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Resumo

Introducéo e objetivos: O ferro € um micronutriente essencial em varios processos
vitais e manutencdo da homeostase corporal. Entretanto, seu excesso pode causar
danos aos orgdos devido, principalmente, ao estresse oxidativo observado nesta
condicdo, sendo a cardiomiopatia a principal causa de morte em pacientes com
sobrecarga de ferro. Embora o exercicio fisico seja considerado ha muito tempo uma
ferramenta cardioprotetora e antioxidante, seus efeitos sobre a sobrecarga de ferro
ainda nao foram definidos. Por isso, este estudo foi desenhado para investigar os
efeitos do treinamento aerdbio de intensidade moderada em um modelo de roedor
com sobrecarga crbnica de ferro. Material e métodos: Ratos Wistar receberam
injecdes intraperitoneais de ferro-dextrano 100 mg/kg/dia, 5 dias/semana por 4
semanas ou solucédo salina (NaCl 0,9%) no mesmo regime. Ao final, os animais
injetados com ferro-dextrano foram randomizados em dois subgrupos, sendo
mantidos nao treinados ou submetidos ao exercicio fisico (60 min/dia, treinamento
aerobio progressivo a 60-70% da velocidade maxima, 5 dias/semana em uma esteira
elétrica) nas 8 semanas seguintes. Ao final, a hemodinamica ventricular esquerda foi
registrada, e amostras de sangue, figado e coracdo foram coletadas. Além disso, a
mecanica miocardica foi avaliada “in vitro” em musculos papilares isolados do
ventriculo esquerdo, e o remodelamento cardiaco foi avaliado por histologia e
imunoblotting. Principais resultados: O protocolo adotado no estudo foi eficiente em
desenvolver um modelo de sobrecarga crénica de ferro em que 0s niveis séricos de
ferro permaneceram aumentados e a saturacdo de transferrina também mantida
acima de 20-50%, consistente com o que é encontrado em pacientes nessas
condi¢cdes. Confirmando o modelo experimental, a sobrecarga de ferro levou a
deposicao de ferro no figado, fibrose e aumento da alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) séricas. Além disso, o acumulo de ferro cardiaco
foi acompanhado por comprometimento da mecéanica miocardica, aumento do
colageno cardiaco tipo | e peroxidacao lipidica (TBARS), e liberacdo de CK-MB no
soro. Embora o exercicio fisico de intensidade moderada n&o tenha influenciado os
niveis de ferro, os marcadores de lesdo (AST, CK-MB e TBARS) foram
significativamente reduzidos, em associacado com o aumento da enzima antioxidante
endogena catalase. Da mesma forma, a contratilidade miocéardica e a responsividade

inotropica ao calcio e ao isoproterenol foram melhoradas nos ratos exercitados, assim



como os niveis de fosforilacdo de substratos fosforilaveis pela PKA. Concluséo: O
exercicio aerobio de intensidade moderada atenuou o dano cardiaco e o estresse
oxidativo neste modelo experimental, podendo, dessa forma, representar uma
ferramenta terapéutica adjuvante nado-farmacoldgica potencialmente Util na

cardiomiopatia da sobrecarga de ferro.

Palavras-chave: Exercicio aerébio; Mecéanica miocéardica; Cardiomiopatia por
sobrecarga de ferro; Estresse oxidativo; Modelos animais.



Abstract

Background and goals: Iron is an essential micronutrient in several vital processes
and maintenance of body homeostasis. However, its excess can cause organ damage,
mainly due to the oxidative stress observed in this condition, with cardiomyopathy
being the main cause of death in patients with iron overload. Although exercise has
long been considered a cardioprotective tool, its effects on iron overload are unknown.
This study was designed to investigate the effects of moderate-intensity aerobic
training in a rodent model with chronic iron overload. Materials and methods: Wistar
rats received intraperitoneal injections of iron-dextran 100 mg/kg/day, 5 days/week for
4 weeks and then were kept untrainedor submitted to physical exercise on a treadmill
(60 min/day, progressive aerobic training at 60-70% of maximum speed, 5 days/week)
in the following 8 weeks. At the end, left ventricular hemodynamics were assessed,
and blood, liver and heart samples were collected. In addition, myocardial mechanics
was studied “in vitro” in isolated left ventricular papillary muscles, and cardiac
remodeling was evaluated by histology and immunoblotting. Main results: The protocol
adopted in the study was efficient in developing the chronic iron overload model in
which serum iron levels remained increased and transfer saturation also maintained
above 20-50%, consistent with what is found in patients with these conditions.
Confirming the experimental model, iron overload led to liver iron deposition and
fibrosis and increased serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST). In addition, cardiac iron accumulation was accompanied by
impaired myocardial mechanics, increased cardiac collagen type | and lipid
peroxidation (TBARS), and serum CK-MB release. Although moderate-intensity
exercise did not influence iron levels, injury markers (AST, CK-MB and TBARS) were
significantly reduced in association with an increase in the endogenous antioxidant
enzyme catalase. Likewise, myocardial contractility and inotropic responsiveness to
calcium and isoproterenol were improved in exercised rats, as were the
phosphorylation levels of phosphorylated substrates by PKAConclusion: Moderate-
intensity aerobic exercise attenuated cardiac damage and oxidative stress in this
experimental model, and thereby may represent a potentially useful non-

pharmacological adjuvant therapeutic tool for iron overload cardiomyopathy.

Key words: Aerobic exercise; Myocardial mechanics; Iron overload cardiomyopathy;

Oxidative stress; Animal models
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1. Introducéo
1.1 Ferro e homeostase

A Terra & um planeta com abundancia de elementos quimicos - incluindo metais
- e muitos deles desempenham papéis importantes na natureza. Carbono, hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio, fésforo e enxofre se combinam em uma maravilhosa associacao
e formam uma variedade de estruturas quimicas que compdem a vida no planeta
(BOTTCHER, 2018). Outros elementos, além de compor a crosta, sdo também
essenciais para processos vitais, sendo propagados ao longo da cadeia alimentar
como os metais ferro, zinco, cobre, magnésio, manganés, selénio (HEJNA et al.,
2018).

