et al., 2017). A relacdo entre
sobrecarga de ferro e disfuncdo endotelial em modelo animal, foi demostrado
em trabalhos anteriores do nosso grupo, que descreveram alteracdes na
reatividade vascular em vasos de diferentes leitos, tal como em aortas
(Marqgues et al., 2015; Marques et al., 2019), artérias pulmonares de resisténcia
(Bertoli et al., 2018) e artérias mesentéricas de resisténcia (Ribeiro Junior et al.,
2017).

Os impactos sobre funcdo vascular se correlacionam com a
concentracdo de ferro tecidual e, consequentemente, com o aumento do
estresse oxidativo que, por sua vez, desencadeia mecanismos moleculares que
podem levar a danos vasculares. Estudos experimentais e clinicos
demonstraram uma associacao entre sobrecarga de ferro, estresse oxidativo,
depdsito vascular e disfuncao vascular (Gaenzer et al., 2002; Kukongviriyapan
et al.,, 2008; Cusma et al, 2013; Marques et al., 2015; Ribeiro Junior et al.,
2017; Fidelis et al, 2019).

Na sobrecarga de ferro, a disfuncédo endotelial também é caracterizada
pela vasodilatacao reduzida e/ou aumento da resposta vasoconstritora (Zhou et
al., 2000; Anderson et al., 2000; Day et al., 2003), devido ao aumento da
producdo de EROs, que desencadeia alteracbes na funcdo endotelial, como
demonstrado em trabalhos clinicos e experimentais (Gaenzer et al., 2002; Lou
et al., 2009; Kramer et al., 2012; Pardo Andreu et al., 2009; Kukongviriyapan et
al., 2008; Day et al., 2003). Estudos em roedores demonstraram aumento do
estresse oxidativo apos administracdo crbnica de ferro (Lou et al., 2009;
Kramer et al., 2012; Marques et al., 2015; Ribeiro Janior et al., 2017; Bertoli et
al., 2018) e também na administragdo aguda de ferro (Pardo Andreu et al.,
2009; Lucesoli et al., 1999; Rossi et al., 2016), o que desencadeia mecanismos

moleculares que levam a danos teciduais e sisttmicos. Em humanos,
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observou-se uma associacdo entre o aumento do estresse oxidativo e o
prejuizo da modulagdo endotelial em condicbes de sobrecarga de ferro de
origem primaria e secundaria (Gaenzer et al., 2002; Kukongviriyapan et al.,
2008).

Sabe-se que a sobrecraga de ferro leva a prejuizo na modulagéo
endotelial em resposta a uma reducgéo da participacdo do NO (Russo et al.,
2002). De fato, diferentes estudos demostraram que 0 estresse oxidativo
circulante e vascular contribui para disfuncdo endotelial bem como para a
reducdo da biodisponibilidade de NO em situacdo de sobrecarga (Marques et
al., 2015; Ribeiro Junior et al., 2017; Bertoli et al., 2018). Assim como mostra
Marques et al., (2015) em seu estudo, onde a administracdo cronica de ferro
aumentou a producédo de EROs e diminuiu a biodisponibilidade de NO, além de
apresentar participacéo significativa da angiotensina Il e aumento da NADPH
oxidase na aorta. Nesse sentido, como a diminuicdo da biodisponibilidade de
NO em condi¢cbes patolégicas muitas vezes ocorre como resultado de sua
degradacdo metabdlica por EROs, tais como anion Oz, a hiperreatividade a
fenilefrina em modelos de sobrecarga de ferro estaria relacionada ao aumento

de Oz, como demostra Ribeiro Janior et al., (2017).

As alteracbes vasculates na sobrecarga de ferro estdo associadas nao
s6 ao aumento da producdo de EROs, mas também a uma resposta
antioxidante reduzida (Marques et al., 2015; Ribeiro Junior et al., 2017; Bertoli
et al., 2018). Estudos demonstram reducdo dos mecanismos de defesa
antioxidante, como a SOD e a catalase (Zhang et al., 2014; Badria et al., 2015).
E esta alteracdo ocorre ndo sé a nivel de expressdo, mas também a atividade
enzimatica é alterada como mostrou Marques et al., (2019) em aorta de
camundongos apoE-/-, onde a sobrecarga de ferro reduziu as atividades da
SOD e da catalase. Em situacdo de desequilibrio onde producdo dos radicais
livres supera a acdo antioxidante do organismo, ja € bem conhecido que o
estado oxidante resultante promove disfungcdo endotelial, induz a danos
vasculares e pode levar a uma peroxidacao lipidica (Siddique & Kowdley, 2012;
Fernandes et al., 2017).
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1.5 Justificativa e Hip6tese

Esta bem descrito que a pratica de exercicio fisico aerdbico impacta as
DCV, principalmente sobre a funcdo vascular, onde atua reduzindo as
respostas contratéis mediado pelo aumento da sintese/biodisponibilidade de
NO e melhorando o sistema antioxidante, mecanismos responsaveis pela
melhora da funcdo endotelial. Em contrapartida, a sobrecarga de ferro,
promovida por uma suplementacdo exagerada de ferro para melhorar o
desempenho esportivo, pode causar importantes danos cardiovasculares. O
excesso de ferro tem relacdo com a disfuncdo endotelial, que é caracterizada
por uma resposta hipercontrétil, por diminuir a modulagdo do NO, que é
prejudicada pelas EROs. Partindo desse pressuposto, nosso estudo mimetiza a
pratica de exercicio fisico como promotor de saude em individuos com
sobrecarga de ferro, seja por suplementacao de ferro ndo controlada, seja por

doencas tal como hemocromatose e talassemia.

Assim, sabendo dos efeitos benéficos do exercicio fisico aerdbico sobre
a funcéo vascular, considerando a frequente associacdo da suplementacdo de
ferro a préatica de exercicios para melhorar o desempenho esportivo, que em
excesso, promove efeitos deletérios sobre o sistema vascular, este estudo
avalia a hipotese de que a sobrecarga crénica de ferro interfere nos efeitos

benéficos do exercicio aerdbico moderado sobre a funcdo vascular de ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar se a sobrecarga cronica de ferro prévia interfere nos efeitos

benéficos promovidos pelo treinamento fisico aerdbico de intensidade

moderada sobre a funcao vascular de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

Estabelecer um modelo experimental de sobrecarga de ferro em ratos;

Estabelecer um protocolo de treinamento aerébio de moderada

intensidade em ratos;

Determinar os efeitos da suplementacao de ferro e exercicio fisico sobre

0s parametros hemodinamicos de ratos;

Descrever os efeitos da sobrecarga de ferro e do exercicio aerdbio sobre

a morfologia da aorta de ratos;

Identificar o impacto da sobrecarga crbnica de ferro prévia nos efeitos do

treinamento aerébico sobre a reatividade vascular de aorta de ratos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus novergicus albinus), com
idade aproximada de 8 semanas, pesando entre 200-300 gramas, cedidos pelo
Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo — UFES. Durante o tratamento, os ratos foram mantidos em gaiolas
coletivas, sob condi¢cbes controladas de temperatura e umidade, com livre
acesso a agua e racao e o ciclo claro-escuro invertido de 12h. Todos os
procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA n°
88/2015).

3.1.1 Protocolo de sobrecarga cronica com ferro

Inicialmente uma randomizacéo foi feita para distribuicdo de dois grupos
experimentais: animais injetados com ferro ou com solugéo salina. O grupo
com sobrecarga de ferro (grupo Fe) recebeu injecfes i.p. de ferro-dextrano
(Ferrodex®, marca Fabiani, Fabiani Saude Animal Ltda, Sdo Paulo/SP, Brasil)
na dose diaria de 100 mg/Kg, 5 vezes por semana durante quatro semanas,
totalizando 2000 mg/kg de dose acumulada; enquanto o grupo controle (grupo
Ct) recebeu injecbes i.p de solucdo salina (NaCl 0,9%) no mesmo periodo
tempo. Todas as doses do tratamento (Ct e Fe) foram ajustadas semanalmente
de acordo com a pesagem dos animais tal como descrito previamente
(Marques et al., 2015). O protocolo de treinamento fisico foi iniciado ao final

das quatro semanas de administracao do ferro ou solugéo salina.

3.1.2 Protocolo de Treinamento Fisico Aerébico

O programa de corrida foi realizado em uma esteira rolante (Figura 4)
especifica para ratos (Insight Instrumentos Ribeirdo Preto, SP, Brasil), 5 dias

por semana, durante 8 semanas, por 60 minutos. O protocolo de treinamento
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fisico aerébico em esteira utilizado foi adaptado de Carneiro-Junior et al.
(2013), sendo descrito a seguir.

Antes do inicio do treinamento fisico aerobio, todos os animais foram
aclimatados na esteira rolante por 5 dias, com duracdo de 10 min/dia, sem
inclinagdo e com velocidade de 10 m/minuto. Para selecdo dos animais aptos a
corrida, consideramos como predisposicdo a corrida a participacdo dos animais
na familiariazacdo por no minimo 3 dias, seja 0 animal correndo por vontade
prépria, ou até mesmo agueles que precisavam de um estimulo manual para se
manterem correndo. Os animais que n&o se adaptaram a corrida foram
direcionados para experimentos piloto ou para o treinamento e

aperfeicoamento das técnicas, ndo sendo mais utilizados neste estudo.

