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RESUMO 

O exercício físico é sabidamente uma abordagem não farmacológica eficaz 

tanto na prevenção quanto no tratamento de doenças cardiovasculares. Como 

o ferro é um elemento essencial em muitos processos fisiológicos, incluindo a 

síntese de hemoglobina e mioglobina, e dessa forma desempenha papel no 

transporte de oxigênio, muitos atletas usam suplemento de ferro para melhorar 

o desempenho nos treinamentos. Nesse sentido, se por um lado a deficiência 

de ferro pode provocar anemia e prejudicar a homeostase corporal, por outro 

lado, sua sobrecarga pode ser ainda mais prejudicial à saúde. De fato, a 

sobrecarga de ferro está associada ao estresse oxidativo e danos a vários 

sistemas, inclusive o cardiovascular. Assim, neste estudo tivemos como 

objetivo avaliar os a influência da sobrecarga de ferro sobre os efeitos 

vasculares benéficos promovidos pelo treinamento físico aeróbico em ratos. 

Para isso, ratos Wistar foram tratados com 100 mg/kg/dia de ferro-dextrano ou 

solução salina 0,9%, ip, cinco vezes na semana durante quatro semanas, e, 

posteriormente, submetidos a um protocolo de exercícios aeróbicos de 

intensidade moderada em esteira, com duração de 60 min/dia, cinco vezes por 

semana durante oito semanas, ou mantidos sem exercício por igual período. 

Após 13 semanas dos protocolos de tratamento, o modelo de sobrecarga de 

ferro foi confirmado com aumento dos níveis séricos de ferro, saturação de 

transferrina e deposição de ferro no fígado, no músculo gastrocnêmio e na 

aorta. Confirmando a eficiência do protocolo de exercício físico, todos os 

animais exercitados aumentaram a capacidade física ao final do período de 

acompanhamento, avaliada como aumento da velocidade máxima e do tempo 

até a fadiga. Identificamos que o exercício reduziu a resposta vasoconstritora 

dos anéis aórticos isolados, associado ao aumento da biodisponibilidade do 

óxido nítrico (NO). Ademais, a redução da vasoconstrição no grupo exercitado 

foi revertida pela incubação com inibidor da superóxido dismutase (SOD), 

sugerindo atividade aumentada dessa enzima, somado ao aumento da 

expressão de catalase, reforçando os mecanismos antioxidantes nesse grupo. 

Todavia, esses benefícios na vasculatura não foram observados em ratos 

previamente submetidos à sobrecarga de ferro. Em conclusão, apesar dos 

conhecidos efeitos benéficos do exercício aeróbico na vasculatura, nossos 

resultados indicam que um estado prévio de sobrecarga de ferro é capaz de 

impedir o efeito anticontrátil mediado pelo aumento da biodisponibilidade do 

NO e pela melhora da resposta antioxidante endógena normalmente promovida 

pelo exercício.  

 

Palavras-chave: sobrecarga de ferro; óxido nítrico; função endotelial; exercício 

aeróbico; corrida em esteira; estresse oxidativo 

  



 
 

ABSTRACT  

Physical exercise is an effective non-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. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Doenças cardiovasculares e exercício físico  

Com a evolução das pesquisas para novos medicamentos e 

investimentos na área da saúde, diferentes doenças infectocontagiosas foram 

controladas, tendo como consequência a melhoria na saúde da população e 

um aumento na expectativa de vida. Concomitante a esse fato, tornam-se mais 

frequentes as doenças crônico-degenerativas, como obesidade, diabetes, 

hipertensão, doenças reumáticas etc. As doenças cardiovasculares (DCV) 

constituem-se entre as principais causas de morte no mundo, independente do 

sexo (Benjamin et al., 2019). Além disso, estão relacionados a limitações na 

qualidade de vida, nos aspectos físico e psicossocial, e reflete no maior 

consumo de serviços de saúde, maiores taxas de internação hospitalar, bem 

como tratamento prolongado e custos financeiros substanciais para o sistema 

público de saúde (Stevens et al., 2018). No Brasil, as DCV representam 27,7% 

das causas dos óbitos, (Ministério da Saúde, 2016) além de sua morbidade tem 

sido considerada um fator de impacto na saúde pública pelo número de 

internações significativas (Schmidt et al., 2011). As internações por doenças 

vasculares representam cerca de 10,1% dos casos no Brasil, sendo de maior 

incidência em indivíduos acima de 60 anos (Ministério da Saúde, 2016). O 

comprometimento da função vascular está presente na maioria dos casos das 

DCV, como ocorre no infarto, hipertensão e acidente vascular cerebral, tendo 

como o evento fisiopatológico mais comum nessas doenças, tanto em 

humanos quanto nos modelos experimentais, o prejuízo na função do endotélio 

vascular.  

As artérias e as veias são compostas por três camadas na parede 

vascular, exceto os pequenos vasos: camada adventícia, localizada mais 

externamente e composta de tecido conjuntivo; camada média que é 

constituída por células musculares lisas e a camada íntima, constituída por 

uma única camada de células endoteliais que reveste a superfície interna dos 

vasos sanguíneos (Carvalho et al., 2001). O endotélio vascular é um dos 

responsáveis pela manutenção da homeostase vascular por diversos 

mecanismos. Em condições fisiológicas o endotélio mantém o tônus vascular, 



18 
 

inibe a agregação plaquetária e a proliferação das células musculares lisas e 

controla a resposta inflamatória. Os principais fatores que controlam o tônus 

vascular negativamente, ou seja, vasodilatadores produzidos pelo endotélio 

são: o óxido nítrico, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio e a 

prostaciclina. Dentre os principais fatores contráteis estão: as prostaglandinas, 

os tromboxanos, a endotelina I, a angiotensina II e as espécies reativas do 

oxigênio (Ghisi et al., 2010). A disfunção endotelial, é caracterizada pelo 

desequilíbrio dos efeitos vasoconstritores sobre os efeitos vasodilatadores, 

geralmente como resultado de uma diminuição da biodisponibilidade do óxido 

nítrico (NO), resultando em maior contratilidade e alteração do relaxamento 

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

Assim como em outras situações de doenças, a utilização de terapias não-

farmacológicas adjuvantes para redução dos danos cardiovasculares, tal como 

a prática de exercício físico, tem sido objeto de pesquisa, visto que 

normalmente possuem baixo custo e fácil acesso à população. O exercício 

físico é uma ferramenta capaz de propiciar melhorias e adaptações 

bioquímicas e fisiológicas nos indivíduos, apresentando benefícios na redução 

da pressão arterial e do risco de doenças cardiovasculares, melhora do 

diabetes tipo 2 e resistência à insulina, proteção contra complicações 

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 evolução das doenças, o exercício 

contribui também para o controle e prevenção de doenças crônico-

degenerativas, estando associado ao retardo do declínio funcional (Zanesco e 

Zaros, 2009). Por esses motivos, o exercício físico tem sido recomendado não 

somente para fins terapêuticos, mas também como um agente preventivo de 

doenças.  

Já está bem descrito na literatura que o exercício físico de caráter ou de 

predominância aeróbica age positivamente sobre o funcionamento do sistema 

cardiovascular. Em relação às alterações relacionadas ao sistema vascular, as 

respostas adaptativas ao exercício incluem principalmente alterações na 

função endotelial através da modulação do NO (Graham et al., 2004; Jordão et 
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al., 2017; Couto et al., 2019), que é produzido pelo endotélio e possui uma 

importante atuação no relaxamento da musculatura lisa vascular, sendo 

considerado um potente vasodilatador (Graham et al., 2004). A síntese e a 

biodisponibilidade do NO são essenciais para a função homeostática do 

endotélio, podendo a prática de exercícios físicos influenciar em ambas. 

Portanto, o exercício físico é considerado um indutor do NO, uma vez que o 

aumento da liberação e/ou inibição da sua degradação, está relacionado ao 

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

A liberação do NO na parede vascular pode ocorrer decorrente de 

estímulos fisiológicos em resposta ao aumento do fluxo sanguíneo pela força 

exercida contra o endotélio e a pressão que o sangue exerce sobre a parede 

vascular, durante realização do exercício físico (Ghisi et al., 2010). Estes 

mecanismos promovem adaptações fisiológicas e metabólicas, o que acarreta 

o aumento da expressão da óxido nítrico síntase endotelial (eNOS) e, 

consequentemente, aumento na liberação/produção do NO e uma melhora na 

vasodilatação dependente do endotélio (Fleming, 2010). Sendo assim, o 

exercício físico de fato reduz as respostas contratéis (Jordão et al., 2017; Couto 

et al., 2019) por melhorar a resposta da modulação exercida pelo NO, 

promovendo a manutenção da integridade da função endotelial (McGowan et 

al., 2006; Bechara et al., 2008; Faria et al., 2010). 

Sabe-se que o exercício físico aeróbico é capaz de reduzir a lesão 

endotelial e, consequentemente, melhorar o relaxamento vascular pelo 

aumento da biodisponibilidade de NO e a reduzida produção de ânion 

superóxido (O2
•−) em ratos (Bechara, 2008; Braga et al., 2015; Tanaka, 2015; 

Jordão et al., 2015). De fato, o exercício aeróbico moderado reduz a resposta 

vasoconstritora à fenilefrina (Jordão et al., 2017; Yea et al., 2019), mediado 

pelo NO, uma vez que melhora não apenas a sua síntese e biodisponibilidade, 

mas também a sua ação no músculo liso. Conforme demonstrado em estudos 

com anéis de aorta torácica de ratos, o estresse de cisalhamento induzido pelo 

exercício físico leva ao aumento da sensibilidade do músculo 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 exercício físico em 
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outras artérias como nas coronárias (Haskell et al., 1993) e nas artérias 

mesentéricas (Chen et al., 2001).  

 

1.1.1 Estresse oxidativo e sistema antioxidante 

Na doença vascular, a função do endotélio é afetada pelo estresse 

oxidativo, que causa a diminuição da biodisponibilidade de NO, apoptose e 

angiogênese (Carvalho et al., 2001). O estresse oxidativo é uma condição que 

envolve a predominância da produção das espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e uma incapacidade das enzimas antioxidantes controlarem esta 

produção (Powers e Jackson, 2008). Dentre as principais EROs destacam-se: 

ânion superóxido (O2
•−), radical hidroxila (OH•), o peroxinitrito (ONOO-) e 

peróxido de hidrogênio (H2O2). 

O O2
•−  é formado pela redução univalente do oxigênio que é mediada 

por enzimas como a NADPH oxidase e xantinas oxidases, além da eNOS 

desacoplada. O O2
•− possui uma destacada relevância entre as EROs por 

promover diretamente alterações na função vascular e também é fundamental 

na produção de outras EROs. Ele reage com o NO inativando-o e originando o 

ONOO-, culminando na diminuição da biodisponibilidade de NO, processo 

responsável pela disfunção endotelial e, consequentemente, à diminuição da 

vasodilatação (Fernandes et al., 2017). Já o H2O2 é capaz de desempenhar 

diferentes mecanismos no tônus vascular, variando de acordo com o letio 

vascular e a sua concentração. Na presença de metais de transição, 

geralmente ferro ou cobre, o H2O2 é o componete essencial na reação de 

Fenton e Haber-Weiss que forma metabólitos altamente reativos, como OH• 

(Powers e Jackson, 2008), que é o mais reativo das EROs, visto que não 

possui uma defesa endógena capaz de neutralizar sua ação (Schneider e 

Oliveira, 2004). 

Assim, o compromentimento na modulação endotelial induzida pelo NO 

é um fator chave para o desenvolvimento de DCV e o aumento das EROs, 

principalmente O2
•−, contribui para esse processo promovendo a degradação 

metabólica do NO e formando ONOO- (Fernandes et al., 2017). Além disso, em 

situações não-fisiológicas, 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 situação exacerba o estresse oxidativo, mecanismo que 

influencia nas doenças cardiovasculares e também contribui para um processo 

inflamatório, presente na doença vascular (Carvalho et al., 2001; Higashi ei al., 

2009). 