O ferro € o principal componente do nucleo terrestre e um dos metais mais
abundantes do planeta, esta presente na forma sélida no solo e se relaciona
intimamente com atividades antropicas industriais, bélicas, culturais e alimentares.
Durante o inicio da vida na Terra, este elemento foi fonte de energia para as bactérias
primitivas e acompanhou a evolugéo da vida. Inclusive, uma entre as hipéteses sobre
a origem da vida - a hipotese do “metabolismo primeiro” - se baseia na utilizacdo de
associacfes Fe-S no fundo dos mares como fonte de energia para 0s organismos
anaerébios primitivos, sendo esta, uma caracteristica conservada inclusive nas
mitocéndrias atuais (WILLIAMS, 2012). O ferro também est& presente como cofator
para nitrogenases de bactérias fixadoras de nitrogénio para ser disponibilizado ao
ecossistema, e esta presente, por exemplo, em bases nitrogenadas e aminoacidos
(NUNES; RAIMONDI; NIEDWIESKI, 2003).

N&o obstante, o ferro € um importante micronutriente também para os seres
humanos e outros vertebrados, sendo essencial para o processo de eritropoiese,
metabolismo oxidativo, sintese de DNA e respostas celulares imunologicas, cofator
enzimatico de muitas reacdes e fundamental para o transporte de elétrons na
respiracdo de quase todos os organismos aerobios conhecidos (BARUPALA et al.,
2016; SOUSA et al., 2020). Durante o desenvolvimento embrionario, o ferro é
altamente requisitado para a formacgao de hemacias, células musculares e nervosas,
e para participar da geracdo de energia, tdo fundamental para o acelerado

desenvolvimento embrionario e fetal (CERAMI, 2017; FISHER; NEMETH, 2017
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GEORGIEFF, 2020). No sistema nervoso, é importante para producdo de ATP que
suporta as reacoes nervosas, cofator da sintese de neurotransmissores, participa da
formacdo da bainha de mielina e €& fundamental para processos sinapticos,
desenvolvimento cognitivo e motor (CRICHTON; DEXTER; WARD, 2011; DUCK;
CONNOR, 2016; THIRUPATHI; CHANG, 2019) e na funcdo muscular, associado a
mioglobina é responsavel pelo aporte de oxigénio e energia e protecdo contra a
hipoxia (BEARD, 2001; ORDWAY; GARRY, 2004).

1.2 Metabolismo do ferro em mamiferos

Nos mamiferos, o ferro é disponibilizado para o organismo através da sua
reciclagem a partir da hemoglobinas da heméacias (CHERUKURI et al., 2004) e da sua
absorcao pelo epitélio intestinal (Figura 1). Na luz duodenal, cerca de apenas 10% do
ferro obtido pela dieta encontra-se complexado com proteinas (heme) e os outros 90%
encontram-se na forma ibnica (ndo-heme). O ferro em grupos heme pode ser
absorvido nos enterocitos e em outros tecidos através de um transportador
recentemente descrito e denominado Heme Carrier Protein 1 (HCP-1) (LE BLANC,;
GARRICK; ARREDONDO, 2012; SHARMA et al., 2007). Quando na forma ibnica,
apresenta-se normalmente como ion férrico (Fe*), que ndo pode ser absorvida pelos
enterdcitos e, por sua vez, precisa ser primeiramente reduzido para seu estado ferroso
(Fe?*) pela enzima ferrirredutase presente na membrana dos proprios enterdcitos.
Enfim, a forma ferrosa € absorvida pelo enterdcito pela acéo do transportador de metal
divalente (DMT-1), da proteina transportadora de metal (MTP1) e por transportadores
da familia ZIP e, no meio intracelular, € associado a proteina ferritina (ABBOUD;
HAILE, 2000; KE et al., 2003; MENON; CHANG,; KIM, 2015; THEIL, 2011).
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Figura 1. Principais vias de absor¢éo, armazenamento e uso do ferro de origem dietética nos
enterdécitos, hepatdcitos e cardiomidcitos, respectivamente. DMT1: transportador de metal
divalente; HFE: hefaestina; HCP1: heme carrier protein; LTCC: canal de calcio do tipo C;
TTCC: canal de calcio do tipo T; Tf: Transferrina; TfR: receptor de transferrina. Modificado de
Mufioz (2009) e Paterek; Mackiewicz e Mgczewski (2019).

De acordo com a necessidade do organismo, o ferro é removido da ferritina e
transportado para fora das células pela ferroportina (MUNOZ; VILLAR; GARCIA-
ERCE, 2009). Embora as células possam apresentar mecanismos especificos de
obtencao do ferro, a principal via celular de aquisicédo é a internaliza¢do do complexo
formado pela transferrina e seu receptor (GKOUVATSOS; PAPANIKOLAOU;
PANTOPOULOS, 2012). Para isto, no meio extracelular o ferro ferroso € oxidado pela
enzima hefaestina (Hp) na membrana basolateral dos enterécitos, o que permite sua
ligacdo com a transferrina (Tf), uma proteina plasmatica que atua como um quelante
de ferro tornando-o disponivel na forma idnica apenas as células que expressam o
seu receptor (TfR) (AISEN; ENNS; WESSLING-RESNICK, 2001; CHENG et al., 2004).
Depois de interiorizado, o ferro em pH acido é liberado do complexo Tf-TfR pode ser
complexado a ferritina, formar cluster Fe-S, ser internalizado pelo mitocondria ou

participar da composicado estrutural de diversas proteinas, como nos exemplos
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ilustrados na figura 2 (CHENG et al., 2004; PATEREK; MACKIEWICZ; MACZEWSKI,
2019).

v

Figura 2 — Ferro como elemento estrutural de proteinas. A esquerda: nlcleo Fe-S — DNA
primase (Homo sapiens) indicado pela seta; a direita: &tomo de ferro indicado pela seta na
representacdo da estrutura 3D da catalase (Proteus mirabilis). As fitas verdes representam a
conformacdo terciaria das proteinas e os pontos circulares os radicais da cadeia. Fonte:
Protein Data Bank- NCBI.