Apoés esse periodo, os animais dos grupos Ct e Fe aptos a corrida, foram

randomizados nos respectivos grupos experimentais:

v' Grupo controle sedentario (Ct): animais que receberam solucéo salina
i.p. € que ndo foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico;

v Grupo sobrecarga de Fe sedentario (Fe): animais que receberam
ferro-dextrano i.p., e que ndo foram submetidos ao protocolo de
exercicio fisico;

v Grupo controle treinado (CtEx): animais que receberam solucdo
salina i.p. e que foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico;

v Grupo sobrecarga de Fe treinado (FeEx): animais que receberam
ferro-dextrano i.p. e que também foram submetidos ao protocolo de

exercicio fisico.

Figura 4. Esteira rolante para ratos.
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3.1.2.1 Teste de velocidade maxima de corrida

Apébs 48 horas do periodo de adaptacdo, os animais aptos a corrida foram
submetidos ao teste na esteira rolante para determinacdo da velocidade
maxima de corrida (VMC). O teste foi iniciado com velocidade a 10 m/min, 0°
de inclinagdo, com incrementos de 3 m/min na velocidade da esteira a cada 3
minutos, até a fadiga dos animais. O momento da fadiga foi definido quando os
animais ndo mantiveram a corrida de acordo com a velocidade da esteira. A
intensidade do protocolo de treinamento foi monitorada através do aumento
progressivo do tempo e da velocidade de corrida, que considerou a intensidade
como o percentual da VMC. O teste na esteira rolante para determinagéo da
VMC foi realizado em cada animal de todos 0s grupos experimentais no inicio
da primeira semana e ao final da oitava semana do programa de treinamento
(48h apos a sessao de treinamento), que sdo utilizados para comparacéo e
avaliagdo da capacidade de corrida e tolerancia a fadiga dos animais treinados
em comparacao aos grupos sedentarios. Ao final da quarta semana, os animais
dos grupos treinados (CtEx e FeEx) fizeram novo teste de VMC apenas para
ajustar a velocidade de acordo com a intensidade estabelecida (velocidade de
corrida). Na figura 5, mostra a representacdo esquematica dos protocolos

experimentais do tratamento e o protocolo do treinamento fisico.

O protocolo contou com sessfes progressivas no tempo/dia de 30 min até
atingir 60 min na primeira semana e 60 minutos/dia até o final da 8% semana, e

o detalhamento esta descrito na sequéncia:

e Semanas 1 a 4: teste inicial de VMC em todos os grupos. Corrida
estabelecida a 60% da VMC,;

e Semana 5: segundo teste de VMC apenas para os grupos CtEx e FeEx
e ajuste da velocidade a 65-70% da VMC,;

e Semanas 5 a 8: Corrida estabelecida a 65-70% da VMC.

e Semana 8: teste final de VMC em todos 0s grupos.
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Figura 5. Representacdo esquematica dos protocolos experimentais.

3.2 Hemodinamica Arterial

ApGs 48 h do ultimo teste de velocidade maxima de corrida, 0os animais
foram anestesiados com uretana por via i.p. (1,2 g/kg, Sigma, SP, Brasil) para
avaliacdo direta dos parametros hemodinamicos arteriais. O plano anestésico
foi avaliado pela responsividade ao estimulo doloroso, e quando necessario,

houve suplementagdo na dose do anestésico utilizado.

ApoOs o procedimento anestésico, os animais foram submetidos a cirurgia
de cateterizacdo da artéria carétida direita com canulas de polietileno PE-50
(Intramedic Polyethylene Tubing, Clay Adams, Becton and Dickinson Company,
Nova Jersei, EUA) preenchidas com salina heparinizada (50 U/ml). A artéria
carotida foi separada delicadamente do tecido conjuntivo, em seguida a canula
foi inserida e amarrada com um fio sem obstruir o fluxo de sangue. O cateter
arterial foi acoplado a um transdutor de pressdo (TSD 104A — Biopac)
conectado a um pré-amplificador, que por sua vez foi conectado ao sistema de
aquisicdo de dados, o qual utilizava uma taxa de amostragem de 2000
amostras/s (MP 30 Byopac Systems, Inc; CA) e processadas por um
computador. Apés 20 min de estabilizagdo, foram analisados os seguintes
parametros: pressao arterial sistolica (PAS), presséo arterial diastolica (PAD) e

frequéncia cardiaca (FC).
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3.3 Determinacéao do ferro sérico e avaliacdo biométrica

ApGs o estudo hemodinamico, e com os animais ainda anestesiados, as
amostras de sangue foram coletadas por meio de puncdo na artéria aorta
abdominal e acondicionadas em tubos sem heparina, para obtencdo de soro
por centrifugagdo a 1200g por 15 minutos (Eppendorf-Neitheier- Hinz GmbH
22331, Alemanha). A concentragéo de ferro e a capacidade total de ligacao do
ferro e capacidade de ligacéo do ferro ndo saturado (UIBC) foram mensuradas
em amostras de soro, em duplicata, por método colorimétrico direto (Analise
bioquimica automética, CMD 800ida marca Wienerlaboratories, Rosario,
Argentina). O ferro sérico foi liberado da Tf em tampéao acetato (150 mM) com
pH 4,5 e reduzido pelo acido ascérbico (30 mM). A sequir, o Fe*?, ao reagir
com agente colorimétrico sulfonato pyridyl bisphenyltriazine (ferrozine 0.2 mM),
produzia a cor margenta, que foi mensurada a 560 nm. A porcentagem de
saturacdo da Tf foi calculada pela razdo entre o ferro sérico e a capacidade

total de ligacéo.

Além disso, apds eutandsia por exsanguinacdo com o animal
anestesiado, foi retirado musculo esquelético gastrocnémio (por¢cdo medial e
lateral) que foi imediatamente pesado em balanca de precisdo e em seguida
congelado a —20° C. O figado também foi retirado, pesado e congelado a -20°
C. Os valores absolutos foram corrigidos pela tibia direita, devidamente

dissecada e medida com auxilio de paquimetro, e representados em g/mm.

3.4 Determinagéo do ferro tecidual

O ferro depositado no figado e no musculo esquelético gastrocnémio
(porcdo medial e lateral) foi quantificado por um espectrobmetro de absorcéo
atbmica ZEEnit 700 (AnalytikJena, Jena, Alemanha). As medidas foram feitas
por espectrometria de Absorcdo Atbmica com chama (F-AAS), usando a
correcdo de fundo continuo (lampada de deutério). As medidas feitas em 4
replicatas por animal, para cada 6rgao analizado. A taxa de acetileno e a altura
do queimador foram ajustadas para obtencdo de sinais de absorbancia

maximos. O acetileno (99,5 %, White Martins, Rio de Janeiro, Brasil) e o ar
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sintético (99,999 %, White Martins, Rio de Janeiro, Brasil) foram utilizados
como combustivel e gases oxidantes, respectivamente. As amostras de 0rgaos
foram secas durante 72 horas a 60°C e depois foram maceradas. Uma
decomposicdo acida assistida por microondas (GO Multiwvave Anton-Paar,
Austria) foi realizada com as amostras usando uma massa de 0,1 g, 3 mL de
HNO3 65% p/p PA (Merck Millipore, EUA), 1 mL H202 30% v/v PA (Proquimios,
Rio de Janeiro, BRA) e 4 mL de agua ultrapura (resistividade <18,2 MQ,
PURELAB Ultra, ELGA, Reino Unido). Apdés o arrefecimento, a solucéo foi
diluida para 15 mL. O espaco em branco foi preparado nas mesmas condi¢des
que as amostras experimentais. O limite de deteccdo obtido para

determinacdes de Fe foi 34,7 mg/Kg (Bressy et al., 2013).

3.5 Andlise histoldgica

Amostras de aorta e figado foram fixadas em formalina a 4%.
Posteriormente, os tecidos foram processados e embebidos em parafina a
58°C. Secc¢bOes com 5 pum de espessura foram obtidas e montadas em laminas,
sendo armazenadas até o momento da coloracdo. Para coloracdo, as laminas
permaneceram por no minimo 1h em estufa a 60°C. A seguir, foram coradas
com hematoxilina e eosina (H&E) ou ferrocianeto de potassio (azul da Prussia),
para analisar morfometria da aorta e deposicdo de ferro in situ,
respectivamente. Para coloracao, inicialmente as laminas contendo as secc¢des
de aorta ou figado foram desparafinizadas através da imersdo em trés banhos
consecutivos de xilol P.A., seguido de xilol P.A e &lcool P.A (1:1). Para
hidratacdo as laminas foram imersas em 3 banhos de &lcool P.A. e em banhos
seriados de agua destilada, em cada banho as laminas permaneceram por 5

min. A seguir as coloracdes especificas foram seguidas.

Para a técnica de coloracdo com azul da Prussia as secc¢bOes foram
imersas durante 30 min em solugdo contendo ferrocianeto de potassio (5%) e
acido cloridrico (5%) (1:1). A seguir as laminas foram imersas durante 5 min em
agua destilada, e imersas em banho com eosina (1h30min) para corar os
componentes basicos, realizando a contra coloracdo. Apos, foi feito banho com

adgua destilada novamente por 5 min, seguido das etapas de hidratacdo e
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desparafinizacdo. Ao fim, foi inserido meio de imersdo e montagem (balsamo

do Canada) e laminula sob as sec¢des presentes na lamina.

A coloracdo com H&E seguiu as etapas semelhantes a coloracdo com
azul da Prussia, exceto a de imersdo em solucdo de ferrocianeto de potassio
que foi substituida pela imersdo em solucdo contendo hematoxilina (para corar
partes acidas, especialmente os nucleos), onde as laminas com seccdes de
aorta foram inseridas por 4 min. Além disso, inclui-se a etapa de diferenciacéo

com alcool acido (1%) apds o banho com eosina.