A prática de exercícios físicos é capaz de gerar adaptações celulares 

relacionadas à tolerância oxidativa e melhora do sistema antioxidante vascular 

(Schneider e Oliveira, 2004), que são mecanismos naturais, enzimáticos ou 

não, encarregados de impedir a formação ou inativar as EROs (Powers e 

Jackson, 2008; Powers et al., 2010). Dentre as principais enzimas 

antioxidantes vascular podemos destacar a superóxido dismutase (SOD), que 

possui três isoformas: a citoplasmática CuZn-SOD (SOD-1), a mitocondrial Mn-

SOD (SOD-2) e a extracelular EC-SOD (SOD-3).  É um dos principais sistemas 

de defesas de remoção do O2
•−, dismutando-o em H2O2, o qual será convertido 

em H2O e O2 pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase. Portanto, essas 

enzimas evitam o acúmulo de O2
•- e H2O2 na célula, prevenindo a formação do 

OH• pelas reações de Fenton e Haber-Weiss (Wardman e Candeias, 1996; 

Powers e Jackson, 2008), esquematizado na figura 1. 

 

Figura 1: Esquema representativo da produção das principais espécies reativas 

do oxigênio e atuação das principais enzimas antioxidantes. Reação do ânion 

superóxido (O2
•−) degrada o NO convertendo em peroxinitrito (ONOO-). O peróxido de 

hidrogênio (H2O2) formado pela dismutação da SOD é convertido em O2 e H2O através 

da ação da catalase e da glutationa. Formação de radical hidroxila (OH·) via reação de 

Fenton e Haber-Weiss.  
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Apesar de o estado oxidativo aumentar durante o exercício físico 

aeróbico, a longo prazo a síntese das enzimas antioxidantes (destacando a 

SOD e a catalase como as principais envolvidas) é aumentada, o que sugere 

um efeito crônico do exercício, como um mecanismo compensatório, contra o 

estresse oxidativo (Cooper et al., 2002; Schneider e Oliveira, 2004; Moraes et 

al., 2008; Powers et al., 2010). Portanto, o exercício físico aeróbico é essencial 

para a modulação das vias antioxidantes, sendo capaz de amenizar alterações 

patológicas 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 diminuição da 

produção de EROs. Evidências mostram outras modalidades de exercício 

aeróbico, como a natação, também favorecem o aumento da expressão de 

enzimas antioxidantes nas artérias coronárias (Claudio et al., 2013; Claudio et 

al., 2017) e na aorta (Moraes et al., 2008; Jordão et al, 2017).  

Como evidenciado, o exercício físico aeróbio reduz o estado oxidativo de 

células e tecidos por promover melhor eficácia dos mecanismos antioxidantes, 

como uma resposta adaptativa ao exercício (Cooper et al., 2002; Schneider e 

Oliveira, 2004; Powers et al., 2010), além de melhorar a vasodilatação pelo 

aumento na síntese e biodisponibilidade de NO (Graham et al., 2004; Yang et 

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

 

1.2 Exercício Físico e sua relação com ferro  

O ferro desempenha inúmeras funções no organismo, destacando o 

papel essencial no transporte de oxigênio e na produção de energia. 

Considerando esta estreita relação com exercício físico, o aporte de ferro 

adequado é importante para manutenção do desempenho físico em atletas de 

alto rendimento e nos demais praticantes de exercício físico (Alaunyte et al., 

2015). O desequilíbrio das concentrações de ferro no organismo pode acarretar 

consequências fisiopatológicas. Por exemplo, a falta de ferro provoca a anemia 

do tipo ferropriva, com prejuízo do transporte de O2 pelos eritrócitos, enquanto 

o excesso deste elemento pode causar toxicidade e está associada à formação 
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de radicais livres e peroxidação lídipica, comprometendo a função de diversos 

órgãos e sistemas (Muñoz et al., 2009). 

 A causa da diminuição do estoque de ferro é o desequilíbrio entre a 

quantidade absorvida, consumo e/ou perdas, que ocorre por diversos fatores 

como: necessidade aumentada desse metal (crescimento, menstruação, 

gestação), diminuição da oferta ou da absorção (baixa disponibilidade de ferro 

na dieta, doenças inflamatórias crônicas intestinais, gastrectomia, etc) e perdas 

de ferro (sangramento patológico por alterações do gastrointestinais) 

(Camaschella, 2015). A carência de ferro pode afetar negativamente o 

metabolismo aeróbico do organismo, em decorrência da diminuição na 

concentração sérica de hemoglobina, das enzimas envolvidas no processo 

oxidativo e da produção de energia (Auesrsperger et al., 2013; Alaunyte et al., 

2015).   

 A anemia por deficiência de ferro é significativa em atletas de alto 

rendimento, como nos corredores de longa distância, em decorrência da rotina 

exaustiva de treinamento, condição descrita como anemia do atleta (Fuji et al., 

2011; Diane, 2013; Fujii et al., 2014; Kobayashi et al., 2014). Fatores 

etiológicos que contribuem para depleção do ferro induzidos pelo exercício 

físico intenso são: ingestão insuficiente de Fe na dieta, hemorragia 

gastrintestinal, hemólise por impacto, suor e inflamação, além das perdas 

através do ciclo menstrual por atletas do sexo feminino (DellaValle, 2013; 

Alaunyte et al., 2015; Díaz et al., 2015). A prevalência do equilíbrio inadequado 

de ferro é mais suscetível em atletas do sexo feminino, pela combinação dos 

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

 Como mencionado, a deficiência do ferro afeta o desempenho físico dos 

atletas, deteriorando o metabolismo aeróbico e prejudicando o rendimento dos 

treinos e competições (Diane et al., 2013; Díaz et al., 2015). 

Convencionalmente, a reposição oral de ferro é usada na prevenção ou no 

tratamento contra a deficiência de ferro (Tsalis et al., 2004), assim como as 

injeções intramusculares ou intravenosas (Pedlar et al., 2018) e a 

suplementação dietética de ferro (Burke et al., 2012).  Embora a reposição de 

ferro nesses indivíduos seja de suma importância, a ingestão inadequada e não 
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monitorada pode levar à intoxicação ou até mesmo o excesso desse mineral no 

organismo (Auesrsperger et al., 2013; Alaunyte et al., 2015). O que facilita este 

quadro é o fácil acesso a medicamentos que contém ferro, como o sulfato 

ferroso, por ser vendido sem controle de receitas por prescrição médica 

(Schümann et al., 2012), por conta disto é um método que tem sido criticado 

devido aos efeitos colaterais e o 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 carência de ferro, o excesso de ferro 

também pode afetar o metabolismo aeróbio e o rendimento dos atletas 

causando fraqueza, fadiga e atrofia muscular, como consequências dos níveis 

excessivos de EROs (Reardon and Allen, 2013).  

 Estudo realizado em corredores apontou um quadro de deficiência de 

ferro significativo entre os atletas (Mettler e Zimmermann, 2010) e por conta 

disto a utilização da reposição deste metal. A depleção de ferro está 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 características 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 

suplementação de ferro é utilizada não é só apenas pela deficiência do mineral, 

mas também como uma tentativa de aumentar o número de glóbulos 

vermelhos e assim melhorar o desempenho nos treinos e competições (Zotter 

et al., 2004; Huang et al., 2006). No entanto, o consumo desnecessário de 

suplementos de ferro pode resultar em hiperferritinemia (Deugnier et al., 2002; 

Zotter et al., 2004; Lippi et al., 2005) e levar ao acúmulo hepático e esplênico 

de ferro (De Matos et al., 2013).  

 

1.3 A homeostase de ferro no organismo 

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

processos fisiológicos como síntese de DNA, respiração celular, transporte de 
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O2, eritropoiese e reações de oxidação-redução. (Dunn et al., 2006; Ganz, 

2013; Gudjoncik et al., 2014). A obtenção do ferro pode ocorrer através da 

alimentação (absorção pelo epitélio duodenal) e/ou reaproveitamento de 

eritrócitos senescentes (Dunn et al., 2006).  O ferro da dieta é classificado 

como heme ou não-heme. O ferro heme está presente nas carnes vermelhas, 

vísceras, peixes e aves, e que é mais facilmente absorvido. Já o ferro não-

heme apresenta-se nos vegetais folhosos, grãos e derivados animais, onde se 

encontra principalmente na forma férrica (Fe3+), tendo baixa solubilidade e 

biodisponibilidade (Grotto, 2010).  

No epitélio duodenal, cerca de 10% do ferro encontra-se complexado 

com proteínas (heme) e os outros 90% encontram-se na forma não-heme. A 

absorção do ferro não-heme ocorre na porção duodenal do intestino pelo 

transportador de metal divalente (DMT-1). Para o ferro ser absorvido, precisa 

ser convertido da forma Fe3+ para a forma Fe2+, pela enzima ferrirredutase 

presente na membrana dos próprios enterócitos. Quando reduzido, o ferro é 

absorvido pelo enterócito pela ação do DMT-1 e associado à proteína ferritina. 

De acordo com a necessidade do organismo, o ferro é removido da ferritina e 

exportado para a circulação pela ferroportina (Muñoz et al., 2009; Ganz, 2013). 

No meio extracelular, o íon ferroso é novamente oxidado pela enzima 

hefaestina (Hp) na membrana basolateral dos enterócitos, o que permite sua 

ligação com a transferrina (Tf) (Muñoz et al., 2009). Já absorção do ferro heme 

(oriundo da hemoglobina, mioglobina e carnes vermelhas) ocorre por 

endocitose no enterócito, mediada pela proteína 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 não-heme (Muñoz 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. Proteínas envolvidas na absorção do ferro no epitélio duodenal. (1) 

Conversão do Fe3+ em (2) Fe2+ pela Dcyth (ferroredutase); (3) absorção do ferro pelo 

DMT-1 (transportador de metal divalente-1) para enterócito; (4) endocitose do ferro 

heme mediada pela HCP-1 (proteína transportadora do heme-1); (5) ferro na forma de 

ferritina (6) ferroportina responsável pelo fluxo de ferro para fora da célula; (7) Fe2+ é 

oxidado em Fe3+ pela enzima hefaestina; (8) ferro ligado a Tf (Adaptado de 

www.ironatlas.com). 

Outros mecanismos de obtenção de ferro, além da absorção intestinal, 

acontece pela fagocitose e a degradação de hemácias senescentes que 

corresponde cerca de 25-30mg/dia de ferro para o organismo. Esta quantidade 

de ferro é suficiente para manter a hematopoese diária, que ocorre nos 

macrófagos do baço, medula óssea e no fígado pelas células de Kupffer.  O 

ferro obtido na dieta ou a partir da degradação das hemácias é armazenado 

principalmente no fígado, baço e medula óssea, complexado à ferritina e 

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

No plasma o ferro é transportado pela Tf (sintetizada no fígado, retina, 

testículo 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 condições normais, e esta capacidade 

http://www.ironatlas.com/
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raramente é utilizada. Cerca de 4-6 mg de ferro circulam ligados a Tf, 

equivalente a aproximadamente 30-50% de saturação pelo ferro. Com o ferro 

complexado à Tf, a internalização é iniciada pela interação desse complexo 

com o receptor da Tf (TfR) (Dunn et al., 2006).  

O ferro é armazenado no organismo na forma de ferritina e 

hemossiderina no baço, no fígado e na medula óssea (Grotto, 2010). Quando a 

necessidade de ferro for maior que a oferecida pela dieta, as reservas são 

mobilizadas pela hepcidina, um hormônio peptídico circulante, sintetizado pelos 

hepatócitos, de forma induzida (Ganz, 2013). Como o organismo não possui 

um meio ativo de excretar ferro, necessita de equilíbrio entre os locais 

absorção, utilização e estoque, em situações fisiológicas, o organismo 

consegue manter a homeostase do ferro principalmente pela ação da 

hepcidina. A excreção do ferro é feita lentamente e de maneira relativamente 

constante, por secreções corpóreas, descamação das células intestinais e 

epidérmicas e fluxo menstrual (Muñoz et al., 2009). Na figura 3, estão 

esquematizados os principais mecanismos envolvidos na homeostase do ferro 

no organismo. 