N&o sdo conhecidas estratégias ativas para excrecdo de ferro, de modo que sua
absorcdo e estoque precisam ser rigorosamente regulados (MUNOZ; VILLAR;
GARCIA-ERCE, 2009). Uma maneira de controle da absorg&o de ferro é conhecida
como blogueio da mucosa: uma dose de ferro reduz a capacidade de absorcédo de
uma segunda dose. Isso acontece porque o ferro absorvido provoca a geracédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que induzem internalizacdo do DMT-1,
diminuindo a absorcéo de ferro por este transportador (ESPARZA et al., 2015). Outro
mecanismo de regulacdo pds-transcricional da homeostase do ferro acontece através
de elementos responsivos ao ferro (IREs), regidbes do RNAm de proteinas
relacionadas ao metabolismo do ferro que regulam a expressdo das mesmas. Em
situacdes de diminuicdo da concentracdo intracelular de ferro, os IRE diminuem a
traducdo de proteinas relacionadas a quelacédo e exportacdo do ferro, tais como a
ferritina e a ferroportina e suprimem a degradagéo do TfR e DMT-1, aumentando
assim o influxo de ferro (ROUAULT, 2006).
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Ha ainda, e de maneira mais importante, a regulacdo hormonal dos niveis de
ferro no organismo feita pela hepcidina. A hepcidina € um horménio de natureza
proteica produzido pelos hepatocitos de forma induzida, em situagdes como
inflamacéo, estresse do reticulo endoplasmético e nos aumentos da quantidade de
ferro circulante, quando ha elevacao da saturacdo da Tf. A hepcidina é capaz de se
ligar a ferroportina de outros tipos celulares como enterdcitos, eritrocitos e
macréfagos, e o complexo formado por estas duas proteinas € internalizado, o que
resulta em inibicdo do efluxo celular de ferro para a circulagdo (GANZ, 2013;
HUGMAN, 2006). Por outro lado, em situac6es como hipdxia e anemia, a sintese de
hepcidina € inibida e, por consequéncia, ha aumento do efluxo de ferro a partir das

células e aumento da sua absorcgédo atraves do epitélio intestinal.

2. Sobrecargade Ferro

Considerando a auséncia de mecanismos fisioldgicos envolvidos na regulacéo
da excrecao de ferro pelo nosso organismo, algumas situacées podem provocar o
acumulo deste metal: aumento da absorcéo de ferro, administracao de ferro exégeno
em casos de anemias que requerem repetidas transfusbes de sangue ou uso
inadequado de doses excessivas de compostos de ferro. A sobrecarga de ferro
produzida nessas situacfes é caracterizada por niveis altos de ferro sérico, ferritina e
saturacdo de transferrina acima de 20%, e pode levar a depdésitos sistémicos e
teciduais, danificando varios 6rgdos (BRASIL, 2013; CHIFMAN; LAUBENBACHER;
TORTI, 2014).

A sobrecarga de ferro afeta pessoas em todo o mundo como resultado de
condicdes genéticas e adquiridas, e exposi¢cdes agudas e cronicas a quantidades
excessivas de ferro. Apesar da Organizagcdo Pan Americana e da Organizagao

Mundial da Saude apontarem em 2020 que

‘o conhecimento aprimorado sobre a prevaléncia e
distribuicdo da deficiéncia de ferro e do risco de sobrecarga de
ferro na populacdo ajuda os paises a decidirem sobre
intervencdes apropriadas e a monitorar e avaliar o impacto e a

seguranca dos programas de saude publica”,
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nao ha dados sistematizados sobre pacientes com sobrecarga de ferro no
Brasil (OPAS Brasil, 2020).

2.1 Tipos de sobrecarga de ferro

De acordo com a situacao, a sobrecarga de ferro pode ser aguda (normalmente
denominada como intoxica¢do) ou crénica. Na década de 1980, a intoxicagao por ferro
ja era considerada um problema relevante, e a quelacdo do ferro nestes quadros,
apontada como urgente (BANNER; TONG, 1986; MAHONEY et al., 1989). Além disso,
no inicio do século XXI, Jeffrey S. Fine revisou dados sobre envenenamento com
compostos contendo ferro, especialmente alto em criangcas menores de 6 anos, e
destacou a necessidade de quelacédo imediata para evitar complicacfes sistémicas
(FINE, 2000).

A sobrecarga crbnica deste elemento pode se apresentar como resultado de
transfusbes sanguineas recorrentes, alteracdes genéticas que prejudicam seu
metabolismo (BORGNA-PIGNATTI et al., 2004; BRISSOT et al., 2018; CHIFMAN;
LAUBENBACHER; TORTI, 2014; COATES, 2019; NAIR et al., 2018) e ao uso
excessivo de compostos farmacéuticos contendo ferro (JIANG et al., 2015;
RAJENDRAN et al., 2020).