As imagens digitais foram coletadas no microscépio éptico Leica DM
2500 com aumento final de 100x (para figado) e 400x (para aorta). Para a
analise, foram utilizados 5 segmentos da aorta por animal para obter a média
amostral do respectivo animal. A analise de morfometria e depésito de ferro na
aorta (analise semi- qualitativa) foi realizada utilizando o software ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, EUA). A andlise de deposicéo de ferro
tecidual no figado foi qualitativa (realizada por F-AAS) e as imagens foram
utilizadas como representacao ilustrativa do acumulo de ferro tecidual no

figado.

3.6 Avaliacdo dareatividade da artéria aorta toracica

Apo6s a avaliagdo hemodindmica, os animais foram eutanasiados e a
aorta toracica foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente em uma
placa de Petri contendo solucédo de Krebs-modificado, composta por (em mM):
NaCl 127; KCI 4,7; CaCl2.2H20 2,5; MgS04.7H20 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3
24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogénica contendo 5% de
CO2 e 95% de O2. Esta solugéo foi mantida com pH 7,4. Na placa de Petri o
tecido conectivo e adiposo foram cuidadosamente removido e aorta foi dividida
em 6 a 7 segmentos cilindricos de aproximadamente 4 mm de comprimento
(Figura 6).
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Figura 6. (A) Aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo solugédo de
Krebs, antes da manipulagéo para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Apés a
retirada dos tecidos e sendo dividida em segmentos cilindricos entre 3-4 mm
(Marqgues, 2015).

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 mL de solucéo de
Krebs-Henseleit aquecida a 36+0,5°C, continuamente gaseificada com mistura
carbogénica. Dois fios de a¢o inoxidavel em forma de triangulo foram passados
através do lumen dos segmentos, de forma que ficassem paralelos na luz do
vaso. Um triangulo foi fixado a parede do banho e o outro conectado
verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica. Assim, qualquer alteracao
do tbnus do vaso foi captada pelo transdutor de forca (TSD 125) conectado a
um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa

Béarbara, CA - USA) e este a um computador (Figura 7).
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Figura 7. Preparacdo dos anéis isolados de aorta para avaliacdo da reatividade
vascular in vitro (Marques, 2018).
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3.6.1 Avaliagdo da reatividade vascular ao cloreto de potassio

Apés o periodo de 45 minutos de estabilizacdo, foi administrado ao
banho 125 pl de KCI 3 M (resultando numa concentracédo no banho de 70 mM)
para verificar a atividade contratii do musculo liso vascular induzida por
despolarizacdo. Apoés atingirem uma variacdo de um grama de forca a partir do
valor basal, estes anéis eram lavados com solucdo de Krebs-Henseleit até
retornar a tenséo de repouso (Figura 8B, C). Apds 30 minutos de estabilizacdo
(Figura 8D), uma nova dose de KCI, semelhante a anterior, foi adicionada ao
banho para a aquisicdo de uma contracdo maxima do musculo liso vascular,
aferida apés 30 minutos da adicdo, tempo necessario para atingir um platd no
registro da contracdo (Figura 8E, F). ApoOs este platd, os anéis foram
novamente lavados trés vezes com a solucao de Krebs-Henseleit para atingir o
valor basal (1.0 grama) e, apos 30 minutos (Figura 8G, H), esses anéis foram

submetidos a avaliacao da integridade funcional do endotélio.
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Figura 8. Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso
vascular com KCI e avaliagdo da integridade funcional do endotélio. Avaliacdo da
viabilidade do musculo liso vascular com KCI: A) Periodo de estabilizacdo inicial (45
min permanecendo na tensdo de 0.9 a 1.3g); B) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; C)
Lavagem dos anéis com solucao Krebs-Henseleit; D) Periodo de estabilizacao (30
min); E) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platd da contragcéo induzida pelo KCI (75
mM); G) Lavagem dos anéis com solugdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de
estabilizacdo (30 min). Avaliacdo da integridade funcional do endotélio:l) Pré-
contracdo com fenilefrina (PE) 10°M; J) Platd da contracdo induzida pela PE; L)
Adicéo de acetilcolina (ACh) 10-°M. O tempo foi registrado em minutos, eixo horizontal
(intervalo de 80 min) e a forca em gramas (Q), eixo vertical.
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3.6.2 Avaliagado daintegridade funcional do endotélio

A funcdo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo
agonista muscarinico, acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-
contraidos com fenilefrina (PE) 10® M. Uma vez atingido o platd, uma dose
Unica de acetilcolina (ACh) 10° M foi aplicada (Figura 8l, J, L). A integridade
endotelial foi determinada por um relaxamento maior ou igual a 80%. Nenhum
anel foi descartado, pois o comportamento da artéria € desconhecido devido a

duracédo do tratamento e associacdo ao exercicio fisico.

3.6.3 Protocolos Experimentais
3.6.3.1 Resposta vasoconstritora a fenilefrina

Ap6s a avaliacdo da integridade funcional do endotélio, a solugéo
nutridora do banho foi trocada trés vezes para que a tensdo basal fosse
estabelecida. Apés 30 minutos de estabilizacao, foi realizada a incubacédo dos
farmacos e, apd6s mais 30 minutos foi iniciada a curva concentracéo-resposta a

fenilefrina (101° a 3x10* M) de maneira cumulativa nos grupos estudados.

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento,
foram realizados da seguinte forma: o farmaco a ser estudado foi incubado por
30 min (L-NAME, Tempol, DETCA e Catalase+DMSO), e foi realizada a curva
concentracéo resposta a fenilefrina (101° a 3x10* M) (Figura 9).

FE 10 ¢

I
il

FE 10 -10 l

l | RN

30 minutos

Figura 9. Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubacdo com o
farmaco a ser estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentracao-
resposta a FE (101° a 3x10*M) (Marques, 2018).
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Com a finalidade de estudar a participacdo do 6xido nitrico (NO) sobre
os efeitos vasculares promovidos pela associagao da exposi¢cao da sobrecarga
de ferro com o exercicio fisico, os anéis de aorta foram incubados com um
inibidor néo-seletivo da enzima oOxido nitrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME, 100 pM).

A fim de investigar se a sobrecarga prévia de ferro interfere nos efeitos
do exercicio fisico aerébico na participacdo das espécies reativas de oxigénio e
as vias antioxidantes, foram realizadas curvas concentracdo-resposta a
fenilefrina na presenca de tempol (1 mM), um mimético da superoxido
dismutase e, por tanto, um “varredor’” de O2"; o acido dietilditiocarbamico
(DETCA, 0.5 mM), um bloqueador da superoxido dismutase ou a catalase
(1000 U/mL), um “varredor” enzimatico de perdxido de hidrogénio (H202)
acrescida do dimetil-sulféxido (DMSO, 100 mM), neutralizador da acéo lesiva

dos radicais hidroxila (OHe).

3.7 Deteccdao in situ da producado de 6xido nitrico e de anion superoxido

em aorta

A disponibilidade local de NO foi determinada utilizando 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2), segundo protocolo padronizado (Marques et al.,
2015). Apés isolamento e dissecgéo, as aortas foram incorporadas em um meio
de congelamento (Killik-OCT Easy Path, Erviegas Ltda, SP, Brasil). As seccdes
de aorta foram cortadas em criostato a 10 um de espessura e transferidas para
laminas gelatinizadas, congeladas até o momento do protocolo com DAF-2. As
laminas foram mantidas em estufa a 37°C por uma hora para retirar o meio de
inclusdo. A seguir as seccdes de aorta foram incubadas em idénticas
condi¢gbes a 37° C por 30 min com tampao fosfato (0,1 M) contendo CaCl:
(0,45M). As laminas foram secadas e incubadas durante 30 min a 37°C em
camara umida protegida da luz com 8 yM de DAF-2 diluido em solucdo tampéo

fosfato contendo CacCla.

O corante fluorescente oxidativo diidroetidio (DHE) foi utilizado para

avaliar a producédo/presenca de O2" in situ. A hidroetidina permeia livremente
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as células e é oxidada na presenca de O2" ao brometo de etidio, que é
aprisionado pela intercalacdo com o DNA. O brometo de etidio € excitado a 546
nm e tem um espectro de emissdo de 610 nm. Os segmentos de tecido
incorporadas em um meio de congelamento foram cortados em seccdes de 10
Mm de espessura e colocados em uma lamina de vidro. Para realizagcdo do
protocolo, as laminas foram mantidas em estufa a 37°C por uma hora para
retirar 0 meio de inclusdo. Em seguida, as seccfes de aorta foram incubadas
com tampéao Krebs-HEPES, em idénticas condi¢cdes por 30 min a 37°C. Foram
entdo secadas e incubadas com solucdo tampao de Krebs-HEPES contendo
DHE (2 yM) em camara umida e protegida da luz, a temperatura de 37°C por

30 min.

As imagens digitais foram coletadas em um microscépio de
fluorescéncia Leica DM 2500 acoplado a uma camera Leica DFC 310 FX. Para
a quantificacdo, cinco seccbBes por animal foram amostradas para cada
condicdo experimental. A densidade de fluorescéncia média foi calculada

usando o software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, EUA).