 

Figura 3: Homeostase corporal do ferro (Adaptado de www.ironatlas.com). 

http://www.ironatlas.com/
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Em situação de sobrecarga crônica de ferro, o mecanismo envolvido 

depende da sua gênese e pode ser classificada em primária, quando resulta de 

uma alteração na regulação da absorção do ferro, ou secundária, quando 

decorre de mecanismos associados a determinadas doenças genéticas ou 

adquiridas. O termo sobrecarga de ferro é usado para descrever uma condição 

resultante do aumento do ferro circulante e dos depósitos desse metal em 

diferentes tecidos, normalmente associada à disfunção desses órgãos 

(Siddique & Kowdley, 2012). Uma vez que não há uma via fisiológica para 

regular a excreção do ferro do organismo, a suplementação irrestrita de ferro 

tem como consequência uma alta possibilidade de intoxicação pela sobrecarga 

de ferro circulante (Ganz, 2013).  

A sobrecarga primária está associada a mutações nos genes que 

codificam proteínas envolvidas na homeostase do ferro, como a 

hemacromatose hereditária, que é uma doença autossômica recessiva 

resultante da perda da regulação do ferro na circulação, levando ao acúmulo 

de ferro, que se deposita em diversos tecidos (Siddique & Kowdley, 2012). 

Quando se refere à sobrecarga secundária, o fato comum a essas doenças é 

anemia: anemias hemolíticas (talassemias, esferocitose hereditária, anemia 

autoimune, entre outras), presença de doenças hematológicas (anemia 

sideroblástica, síndrome mielodisplasica) e doenças hepáticas (hepatite C, 

esteatose hepática não-alcolica) (Saad et al, 2010). A talassemia é a causa 

mais comum de sobrecarga de ferro secundária em consequência de uma 

hematopoese ineficiente. Vale ressaltar que a principal causa que agrava o 

status do ferro no organismo neste contexto, são as múltiplas transfusões 

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

 

1.4 Sobrecarga de ferro e estresse oxidativo 

Com a sobrecarga de ferro a capacidade de ligação a Tf fica totalmente 

saturada e o ferro pode circular livremente pelo plasma, intensificando seu 

depósito tecidual (Siddique & Kowdley, 2012; Ganz, 2013). Essa forma livre do 

ferro participa de reações (Reação de Fenton e Reação de Haber-Weiss) que 
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levam a produção de EROs, aumentando o estresse oxidativo e ocasionando 

lesões e destruição celular (Shazia et al., 2012).  

 

A sobrecarga de ferro tem sido relacionada a muitas desordens 

morfofuncionais em diversos órgãos, sendo o fígado, o principal órgão afetado 

pois é seu principal local de armazenamento. (Siddique & Kowdley, 2012; 

Santos et al., 2012a; Santos et al., 2012b). Desta forma, o acúmulo de ferro 

resulta em disfunção sistêmica envolvendo órgãos como coração, fígado, baço, 

sistema endócrino, artérias, cérebro e pulmão (Day et al, 2003; Jiang et al, 

2007; Lou et al, 2009; Ma et al, 2012). O depósito contínuo de ferro no fígado 

desencadeia um processo inflamatório que provoca um enrijecimento que pode 

evoluir para cirrose ou câncer. No pâncreas, o processo inflamatório, 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). Disfunções no sistema reprodutor também foram 

evidenciadas em estudos com roedores, onde excesso de ferro provocou 

alterações no eixo hipotálamo-hipófise-gonadal e aumento da produção de 

EROs em fêmeas (Rossi et al., 2016) e machos (Lucessoli et al., 1999). No 

coração, o efeito tóxico do ferro envolve a ocorrência de arritmias e disfunção 

cardíaca com altas taxas de mortalidade, basicamente por aumento da geração 

de radicais livres e diminuição das vias antioxidantes endógenas (Day et al., 

2003; Oudit et al., 2003). Nosso grupo de estudo demonstrou 

comprometimento na função cardíaca de animais com sobrecarga de ferro 

aguda, o que resultou em aumento de EROs (OH• e H2O2) e prejuízo na 

contratilidade miocárdica, reduzindo a geração de força por diminuição da 

atividade da ATPase miosínica e da sensibilidade miofilamentar ao Ca2+ (Ávila 

et al., 2016). 
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Na função vascular a sobrecarga de ferro exibe alterações na estrututura 

(Ribeiro Júnior et al., 2017; Fidelis et al 2020) e/ou na função da artéria (Day et 

al., 2003; Marques et al., 2015). Assim como ocorre no fígado, baço e em 

outros órgãos, em situação de excesso de ferro o acúmulo tecidual também é 

evidenciado em artérias (Cusma et al., 2013; Fidelis et al., 2019), o que 

acarreta em prejuízo da função endotelial, no tônus vascular e aumento de 

EROs local (Marques et al., 2015; Ribeiro Júnior et al., 2017). A relação entre 

sobrecarga de ferro e disfunção endotelial em modelo animal, foi demostrado 

em trabalhos anteriores do nosso grupo, que descreveram alterações na 

reatividade vascular em vasos de diferentes leitos, tal como em aortas 

(Marques et al., 2015; Marques et al., 2019), artérias pulmonares de resistência 

(Bertoli et al., 2018) e artérias mesentéricas de resistência (Ribeiro Júnior et al., 

2017).  

Os impactos sobre função vascular se correlacionam com a 

concentração 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 clínicos 

demonstraram uma associação entre sobrecarga de ferro, estresse oxidativo, 

depósito vascular e disfunção vascular (Gaenzer et al., 2002; Kukongviriyapan 

et al., 2008; Cusma et al, 2013; Marques et al., 2015; Ribeiro Júnior et al., 

2017; Fidelis et al, 2019). 

Na sobrecarga de ferro, a disfunção endotelial também é caracterizada 

pela vasodilatação reduzida e/ou aumento da resposta vasoconstritora (Zhou et 

al., 2000; Anderson et al., 2000; Day et al., 2003), devido ao aumento da 

produção de EROs, que desencadeia alterações na função endotelial, como 

demonstrado em trabalhos clínicos 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 após administração crônica de ferro (Lou et al., 2009; 

Kramer et al., 2012; Marques et al., 2015; Ribeiro Júnior et al., 2017; Bertoli et 

al., 2018) e também na administração 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 sistêmicos. Em humanos, 
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observou-se uma associação entre o aumento do estresse oxidativo e o 

prejuízo da modulação endotelial em condições de sobrecarga de ferro de 

origem primária e secundária (Gaenzer et al., 2002; Kukongviriyapan et al., 

2008).  

Sabe-se que a sobrecraga de ferro leva a prejuízo na modulação 

endotelial em resposta a uma redução da participação do NO (Russo et al., 

2002). De fato, diferentes estudos demostraram que o estresse oxidativo 

circulante e vascular contribui para disfunção endotelial bem como para a 

redução da biodisponibilidade de NO em situação de sobrecarga (Marques et 

al., 2015; Ribeiro Júnior et al., 2017; Bertoli et al., 2018). Assim como mostra 

Marques et al., (2015) em seu estudo, onde a administração crônica de ferro 

aumentou a produção de EROs e diminuiu a biodisponibilidade de NO, além de 

apresentar participação significativa da angiotensina II e aumento da NADPH 

oxidase na aorta. Nesse sentido, como a diminuição da biodisponibilidade de 

NO em condições patológicas muitas vezes ocorre como resultado de sua 

degradação metabólica por EROs, tais como ânion O2
•–, a hiperreatividade à 

fenilefrina em modelos de sobrecarga de ferro estaria relacionada ao aumento 

de O2
•–, como demostra Ribeiro Júnior et al., (2017).  

As alterações vasculates na sobrecarga de ferro estão associadas não 

só ao aumento da produção de EROs, mas também a uma resposta 

antioxidante reduzida (Marques et al., 2015; Ribeiro Júnior et al., 2017; Bertoli 

et al., 2018). Estudos demonstram redução dos mecanismos de defesa 

antioxidante, como a SOD e a catalase (Zhang et al., 2014; Badria et al., 2015). 

E esta alteração ocorre não só a nível de expressão, mas também a atividade 

enzimática 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 situação de desequilíbrio onde produção dos radicais 

livres supera a ação antioxidante do organismo, já é bem conhecido que o 

estado oxidante resultante promove disfunção endotelial, induz a danos 

vasculares e pode levar a uma peroxidação lipídica (Siddique & Kowdley, 2012; 

Fernandes et al., 2017). 
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1.5 Justificativa e Hipótese 

Está bem descrito que a prática de exercício físico aeróbico impacta as 

DCV, principalmente sobre a função vascular, onde atua reduzindo as 

respostas contratéis mediado pelo aumento da síntese/biodisponibilidade de 

NO e melhorando o sistema antioxidante, mecanismos responsáveis pela 

melhora da função endotelial. Em contrapartida, a sobrecarga de ferro, 

promovida por uma suplementação exagerada de ferro para melhorar o 

desempenho esportivo, pode causar importantes danos cardiovasculares. O 

excesso de ferro tem relação com a disfunção endotelial, que é caracterizada 

por uma resposta hipercontrátil, por diminuir a modulação do NO, que é 

prejudicada pelas EROs. Partindo desse pressuposto, nosso estudo mimetiza a 

prática de exercício físico como promotor de saúde em indivíduos com 

sobrecarga de ferro, seja por suplementação de ferro não controlada, seja por 

doenças tal como hemocromatose e talassemia.  

Assim, sabendo dos efeitos benéficos do exercício físico aeróbico sobre 

a função vascular, considerando a frequente associação da suplementação de 

ferro à prática de exercícios para melhorar o desempenho esportivo, que em 

excesso, promove efeitos deletérios sobre o sistema vascular, este estudo 

avalia a hipótese de que a sobrecarga crônica de ferro interfere nos efeitos 

benéficos do exercício aeróbico moderado sobre a função vascular de ratos.  
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2  OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Determinar se a sobrecarga crônica de ferro prévia interfere nos efeitos 

benéficos promovidos pelo treinamento físico aeróbico de intensidade 

moderada sobre a função vascular de ratos. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 Estabelecer um modelo experimental de sobrecarga de ferro em ratos; 

 Estabelecer um protocolo de treinamento aeróbio de moderada 

intensidade em ratos;  

 Determinar os efeitos da suplementação de ferro e exercício físico sobre 

os parâmetros hemodinâmicos de ratos; 

 Descrever os efeitos da sobrecarga de ferro e do exercício aeróbio sobre 

a morfologia da aorta de ratos;  

 Identificar o impacto da sobrecarga crônica de ferro prévia nos efeitos do 

treinamento aeróbico sobre a reatividade vascular de aorta de ratos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

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 Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito 

Santo – UFES. Durante o tratamento, os ratos foram mantidos em gaiolas 

coletivas, sob condições controladas de temperatura e umidade, com livre 

acesso a água e ração e o ciclo claro-escuro invertido de 12h. Todos os 

procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Espírito Santo (CEUA nº 

88/2015). 

 

3.1.1 Protocolo de sobrecarga crônica com ferro 

Inicialmente uma randomização foi feita para distribuição de dois grupos 

experimentais: animais injetados com ferro ou com solução salina. O grupo 

com sobrecarga de ferro (grupo Fe) recebeu injeções i.p. de ferro-dextrano 

(Ferrodex®, marca Fabiani, Fabiani Saúde Animal Ltda, São Paulo/SP, Brasil) 

na dose diária 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 injeções i.p de solução salina (NaCl 0,9%) no mesmo período 

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 físico foi iniciado ao final 

das quatro semanas de administração do ferro ou solução salina. 

 

3.1.2 Protocolo de Treinamento Físico Aeróbico   

O programa de corrida foi realizado em uma esteira rolante (Figura 4) 

específica para ratos (Insight Instrumentos Ribeirão Preto, SP, Brasil), 5 dias 

por semana, durante 8 semanas, por 60 minutos. O protocolo de treinamento 
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físico aeróbico em esteira utilizado foi adaptado de Carneiro-Júnior et al. 

(2013), sendo descrito a seguir.  

Antes do início do treinamento físico aeróbio, todos os animais foram 

aclimatados na esteira rolante por 5 dias, com duração de 10 min/dia, sem 

inclinação e com velocidade de 10 m/minuto. Para seleção dos animais aptos à 

corrida, consideramos como predisposição à corrida a participação dos animais 

na familiariazação por no mínimo 3 dias, seja o animal correndo por vontade 

própria, ou até mesmo aqueles que precisavam de um estímulo manual para se 

manterem correndo. Os animais que não se adaptaram a corrida foram 

direcionados para experimentos piloto ou para o treinamento e 

aperfeiçoamento das técnicas, não sendo mais utilizados neste estudo.   