A sobrecarga crbnica de ferro € normalmente classificada em primaria ou
secundaria. A sobrecarga de ferro priméaria é consequéncia de doencas genéticas
envolvendo diretamente os elementos responsivos ao ferro e seu metabolismo. Um
exemplo desta condi¢cdo € a hemocromatose hereditaria, uma doenca autossémica
recessiva, caracterizada por mutacdes nos genes que regulam o metabolismo do
ferro, o que ocasiona 0 aumento da absorcéo do metal pelo epitélio duodenal, com
intenso deposito nos tecidos e ocasionando lesbes e danos funcionais importante
(BARDOU-JACQUET; BRISSOT, 2014). A principal mutacdo responsavel pelo
desenvolvimento da hemocromatose tipo 1 é a p.Cys282Tyr em homozigose no gene
da HFE, que pode modular a expressao de hepcidina. Além dessa, a heterozigose
p.Cys282Tyr / His63Asp, também no gene da HFE, aparece em menor propor¢cao
como causa da hemocromatose hereditaria (SANTOS; KRIEGER; PEREIRA, 2012;

SIAH et al.,, 2006). Relativamente comum na Europa, ela € mais rara entre ndo
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caucasianos e um estudo da Santa Casa de Sao Paulo demonstrou uma prevaléncia
de aproximadamente 2% de mutacao p.Cys282Tyr em seus doadores (SANTOS et
al., 2010; SANTOS; KRIEGER; PEREIRA, 2012). Existem outros tipos de
hemocromatose ndo associados a mutagcdes do gene da HFE. Nestes casos, podem
estar relacionadas a alteracbes no gene da HJV e Hamp (hemocromatose tipo 2),
TfR2 (hemocromatose tipo 3) ou ferroportina (hemocromatose tipo 4) (SANTOS;
KRIEGER; PEREIRA, 2012; SIAH et al.,, 2006). Estas proteinas sdo capazes de
interferir na expresséo da hepcidina e, além de altos niveis séricos de ferro e ferritina
e alta taxa de saturacdo da transferrina, pacientes com hemocromatose hereditaria
também apresentam aumento nos produtos da peroxidacdo lipidica no plasma
(MURPHY; OUDIT, 2010; SANTOS et al., 2009).

A sobrecarga de ferro secundéaria, com a propria denominacdo sugere, é
decorrente de condicbes adquiridas e geralmente causada por transfusdes
sanguineas recorrentes em consequéncia de eritropoiese insuficiente ou hemolise
exacerbada, como por exemplo as anemias hemoliticas causadas por muta¢des nos
genes codificadores das globinas, como ocorre na beta talassemia maior e também
na anemia falciforme (SIAH et al., 2006). A talassemia maior afeta 310 brasileiros
oficialmente registrados pelo Ministério da Saude, concentrados principalmente na
regido Sudeste (BRASIL., [s.d.]), enquanto a anemia falciforme apresentava maior
prevaléncia na Bahia e propor¢cdo de 1:1.800 em recém nascidos em territorio
capixaba (BRASIL., 2014), e as transfusfes recorrentes nesses pacientes levam a
aumento da concentracdo sanguinea de ferro e acumulo teciduais em 6rgados como o
figado e o coracdo (DE SANCTIS, 2017).

2.2 AlteragcOes organicas associadas a sobrecarga de ferro

Os principais orgaos e tecidos prejudicados pelo excesso de ferro sdo os que
tém maior concentracdo deste metal e elevada atividade metabdlica: trato
gastrointestinal, figado e coracdo (FINE, 2000) e esses danos séo parte importante
do processo fisiopatolégico da sindrome relacionada a sobrecarga. A sobrecarga de
ferro é descrita como potencialmente fatal ha varias décadas (MAHONEY et al., 1989).
Neste trabalho, Mahoney e colaboradores utilizaram um modelo de intoxicacdo por

ferro em camundongos e observaram que a taxa de mortalidade aumentava conforme
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as doses administradas aumentavam. Qualquer que seja a causa ou 0 sistema de
orgaos perturbado, o mecanismo fisiopatolégico envolve estresse oxidativo associado
a presenca do ferro, e a peroxidacéo lipidica, carbonilagdo e oxidacdo de proteinas e
os danos ao DNA decorrentes desta condigdo, que por sua vez levam a lesdes
celulares e disfuncdo organica (KAKHLON; CABANTCHIK, 2002; NAKAMURA,;
NAGURO; ICHIJO, 2019; SOUSA et al., 2020).

Clinicamente, os sintomas e sinais da sobrecarga de ferro dependem da
gravidade e do 6rgdo mais afetado e, frequentemente, o diagndstico é dificil até que
varios sistemas sejam perturbados. Os primeiros sintomas incluem letargia e fadiga,
e podem evoluir para hiperpigmentacdo da pele, artropatia, hepatopatia,
cardiomiopatia, hipogonadismo, diabetes e disfun¢des endocrinas quando o ferro se
deposita em quantidades importantes nesses tecidos (FLEMING; PONKA, 2012; GAO
et al., 2014; PIPERNO; PELUCCHI; MARIANI, 2020; PRABHU et al., 2020). A
deposicao de ferro no figado induz um processo inflamatério e esta associada a
doencas hepdticas, incluindo cirrose e alto risco de carcinoma hepatocelular (JIANG
et al., 2015; MEHTA; FARNAUD; SHARP, 2019). No pancreas, a inflamacéo
desencadeada pelo excesso de ferro pode prejudicar a producéo e a responsividade
a insulina, alterando o controle glicémico (SIMCOX et al.,, 2013). Além disso,
hipogonadismo hipofisario, osteoporose e disfun¢cbes da tireoide, adrenal e
paratireoide foram efeitos relatados nas glandulas enddcrinas (OUESLATI et al., 2019;
PELUSI et al., 2016; ROSSI et al., 2016).

No sistema cardiovascular, a sobrecarga de ferro esta associada a diminuicao
do débito cardiaco, alteracGes da reatividade vascular e diminuicdo da contratilidade
cardiaca (AVILA et al., 2016; BARTFAY; BARTFAY, 2000; FINE, 2000; MARQUES et
al., 2015) e os efeitos danosos da sobrecarga de ferro também séo frequentemente
relacionados ao estabelecimento de estresse oxidativo (JIANG et al., 2015; ROSSI et
al., 2016; SOUZA; LOCATELLI, 2012).