3.8 Expressdao proteica por western blotting

Amostras congeladas de aorta foram trituradas e sonicadas com tampao
RIPA gelado (Sigma Aldrich, St Louis, EUA), os homogeneizados foram
centrifugados a 1200g, o sobrenadante foi coletado e a concentracdo de
proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976). A solucdo de
Laemmli foi adicionada a aliquotas contendo 40 ug de proteina de cada animal
e as amostras foram carregadas em geis de 7,5, 10 ou 12% acrilamida (TGX
Stain-Free Gels, Bio-Rad). As proteinas foram separadas por eletroforese em
um sistema de células MiniPROTEAN Tetra (Bio-Rad) por 2 h a 120 V em
tampéo contendo 140 mM de glicina, 37 mM Tris base e 1% de dodecil sulfato
de sédio (Sigma Aldrich, St Louis , EUA). Os géis foram entdo ativados por
irradiacdo com UV (Sistema de Imagiologia ChemiDoc XRS +, Bio-Rad)
durante 1 min, o que produziu um sinal fluorescente apartir dos residuos de
triptofano presentes nas proteinas e foi registrada uma imagem do gel emitindo

essa fluorescéncia. As proteinas separadas foram transferidas para
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membranas de nitrocelulose (BioRad) durante 18 h a 40 V, numa solucao de
transferéncia arrefecida com gelo contendo glicina 140 mM, base Tris 37 mM e
20% de metanol. O teor total de proteina para cada amostra foi determinado
pela emissdo de fluorescéncia pelos residuos de triptofano das proteinas
separadas (ChemiDoc XRS+, Bio-Rad). As membranas foram bloqueadas com
leite desnatado a 5% (Molico, Nestlé) em solugdo Tris-tamponada (25 mM,
NaCl 137 mM) com Tween 20 (0,2%, TBST) por 1 h sob agitacdo a
temperatura ambiente e incubadas com anticorpos primarios diluidos em TBST,
incluindo: anti Cu/Zn superdxido dismutase (anti-Cu/Zn SOD, 1:1000, Sigma
Aldrich, Germany), anti 6xido nitrico-sintase endotelial (anti-eNOS, 1:200, BD
transductions Laboratories, San Jose, CA, EUA), anti-eNOS fosforilada (anti-p-
eNOS (Serl1177), 1:200, Millipore, San Francisco, EUA) e anti-catalase (1:1000,
Sigma Aldrich, Germany), sob agitacdo durante a noite a 4°C. Depois de
cuidadosamente lavadas, as membranas foram incubadas com conjugado de
StrepTactin-HRP (1:5000) e anticorpos secundarios anti-camundongo (1:5000,
SigmaAldrich, St. Louis, EUA) ou anti-coelho (1:5000, Sigma-Aldrich , St. Louis,
EUA), diluidos em albumina de soro bovino a 3% (Sigma-Aldrich, St Louis,
EUA) em TBST durante 1 h com agitacdo antes de serem novamente lavados
com TBST. Um substrato quimioluminescente (acido cumarico 0,2 mM, luminol
1,25 mM, Tris-HCI 0,1 M e peréxido de hidrogénio a 0,06%) foi adicionado as
membranas e as imagens foram obtidas com um sistema ChemiDoc XRS+. A
intensidade da luminescéncia foi quantificada e normalizada pelo contetdo total

de proteinas da amostra usando o Image Lab 6.0.1 Software (Bio-Rad).

3.9 Andlise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média = erro padrdo da média
(EPM). Para cada conjunto de dados, o teste de Grubbs (com alfa 0,05) foi
utilizado para identificar e excluir dados aberrantes (outlier). As diferencas
foram analisadas ANOVA duas-vias, seguidas do pos-teste de Fisher para
multiplas comparacgdes, quando aplicavel. Para comparar as magnitudes dos
efeitos do tratamento na resposta vascular, foram calculadas as diferencas nas

areas abaixo das curvas (dAUCSs) entre os grupos. Para a andlise da expresséo
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proteica, os dados estdo expressos como a razao entre 0s sinais no
immunoblot correspondente a proteina estudada e a proteina total,
normalizados pelo valor de uma amostra do grupo controle. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPrism Software 6

(San Diego, CA, EUA). O p<0,05 foi considerado para indicar significancia.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerdébico sobre a

capacidade de corrida

Os parametros avaliados dos testes de velocidade maxima de corrida
sao apresentados na Tabela 1. Todos os animais foram submetidos ao teste de
capacidade fisica em esteira rolante, até a exaustdo, tanto no inicio quanto ao
final do protocolo de treinamento fisico aerébico e o tempo total até a fadiga foi
obtido como uma medida do desempenho de corrida. O teste de VMC inicial
mostra que a capacidade de corrida de todos os grupos foram semelhantes,
demonstrando homogeneidade entre os quatro grupos experimentais e nenhum
efeito da sobrecarga de ferro na capacidade de corrida. No entanto, as oito
semanas de treinamento com exercicio aerdbico em esteira foram capazes de
melhorar substancialmente o tempo até a exaustdo e a velocidade no teste de
VMC nos grupos exercitados (CtEx e FeEx) em comparacdo com o0s
sedentarios (Ct e Fe). E entre os grupos exercitados teve uma leve reducao no

tempo a fadiga no grupo FeEx em comparacédo ao CtEx.

Tabela 1. Efeitos do treinamento aerdbico e da sobrecarga cronica ferro sobre
capacidade aerdbica dos ratos

Ct CtEx Fe FeEx

Capacidade Fisica (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Tempo até a fadiga, inicial (min) 17,3111 17,7¢0,8 16,1+0,8 16,8%1,2
Velocidade méaxima, inicial (m/min) 23,115 23,8+0,9 21,4+0,9 22,8+1,2
Tempo até fadiga, final (min) 10,3x0,9 27,7+0,8* 8,3+0,8 25,1+1,0**

Velocidade méxima, final (m/min) 17,3+0,1 33,7+0,7* 14,1+0,8% 31,8+1,1*

Dados sao expressos como média + EPM. ANOVA de duas vias seguido pelo teste
post-hoc de Fisher. O nimero de animais usado estd indicado nos parénteses.
*p<0.05 efeito do exercicio (vs. respectivo sedentario); #p<0.05 efeito da sobrecarga
de ferro (vs. respectivo controle).
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4.2 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerdbico sobre as

caracteristicas fenotipicas do modelo experimental

A tabela 2 mostra as caracteristicas do modelo experimental nos
parametros de ferro no sangue. Observamos que 0s grupos Fe e FeEx
apresentaram aumento significativo do ferro sérico e no indice de saturagdo da
Tf quando comparados aos grupos controles (Ct e CtEx). JA a UIBC
apresentou-se reduzida nos grupos tratados com ferro-dextrano. Apesar disso,

0 exercicio fisico aerdébico ndo foi capaz de modificar estes parametros.

Tabela 2. Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerébico nos parametros
hematologicos em ratos

Parametros Ct CtEx Fe FeEx
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Ferro Sérico (ug/dL) 168+21 181+11 515+75% 425+25%
UIBC (upg/dL) 383+37 366125 64+11% 61+6*
Transferrina (mg/dL) 129,4+49 127,2+2,7 116,5+3,4*% 121,3+4,8
Saturacéo Transferrina (%) 31+4,1 35,613 90,3+1,8* 87,8+1,5*

Dados séo expressos como média + EPM. UIBC: capacidade de ligacdo do ferro ndo
saturado. ANOVA de duas vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O nimero de
animais usado esta indicado nos parénteses. *p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro
(vs. respectivo controle).

Caracterizando o modelo experimental de acordo com a presenca de
ferro tecidual, observamos que no musculo gastrocnémio 0 peso apresentou-se
reduzido nos grupos exercitados (CtEx e FeEx) (Figura 10A) e o acumulo
tecidual de ferro aumentou significativamente nos grupos injetados com ferro-
dextrano (Fe e FeEx) em comparacdo com 0s respectivos grupos controles (Ct

e CtEx) (Figura 10B), pela analise da espectrometria.
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Figura 10. Efeitos da sobrecarga crdonica de ferro e do treinamento fisico
aerobico nos depoésitos de ferro no musculo gastrocnémio. (a) Peso dos
musculos gastrocnémios normalizado pelo comprimento da tibia; (b) Teor de ferro nos
musculos gastrocnémios determinado pelo ensaio F-AAS. Os dados sdo expressos
como média + EPM. *p<0.05 efeito do exercicio (vs. respectivo grupo sedentario);
#p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo controle). ANOVA de duas
vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O nimero de animais usado estd indicado
nos parénteses.

Da mesma forma, o depdsito de ferro no figado, medido pelo F-AAS,
aumentou em ambos o0s grupos tratados com ferro, que também apresentaram
pesos elevados desse 6rgao (Figura 11A e B). Confirmando o acumulo tecidual
pela coloracéo da azul da Prassia, identificamos uma deposicéo significativa de
ferro nas células de Kupffer e no parénquima hepatico nos grupos Fe e FeEXx,
enquanto nos grupos controle nenhum depdsito foi exibido (Figura 11C).
Semelhante ao que ocorreu com 0s niveis séricos de ferro, o protocolo de
exercicio aerdbico em esteira nao foi capaz de alterar o acumulo de ferro no
musculo gastrocnémio e no figado nos animais que previamente receberam as

injecdes i.p. de ferro-dextrano.
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Figura 11. Efeitos da sobrecarga cronica de ferro e do treinamento fisico
aerobico nos depdésitos de ferro no figado. (a) Peso do figado normalizados pelo
comprimento da tibia; (b) Teor de ferro no figado, determinado pelo ensaio AAS; (c)
Depositos de ferro nas seg¢des histoldgicas do figado evidenciados pelos pontos azuis
escuros apoés coloragcdo com azul da Prussia. Os dados sédo expressos como média +
EPM. #p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo controle). ANOVA de
duas vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O numero de animais usado esta
indicado nos parénteses.
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4.3 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerobico sobre os

parametros hemodinamicos

Apés a caracterizacdo do modelo experimental, avaliamos o
comportamento dos parametros hemodinamicos arteriais (Tabela 3). Ademais,
os dados hemodindmicos (FC e PAD) dos ratos anestesiados foram
semelhantes entre 0s grupos experimentais. JA o parametro da PAS
apresentou-se reduzida no grupo CtEx em relacdo ao Ct e no grupo Fe em
relacdo ao Ct, ou seja, o efeito do exercicio fisico e do ferro foram significantes
e esses efeitos foram somados no grupo FeEx.