Após esse período, os animais dos grupos Ct e Fe aptos à corrida, foram 

randomizados nos respectivos grupos experimentais:  

 Grupo controle sedentário (Ct): animais que receberam solução salina 

i.p. e que não foram submetidos ao protocolo de exercício físico; 

 Grupo sobrecarga de Fe sedentário (Fe): animais que receberam 

ferro-dextrano i.p., e que não foram submetidos ao protocolo de 

exercício físico;  

  Grupo controle treinado (CtEx): animais que receberam solução 

salina i.p. e que foram submetidos ao protocolo de exercício físico; 

 Grupo sobrecarga de Fe treinado (FeEx): animais que receberam 

ferro-dextrano i.p. e que também foram submetidos ao protocolo de 

exercício físico. 

 

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

Após 48 horas do período de adaptação, os animais aptos à corrida foram 

submetidos ao teste na esteira rolante para determinação da velocidade 

máxima de corrida (VMC). O teste foi iniciado com velocidade a 10 m/min, 0º 

de inclinação, 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 não 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 determinação da 

VMC foi realizado em cada animal de todos os grupos experimentais no início 

da primeira semana e ao final da oitava semana do programa de treinamento 

(48h após a sessão de treinamento), que são utilizados para comparação e 

avaliação da capacidade de corrida e tolerância à fadiga dos animais treinados 

em comparação aos grupos sedentários. 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 representação esquemática dos protocolos 

experimentais do tratamento e o protocolo do treinamento físico. 

O protocolo contou com sessões progressivas no tempo/dia de 30 min até 

atingir 60 min na primeira semana e 60 minutos/dia até o final da 8ª semana, e 

o detalhamento está descrito na sequência: 

 Semanas 1 a 4: teste inicial de VMC em todos os grupos. Corrida 

estabelecida a 60% da VMC; 

 Semana 5: segundo teste de VMC apenas para os grupos CtEx e FeEx 

e ajuste da velocidade a 65-70% da VMC; 

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

 Semana 8: teste final de VMC em todos os grupos.  
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Figura 5. Representação esquemática dos protocolos experimentais. 

 

3.2 Hemodinâmica Arterial 

Após 48 h do último teste de velocidade máxima de corrida, os animais 

foram anestesiados com uretana por via i.p. (1,2 g/kg, Sigma, SP, Brasil) para 

avaliação direta dos parâmetros hemodinâmicos arteriais. O plano anestésico 

foi avaliado pela responsividade ao estímulo doloroso, e quando necessário, 

houve suplementação na dose do anestésico utilizado.  

Após o procedimento anestésico, os animais foram submetidos à cirurgia 

de cateterização da artéria carótida direita com cânulas 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 

carótida foi separada delicadamente do tecido conjuntivo, em seguida a cânula 

foi inserida e amarrada com um fio sem obstruir o fluxo de sangue. O cateter 

arterial foi acoplado a um transdutor de pressão (TSD 104A – Biopac) 

conectado a um pré-amplificador, que por sua vez foi conectado ao sistema de 

aquisição de dados, o qual utilizava uma taxa de amostragem de 2000 

amostras/s (MP 30 Byopac Systems, Inc; CA) e processadas por um 

computador. Após 20 min de estabilização, foram analisados os seguintes 

parâmetros: pressão arterial sistólica (PAS), pressão arterial diastólica (PAD) e 

frequência cardíaca (FC). 
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3.3 Determinação do ferro sérico e avaliação biométrica 

Após o estudo hemodinâmico, e com os animais ainda anestesiados, as 

amostras de sangue foram coletadas por meio de punção na artéria aorta 

abdominal e acondicionadas em tubos sem heparina, para obtenção de soro 

por centrifugação a 1200g por 15 minutos (Eppendorf-Neitheier- Hinz GmbH 

22331, Alemanha). A concentração de ferro e a capacidade total de ligação do 

ferro e capacidade de ligação do ferro não saturado (UIBC) foram mensuradas 

em amostras de soro, em duplicata, por método colorimétrico direto (Análise 

bioquímica automática, CMD 800ida marca Wienerlaboratories, Rosario, 

Argentina). O ferro sérico foi liberado da Tf em tampão acetato (150 mM) com 

pH 4,5 e reduzido pelo ácido ascórbico (30 mM). A seguir, o Fe+2, 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 

saturação da Tf foi calculada pela razão entre o ferro sérico e a capacidade 

total de ligação.  

Além disso, após eutanásia por exsanguinação com o animal 

anestesiado, foi retirado músculo esquelético gastrocnêmio (porção medial e 

lateral) que foi imediatamente pesado em balança de precisão e em seguida 

congelado a −20º C. O fígado também foi retirado, pesado e congelado a −20º 

C. Os valores absolutos foram corrigidos pela tíbia direita, devidamente 

dissecada e medida com auxílio de paquímetro, e representados em g/mm. 

 

3.4 Determinação do ferro tecidual 

O ferro depositado no fígado e no músculo esquelético gastrocnêmio 

(porção medial e lateral) foi quantificado por um espectrômetro de absorção 

atômica ZEEnit 700 (AnalytikJena, Jena, Alemanha). As medidas foram feitas 

por espectrometria de Absorção Atômica com chama (F-AAS), usando a 

correção de fundo contínuo (lâmpada de deutério). As medidas feitas em 4 

replicatas por animal, para cada órgão analizado. A taxa de acetileno e a altura 

do queimador foram ajustadas para obtenção de sinais de absorbância 

máximos. 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 combustível e gases oxidantes, respectivamente. As amostras de órgãos 

foram secas durante 72 horas a 60°C e depois foram maceradas. Uma 

decomposição ácida assistida por microondas (GO Multiwave Anton-Paar, 

Áustria) 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 H2O2 30% v/v PA (Proquimios, 

Rio de Janeiro, BRA) e 4 mL de água ultrapura (resistividade <18,2 MΩ, 

PURELAB Ultra, ELGA, Reino Unido). Após o arrefecimento, a solução foi 

diluída para 15 mL. O espaço em branco foi preparado nas mesmas condições 

que as amostras experimentais. O limite de detecção obtido para 

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

 

3.5 Análise histológica 

 Amostras de aorta e fígado foram fixadas em formalina a 4%. 

Posteriormente, os tecidos foram processados e embebidos em parafina a 

58ºC. Secções com 5 µm de espessura foram obtidas e montadas em lâminas, 

sendo armazenadas até o momento da coloração. Para coloração, as lâminas 

permaneceram por no mínimo 1h em estufa a 60ºC. A seguir, foram coradas 

com hematoxilina e eosina (H&E) ou ferrocianeto de potássio (azul da Prússia), 

para analisar morfometria da aorta e deposição de ferro in situ, 

respectivamente. Para coloração, inicialmente as lâminas contendo as secções 

de aorta ou fígado foram desparafinizadas através da imersão em três banhos 

consecutivos de xilol P.A., seguido de xilol P.A e álcool P.A (1:1). Para 

hidratação as lâminas foram imersas em 3 banhos de álcool P.A. e em banhos 

seriados de água destilada, em cada banho as lâminas permaneceram por 5 

min. A seguir as colorações específicas foram seguidas.  

Para a técnica de coloração com azul da Prússia as secções foram 

imersas durante 30 min em solução contendo ferrocianeto de potássio (5%) e 

ácido clorídrico (5%) (1:1). A seguir as lâminas foram imersas durante 5 min em 

água destilada, e imersas em banho com eosina (1h30min) para corar os 

componentes básicos, realizando a contra coloração. Após, foi feito banho com 

água destilada novamente por 5 min, seguido das etapas de hidratação e 
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desparafinização. Ao fim, foi inserido meio de imersão e montagem (bálsamo 

do Canadá) e lamínula sob as secções presentes na lâmina.  

A coloração com H&E seguiu as etapas semelhantes à coloração com 

azul da Prússia, exceto a de imersão em solução de ferrocianeto de potássio 

que foi substituída pela imersão em solução contendo hematoxilina (para corar 

partes ácidas, especialmente os núcleos), onde as lâminas com secções de 

aorta foram inseridas por 4 min. Além disso, inclui-se a etapa de diferenciação 

com álcool ácido (1%) após o banho com eosina.  

As imagens digitais foram coletadas no microscópio óptico Leica DM 

2500 com aumento final de 100× (para fígado) e 400× (para aorta). Para a 

análise, foram utilizados 5 segmentos da aorta por animal para obter a média 

amostral do respectivo animal. A análise de morfometria e depósito de ferro na 

aorta (ánalise semi- qualitativa) foi realizada utilizando o software ImageJ 

(National Institutes of Health, Bethesda, EUA). A análise de deposição de ferro 

tecidual no fígado foi qualitativa (realizada por F-AAS) e as imagens foram 

utilizadas como representação ilustrativa do acúmulo de ferro tecidual no 

fígado.  

 

3.6 Avaliação da reatividade da artéria aorta torácica  

Após a avaliação hemodinâmica, os animais foram eutanasiados e a 

aorta torácica foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente em uma 

placa de Petri contendo solução de Krebs-modificado, composta por (em mM): 

NaCl 127; KCl 4,7; CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3 

24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogênica contendo 5% de 

CO2 e 95% de O2. Esta solução 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 cilíndricos de aproximadamente 4 mm de comprimento 

(Figura 6). 
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Figura 6. (A) Aorta torácica  imersa em uma placa de Petri contendo solução de 

Krebs, antes da manipulação para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Após a 

retirada dos tecidos e sendo dividida em segmentos cilíndricos entre 3-4 mm 

(Marques, 2015).  

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 mL de solução de 

Krebs-Henseleit aquecida a 36±0,5ºC, continuamente gaseificada com mistura 

carbogênica. Dois fios de aço inoxidável em forma de triângulo foram passados 

através do lúmen dos segmentos, de forma que ficassem paralelos na luz do 

vaso. Um triângulo foi fixado à parede do banho e o outro conectado 

verticalmente a um transdutor de tensão isométrica. Assim, qualquer alteração 

do tônus do vaso foi captada pelo transdutor de força (TSD 125) conectado a 

um sistema de aquisição de dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa 

Bárbara, CA - USA) e este a um computador (Figura 7). 

 

Figura 7. Preparação dos anéis isolados de aorta para avaliação da reatividade 

vascular in vitro (Marques, 2018). 

A B 
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3.6.1 Avaliação da reatividade vascular ao cloreto de potássio 

Após o período de 45 minutos de estabilização, foi administrado ao 

banho 125 µl de KCl 3 M (resultando numa concentração no banho de 70 mM) 

para verificar a atividade contrátil do músculo liso vascular induzida por 

despolarização. Após atingirem uma variação de um grama de força a partir do 

valor basal, estes anéis eram lavados com solução de Krebs-Henseleit até 

retornar a tensão de repouso (Figura 8B, C). Após 30 minutos de estabilização 

(Figura 8D), uma nova dose de KCl, semelhante à anterior, foi adicionada ao 

banho para a aquisição de uma contração máxima do músculo liso vascular, 

aferida após 30 minutos da adição, tempo necessário para atingir um platô no 

registro da contração (Figura 8E, F). Após este platô, os anéis foram 

novamente lavados três vezes com a solução de Krebs-Henseleit para atingir o 

valor basal (1.0 grama) e, após 30 minutos (Figura 8G, H), esses anéis foram 

submetidos à avaliação da integridade funcional do endotélio. 

 

Figura 8. Registro com curvas representando o teste da viabilidade do músculo liso 

vascular com KCl e avaliação da integridade funcional do endotélio. Avaliação da 

viabilidade do músculo liso vascular com KCl: A) Período de estabilização inicial (45 

min permanecendo na tensão de 0.9 a 1.3g); B) Adição de KCl (75 mM) ao banho; C) 

Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; D) Período de estabilização (30 

min); E) Adição de KCl (75 mM) ao banho; F) Platô da contração induzida pelo KCl (75 

mM); G) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; H) Período de 

estabilização (30 min). Avaliação da integridade funcional do endotélio:I) Pré-

contração com fenilefrina (PE) 10-6M; J) Platô da contração induzida pela PE; L) 

Adição de acetilcolina (ACh) 10-5M. O tempo foi registrado em minutos, eixo horizontal 

(intervalo de 80 min) e a força em gramas (g), eixo vertical. 
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3.6.2 Avaliação da integridade funcional do endotélio 

A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo 

agonista muscarínico, acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-

contraídos com fenilefrina (PE) 10-6 M. Uma vez atingido o platô, uma dose 

única de acetilcolina (ACh) 10-5 M foi aplicada (Figura 8I, J, L). A integridade 

endotelial foi determinada por um relaxamento maior ou igual a 80%. Nenhum 

anel foi descartado, pois o comportamento da artéria é desconhecido devido a 

duração do tratamento e associação ao exercício físico. 