Por fim, sabe-se que o depdsito de ferro no coracao prejudica gravemente a
mecanica e o metabolismo do miocardio, e a cardiomiopatia por sobrecarga de ferro
representa a principal causa de morte nesses pacientes (BRASIL, 2013; BREWER et
al., 2014, DIEZ-LOPEZ; COMIN-COLET; GONZALEZ-COSTELLO, 2018;
FERNANDES; FABRON; VERISSIMO, 2009; GUJJA et al.,, 2010). Geralmente, os

efeitos da sobrecarga cardiaca se manifestam como cardiomiopatia restritiva ou
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dilatada, arritmias e insuficiéncia (COATES, 2019; DIEZ-LOPEZ; COMIN-COLET;
GONZALEZ-COSTELLO, 2018; SIRI-ANGKUL et al., 2018).

3. Efeitos da sobrecarga de ferro sobre a funcéo cardiaca

Como mencionado, a homeostase do ferro é importante para a manutencéo
das funcbes organicas e muitos orgaos podem sofrer em situacfes de sobrecarga,
especialmente o coracdo. Normalmente, os pacientes apresentam insuficiéncia
cardiaca e arritmias cardiacas fatais mediados por radicais livres (LEKAWANVIJIT;
CHATTIPAKORN, 2009). Os quadros de insuficiéncia cardiaca e arritmias também
sdo apontadas pela Sociedade Brasileira de Hematologia como uma das principais
causas de morte em pacientes com hemocromatose juvenil (ANA L.C. MARTINELLI,
SBH)

O caminho para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca provocada pela
sobrecarga de ferro € iniciado pelo comprometimento contratil do musculo cardiaco
que culmina em disfuncéo sistélica (Figura 3), identificada normalmente em sua fase
mais avancada, e sendo mais comum no ventriculo esquerdo (LEKAWANVIJIT;
CHATTIPAKORN, 2009). A disfuncao sistdlica evidente e a manifestacdo clinica da
insuficiéncia cardiaca em humanos sdo precedidas pelo estabelecimento de
cardiomiopatia restritiva e disfuncdo diastélica, embora alguns pacientes podem
passar rapidamente do estdgio inicial para a insuficiéncia cardiaca sistélica
(LEKAWANVIIIT; CHATTIPAKORN, 2009; MURPHY; OUDIT, 2010). J4 em modelos
experimentais de camundongos talassémicos a disfuncédo sistélica é observada

mesmo sem que haja comprometimento da funcao diastélica (ZHANG et al., 2019).

E importante notar que além de causar cardiopatia, a sobrecarga de ferro
também pode potencializar uma insuficiéncia cardiaca pré-existente em pacientes e
modelos experimentais (PATEREK; MACKIEWICZ; MACZEWSKI, 2019).
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Figura 3. Espectro do desenvolvimento de doencas do coracdo em pacientes com sobrecarga cronica
de ferro. AEC: acoplamento excitagdo-contragéo; IC: Insuficiéncia Cardiaca. A linha a tracejada indica
que alguns doentes podem progredir rapidamente para a fase de cardiomiopatia dilatada. Adaptado de
Murphy & Oudit, 2010.

3.1 Mecanismos envolvidos nainsuficiéncia cardiaca provocada por ferro

O acumulo de ferro no coracéo, que leva as consequéncias jA mencionadas,
esté relacionado a entrada do ion ferroso nos cardiomiécitos através dos canais para

calcio, DMT-1 e TfR e sua participacdo na formacédo de EROs pela reacdo de Fenton:

Fe*+0,” &«—» Fe?*+0,

FeZ* + H,0, —> Fe3* + HO" + OH-
(Fenton reaction)

0~ + H,0,6—> 0, + HO'+ OH-
(Haber-Weiss reaction)

O estresse oxidativo resultante pode danificar as organelas celulares e causar
peroxidacao lipidica e danos as proteinas e ao DNA dessas células (DAS et al., 2017,
GORDAN et al., 2018; OUDIT et al., 2003; SHIZUKUDA; ROSING, 2019). Os
cardiomiocitos sao vulneraveis a deficiéncia de ferro, porque para seu bom
funcionamento, requerem enormes quantidades de energia e, portanto, enzimas
mitocondriais contendo ferro. Por conseguinte, sdo mal protegidos da sobrecarga de
ferro, porque proteinas importadoras de ferro locais ndo sao reguladas negativamente
pelo ferro sistémico (PATEREK; MACKIEWICZ; MACZEWSKI, 2019).
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Para vislumbrar os efeitos da sobrecarga de ferro no coracéo, faz-se necessaria
uma breve revisdo sobre a funcéo contratil cardiaca, especialmente o acoplamento

excitacao contracao (Figura 4).

Para realizar a funcdo de bombear o sangue para corpo, 0 coracao precisa
desenvolver forca — funcéo contratil — para que seja gerado o gradiente de presséo
necessario a ejecdo — funcdo de bomba. Sendo um 6rgdo auténomo e formado por
célula excitaveis, o impulso elétrico gerado no nodo sinoatrial se espalha pelo
miocardio, excitando assim o sincicio cardiaco. Ao atingir os cardiomiécitos
ventriculares, o impulso elétrico se espalha pelas jun¢cdes comunicantes ou do tipo
gap, provocando uma onda de despolarizacdo da massa ventricular, que leva ao
influxo de ifons Na* e abertura de canais para Ca?* voltagem-dependentes,
especialmente os canais do tipo L. A entrada de ions Ca?* a partir do meio extracelular
funciona como um gatilho para a liberacdo do estoque do reticulo sarcoplasmatico
(RS), um grande reservatério do Ca?*intracelular, por meio de canais denominados
receptores de rianodina (RyR2). O Ca?* livre em altas concentracdes no mioplasma
se liga a troponina C associada aos filamentos contrateis do sarcémero para entéo

disparar a formacao das pontes cruzadas e posteriormente a contracao.