Tabela 3. Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerébico na hemodinamica

Parametros Ct CtEx Fe FeEx
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Pressdao arterial sistélica (mmHg) 112+3 97+4* 99+3* 87+3*
Presséo arterial sistélica (mmHg) 5943 6312 61+2 5745
Fequéncia cardiaca (bpm) 318122 325+22 344+13 299128

Dados séo expressos como média + EPM. ANOVA duas vias e post-hoc de Fisher. O
namero de animais esta indicado nos parénteses. *p<0.05 efeito do exercicio (vs.
respectivo sedentario); “p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo controle).

4.4 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerbbico na

morfologia e nos depdsitos de ferro da aorta

Depois de caracterizado o modelo, iniciamos as analises vasculares com
a morfometria da artéria. Nas seccfes de aortas coradas com azul da Prussia
foram detectados pontos escuros correspondentes a depdésitos de ferro nos
grupos injetados com ferro-dextrano (Fe e FeEx), enguanto nos grupos
controles (Ct e CtEx) nenhum sinal de deposito foi observado (Figura 12A).
Além disso, pela medida semi-quantitativa de ferro, foi observado que os
segmentos aodrticos do grupo FeEx apresentaram depdsitos menos evidentes
na camada média em comparacdo com o grupo Fe ndo exercitado (Figura
12B). No entanto, na coloracdo do H&E, nenhuma alteracdo na espessura da
parede foi encontrada entre os grupos, como mostra figura 13A e B.
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Figura 12. Efeitos da sobrecarga crbnica de ferro e do treinamento fisico
aerObico no depdsito de ferro em aorta toracica de ratos. (a) Seccbes de aorta
demonstrando depdsitos de ferro indicado pelos pontos azuis escuros apds coloragéo
com azul da Prussia e (b) Andlise quantitativa dos depdsitos de ferro na aorta,
expressa em porcentagem da area ocupada. Os dados sdo expressos como média +
EPM. *p<0.05 efeito do exercicio (vs. respectivo grupo sedentario); *p<0.05 efeito da
sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo placebo). ANOVA duas vias seguido pelo
pelo teste post-hoc de Fisher. O numero de animais usado esta indicado nos
parénteses.
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Figura 13. Efeitos da sobrecarga cronica de ferro e do treinamento fisico
aerO6bico na morfologia da aorta toracica de ratos. (a) Coloracdo com hematoxilina
e eosina de seccOes da aorta e (b) Espessura da parede da aorta. Os dados séo
expressos como média + EPM. ANOVA duas vias seguido pelo teste post-hoc de
Fisher. O niUmero de animais usado esta indicado nos parénteses.
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4.5 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerébico na
reatividade vascular da aorta

As respostas contrateis ao KCI (75mM) foram similares entre os grupos
experimentais (Ct: 2.82+0.18; Fe: 2.80+0.09; CtEx: 2.54+0.11; FeEx: 2.55+0.09
g; p>0,05), o que permitiu a normalizacao das respostas contrateis a fenilefrina
pela respectiva contragdo maxima ao KCl do anel estudado. Investigamos se a
sobrecarga prévia de ferro sobre o exercicio fisico levaria a alteracbes na
funcado vascular e observamos que o protocolo de exercicio aerdbico atenuou a
resposta vasocontratil induzida pela fenilefrina no grupo CtEx (Figura 14A).
Entretanto, nos anéis do grupo submetido previamente as injec6es de ferro-

dextrano, o exercicio nao foi capaz de promover um efeito hipocontrétil (Figura
14B).

(a) (b)
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Figura 14. Efeitos da sobrecarga cronica de ferro e do treinamento fisico
aerobico nas curvas concentracao-resposta a fenilefrina na aorta toracica de
ratos. (a) Grupos controle sedentério vs. controle exercitado; (b) Grupos ferro
sedentario vs. sobrecarga de ferro exercitado. Os dados sdo expressos como média +
EPM. *p<0.05 vs. grupo sedentério. ANOVA duas vias seguido pelo teste post-hoc de
Fisher. O niUmero de animais usado esta indicado nos parénteses.
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4.5.1 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerébico sobre a

participacéo da via do 6xido nitrico na reatividade vascular da aorta

Para avaliar a participacdo do NO na modulacdo da resposta contratil a
fenilefrina, os anéis foram pré-incubados com L-NAME (100uM), um inibidor
nao seletivo da NOS. Como observado na figura 15A, a incubacdo com L-
NAME aumentou a resposta contratii a fenilefrina em todos os grupos
experimentais, porém o efeito da incubacdo com L-NAME teve uma magnitude
maior no CtEx, enquanto o FeEx foi comparado aos grupos néo exercitados (Ct

e Fe), como demonstrado na comparagéo dos valores da dAUC (Figura 15B).
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Figura 15. O papel do Oxido nitrico nas curvas concentracdo-resposta a
fenilefrina na sobrecarga de ferro e do treinamento fisico aerdbico na aorta
toracica de ratos. (a) Efeito da incubagdo com 100uM L-NAME nas curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina, e (b) A magnitude do efeito foi mensurada através
das diferencas da area sob a curva com e sem L-NAME (dAUC). Os dados séo
expressos como média + EPM. *p<0.05 vs. anel com L-NAME, nas curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina. *p<0.05 efeito do exercicio (vs. respectivo grupo
sedentério); #p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo controle).
ANOVA duas vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O nimero de animais usado
esta indicado nos parénteses.

Além disso, a fluorescéncia emitida pela técnica do DAF-2 mostrou
aumento da detec¢cédo no grupo CtEx em relacdo ao Ct, mas ndo de FeEx em
relacdo ao ferro (Figura 16A-B). Curiosamente, a andalise de Western blot
mostrou expressdo inalterada da eNOS, fosfo-eNOS (serll77) e da razao

fosfo-eNOS/eNOS entre os grupos experimentais (Figura 17A-C).
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Figura 16. Deteccéo in situ de NO em segmentos de aorta torécica de ratos. (a)
Microfotografias de seccbes de aorta na presenca da sonda fluorescente (NO
sensivel) 4,5-diaminuflureceim (DAF-2) e (b) Analise quantitativa da fluorescéncia
emitida pelo NO nas secdes adrticas. Os dados sdo expressos como média + EPM.
*p<0.05 efeito do exercicio (vs. respectivo grupo sedentario). ANOVA duas vias
seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O nimero de animais usado esté indicado nos
parénteses.
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Figura 17. Efeitos da sobrecarga crdonica de ferro e do treinamento fisico
aer6bico na expressdo da eNOS. (a) Expresséao proteica da (b) eNOS, (c) p-eNOS
(Serl1177) e (h) a razdo p-eNOS(Serl1l177)/eNOS. Os dados sdo expressos como
média £+ EPM. ANOVA duas vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O nimero de
animais usado esta indicado nos parénteses.

4.5.2 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerébico sobre a

producédo de Oz na aorta

A producdo de O2" pode estar associada a reducao da disponibilidade
de NO e, dessa maneira, também promover aumento da reatividade vascular.
Por conseguinte, para investigar se o efeito da sobrecarga de ferro estava
associado ao aumento desta EROs, os anéis de aorta foram incubados com
tempol (1 pM), um mimético da SOD. Entretanto, como mostrado na figura 18,
a incubacao com tempol nao teve efeitos significativos nas curvas de contracdo
a fenilefrina e a producéo in situ de Oz~ usando o corante fluorescente DHE

(Figura 19A-B) permaneceu inalterada nos grupos experimentais.
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Figura 18. O papel das espécies reativas de oxigénio nos efeitos vasculares na
sobrecarga de ferro e no treinamento fisico aerGbico na aorta toracica de ratos.