 

3.6.3 Protocolos Experimentais 

3.6.3.1 Resposta vasoconstritora à fenilefrina 

Após a avaliação da integridade funcional do endotélio, a solução 

nutridora do banho foi trocada três vezes para que a tensão basal fosse 

estabelecida. Após 30 minutos de estabilização, foi realizada a incubação dos 

fármacos e, após mais 30 minutos  foi iniciada a curva concentração-resposta à 

fenilefrina (10-10 a 3×10-4 M) de maneira cumulativa nos grupos estudados. 

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, 

foram realizados da seguinte forma: o fármaco a ser estudado foi  incubado por 

30 min (L-NAME, Tempol, DETCA e Catalase+DMSO), e foi realizada a curva 

concentração resposta à fenilefrina (10-10 a 3×10-4 M) (Figura 9). 

 

Figura 9. Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubação com o 

fármaco a ser estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentração-

resposta à FE (10-10 a 3x10-4M) (Marques, 2018). 
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Com a finalidade de estudar a participação do óxido nítrico (NO) sobre 

os efeitos vasculares promovidos pela associação da exposição da sobrecarga 

de ferro com o exercicio físico, os anéis de aorta foram incubados com um 

inibidor não-seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-

arginina metil éster (L-NAME, 100 µM). 

A fim de investigar se a sobrecarga prévia de ferro interfere nos efeitos 

do exercício físico aeróbico na participação das espécies reativas de oxigênio e 

as vias antioxidantes, foram realizadas curvas concentração-resposta à 

fenilefrina na presença de tempol (1 mM), um mimético da superóxido 

dismutase e, por tanto, um “varredor” de O2
•−; o ácido dietilditiocarbamico 

(DETCA, 0.5 mM), um bloqueador da superóxido dismutase ou a catalase 

(1000 U/mL), um  “varredor” enzimático de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

acrescida do dimetil-sulfóxido (DMSO, 100 mM), neutralizador da ação lesiva 

dos radicais hidroxila (OH•). 

 

3.7 Detecção in situ da produção de óxido nítrico e de ânion superóxido 

em aorta 

A disponibilidade local de NO foi determinada utilizando 4,5-

diaminofluoresceína (DAF-2), segundo protocolo padronizado (Marques et al., 

2015). Após isolamento e dissecção, as aortas foram incorporadas em um meio 

de congelamento (Killik-OCT Easy Path, Erviegas Ltda, SP, Brasil). As secções 

de aorta foram cortadas em criostato a 10 μm de espessura e transferidas para 

lâminas gelatinizadas, congeladas até o momento do protocolo com DAF-2. As 

lâminas foram mantidas em estufa a 37ºC por uma hora para retirar o meio de 

inclusão. A seguir as secções de aorta foram incubadas em idênticas 

condições a 37º C por 30 min com tampão fosfato (0,1 M) contendo CaCl2 

(0,45M). As lâminas foram secadas e incubadas durante 30 min a 37ºC em 

câmara úmida protegida da luz com 8 μM de DAF-2 diluído em solução tampão 

fosfato contendo CaCl2. 

O corante fluorescente oxidativo diidroetídio (DHE) foi utilizado para 

avaliar a produção/presença de O2
•- in situ. A hidroetidina permeia livremente 
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as células e é oxidada na presença de O2
•- ao brometo de etídio, que é 

aprisionado pela intercalação com o DNA. O brometo de etídio é excitado a 546 

nm e tem um espectro de emissão de 610 nm. Os segmentos de tecido 

incorporadas em um meio de congelamento foram cortados em secções de 10 

μm de espessura e colocados em uma lâmina de vidro. Para realização do 

protocolo, as lâminas foram mantidas em estufa a 37ºC por uma hora para 

retirar o meio de inclusão. Em seguida, as secções de aorta foram incubadas 

com tampão Krebs-HEPES, em idênticas condições por 30 min a 37ºC. Foram 

então secadas e incubadas com solução tampão de Krebs-HEPES contendo 

DHE (2 μM) em câmara úmida e protegida da luz, à temperatura de 37ºC por 

30 min. 

As imagens digitais foram coletadas em um microscópio de 

fluorescência Leica DM 2500 acoplado a uma câmera Leica DFC 310 FX. Para 

a quantificação, cinco secções por animal foram amostradas para cada 

condição experimental. A densidade de fluorescência média foi calculada 

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

 

3.8 Expressão proteica por western blotting  

Amostras congeladas de aorta foram trituradas e sonicadas com tampão 

RIPA gelado (Sigma Aldrich, St Louis, EUA), os homogeneizados foram 

centrifugados a 1200g, o sobrenadante foi coletado e a concentração de 

proteína foi determinada pelo método de Bradford (1976). A solução de 

Laemmli foi adicionada a alíquotas contendo 40 µg de proteína de cada animal 

e as amostras foram carregadas em geis de 7,5, 10 ou 12% acrilamida (TGX 

Stain-Free Gels, Bio-Rad). As proteínas foram separadas por eletroforese em 

um sistema de células MiniPROTEAN Tetra (Bio-Rad) por 2 h a 120 V em 

tampão contendo 140 mM de glicina, 37 mM Tris base e 1% de dodecil sulfato 

de sódio (Sigma Aldrich, St Louis , EUA). Os géis foram então ativados por 

irradiação com UV (Sistema de Imagiologia ChemiDoc XRS +, Bio-Rad) 

durante 1 min, o que produziu um sinal fluorescente apartir dos resíduos de 

triptofano presentes nas proteínas e foi registrada uma imagem do gel emitindo 

essa fluorescência. As proteínas separadas foram transferidas para 



46 
 

membranas de nitrocelulose (BioRad) durante 18 h a 40 V, numa solução de 

transferência arrefecida com gelo contendo glicina 140 mM, base Tris 37 mM e 

20% de metanol. O teor total de proteína para cada amostra foi determinado 

pela emissão de fluorescência pelos resíduos de triptofano das proteínas 

separadas (ChemiDoc XRS+, Bio-Rad). As membranas foram bloqueadas com 

leite desnatado a 5% (Molico, Nestlé) em solução Tris-tamponada (25 mM, 

NaCl 137 mM) com Tween 20 (0,2%, TBST) por 1 h sob agitação à 

temperatura ambiente e incubadas com anticorpos primários diluídos em TBST, 

incluindo: anti Cu/Zn superóxido dismutase (anti-Cu/Zn SOD, 1:1000, Sigma 

Aldrich, Germany), anti óxido nítrico-sintase endotelial (anti-eNOS, 1:200, BD 

transductions Laboratories, San Jose, CA, EUA), anti-eNOS fosforilada (anti-p-

eNOS (Ser1177), 1:200, Millipore, San Francisco, EUA) e anti-catalase (1:1000, 

Sigma Aldrich, Germany), sob agitação durante a noite a 4°C. Depois de 

cuidadosamente lavadas, as membranas foram incubadas com conjugado de 

StrepTactin-HRP (1:5000) e anticorpos secundários anti-camundongo (1:5000, 

SigmaAldrich, St. Louis, EUA) ou anti-coelho (1:5000, Sigma-Aldrich , St. Louis, 

EUA), diluídos em albumina de soro bovino a 3% (Sigma-Aldrich, St Louis, 

EUA) em TBST durante 1 h com agitação antes de serem novamente lavados 

com TBST. Um substrato quimioluminescente (ácido cumárico 0,2 mM, luminol 

1,25 mM, Tris-HCl 0,1 M e peróxido de hidrogênio a 0,06%) foi adicionado às 

membranas e as imagens foram obtidas com um sistema ChemiDoc XRS+. A 

intensidade da luminescência foi quantificada e normalizada pelo conteúdo total 

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

 

3.9 Análise Estatística 

 Os resultados estão expressos como média ± erro padrão 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 diferenças 

foram analisadas ANOVA duas-vias, seguidas do pós-teste de Fisher para 

múltiplas comparações, quando aplicável. Para comparar as magnitudes dos 

efeitos do tratamento na resposta vascular, foram calculadas as diferenças nas 

áreas abaixo das curvas (dAUCs) entre os grupos. Para a análise da expressão 
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proteíca, os dados estão expressos como a razão entre os sinais no 

immunoblot correspondente à proteína estudada e a proteína total, 

normalizados pelo valor de uma amostra do grupo controle. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPrism Software 6 

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

 

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

capacidade de corrida 

Os parâmetros avaliados dos testes de velocidade máxima de corrida 

são apresentados na Tabela 1. Todos os animais foram submetidos ao teste de 

capacidade física em esteira rolante, até a exaustão, tanto no início quanto ao 

final do protocolo de treinamento físico aeróbico 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 exercício aeróbico em esteira foram capazes de 

melhorar substancialmente o tempo até a exaustão e a velocidade no teste de 

VMC nos grupos exercitados (CtEx e FeEx) em comparação com os 

sedentários (Ct e Fe). E entre os grupos exercitados teve uma leve redução no 

tempo à fadiga no grupo FeEx em comparação ao CtEx. 

 

Tabela 1. Efeitos do treinamento aeróbico e da sobrecarga crônica ferro sobre 

capacidade aeróbica dos ratos 

Capacidade Fisíca 
Ct 

(n=10) 
CtEx 

(n=10) 
Fe 

(n=10) 
FeEx 

(n=10) 

Tempo até a fadiga, inicial (min) 17,3±1,1 17,7±0,8 16,1±0,8 16,8±1,2 

Velocidade máxima, inicial (m/min) 23,1±1,5 23,8±0,9 21,4±0,9 22,8±1,2 

Tempo até fadiga, final (min) 10,3±0,9 27,7±0,8* 8,3±0,8 25,1±1,0*# 

Velocidade máxima, final (m/min) 17,3±0,1 33,7±0,7* 14,1±0,8# 31,8±1,1* 

Dados são expressos como média ± EPM. ANOVA de duas vias seguido pelo teste 

post-hoc de Fisher. O número de animais usado está indicado nos parênteses. 

*p<0.05 efeito do exercício (vs. respectivo sedentário); #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 aeróbico sobre as 

características fenotípicas do modelo experimental 

A tabela 2 mostra as características do modelo experimental nos 

parâmetros de ferro no sangue. Observamos que os grupos Fe e FeEx 

apresentaram aumento significativo do ferro sérico e no índice de saturação da 

Tf quando comparados aos grupos controles (Ct e CtEx). Já a UIBC 

apresentou-se reduzida nos grupos tratados com ferro-dextrano. Apesar disso, 

o exercício físico aeróbico não foi capaz de modificar estes parâmetros.  

 

Tabela 2. Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aeróbico nos parâmetros 

hematólogicos em ratos 

Parâmetros 
Ct 

(n=10) 
CtEx 

(n=10) 
Fe 

(n=10) 
FeEx 

(n=10) 

Ferro Sérico (µg/dL) 168±21 181±11 515±75# 425±25# 

UIBC (µg/dL) 383±37 366±25 64±11# 61±6# 

Transferrina (mg/dL) 129,4±4,9 127,2±2,7 116,5±3,4# 121,3±4,8 

Saturação Transferrina (%) 31±4,1 35,6±3 90,3±1,8# 87,8±1,5# 

Dados são expressos como média ± EPM. UIBC: capacidade de ligação do ferro não 

saturado. ANOVA de duas vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O número de 

animais usado está indicado nos parênteses. #p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro 

(vs. respectivo controle).  