Para gque ocorra o relaxamento, a concentracdo citosoélica de Ca%*deve diminuir.
Em ratos, a principal forma de reducéo da concentracédo de Ca?* no mioplasma é pela
acéo da bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2a). Além disso, o Ca?*
pode ser removido através do trocador Na*/Ca?* (NCX) e da Ca?"ATPase do
sarcolema e de transportadores da mitocondria (BERS; SHANNON, 2013).
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Figura 4. Representacdo do processo de acoplamento excitagdo—contracdo do
musculo cardiaco. SR: reticulo sarcoplasmatico, ATP: ATPase, PLB: fosfolamban, NCX:
trocador Na* /Ca 2*, RyR: receptor de Rianodina, AP: potencial de acdo, ICa : corrente de
Ca?". As setas em vermelho representam o0s processos influenciados pelo ferro nos

cardiomiocitos. Adaptado de Bers, 2002.

Nesse contexto, o excesso de ferro é descrito como sendo capaz de alterar o
acoplamento excitacdo contracdo cardiaco de diversas maneiras e em varios pontos

do processo descrito acima.

O influxo de ferro nos cardiomidcitos pode ocorrer através do TfR, das proteinas
da familia ZIP, pelo DMT1 e por canais para Ca?* do tipo T e do tipo L, sendo essa
ultima a principal forma de entrada de ferro em condi¢gbes de sobrecarga, tal como
revisado recentemente por Paterek; Mackiewicz e Maczewski (Figura 5). De acordo
com OUDIT et al (2006), niveis elevados de ferro presentes na sobrecarga cronica
estdo associados a disfuncéo diastélica, arritmia e cardiomiopatias, e o transporte de
Fe?* por canais para Ca®** aumenta a suscetibilidade ao acimulo de ferro intracelular
e a sensibilidade dos cardiomidcitos, além de prejudicar o influxo sarcolemal do ion
Ca* (AVILA et al., 2016; OUDIT et al., 2003). Além disso, o ferro é capaz de ser
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internalizado pelos canais do tipo L e deslocar os ions Ca?* de seus sitios de ligacéo
no dominio citoplasmatico responsaveis pela inativacdo de canal dependente de
ligante, o que atrasa a inativacdo de canal e também aumenta a entrada de mais ferro
- configurando um feedback positivo desfavoravel (PATEREK; MACKIEWICZ,
MACZEWSKI, 2019).
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Figura 5. Influxo e distribuicdo intracelular do ferro em cardiomiécitos. DMTL1:
transportador de metal divalente, LTCC: canal de calcio do tipo C, TTCC: canal de célcio do
tipo T, FT: ferritina, MT: mitoferrina, FPN: ferroportina, Hepc: hepicidina, Tf: transferrina, TfR:
repceptor de Transferrina, IRE: elemento responsivo do ferro (iron responsive element).

Paterek; Mackiewicz e Mgczewski (2019).

Uma vez internalizado e acumulado nos cardiomidcitos, o ferro é capaz de
modular o RyR2 e tem um efeito depressor na funcdo do RS: deprime o estoque e
inibe a liberacdo de Ca?* (KIM; GIRI; PESSAH, 1995). Outro efeito da sobrecarga
cardiaca de ferro é o prejuizo da capacidade contratil associada a diminuicdo da
sensibilidade das proteinas sarcoméricas ao Ca?* e da ativacdo da maquinaria contratil
(AVILA et al., 2016).

Além dos efeitos diretos do excesso de ferro, a sobrecarga esta associada a
um desbalanco oxidativo no cardiomiocito: no citoplasma o ferro catalisa reacdes de
Fenton (QIAN et al., 2019), e nas mitocdndrias cardiacas compromete a producéo de
ATP, produzindo radicais livres que ndo somente reduzem a contracdo miocardica

mas também estdo associados a disfungéo cardiaca (AVILA et al., 2016a; DAS et al.,
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2015; KUMFU et al., 2012; MURPHY; OUDIT, 2010) ao desenvolvimento de hipertrofia
(SUKUMARAN et al., 2017).

Os radicais livres também causam peroxidacao lipidica tanto do sarcolema
guanto das membranas das organelas, inclusive da mitocéndria, alterando o processo
de fosforilagdo oxidativa que prejudica a producéo de ATP e por sua vez leva a maior
producdo de EROs, potencializando assim os efeitos da sobrecarga de ferro no
coracao. De fato, atividade mitocondrial diminuida e comprometimento da geracao de
ATP sao eventos ja observados em situacdes de insuficiéncia cardiaca (PATEREK;
MACKIEWICZ; MACZEWSKI, 2019; ZHANG et al., 2019).

A peroxidacéo lipidica também é um fenbmeno que ocorre no processo de
ferropoptose, um tipo de morte celular causada por sobrecarga cardiaca de ferro
estabelecida principalmente a partir de degradacdo hémica. Interessantemente, a
ferropoptose € um evento presente ndo sé na hemocromatose, mas também na injlria
provocada por isquemia/reperfusédo, insuficiéncia renal aguda e neurodegeneracao
(CONRAD; PRONETH, 2019).

3.2 Efeitos agudos da sobrecarga de ferro sobre o acoplamento excitacao
contragéao

Os estudos sobre o comprometimento da funcéo cardiaca tiveram inicio nos
anos de 1960 e na década de 1980, alguns trabalhos demonstraram que agudamente
o ferro em excesso ja é capaz de comprometer a fungéo cardiaca. Artman et al (1982,
1984) demonstraram que a exposi¢do aguda in vitro do musculo cardiaco de coelhos
a altas concentracfes de ferro é capaz de se acumular no tecido apos apenas 90
minutos de exposi¢cado e comprometer o desenvolvimento de forca e que estes efeitos
eram prevenidos pela N-acetilcisteina, manitol e superéxido dismutase, evidenciando
a mediacdo de EROs neste processo. Em 1988, Moreb; Hershko e Hasin
demonstraram que o excesso de ferro em meio de cultura de cardiomiocitos neonatais
provoca depressao da contratilidade destas células e que este efeito era revertido pela
cafeina, indicando que o ferro é capaz de agir sobre o0 RS. No inicio dos anos 2000,
foi demonstrado finalmente que o ferro adentra o cardiomidcito pelo canal do tipo L,
como ja mencionado (OUDIT et al., 2003). Em 2016, nosso grupo demonstrou que

além de comprometer o influxo de Ca?* extracelular por acdo direta, a sobrecarga
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aguda de ferro também compromete a contratilidade de musculo papilar de ratos

através da geracao imediata de EROs, especialmente radical hidroxila e peréxido de

hidrogénio (Figura 6) (AVILA et al., 2016).
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Figura 6. Efeitos da incubacdo aguda de Fe?* na contratilidade de miocéardio de ratos. (A)

Efeito de diferentes concentracdes de Fe?* sobre a forga desenvolvida de musculos papilares.