Efeito da incubacdo com 1 puM TEMPOL nas curvas concentragdo-resposta a

fenilefrina. Os dados sdo expressos como média + EPM. Nenhuma diferenca

estatistica foi identificada pela ANOVA duas vias seguida pelo teste post-hoc de
Fisher. O nimero de animais usado esta indicado nos parénteses.
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Figura 19. Producdo in situ de O, em segmentos de aorta toracica de ratos. (a)
Microfotografias de sec¢fes de aorta marcadas com DHE, e (b) Representacéo grafica
da quantificacdo de anion superéxido nas sec¢des de aorta. Os dados sdo expressos
como média £+ EPM. Nenhuma diferenga estatistica foi identificada pela ANOVA duas
vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O nimero de animais usado esté indicado
nos parénteses.
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4.5.3 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerdbico sobre a

defesa antioxidante mediada pela SOD na aorta

Diante da producdo aparentemente inalterada de O2" nos anéis dos
grupos injetados com ferro-dextrano, foi investigado se a atividade da SOD
poderia estar alterada nesses grupos. A incubacé&o com o inibidor da SOD, o
DETCA (0,5 mM) aumentou as respostas contrateis a fenilefrina em todos os
grupos (Figura 20A), mas em maior magnitude nos anéis isolados de animais
exercitados que ndo foram previamente expostos a sobrecarga de ferro (CtEX)
(Figura 20B). A magnitude do efeito do DETCA na curva de fenilefrina no grupo
FeEx foi semelhante a do grupo Fe, sugerindo que a sobrecarga de ferro
poderia restringir a supra-regulacdo da atividade e/ou expressdo da SOD
induzida pelo exercicio fisico. As analises de Western blot para expressédo da
proteina SOD1, no entanto, ndo mostraram diferenca entre 0s grupos
experimentais (Figura 20C).
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Figura 20. O papel da superdxido dismutase nos efeitos vasculares da
sobrecarga de ferro e do treinamento fisico aer6bico em aorta toracica de ratos.
(a) Efeito da incubacdo com da superdxido dismutase, DETCA 0.5 mM. (b) A
magnitude do efeito foi mensurada pela diferenca da area sob as curvas (dAUC) (c)
Expressao da SOD1. Os dados sdo média + EPM. *p<0.05 vs. anel com DETCA nas
curvas concentragdo-resposta. *p<0.05 efeito do exercicio (vs. respectivo grupo
sedentério); “p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo controle).
ANOVA duas vias com post-hoc de Fisher. O nimero de animais esta nos parénteses.

4.5.4 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aerébico no papel

do per6xido hidrogénio e do radical hidroxila na aorta

Além do anion superoxido, avaliamos se a participacdo de outro tipo de
EROs estaria alterada no nosso modelo experimental, com a co-incubacéo com
0s antioxidantes catalase (1000Ul/ml) e DMSO (100 mM), sequestradores de
H202 e OH- respectivamente. Observamos uma redugao na resposta contratil a
fenilefrina nos grupos sobrecarga de ferro (Figura 21A), entretanto quando
avaliamos esta magnitude do efeito sobre area abaixo da curva, nao
evidenciamos uma diferenca estatistica (Figura 21B). Curiosamente, a
expressdo da proteina catalase apresentou-se aumentada nos grupos com
sobrecarga de ferro (Fe e FeEx), o que néo foi influenciado pelo exercicio fisico
(Figura 21C).
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Figura 21. O papel do peroxido de hidrogénio e do radical hidroxila nos efeitos
vasculares da sobrecarga de ferro e do treinamento fisico aerdbico. (a) Efeito da
co-incubacédo com 1000 U/ml catalase e 100 mM DMSO e (b) a magnitude do efeito
dada pela diferenca das &reas sob as curvas (dAUC). (c) Expressdo da catalase. Os
dados sdo média £+ EPM. *p<0.05 vs. anel com catalase nas curvas concentracao-
resposta. “p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo controle).
ANOVA duas vias e post-hoc de Fisher. O nimero de animais est4 nos parénteses.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos os efeitos do exercicio fisico aerdbico
na reatividade vascular de ratos previamente submetidos a sobrecarga de
ferro. Os principais achados deste estudo, inéditos na literatura, sugerem que
os efeitos benéficos do exercicio fisico aerdbico sobre a funcéo vascular, tal
como aumento da participacdo do NO e da SOD associados a reducdo da
resposta contratil, foram impedidos pela sobrecarga prévia de ferro. Além
disso, foi evidenciado um aumento da expressdo da catalase nos grupos
tratados com ferro, possivelmente como uma resposta compensatoria ao

estresse oxidativo aumentado.

O modelo experimental para sobrecarga crbénica de ferro utilizado neste
estudo foi semelhante ao descrito anteriormente por Marques et al., (2015) e
Ribeiro-Junior et al., (2017). Como esperado, todos os ratos injetados com ferro
exibiram aumento do nivel de ferro sérico, saturacdo da Tf e deposicéo tecidual
nos 6rgaos, o que indica eficiéncia no protocolo utilizado no presente trabalho

em mimetizar um quadro de sobrecarga de ferro.

Além disso, o protocolo com injecdes cronicas de ferro-dextrano utilizado
no presente estudo também levou ao acumulo de ferro no musculo esquelético
(gastrocnémio) dos ratos, semelhante aos estudos clinicos (Torrance et al.,
1968; Davidsen et al., 2007) e experimentais (Reardon &_Allen, 2013; Ikeda et
al., 2016) que sugerem uma relacéo direta entre concentracao de ferro corporal
e 0 aumento do ferro no tecido muscular esquelético, o que pode reduzir o

desempenho no exercicio fisico.

E sugerido que pacientes com hemocromatose e talassemia, ambas
condicdes sendo causas importantes de sobrecarga cronica de ferro em
humanos, exibem capacidade reduzida para préatica de exercicio fisico (Hahalis
et al., 2008; Brandhagen et al., 2002; Davidsen et al., 2007). De fato, os niveis
aumentados de ferro circulante e os depdsitos de ferro no musculo esquelético
podem contribuir para o comprometimento da aptiddo muscular, devido a
fraqueza e fadiga, como resultado do estresse oxidativo aumentado (Reardon
& Allen, 2013). Embora ndo tenhamos medido os niveis de estresse oxidativo

muscular esquelético, por ndo ser esse nosso objetivo principal, nossos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reardon%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19201785
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reardon%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19201785
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reardon%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19201785
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resultados mostraram que a capacidade de corrida, avaliada pelos parametros
do teste de tolerancia a fadiga e capacidade méaxima de corrida, foi levemente
reduzida pela sobrecarga de ferro, tanto no grupo sedentario ou no grupo
exercitado. Todavia, € digno de nota que, pela ANOVA duas vias, o fator
“exercicio” foi significativamente mais forte para melhorar estes parametros do
que o fator “ferro” para prejudica-los. Além disso, o treinamento aerdbico ndo
alterou o acumulo de ferro no muasculo gastrocnémio em nenhum grupo,
permanecendo o grupo FeEx com niveis de acumulo de ferro muscular
significantemente elevados em relacdo aos grupos nao injetados com ferro, e

semelhante ao nivel do grupo Fe sedentério.

Nesse sentido, varios estudos demonstram que a sobrecarga de ferro,
de fato, induz danos morfoldégicos e funcionais em varios 0Orgdos em
consequéncia do estresse oxidativo aumentado e do comprometimento do
sistema antioxidante (Oudit et al., 2004; Zhang et al., 2014; Badria et al., 2015;
Rossi et al., 2016; Bertoli et al., 2018). Os danos causados nos 6rgaos estao
diretamente relacionados aos niveis altos de ferro sérico e acumulo tecidual, tal
como descrito para o figado (Santos et al.,, 2012a; Santos et al., 2012b;
Siddique & Kowdley 2012), o coracao (Lou et al., 2009; Brewer et al., 2013), as
glandulas enddécrinas (Edwards et al., 1983; Mendler et al., 1999) e o eixo
hipotalamo-hipoéfise-gbnadas (Lucesoli et al., 1999; Rossi et al.,, 2016).
Especificamente no sistema enddcrino-reprodutor feminino, n6s demostramos
previamente que mesmo sobrecargas agudas de ferro-dextrano em ratas ja
foram capazes de aumentar a geracdo de EROs e causar danos sobre

diferentes sitios do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (Rossi et al., 2016).

Semelhante ao depdsito de ferro no musculo esquelético, o protocolo de
treinamento fisico ndo foi capaz de alterar o acumulo deste metal no figado
tampouco o nivel de ferro circulante. Considerando que o ferro desempenha
papel chave em processos de transporte de oxigénio e producédo de energia,
parece Obvio que o equilibrio no metabolismo do ferro deve ser mantido em
individuos que buscam a pratica de exercicio fisico e também em atletas. Além
disso, os efeitos do préprio exercicio fisico sobre a homeostase do ferro tem
sido objetos de estudo. Ha algumas décadas, alguns autores sugeriram que o

tipo de modalidade e intensidade do exercicio fisico podem estar relacionados
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a alteracBes hematoldgicas, tais como mudancgas nos niveis do ferro circulante
(Clement & Asmundson, 1982; Selby & Eichner, 1986). Por exemplo, no
exercicio mais intenso (resistido ou aerébico de intensidade alta), foi relatado
gue a hemolise ocorre devido a fatores fisicos, como o rompimento de glébulos
vermelhos na circulagdo devido o impacto ao chdo, ou o aumento do atrito
entre os globulos vermelhos e a parede das artérias devido ao aumento do

fluxo sanguineo (Kobayashi et al., 2014).

Outros fatores como o 4cido latico e o estresse oxidativo, também séo
atribuidos ao rompimento da membrana do eritrécito (Telford et al., 2003).
Portanto, o desenvolvimento da hemdlise induzida pelo exercicio fisico é
atribuido ndo apenas a fatores fisicos, mas também a fatores quimicos. Além
disso, ocorre alteracdo na sintese de mioglobina (Swearingen, 1986) e reducdo
na sintese de eritropoietina, desacelerando a atividade eritropoiética (Parr et
al.,1984). Portanto, fatores presentes em exercicios fisicos mais intensos,
sejam isoladamente ou em conjunto, tal como hemolise induzida por impacto,
inflamagé&o, sangramento gastrointestinal, suor e as perdas de ferro durante o
ciclo menstrual pelas atletas do sexo feminino, poderiam ser responsaveis por
alteracdes na concentracdo do ferro corporal caracterizadas inclusive por
reducado do ferro circulante (Dellavalle, 2013; Alaunyte et al., 2015; Diaz et al.,
2015).