 

 Caracterizando o modelo experimental de acordo com a presença de 

ferro tecidual, observamos que no músculo gastrocnêmio o peso apresentou-se 

reduzido nos grupos exercitados (CtEx e FeEx) (Figura 10A) e o acúmulo 

tecidual de ferro aumentou significativamente nos grupos injetados com ferro-

dextrano (Fe e FeEx) em comparação com os respectivos grupos controles (Ct 

e CtEx) (Figura 10B), pela análise da espectrometria.  
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Figura 10. Efeitos da sobrecarga crônica de ferro e do treinamento físico 

aeróbico nos depósitos de ferro no músculo gastrocnêmio. (a) Peso dos 

músculos gastrocnêmios normalizado pelo comprimento da tíbia; (b) Teor de ferro nos 

músculos gastrocnêmios determinado pelo ensaio F-AAS. Os dados são expressos 

como média ± EPM. *p<0.05 efeito do exercício (vs. respectivo grupo sedentário); 
#p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo controle). ANOVA de duas 

vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O número de animais usado está indicado 

nos parênteses. 

 

Da mesma forma, o depósito de ferro no fígado, medido pelo F-AAS, 

aumentou em ambos os grupos tratados com ferro, que também apresentaram 

pesos elevados desse órgão (Figura 11A e B). Confirmando o acumulo tecidual 

pela coloração da azul da Prússia, identificamos uma deposição significativa de 

ferro nas células de Kupffer e no parênquima hepático nos grupos Fe e FeEx, 

enquanto nos grupos controle nenhum depósito foi exibido (Figura 11C). 

Semelhante ao que ocorreu com os níveis séricos de ferro, o protocolo de 

exercício aeróbico em esteira não foi capaz de alterar o acúmulo de ferro no 

músculo gastrocnêmio e no fígado nos animais que previamente receberam as 

injeções i.p. de ferro-dextrano. 
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Figura 11. Efeitos da sobrecarga crônica de ferro e do treinamento físico 

aeróbico nos depósitos de ferro no fígado. (a) Peso do fígado normalizados pelo 

comprimento da tíbia; (b) Teor de ferro no fígado, determinado pelo ensaio AAS; (c) 

Depósitos de ferro nas seções histológicas do fígado evidenciados pelos pontos azuis 

escuros após coloração com azul da Prússia. Os dados são 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 número de animais usado está 

indicado nos parênteses. 
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4.3 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aeróbico sobre os 

parâmetros hemodinâmicos 

Após a caracterização do modelo experimental, avaliamos o 

comportamento dos parâmetros hemodinâmicos arteriais (Tabela 3). Ademais, 

os dados hemodinâmicos (FC e PAD) dos ratos anestesiados foram 

semelhantes entre os grupos experimentais. Já o parâmetro da PAS 

apresentou-se reduzida no grupo CtEx em relação ao Ct e no grupo Fe em 

relação ao Ct, ou seja, o efeito do exercício físico e do ferro foram significantes 

e esses efeitos foram somados no grupo FeEx.  

Tabela 3. Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aeróbico na hemodinâmica 

Parâmetros 
Ct         

(n=10) 
CtEx     

(n=10) 
Fe          

(n=10) 
FeEx     

(n=10) 

Pressão arterial sistólica (mmHg) 112±3 97±4* 99±3# 87±3* 

Pressão arterial sistólica (mmHg) 59±3 63±2 61±2 57±5 

Fequência cardíaca (bpm) 318±22 325±22 344±13 299±28 

Dados são expressos como média ± EPM. ANOVA duas vias e post-hoc de Fisher. O 

número de animais está indicado nos parênteses. *p<0.05 efeito do exercício (vs. 

respectivo sedentário); #p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo controle).    

 

4.4 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aeróbico na 

morfologia e nos depósitos de ferro da aorta 

Depois de caracterizado o modelo, iniciamos as análises vasculares com 

a morfometria da artéria. Nas secções de aortas coradas com azul da Prússia 

foram detectados pontos escuros correspondentes a depósitos de ferro nos 

grupos injetados com ferro-dextrano (Fe e FeEx), enquanto nos grupos 

controles (Ct e CtEx) nenhum sinal de depósito foi observado (Figura 12A). 

Além disso, pela medida semi-quantitativa de ferro, foi observado que os 

segmentos aórticos do grupo FeEx apresentaram depósitos menos evidentes 

na camada média em comparação com o grupo Fe não exercitado (Figura 

12B). No entanto, na coloração do H&E, nenhuma alteração na espessura da 

parede foi encontrada entre os grupos, como mostra figura 13A e B.  
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Figura 12. Efeitos da sobrecarga crônica de ferro e do treinamento físico 

aeróbico no depósito de ferro em aorta torácica de ratos. (a) Secções de aorta 

demonstrando depósitos de ferro indicado pelos pontos azuis escuros após coloração 

com azul da Prússia e (b) Análise quantitativa dos depósitos de ferro na aorta, 

expressa em porcentagem da área ocupada. Os dados são expressos como média ± 

EPM. *p<0.05 efeito do exercício (vs. respectivo grupo sedentário); #p<0.05 efeito da 

sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo placebo). ANOVA duas vias seguido pelo 

pelo teste post-hoc de Fisher. O número de animais usado está indicado nos 

parênteses. 
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Figura 13. Efeitos da sobrecarga crônica de ferro e do treinamento físico 

aeróbico na morfologia da aorta torácica de ratos. (a) Coloração com hematoxilina 

e eosina de secções da aorta e (b) Espessura da parede da aorta. Os dados são 

expressos como média ± EPM. ANOVA duas vias seguido pelo teste post-hoc de 

Fisher. O número de animais usado está indicado nos parênteses.  
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4.5 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aeróbico na 

reatividade vascular da aorta  

As respostas contráteis ao KCl (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 normalização das respostas contráteis à fenilefrina 

pela respectiva contração máxima ao KCl do anel estudado. Investigamos se a 

sobrecarga prévia de ferro sobre o exercício físico levaria a alterações na 

função vascular e observamos que o protocolo de exercício aeróbico atenuou a 

resposta vasocontrátil induzida pela fenilefrina no grupo CtEx (Figura 14A). 

Entretanto, nos anéis do grupo submetido previamente as injeções de ferro-

dextrano, o exercício não foi capaz de promover um efeito hipocontrátil (Figura 

14B). 

 
 

 

Figura 14. Efeitos da sobrecarga crônica de ferro e do treinamento físico 

aeróbico nas curvas concentração-resposta à fenilefrina na aorta torácica de 

ratos. (a) Grupos controle sedentário vs. controle exercitado; (b) Grupos ferro 

sedentário vs. sobrecarga de ferro exercitado. Os dados são expressos como média ± 

EPM. *p<0.05 vs. grupo sedentário.  ANOVA duas vias seguido pelo teste post-hoc de 

Fisher. O número de animais usado está indicado nos parênteses.  
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4.5.1 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aeróbico sobre a 

participação da via do óxido nítrico na reatividade vascular da aorta 

Para avaliar a participação do NO na modulação da resposta contrátil à 

fenilefrina, os anéis foram pré-incubados com L-NAME (100µM), um inibidor 

não seletivo da NOS. Como observado na figura 15A, a incubação com L-

NAME aumentou a resposta contrátil à fenilefrina em todos os grupos 

experimentais, porém o efeito da incubação com L-NAME teve uma magnitude 

maior no CtEx, enquanto o FeEx foi comparado aos grupos não exercitados (Ct 

e Fe), como demonstrado na comparação dos valores da dAUC (Figura 15B). 
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Figura 15. O papel do óxido nítrico nas curvas concentração-resposta à 

fenilefrina na sobrecarga de ferro e do treinamento físico aeróbico na aorta 

torácica de ratos. (a) Efeito da incubação com 100µM L-NAME nas curvas 

concentração-resposta à fenilefrina, e (b) A magnitude do efeito foi mensurada através 

das diferenças da área sob a curva com e sem L-NAME (dAUC). Os dados são 

expressos como média ± EPM. *p<0.05 vs. anel com L-NAME, nas curvas 

concentração-resposta à fenilefrina. *p<0.05 efeito do exercício (vs. respectivo grupo 

sedentário); #p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo controle). 

ANOVA duas vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O número de animais usado 

está indicado nos parênteses.  

 

Além disso, a fluorescência emitida pela técnica do DAF-2 mostrou 

aumento da detecção no grupo CtEx em relação ao Ct, mas não de FeEx em 

relação ao ferro (Figura 16A-B). Curiosamente, a análise de Western blot 

mostrou expressão inalterada da eNOS, fosfo-eNOS (ser1177) e da razão 

fosfo-eNOS/eNOS entre os grupos experimentais (Figura 17A-C). 
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Figura 16. Detecção in situ de NO em segmentos de aorta torácica de ratos. (a) 

Microfotografias de secções de aorta na presença da sonda fluorescente (NO 

sensível) 4,5-diaminuflureceim (DAF-2) e (b) Análise quantitativa da fluorescência 

emitida pelo NO nas seções aórticas. Os dados são expressos como média ± EPM. 

*p<0.05 efeito do exercício (vs. respectivo grupo sedentário). ANOVA duas vias 

seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O número de animais usado está indicado nos 

parênteses. 
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Figura 17. Efeitos da sobrecarga crônica de ferro e do treinamento físico 

aeróbico na expressão da eNOS. (a) Expressão proteica da (b) eNOS, (c) p-eNOS 

(Ser1177) e (h) a razão p-eNOS(Ser1177)/eNOS. Os dados são expressos como 

média ± EPM. ANOVA duas vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O número de 

animais usado está indicado nos parênteses. 

 

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

produção de O2•− na aorta 

A produção de O2
•- pode estar associada à redução 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 µM), um mimético da SOD. Entretanto, como mostrado na figura 18, 

a incubação com tempol não teve efeitos significativos nas curvas de contração 

a fenilefrina e a produção in situ de O2
•- 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 oxigênio nos efeitos vasculares na 

sobrecarga de ferro e no treinamento físico aeróbico na aorta torácica de ratos.  

Efeito da incubação com 1 µM TEMPOL nas curvas concentração-resposta à 

fenilefrina. Os dados são expressos como média ± EPM. Nenhuma diferença 

estatística foi identificada pela ANOVA duas vias seguida pelo teste post-hoc de 

Fisher. O número de animais usado está indicado nos parênteses. 
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Figura 19. Produção in situ de O2
•- em segmentos de aorta torácica de ratos. (a) 

Microfotografias de secções de aorta marcadas com DHE, e (b) Representação gráfica 

da quantificação de ânion superóxido nas secções de aorta. Os dados são expressos 

como média ± EPM. Nenhuma diferença estatística foi identificada pela ANOVA duas 

vias seguido pelo teste post-hoc de Fisher. O número de animais usado está indicado 

nos parênteses. 
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4.5.3 Efeitos da sobrecarga de ferro e do treinamento aeróbico sobre a 

defesa antioxidante mediada pela SOD na aorta 

Diante da produção 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 incubação com o inibidor da SOD, o 

DETCA (0,5 mM) aumentou as respostas contráteis a fenilefrina em todos os 

grupos (Figura 20A), mas em maior magnitude nos anéis isolados de animais 

exercitados que não foram previamente expostos à sobrecarga de ferro (CtEx) 

(Figura 20B). A magnitude do efeito do DETCA na curva de fenilefrina no grupo 

FeEx foi semelhante à do grupo Fe, sugerindo que a sobrecarga de ferro 

poderia restringir a supra-regulação da atividade e/ou expressão da SOD 

induzida pelo exercício físico. As análises de Western blot para expressão da 

proteína SOD1, no entanto, não mostraram diferença entre os grupos 

experimentais (Figura 20C). 
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Figura 20. O papel da superóxido dismutase nos efeitos vasculares da 

sobrecarga de ferro e do treinamento físico aeróbico em aorta torácica de ratos. 

(a) Efeito da incubação com da superóxido dismutase, DETCA 0.5 mM. (b) A 

magnitude do efeito foi mensurada pela diferença da área sob as curvas (dAUC) (c) 

Expressão da SOD1. Os dados são média ± EPM. *p<0.05 vs. anel com DETCA nas 

curvas concentração-resposta. *p<0.05 efeito do exercício (vs. respectivo grupo 

sedentário); #p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo controle). 

ANOVA duas vias com post-hoc de Fisher. O número de animais está nos parênteses. 