Cada condigéo foi mantida durante 30 minutos. (B) Forca desenvolvida na auséncia e na

presenca de varias concentracées Fe?* avaliada ao longo de 60 minutos. (C) Efeitos de

varredores de EROs na forca desenvolvida pelos musculos papilares expostos ao Fe?*.
Adaptado de Avila et al (2016).

Ainda neste trabalho foi demonstrado que associado ao aumento na geragcao de EROs

e comprometimento da mecéanica cardiaca, altas concentracdes de ferro também

prejudicaram a atividade da ATPase miosinica e a sensibilidade das proteinas

contrateis ao calcio. Para avaliar esta Ultima, as fibras miocardicas tiveram as
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membranas celulares decompostas por detergente e, quando expostos ao ferro 100
UM (concentracdo equivalente aquela de individuos com sobrecarga), exibiram
desempenho contratil prejudicado na curva concentragcdo-reposta de calcio, notado
pela reducgéo significativa do pCa50 (-Log da concentragdo de Ca?* necessaria para
producdo da metade da contracdo maxima). Esses resultados reforcam ainda mais
que, apesar do seu papel direto, o estresse oxidativo mediado pelo excesso de ferro
no tecido cardiaco tem efeito significante na fisiopatologia da cardiomiopatia da
sobrecarga de ferro e sugerem que intervengdes que protejam do miocéardio da lesdo

oxidativa possam desempenhar papel na atenuacéo dos efeitos da sobrecarga.

4. Exercicio fisico e cardioprotecao

Ao mesmo tempo que mudancas no estilo de vida moderno, tal como
inatividade fisica, contribuiram para o aumento da incidéncia e prevaléncia de
doencas cronicas, estratégias nao farmacoldgicas que interferem nesse estilo de vida
- pratica de atividade fisica e treinamento fisico - tém sido amplamente investigadas
na busca de um estilo de vida saudavel para reduzir a dose dos medicamentos e a

polifarmécia, além de diminuir a morbimortalidade.

Nos anos 1980, Caspersen et al definiram atividade fisica como qualquer
movimento corporal promovido por musculos esqueléticos que gere gasto energético,
normalmente medido em quilocalorias ou quilojoules (trabalho), enquanto exercicio
fisico € um tipo de atividade fisica com intensidade, duracao e frequéncia sistematicas
e progressivas, que geralmente envolve planejamento para manutencdo ou

aprimoramento da aptidao fisica e, por consequéncia, promocéao de saude.

Atualmente, € bem conhecido que o treinamento fisico regular induz diversas
adaptacdes homeostaticas em diferentes sistemas fisiolégicos, incluindo o
cardiovascular (MOREIRA; WOHLWEND; WISL@FF, 2020), e claramente as
respostas desses sistemas ao treinamento fisico variam de acordo com a intensidade,
duracéo, tipo de exercicio e progressbes empregadas. Nesse sentido, o exercicio
aerobico se caracteriza pelo aumento do metabolismo de carboidratos e acidos graxos
ao mesmo tempo que incrementa a producdo de ATP pelas mitocondrias e provoca
adaptacdes do sistema cardiovascular para prover o corpo com oxigénio durante a

atividade, potencializando a funcdo cardiaca, conforme ilustrado na figura 7



30

(HELLSTEN; NYBERG, 2015).
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Figura 7. Adaptacdes na fungdo cardiovascular com treinamento de exercicios
aerébicos que aumentam a entrega de oxigénio aos musculos ativos. Adaptado de Victor |.
Katch, William d. Mcardle (2013)

A intensidade do exercicio se relaciona com limiar anaerdbio (ponto em que as
células superam sua capacidade de produzir ATP através da fosforilagcdo oxidativa e
comeca a realizar fermentacao lactea) e depende da velocidade de execucao, carga
imposta, amplitude do movimento e tempo da pausa no treino. Assim, por exemplo,
exercicios de corrida realizados dentro da faixa de intensidade de 50-70% da
velocidade identificada para o limiar anaerdbico sdo denominados exercicios de
intensidade moderada (FERREIRA et al., 2007; TEIXEIRA, 2010). Neste sentido, a
Organizacdo Mundial da Saude recomenda a duracdo minima de 150 minutos de
exercicio aerobico em intensidade moderada ou 75 minutos em alta intensidade

durante a semana para promocao de adaptac6es benéficas a saude (OMS, 2020).
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Varias sdo as evidéncias de que a pratica de exercicios fisicos, em especial 0
aerobico de intensidade moderada, é capaz de melhorar a resposta anti-inflamatoria
e imunoldgica, e favorecer a funcdo cardiaca e homeostase oxidativa das células e
tecidos por aumentar resisténcia ao estresse oxidativo (FERREIRA et al., 2010;
MORRA et al., 2019; TURNER; BRUM, 2017).

No que diz respeito a esta protecdo antioxidante, ja foi demonstrado, por
exemplo, que o exercicio fisico aerdbico de intensidade moderada € capaz de reduzir
0 estresse oxidativo e aumentar a disponibilidade de NO em pacientes hipertensos
(KORSAGER LARSEN; MATCHKOV, 2016). Além disso, a pratica de exercicio
estimula as defesas antioxidantes hepéticas (PILLON BARCELOS et al., 2017),
atletas apresentam melhora na capacidade antioxidante (PARK; KWAK, 2016) e
pacientes com diabetes melitus tipo 2 apresentam niveis de malondialdeido, indicador
de estresse oxidativo sistémico e peroxidacao lipidica, reduzidos apés praticarem 12

semanas de exercicio aerébico (ARSLAN et al., 2014).