Assim, tal como revisado por Mateo & Lainez (2000), e mais
recentemente por Sim et al. (2019), é frequente que atletas, principalmente do
sexo feminino, procurem atendimento médico apresentando astenia,
dificuldade para pratica de treinos e uma relativa queda do rendimento
esportivo, como consequéncia de deficiéncia de ferro, processo este
denominado como como anemia do atleta. Além disso, Liu et al., (2006)
mostraram que o treinamento de natacdo de alta intensidade reduziu as
reservas de ferro em ratas apos dez semanas de treinamento, o que néo foi
evidenciado no grupo de intensidade moderada. Assim, acreditamos que o
treinamento aerdbico de intensidade moderada de oito semanas que usamos
no presente estudo néo foi capaz de interferir significativamente na sobrecarga

de ferro gerada em ratos machos adultos.
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No que diz respeito aos parametros hemodindmicos, néo foi observada
uma variagdo tdo expressiva na pressdo arterial. Esse resultado foi
acompanhado de alteracdes de respostas da aorta, que € considerada uma
artéria de condutancia e ndo causa interferéncia na resisténcia sistémica e,
portanto, tem pouco efeito sobre a presséo arterial. O exercicio fisico aerdbico
de fato tem sido associado a alteracdes importantes, principalmente na
reducdo da pressdo arterial sistolica em hipertensos (Ishikawa et al., 1999;
Forjaz et al., 1998; Takata et al., 2003), e evidenciado também em
normotensos adultos (Grassi et al., 1994). Da mesma forma, nossos
resultados corroboram com outros estudos clinicos e experimentais de
sobrecarga de ferro que apresentaram uma reducdo na pressao arterial
sistélica significativa (Oudit et al., 2003; Oudit et al., 2004; Kramer et al., 2012).
Em contrapartida, outros trabalhos ndo mencionam variacao na pressao arterial
(Gaenzer et al., 2002; Cardoso et al., 2005; Kukongviriyapan et al., 2008;

Cusma Piccione et al., 2013).

E sabido que o treinamento fisico aerdbico e até mesmo a pratica de
exercicios fisicos estdo relacionados a prevencédo e tratamento de disturbios
cardiovasculares e metabdlicos, como hipertenséo, insuficiéncia cardiaca,
diabetes mellitus, obesidade e aterosclerose (Yang et al., 2011; Braga et al.,
2015; Carneiro-Junior et al., 2013; Takata et al., 2003; Belotto et al., 2010). De
fato, o exercicio fisico é capaz de melhorar a capacidade cardiorrespiratoria e a
funcdo cardiaca, além de reduzir a mortalidade em modelos experimentais e
humanos, sendo inclusive constante em politicas de saude publica em todo o
mundo. E também consenso que o treinamento fisico pode promover
alteracbes agudas e cronicas na fungcédo vascular (Rodrigues et al., 2013).
Como discutido mais adiante, um dos mecanismos pelos quais o exercicio
aerdbico promove esses efeitos € pelo aumento na biodisponibilidade de NO
e/ou sua producédo devido ao aumento do fluxo sanguineo e do estresse de
cisalhamento resultantes de uma adaptacdo gerada pelo exercicio fisico
(Tinken et al., 2010, Graham & Rush, 2004; Fleming, 2010).

Outra resposta adaptativa ao exercicio fisico aerébico € a melhora do
sistema antioxidante. As enzimas antioxidantes agem bloqueando a formacé&o

de EROs ou interagindo com elas, tornando-as menos deletérias. O



69

treinamento fisico de intensidade moderada é uma condicdo que favorece a
homeostase oxidativa das células e tecidos, por diminuir os niveis basais de
danos oxidativos e/ou aumentar a resisténcia ao estresse oxidativo (Schneider
et al.,, 2004), como demostra Gu et al.,, (2013) em seu estudo, em que 0O
treinamento fisico aumentou as atividades da SOD e da catalase em ratos
espontaneamente hipertensos, contribuindo para diminuir as EROs. Evidéncias
mostram que diferentes modalidades de exercicio aerdbico (corrida ou
natacdo) sdo favoraveis para as defesas antioxidantes, inclusive na parede
vascular (Rush et al., 2000; Moraes et al., 2008; Claudio et al., 2013; Claudio et
al., 2017). Como mencionado, o0 treinamento aerdbico pode minimizar os
prejuizos cardiovasculares modulando positivamente o sistema antioxidante,
porém nosso estudo indica que em uma situacao de sobrecarga de ferro, estes

efeitos benéficos sao restringidos ou impedidos.

A semelhanca do que se nota no contetido de ferro em diferentes sitios
do organismo, também foram observados depdsitos de ferro na parede
vascular dos ratos submetidos a sobrecarga de ferro, conforme relatado
anteriormente (Day et al., 2003) e inclusive em modelos experimentais
semelhantes ao utilizado neste trabalho (Marques et al., 2015; Ribeiro Junior et
al., 2017; Fidelis et al., 2019; Marques et al., 2019). De maneira interessante,
embora o exercicio fisico ndo tenha alterado o ferro circulante e os depdsitos
desse metal no figado e no musculo esquelético, foi evidenciada uma reduzida
deposicao do ferro na parede vascular do grupo FEEx em comparacdo com o
grupo Fe sedentario. Ainda assim, ambos 0s grupos injetados com ferro-
dextrano apresentaram niveis consideravelmente elevados de ferro na parede

vascular.

Nesse sentido, como 0 excesso de ferro aumenta o estresse oxidativo,
que por sua vez desencadeia mecanismos moleculares que podem levar a
danos vasculares, tem sido patente que estudos experimentais e clinicos
demonstrem uma associagdo entre sobrecarga de ferro, estresse oxidativo,
remodelamento e disfuncéo vascular (Gaenzer et al., 2002; Day et al., 2003;
Kukongviriyapan et al., 2008; Cusma Piccione et al., 2013; Marques et al.,
2015; Ribeiro Junior et al., 2017; Fidelis et al., 2019). Por outro lado, como ja

mencionado, o exercicio fisico aerdbico é descrito como sendo capaz de
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promover beneficios a estrutura e funcdo da vasculatura, reduzindo a
hipertrofia da parede (Brown 2003; Ye et al., 2019), rigidez (Tanaka et al.,
2002) e a hiperreatividade contratil (Bechara et al., 2008; Roque et al., 2013).

Em concordancia com tais evidéncias, em nosso estudo o0s anéis
isolados da aorta dos ratos submetidos ao treinamento aerdbico de oito
semanas em esteira exibiram reducdo na resposta vasoconstrictora a
fenilefrina, associada ao aumento da modulacédo pelo NO. De fato, estd bem
descrito na literatura que o exercicio aerébico promove melhora significativa na
funcdo endotelial através do aumento da biodisponibilidade do NO (Graham &
Rush, 2004; Jordao et al., 2017; Couto et al., 2018), melhorando a resposta
vasodilatadora (Hambrecht et al., 2000; Thompson et al., 2003) e reduzindo a

resposta vasoconstritora (Jordao et al., 2017; Ye et al., 2019).

Os principais estimulos fisiologicos para sintese do NO sdo a forca de
arraste promovida pelo fluxo sanguineo contra o endotélio e a pressdo que o
sangue exerce sobre a parede vascular (Tinken et al., 2010, Graham & Rush,
2004; Fleming, 2010). Em decorréncia disso, um dos fatores que podem
influenciar em sua biodisponibilidade é a préatica de exercicios fisicos, pois, por
meio da tensdo de cisalhamento na parede vascular em resposta ao esforco,
esta promove adaptacdes fisioldgicas e metabdlicas importantes. Porém, de
maneira interessante, esse efeito pode variar de acordo com o tipo de artéria,
ja que Roque et al., (2013) evidenciaram que o treinamento fisico ndo afetou as
respostas contrateis alteradas das artérias coronarias de ratos hipertensos,
mas normalizou a hiperresponsividade das artérias mesentéricas aos niveis do

grupo controle.

Por outro lado, quando o protocolo do exercicio fisico aerdbico foi
realizado em ratos previamente tratados com ferro-dextrano para induzir
sobrecarga sistémica de ferro, este efeito anti-contratil foi impedido. Ademais, o
aumento da modulacdo pelo NO evidente no grupo CtEx em comparagao ao
grupo Ct foi perdido quando comparados os grupos FeEx e Fe. Embora a
incubagdo com L-NAME tenha deslocado a curva de vasoreatividade
concentracdo-resposta a fenilefrina em todos os grupos, este efeito foi mais

pronunciado somente no grupo exercitado sem sobrecarga prévia de ferro. O
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mesmo ocorreu na estimativa da biodisponibilidade do NO pela fluorescéncia
ao DAF. Isso sugere que o estado de sobrecarga de ferro tenha atuado

contrariamente aos efeitos potencialmente benéficos do exercicio fisico.