 

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

do peróxido hidrogênio e do radical hidroxila na aorta 

Além do ânion superóxido, avaliamos se a participação de outro tipo de 

EROs estaria alterada no nosso modelo experimental, com a co-incubação com 

os antioxidantes catalase (1000UI/ml) e DMSO (100 mM), sequestradores de 

H2O2 e OH• respectivamente. Observamos uma redução na resposta contrátil à 

fenilefrina nos grupos sobrecarga de ferro (Figura 21A), entretanto quando 

avaliamos esta magnitude do efeito sobre área abaixo da curva, não 

evidenciamos uma diferença estatística (Figura 21B). Curiosamente, a 

expressão da proteína catalase apresentou-se aumentada nos grupos com 

sobrecarga de ferro (Fe e FeEx), o que não foi influenciado pelo exercício físico 

(Figura 21C). 
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Figura 21. O papel do peróxido de hidrogênio e do radical hidroxila nos efeitos 

vasculares da sobrecarga de ferro e do treinamento físico aeróbico. (a) Efeito da 

co-incubação com 1000 U/ml catalase e 100 mM DMSO e (b) a magnitude do efeito 

dada pela diferença das áreas sob as curvas (dAUC). (c) Expressão da catalase. Os 

dados são média ± EPM. *p<0.05 vs. anel com catalase nas curvas concentração-

resposta. #p<0.05 efeito da sobrecarga de ferro (vs. respectivo grupo controle). 

ANOVA duas vias e post-hoc de Fisher. O número de animais está nos parênteses.  
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5 DISCUSSÃO 

No presente estudo, investigamos os efeitos do exercício físico aeróbico 

na reatividade vascular de ratos previamente submetidos à sobrecarga de 

ferro. Os principais achados deste estudo, inéditos na literatura, sugerem que 

os efeitos benéficos do exercício físico aeróbico sobre a função vascular, tal 

como aumento da participação do NO e da SOD associados à redução da 

resposta contrátil, foram impedidos pela sobrecarga prévia de ferro. Além 

disso, foi evidenciado um aumento da expressão da catalase nos grupos 

tratados com ferro, possivelmente como uma resposta compensatória ao 

estresse oxidativo aumentado.  

O modelo experimental para sobrecarga crônica 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 nível de ferro sérico, saturação da Tf e deposição tecidual 

nos órgãos, o que indica eficiência no protocolo utilizado no presente trabalho 

em mimetizar um quadro de sobrecarga de ferro.  

Além disso, o protocolo com injeções crônicas de ferro-dextrano utilizado 

no presente estudo também levou ao acúmulo de ferro no músculo esquelético 

(gastrocnêmio) dos ratos, semelhante aos estudos clínicos (Torrance et al., 

1968; Davidsen et al., 2007) e experimentais (Reardon & Allen, 2013; Ikeda et 

al., 2016) que sugerem uma relação direta entre concentração de ferro corporal 

e o aumento do ferro no tecido muscular esquelético, o que pode reduzir o 

desempenho no exercício físico.  

É sugerido que pacientes com hemocromatose e talassemia, ambas 

condições sendo causas importantes de sobrecarga crônica de ferro em 

humanos, exibem capacidade reduzida para prática de exercício físico (Hahalis 

et al., 2008; Brandhagen et al., 2002; Davidsen et al., 2007). De fato, os níveis 

aumentados de ferro circulante e os depósitos de ferro no músculo esquelético 

podem contribuir para o comprometimento da aptidão muscular, devido à 

fraqueza e fadiga, como resultado do estresse oxidativo aumentado (Reardon 

& Allen, 2013). Embora não tenhamos medido os níveis de estresse oxidativo 

muscular esquelético, por não 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
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allen%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19201785
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resultados mostraram que a capacidade de corrida, avaliada pelos parâmetros 

do teste de tolerância à fadiga e capacidade máxima de corrida, foi levemente 

reduzida pela sobrecarga de ferro, tanto no grupo sedentário ou no grupo 

exercitado. Todavia, é digno de nota que, pela ANOVA duas vias, o fator 

“exercício” foi significativamente mais forte para melhorar estes parâmetros do 

que o fator “ferro” para prejudicá-los. Além disso, o treinamento aeróbico não 

alterou o acúmulo de ferro no músculo gastrocnêmio em nenhum grupo, 

permanecendo o grupo FeEx com níveis de acúmulo de ferro muscular 

significantemente elevados em relação aos grupos não injetados com ferro, e 

semelhante ao nível do grupo Fe sedentário.  

Nesse sentido, vários estudos demonstram que a sobrecarga de ferro, 

de fato, induz danos morfológicos e funcionais em vários órgãos em 

consequência 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 órgãos estão 

diretamente relacionados aos níveis altos de ferro sérico e acúmulo tecidual, tal 

como descrito para o fígado (Santos et al., 2012a; Santos et al., 2012b; 

Siddique & Kowdley 2012), o coração (Lou et al., 2009; Brewer et al., 2013), as 

glândulas endócrinas (Edwards et al., 1983; Mendler et al., 1999) e o eixo 

hipotálamo-hipófise-gônadas (Lucesoli et al., 1999; Rossi et al., 2016). 

Especificamente no sistema endócrino-reprodutor feminino, nós demostramos 

previamente que mesmo sobrecargas agudas de ferro-dextrano em ratas já 

foram capazes de aumentar a geração de EROs e causar danos sobre 

diferentes sítios do eixo hipotálamo-hipofise-gonadal (Rossi et al., 2016). 

Semelhante ao depósito de ferro no músculo esquelético, o protocolo de 

treinamento físico não foi capaz de alterar o acúmulo deste metal no fígado 

tampouco o nível de ferro circulante. Considerando que o ferro desempenha 

papel chave em processos de transporte de oxigênio e produção de energia, 

parece óbvio que o equilíbrio no metabolismo do ferro deve ser mantido em 

indivíduos que buscam a prática de exercício físico e também em atletas. Além 

disso, os efeitos do próprio exercício físico sobre a homeostase do ferro tem 

sido objetos de estudo. Há algumas décadas, alguns autores sugeriram que o 

tipo de modalidade e intensidade do exercício físico podem estar relacionados 
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a alterações hematológicas, tais como mudanças nos níveis do ferro circulante 

(Clement & Asmundson, 1982; Selby & Eichner, 1986). Por exemplo, no 

exercício mais intenso (resistido ou aeróbico de intensidade alta), foi relatado 

que a hemólise ocorre devido a fatores físicos, como o rompimento de glóbulos 

vermelhos na circulação devido o impacto ao chão, ou o aumento do atrito 

entre os glóbulos vermelhos e a parede das artérias devido ao aumento do 

fluxo sanguíneo (Kobayashi et al., 2014).  

Outros fatores como o ácido lático e o estresse oxidativo, também são 

atribuídos ao rompimento da membrana do eritrócito (Telford et al., 2003). 

Portanto, o desenvolvimento da hemólise induzida pelo exercício físico é 

atribuído não apenas a fatores físicos, mas também a fatores químicos. Além 

disso, ocorre alteração na síntese de mioglobina (Swearingen, 1986) e redução 

na síntese de eritropoietina, desacelerando a atividade eritropoiética (Parr et 

al.,1984). Portanto, fatores presentes em exercícios físicos mais intensos, 

sejam isoladamente ou em conjunto, tal como hemólise induzida por impacto, 

inflamação, sangramento gastrointestinal, suor e as perdas de ferro durante o 

ciclo menstrual pelas atletas do sexo feminino, poderiam ser responsáveis por 

alterações na concentração do ferro corporal caracterizadas inclusive por 

redução do ferro circulante (Dellavalle, 2013; Alaunyte et al., 2015; Díaz et al., 

2015).  

Assim, tal como revisado por Mateo & Laínez (2000), e mais 

recentemente por Sim et al. (2019), é frequente que atletas, principalmente do 

sexo feminino, procurem atendimento médico apresentando astenia, 

dificuldade para prática de treinos e uma relativa queda do rendimento 

esportivo, como consequência de deficiência de ferro, processo este 

denominado como como anemia do atleta. Além disso, Liu et al., (2006) 

mostraram que o treinamento de natação de alta intensidade reduziu as 

reservas de ferro em ratas após dez semanas de treinamento, o que não foi 

evidenciado no grupo de intensidade moderada. Assim, acreditamos que o 

treinamento aeróbico de intensidade moderada de oito semanas que usamos 

no presente estudo não foi capaz de interferir significativamente na sobrecarga 

de ferro gerada em ratos machos adultos. 
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No que diz respeito aos parâmetros hemodinâmicos, não foi observada 

uma variação tão expressiva na pressão arterial. Esse resultado foi 

acompanhado de alterações de respostas da aorta, que é considerada uma 

artéria de condutância e não causa interferência na resistência sistêmica e, 

portanto, tem pouco efeito sobre a pressão arterial. O exercício físico aeróbico 

de fato tem sido associado a alterações importantes, principalmente na 

redução da pressão arterial sistólica 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 clínicos e experimentais de 

sobrecarga de ferro que apresentaram uma redução na pressão arterial 

sistólica significativa (Oudit et al., 2003; Oudit et al., 2004; Kramer et al., 2012). 

Em contrapartida, outros trabalhos não mencionam variação na pressão arterial 

(Gaenzer et al., 2002; Cardoso et al., 2005; Kukongviriyapan et al., 2008; 

Cusmà Piccione et al., 2013). 

É sabido que o treinamento físico aeróbico e até mesmo a prática de 

exercícios físicos estão relacionados à prevenção e tratamento de distúrbios 

cardiovasculares e metabólicos, como hipertensão, insuficiência cardíaca, 

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 exercício físico é capaz de melhorar a capacidade cardiorrespiratória e a 

função cardíaca, além de reduzir a mortalidade em modelos experimentais e 

humanos, sendo inclusive constante em políticas de saúde pública em todo o 

mundo. É também consenso que o treinamento físico pode promover 

alterações agudas e crônicas na função vascular (Rodrigues et al., 2013). 

Como discutido mais adiante, um dos mecanismos pelos quais o exercício 

aeróbico promove esses efeitos é pelo aumento na biodisponibilidade de NO 

e/ou sua produção devido ao aumento do fluxo sanguíneo e do estresse de 

cisalhamento resultantes de uma adaptação gerada pelo exercício físico 

(Tinken et al., 2010, Graham & Rush, 2004; Fleming, 2010).  

Outra resposta adaptativa ao exercício físico aeróbico é a melhora do 

sistema antioxidante. As enzimas antioxidantes agem bloqueando a formação 

de EROs ou interagindo com elas, tornando-as menos deletérias. O 
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treinamento físico de intensidade moderada é uma condição que favorece a 

homeostase oxidativa das células e tecidos, por diminuir os níveis basais de 

danos oxidativos e/ou aumentar a resistência ao estresse oxidativo (Schneider 

et al., 2004), como demostra Gu et al., (2013) em seu estudo, em que o 

treinamento físico aumentou as atividades da SOD e da catalase em ratos 

espontaneamente hipertensos, contribuindo para diminuir as EROs. Evidências 

mostram que diferentes modalidades de exercício aeróbico (corrida ou 

natação) são favoráveis 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, o treinamento aeróbico pode minimizar os 

prejuízos cardiovasculares modulando positivamente o sistema antioxidante, 

porém nosso estudo indica que em uma situação de sobrecarga de ferro, estes 

efeitos benéficos são restringidos ou impedidos.  

À semelhança do que se nota no conteúdo de ferro em diferentes sítios 

do organismo, também foram observados depósitos 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 Júnior et 

al., 2017; Fidelis et al., 2019; Marques et al., 2019). De maneira interessante, 

embora o exercício físico não tenha alterado o ferro circulante e os depósitos 

desse metal no fígado e no músculo esquelético, foi evidenciada uma reduzida 

deposição do ferro na parede vascular do grupo FeEx em comparação com o 

grupo Fe sedentário. Ainda assim, ambos os grupos injetados com ferro-

dextrano apresentaram níveis consideravelmente elevados de ferro na parede 

vascular.  

Nesse sentido, como o 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 clínicos 

demonstrem uma associação entre sobrecarga de ferro, estresse oxidativo, 

remodelamento e disfunção vascular (Gaenzer et al., 2002; Day et al., 2003; 

Kukongviriyapan et al., 2008; Cusmà Piccione et al., 2013; Marques et al., 

2015; Ribeiro Júnior et al., 2017; Fidelis et al., 2019). Por outro lado, como já 

mencionado, o exercício físico aeróbico é descrito como sendo capaz de 
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promover benefícios à estrutura e função da vasculatura, reduzindo a 

hipertrofia da parede (Brown 2003; Ye et al., 2019), rigidez (Tanaka et al., 

2002) e a hiperreatividade contrátil (Bechara et al., 2008; Roque et al., 2013). 

Em concordância com tais evidências, em nosso estudo os anéis 

isolados da aorta dos ratos submetidos ao treinamento aeróbico de oito 

semanas em esteira exibiram redução na resposta vasoconstrictora à 

fenilefrina, associada ao aumento da modulação pelo NO. De fato, está bem 

descrito na literatura que o exercício aeróbico promove melhora significativa na 

função endotelial através do aumento da biodisponibilidade do NO (Graham & 

Rush, 2004; Jordão et al., 2017; Couto et al., 2018), melhorando a resposta 

vasodilatadora (Hambrecht et al., 2000; Thompson et al., 2003) e reduzindo a 

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

Os principais estímulos fisiológicos para síntese do NO são a força de 

arraste promovida pelo fluxo sanguíneo contra o endotélio e a pressão que o 

sangue exerce sobre a parede vascular (Tinken et al., 2010, Graham & Rush, 

2004; Fleming, 2010). Em decorrência disso, um dos fatores que podem 

influenciar em sua biodisponibilidade é a prática de exercícios físicos, pois, por 

meio da tensão de cisalhamento na parede vascular em resposta ao esforço, 

esta promove adaptações fisiológicas e metabólicas importantes. Porém, de 

maneira interessante, esse efeito pode variar de acordo com o tipo de artéria, 

já que Roque et al., (2013) evidenciaram que o treinamento físico não afetou as 

respostas contráteis alteradas das artérias coronárias de ratos hipertensos, 

mas normalizou a hiperresponsividade das artérias mesentéricas aos níveis do 

grupo controle. 

Por outro lado, quando o protocolo do exercício físico aeróbico foi 

realizado em ratos previamente tratados com ferro-dextrano para induzir 

sobrecarga sistêmica de ferro, este efeito anti-contrátil foi impedido. Ademais, o 

aumento da modulação pelo NO evidente no grupo CtEx em comparação ao 

grupo Ct foi perdido quando comparados os grupos FeEx e Fe. Embora a 

incubação com L-NAME tenha deslocado a curva de vasoreatividade 

concentração-resposta à 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 fluorescência 

ao DAF. Isso sugere que o estado de sobrecarga de ferro tenha atuado 

contrariamente aos efeitos potencialmente benéficos do exercício físico. 

Essa ideia estaria em acordo com o sugerido não só por estudos clínicos 

(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 relação direta entre sobrecarga de ferro e disfunção 

vascular no modelo em ratos, caracterizada por resposta hipercontrátil devido 

ao comprometimento endotelial na aorta (Marques et al., 2015; Marques et al., 

2019) artéria mesentérica de resistência (Ribeiro júnior et al., 2017) e artéria 

pulmonar de resistência (Bertoli et al., 2018). Apesar das evidências 

mencionadas e o fato de a sobrecarga de ferro prévia impedir os efeitos 

vasculares benéficos do exercício aeróbico, paradoxalmente, o grupo Fe no 

presente estudo não 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 após 4 semanas de sobrecarga, e que no 

presente estudo a sobrecarga de ferro foi interrompida no final da 4ª semana, 

poderíamos especular que uma recuperação da função vascular poderia 

ocorrer ao longo das semanas subsequentes, levando à aparente normalidade 

na avaliação “in vitro” da reatividade vascular dos anéis de aorta realizada na 

12ª semana. 

De acordo com nossos resultados funcionais, os dados sugerem que o 

exercício aumentou o papel do NO na aorta do grupo CtEx, em resposta a 

biodisponibilidade elevada e/ou melhor resposta vascular ao NO liberado, 

enquanto a sobrecarga de ferro prejudicou ou impediu isso de ocorrer. Tanto a 

hipótese de aumento da liberação endotelial quanto de maior resposta vascular 

ao NO induzidos pelo treinamento físico são apoiadas por estudos anteriores. 

Durante o exercício físico, o aumento do fluxo sanguíneo gera estresse 

hemodinâmico na parede vascular, que induz não apenas a liberação de NO 

(Graham & Rush 2004; Fleming 2010; Tinken et al., 2010) mas também leva ao 

aumento da sensibilidade do músculo liso vascular ao NO disponível em anéis 

de aorta (Lash & Bohlen 1985; Delp et al.,1993), coronária (Haskell et al.,1993) 

e de artérias mesentéricas (Chen et al., 2001). Estas energias mecânicas na 
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parede da artéria são responsáveis pelas alterações agudas durante o 

exercício físico. Tal atuação mecânica induz a formação de eNOS (Tinken et 

al., 2010; Fleming, 2010) que, por sua vez, produz óxido nítrico. O aumento na 

produção de NO é, provavelmente, o principal fator responsável pelos 

benefícios vasculares que o exercício aeróbico produz, uma vez que sua 

biodisponibilidade reduzida pode gerar uma série de efeitos deletérios sobre o 

sistema vascular, como disfunção endotelial e consequentemente um processo 

de vasodilatação diminuída (Graham & Rush, 2004).  

Além dos danos diretos sobre as células que compõem os vasos 

sanguíneos, as EROs promovem disfunção endotelial também por reduzirem a 

biodisponibilidade do NO. Essa redução advém da reação do O2
•− com a 

molécula de NO produzida pelas células endoteliais com consequente redução 

na oferta de NO para o processo de vasodilatação e, assim, menor resposta 

relaxante dependente do endotélio. Esse efeito pode ser devido a aumento da 

síntese de EROS mas também pode estar associado a uma redução na 

expressão de enzimas antioxidantes, tal como a SOD (Green et al., 2004). 

Assim, o papel da SOD na função vascular se destaca por proteger as células 

dos efeitos tóxicos das EROs e aumentar a biodisponibilidade de NO para as 

células musculares lisas, mantendo uma adequada regulação do tônus 

vascular (Yang et al., 2011; Claudio et al., 2017; Jordão et al., 2017).  

Dessa maneira, enquanto a atividade antioxidante reduzida tem sido 

implicada no dano oxidativo em várias doenças vasculares, o exercício 

aeróbico atua beneficamente não apenas por reduzir os sistemas enzimáticos 

na produção de EROs, mas também é um importante ativador dos sistemas de 

defesa antioxidante (Green et al., 2004). Em destaque, sabe-se que o exercício 

físico é capaz de estimular a expressão da enzima SOD, aumentando assim a 

degradação do O2
•− (Valko et al., 2007; Yang et al., 2011; Claudio et al., 2013; 

Jordão et al., 2017).  E de fato, pudemos perceber que a incubação com o 

inibidor da SOD, o DETCA, foi capaz de aumentar de forma significativa a 

reatividade vascular à fenilefrina no grupo CtEx em comparação com o efeito 

promovido no grupo Ct. Entretanto, similar ao identificado para a reatividade 

vascular e o papel do NO, esse aumento na participação da SOD promovido 

pelo exercício físico aeróbico não foi observado nos anéis isolados do grupo 
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exercitado que fora previamente submetido à sobrecarga de ferro, sugerindo 

uma perda do efeito antioxidante aumentado pelo exercício. Como a expressão 

proteica da SOD1 não foi alterada em nenhum dos grupos, o efeito 

diferenciado da incubação dos anéis com o inibidor da SOD sobre a 

vasoconstrição induzida pela fenilefrina pode ter sido devido ao aumento da 

atividade enzimática promovido pelo exercício físico aeróbico, que por sua vez, 

seria reduzida pela sobrecarga de ferro. De acordo com estudos anteriores, o 

exercício físico pode aumentar a participação da SOD na modulação da 

vasorreatividade (Cooper et al., 2002; Claudio et al., 2013; Fernandes et al., 

2017), enquanto a sobrecarga crônica de ferro devido à beta-talassemia 

(Hershko 2010) ou o acúmulo de ferro na parede arterial em estudos 

experimentais (Zhang et al., 2014; Badria et al., 2015; Marques et al., 2019) 

foram associados à diminuição dos mecanismos de defesa antioxidante, tal 

como SOD e catalase. 

Além disso, ao longo dos últimos anos nosso grupo de pesquisa tem 

demonstrado que as alterações na função vascular devido à sobrecarga 

crônica de ferro em ratos estão associadas ao aumento do estresse oxidativo, 

não apenas por uma capacidade antioxidante reduzida, mas também devido ao 

aumento da produção de EROs (Marques et al., 2015; Ribeiro Júnior et al., 

2017; Bertoli et al., 2018; Marques et al., 2019). Como já mencionado, entre as 

EROs, o O2
•− desempenha um papel importante na alteração da reatividade 

vascular devido à degradação metabólica do NO (Zhou et al., 2000; Higashi et 

al., 2009). No entanto, no presente modelo de sobrecarga de ferro de 4 

semanas e observação ao final da 12ª semana, tanto o efeito do TEMPOL, um 

varredor de O2
•− na reatividade vascular, como a produção in situ de O2

•− pela 

técnica do DHE, não foram diferentes entre os grupos experimentais, sugerindo 

aparentemente não haver biodisponibilidade alterada de O2
•− na aorta.  

Entretanto, é importante ressaltar que a aparente produção inalterada de 

O2
•− pode ser devido a alguma conversão desta para outro tipo de EROs. De 

fato, a dismutação de O2
•- resulta na produção de H2O2, que também 

desempenha um papel importante na reatividade vascular, não apenas 

diretamente, mas também pode participar das reações de Fenton e Haber-

Weiss na presença de ferro, formando assim metabólitos secundários 
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prejudiciais como •OH (Wardman et al., 1996; Cai et al., 2005; Thakali et al., 

2006). Embora o efeito da incubação da catalase não tenha sido alterado nos 

dois grupos de sobrecarga de ferro, a expressão proteica da catalase foi 

aumentada nesses anéis de aorta. Curiosamente, Marques et al., (2015) 

descreveram efeito significativo da incubação com a catalase em aortas de 

ratos com sobrecarga de ferro avaliadas imediatamente ao fim da 4ª semana 

de tratamento, indicando aumento da produção local de H2O2, possivelmente 

sem resposta antioxidante eficiente, uma vez que a expressão da proteína da 

catalase não fora alterada naquele estudo. Utilizando este mesmo raciocínio, 

nossos dados sugerem então que, durante as 8 semanas subsequentes após 

as 4 semanas de injeções de ferro, o H2O2 deve passar a não mais 

desempenhar um papel na função vascular, provavelmente como resultado de 

uma upregulation compensatória da catalase. 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Em conclusão, apesar dos conhecidos efeitos benéficos do exercício 

físico aeróbico sobre a função vascular, nossos resultados indicam, pela 

primeira vez, que a sobrecarga prévia de ferro impediu essas melhorias. O 

efeito anticontrátil mediado pelo aumento da biodisponibilidade do NO e de 

uma resposta antioxidante eficiente promovido pelo exercício aeróbico foi 

anulado em aortas torácicas de ratos com sobrecarga de ferro e posteriormente 

exercitados.  

Ainda que se caracterize como uma pesquisa básica em modelo animal, 

o valor prático deste estudo se baseia na ideia de que embora o exercício 

aeróbico possa ser indicado para melhorar a função vascular e reduzir o risco 

cardiovascular como um agente promotor de saúde, atenção deve ser dada 

aos praticantes de exercício físico que fazem o uso de suplementação de ferro, 

pois o excesso de ferro prejudica órgãos e sistemas induzindo estresse 

oxidativo. E atenção deve ser dada também aos pacientes com sobrecarga de 

ferro, nos quais a quelação de ferro e as terapias antioxidantes devem ser 

prioritárias para garantir os efeitos benéficos do exercício físico, considerando 

que estes efeitos serão anulados ou até mesmo podem complicar possíveis 
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alterações vasculares. Consideramos uma questão importante a ser discutida e 

que pode estimular e incentivar mais pesquisas clínicas e experimentais sobre 

esse assunto.   
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