Essa ideia estaria em acordo com o sugerido ndo sé por estudos clinicos
(Gaenzer et al., 2002; Yunker et al., 2006; Hahalis et al., 2008; Kukongviriyapan
et al., 2008), mas também por trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa
que relataram uma relacdo direta entre sobrecarga de ferro e disfuncéo
vascular no modelo em ratos, caracterizada por resposta hipercontratil devido
ao comprometimento endotelial na aorta (Marques et al., 2015; Marques et al.,
2019) artéria mesentérica de resisténcia (Ribeiro junior et al., 2017) e artéria
pulmonar de resisténcia (Bertoli et al., 2018). Apesar das evidéncias
mencionadas e o fato de a sobrecarga de ferro prévia impedir os efeitos
vasculares benéficos do exercicio aerdbico, paradoxalmente, o grupo Fe no
presente estudo nédo diferiu do grupo Ct. Se considerarmos que os estudos
anteriormente mencionados que descrevem os efeitos danosos do ferro sobre
a vasculatura de ratos foram feitos apds 4 semanas de sobrecarga, e que no
presente estudo a sobrecarga de ferro foi interrompida no final da 42 semana,
poderiamos especular que uma recuperacdo da funcdo vascular poderia
ocorrer ao longo das semanas subsequentes, levando a aparente normalidade
na avaliagao “in vitro” da reatividade vascular dos anéis de aorta realizada na

122 semana.

De acordo com nossos resultados funcionais, os dados sugerem que o
exercicio aumentou o papel do NO na aorta do grupo CtEx, em resposta a
biodisponibilidade elevada e/ou melhor resposta vascular ao NO liberado,
enguanto a sobrecarga de ferro prejudicou ou impediu isso de ocorrer. Tanto a
hipotese de aumento da liberacdo endotelial quanto de maior resposta vascular
ao NO induzidos pelo treinamento fisico sdo apoiadas por estudos anteriores.
Durante o exercicio fisico, o aumento do fluxo sanguineo gera estresse
hemodindmico na parede vascular, que induz ndo apenas a liberacdo de NO
(Graham & Rush 2004; Fleming 2010; Tinken et al., 2010) mas também leva ao
aumento da sensibilidade do musculo liso vascular ao NO disponivel em anéis
de aorta (Lash & Bohlen 1985; Delp et al.,1993), coronaria (Haskell et al.,1993)

e de artérias mesentéricas (Chen et al., 2001). Estas energias mecanicas na



72

parede da artéria sdo responsaveis pelas alteracbes agudas durante o
exercicio fisico. Tal atuacdo mecénica induz a formacdo de eNOS (Tinken et
al., 2010; Fleming, 2010) que, por sua vez, produz éxido nitrico. O aumento na
producdo de NO é, provavelmente, o principal fator responsavel pelos
beneficios vasculares que o exercicio aerdbico produz, uma vez que sua
biodisponibilidade reduzida pode gerar uma série de efeitos deletérios sobre o
sistema vascular, como disfuncédo endotelial e consequentemente um processo

de vasodilatacdo diminuida (Graham & Rush, 2004).

Além dos danos diretos sobre as células que compdem o0s vasos
sanguineos, as EROs promovem disfuncdo endotelial também por reduzirem a
biodisponibilidade do NO. Essa reducdo advém da reacdo do O2~ com a
molécula de NO produzida pelas células endoteliais com consequente reducdo
na oferta de NO para o processo de vasodilatacdo e, assim, menor resposta
relaxante dependente do endotélio. Esse efeito pode ser devido a aumento da
sintese de EROS mas também pode estar associado a uma reducdo na
expressdo de enzimas antioxidantes, tal como a SOD (Green et al., 2004).
Assim, o papel da SOD na fun¢éo vascular se destaca por proteger as células
dos efeitos toxicos das EROs e aumentar a biodisponibilidade de NO para as
células musculares lisas, mantendo uma adequada regulacdo do ténus

vascular (Yang et al., 2011; Claudio et al., 2017; Jord&o et al., 2017).

Dessa maneira, enquanto a atividade antioxidante reduzida tem sido
implicada no dano oxidativo em varias doencas vasculares, o exercicio
aerébico atua beneficamente ndo apenas por reduzir os sistemas enzimaticos
na producéo de EROs, mas também € um importante ativador dos sistemas de
defesa antioxidante (Green et al., 2004). Em destaque, sabe-se que 0 exercicio
fisico é capaz de estimular a expressado da enzima SOD, aumentando assim a
degradacéo do Oz~ (Valko et al., 2007; Yang et al., 2011; Claudio et al., 2013;
Jordao et al.,, 2017). E de fato, pudemos perceber que a incubacdo com o
inibidor da SOD, o DETCA, foi capaz de aumentar de forma significativa a
reatividade vascular a fenilefrina no grupo CtEx em comparagcdo com o efeito
promovido no grupo Ct. Entretanto, similar ao identificado para a reatividade
vascular e o papel do NO, esse aumento na participacdo da SOD promovido

pelo exercicio fisico aerdbico ndo foi observado nos anéis isolados do grupo
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exercitado que fora previamente submetido a sobrecarga de ferro, sugerindo
uma perda do efeito antioxidante aumentado pelo exercicio. Como a expressao
proteica da SOD1 nao foi alterada em nenhum dos grupos, o efeito
diferenciado da incubacdo dos anéis com o inibidor da SOD sobre a
vasoconstricao induzida pela fenilefrina pode ter sido devido ao aumento da
atividade enzimatica promovido pelo exercicio fisico aerébico, que por sua vez,
seria reduzida pela sobrecarga de ferro. De acordo com estudos anteriores, 0
exercicio fisico pode aumentar a participacdo da SOD na modulacdo da
vasorreatividade (Cooper et al., 2002; Claudio et al., 2013; Fernandes et al.,
2017), enquanto a sobrecarga crbnica de ferro devido a beta-talassemia
(Hershko 2010) ou o acumulo de ferro na parede arterial em estudos
experimentais (Zhang et al., 2014; Badria et al., 2015; Marques et al., 2019)
foram associados a diminuicdo dos mecanismos de defesa antioxidante, tal
como SOD e catalase.

Além disso, ao longo dos ultimos anos nosso grupo de pesquisa tem
demonstrado que as alteracdes na funcdo vascular devido a sobrecarga
cronica de ferro em ratos estdo associadas ao aumento do estresse oxidativo,
nao apenas por uma capacidade antioxidante reduzida, mas também devido ao
aumento da producdo de EROs (Marques et al., 2015; Ribeiro Junior et al.,
2017; Bertoli et al., 2018; Marques et al., 2019). Como ja mencionado, entre as
EROs, o0 O2~ desempenha um papel importante na alteracdo da reatividade
vascular devido a degradacédo metabdlica do NO (Zhou et al., 2000; Higashi et
al., 2009). No entanto, no presente modelo de sobrecarga de ferro de 4
semanas e observacao ao final da 122 semana, tanto o efeito do TEMPOL, um
varredor de Oz~ na reatividade vascular, como a producao in situ de Oz~ pela
técnica do DHE, ndo foram diferentes entre 0s grupos experimentais, sugerindo

aparentemente nao haver biodisponibilidade alterada de O2"" na aorta.

Entretanto, € importante ressaltar que a aparente producéo inalterada de
02"~ pode ser devido a alguma conversao desta para outro tipo de EROs. De
fato, a dismutacdo de O2" resulta na producdo de H202, que também
desempenha um papel importante na reatividade vascular, ndo apenas
diretamente, mas também pode participar das reacbes de Fenton e Haber-

Weiss na presenca de ferro, formando assim metabdlitos secundérios
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prejudiciais como *OH (Wardman et al., 1996; Cai et al., 2005; Thakali et al.,
2006). Embora o efeito da incubacéo da catalase n&o tenha sido alterado nos
dois grupos de sobrecarga de ferro, a expressdo proteica da catalase foi
aumentada nesses anéis de aorta. Curiosamente, Marques et al., (2015)
descreveram efeito significativo da incubacdo com a catalase em aortas de
ratos com sobrecarga de ferro avaliadas imediatamente ao fim da 42 semana
de tratamento, indicando aumento da producédo local de H202, possivelmente
sem resposta antioxidante eficiente, uma vez que a expressao da proteina da
catalase nédo fora alterada naquele estudo. Utilizando este mesmo raciocinio,
nossos dados sugerem entdo que, durante as 8 semanas subsequentes apdos
as 4 semanas de injecdes de ferro, o H202 deve passar a ndo mais
desempenhar um papel na funcéo vascular, provavelmente como resultado de

uma upregulation compensatoéria da catalase.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusédo, apesar dos conhecidos efeitos benéficos do exercicio
fisico aer6bico sobre a funcdo vascular, nossos resultados indicam, pela
primeira vez, que a sobrecarga prévia de ferro impediu essas melhorias. O
efeito anticontratil mediado pelo aumento da biodisponibilidade do NO e de
uma resposta antioxidante eficiente promovido pelo exercicio aerébico foi
anulado em aortas toracicas de ratos com sobrecarga de ferro e posteriormente

exercitados.

Ainda que se caracterize como uma pesquisa basica em modelo animal,
o valor pratico deste estudo se baseia na ideia de que embora o exercicio
aerdbico possa ser indicado para melhorar a funcdo vascular e reduzir o risco
cardiovascular como um agente promotor de saude, atencdo deve ser dada
aos praticantes de exercicio fisico que fazem o uso de suplementacao de ferro,
pois o excesso de ferro prejudica 6rgdos e sistemas induzindo estresse
oxidativo. E atencéo deve ser dada também aos pacientes com sobrecarga de
ferro, nos quais a quelacdo de ferro e as terapias antioxidantes devem ser
prioritarias para garantir os efeitos benéficos do exercicio fisico, considerando

gue estes efeitos serdo anulados ou até mesmo podem complicar possiveis
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alteracOes vasculares. Consideramos uma questéo importante a ser discutida e
que pode estimular e incentivar mais pesquisas clinicas e experimentais sobre

esse assunto.
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