Em modelos animais o treinamento fisico também é estimulador da protecéo
antioxidante. O treinamento causa reducdo nos valores de pressao arterial de ratas
ovariectomizadas, acompanhada de diminuicdo da peroxidacéo lipidica e expressao
de enzimas oxidantes, enquanto aumenta a expressao de enzimas antioxidantes
como SOD, catalase e glutationa (DA PALMA et al., 2016). O mesmo efeito é
observado em animais diabéticos melhorando também a funcéo cardiaca (GIMENES
et al., 2015) e a protecdo contra efeitos oxidativos é observada também em ratos
hipertensos (BERTAGNOLLI et al., 2008) e expostos a sobrecarga crbnica de frutose
(FARAH et al., 2016)

4.1 Exercicio aerébio na cardiopatia

No gue diz respeito as cardiopatias, o exercicio fisico tem sido considerado
uma pratica ndo sO preventiva, por reduzir os impactos e melhorar as respostas
adaptativas, mas também terapéutica por atenuar a evolucdo da doenca e melhorar o
prognoéstico do individuo (CATTADORI et al., 2018; MOREIRA; WOHLWEND;

WISL@FF, 2020), e apesar de varios protocolos de alta intensidade serem propostos
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para pacientes com insuficiéncia cardiaca, o exercicio aerébico moderado € o mais
prescrito para esta condicdo (GIALLAURIA et al., 2016).

Em modelos experimentais para estudos sobre o efeito da atividade fisica na
doenca cardiaca, as mais recentes revisdes indicam que o treinamento fisico se
mostra benéfico em modelos experimentais de roedores como na insuficiéncia
cardiaca (NATALI et al., 2015) no pés-infarto do miocardio (CAMPOS et al., 2017,
STOLEN et al., 2020).

Parece bastante consensual que os efeitos cardioprotetores do exercicio fisico
aerébico sejam, pelo menos em parte, devido a sua estimulacdo ao sistema
antioxidante. Por exemplo, o exercicio é capaz de reduzir a producdo de anion
superoéxido e a expressao de proteinas envolvidas na producao de EROs, melhorando
a performance cardiaca (MORRA et al., 2019), enquanto aumenta a expressao das
enzimas relacionadas a capacidade antioxidante do organismo (KORSAGER

LARSEN; MATCHKOV, 2016).

Ademais, também foi demonstrado que o exercicio fisico aerébico protege o
tecido cardiaco da acdo dos agentes oxidantes, avaliada por niveis de indicadores de
dano tecidual como substancias reagentes ao acido tiobarbitirico (TBARS)
(SCHNEIDER; REISCHAK DE OLIVEIRA, 2004). As evidéncias atuais ndo sO
reforcam o papel preventivo e terapéutico do exercicio fisico aerébico de intensidade
moderada na insuficiéncia cardiaca, mas também sustentam a hip6tese de que este

efeito poderia ser observado na cardiopatia induzida pela sobrecarga de ferro.

5. Justificativa

Segundo a Portaria n° 1.324, de 25 de novembro de 2013 do Ministério da
Saude, pacientes com sobrecarga secundaria de ferro (decorrente de transfusdes
sanguineas recorrentes em quadros de anemias cronicas como a talassemia e anemia

falciforme) tem no uso de quelantes sua principal forma de tratamento (BRASIL, [s.d.]).

Assim, removendo formas livres de ferro intra- e extracelulares, os quelantes
agem também como agentes antioxidantes com beneficios para pacientes com

sobrecarga de ferro. Contudo, de acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes
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Terapéuticas da Sobrecarga de Ferro (Sobrecarga de ferro- Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas, 2013), instituido pela citada portaria, o tratamento com
quelantes, especialmente a dexferoxamina, tem a eficacia limitada pela forma de
administracdo subcutanea e os efeitos colaterais do uso destes medicamentos. Além
disso, a Portaria Conjunta n° 7, de 23 de fevereiro de 2018 do Ministério da Saude
restringe o uso de classes de quelantes em pacientes gravidas, criancas na primeira
infancia, pessoas com insuficiéncia renal, hepatite, e com algumas alteracdes da

funcdo cardiaca como bloqueio atrioventricular e alongamento QT.

Ja entre os pacientes com sobrecarga primaria, embora o uso de quelantes
tenha sido aplicado recentemente, a flebotomia € a principal forma de tratamento
(KOWDLEY et al., 2019). E em relacdo ao tratamento de cardiopatias causadas pela
sobrecarga de ferro, além dos quelantes, clinicamente também se faz uso de
bloqueadores de canais de calcio. Visto que o LTCC e TTCC séo portas de entrada
para o ferro nos cardiomidcitos, o bloqueio destes canais diminui o influxo de ferro
(ZHANG et al., 2016).

Devido ao dado o alto grau de dano oxidativo na sobrecarga de ferro, o uso
de compostos antioxidantes pode ser uma terapia adjuvante valiosa para esses
pacientes. De fato, ha relatos de que a administracdo de antioxidante mitiga o dano
tecidual em modelos animais e pacientes com sobrecarga de ferro priméaria e
secundaria (KOONYOSYING et al.,, 2018; SAJADI HEZAVEH et al., 2019). Na
verdade, os efeitos antioxidantes da N-acetilcisteina (OZDEMIR et al., 2014;
WONGJAIKAM et al.,, 2016), taurina (OUDIT et al., 2004), polifendis como o
resveratrol (DAS et al., 2016, 2018) e curcumina (THEPHINLAP et al., 2011) e
flavondides como quercetina e baicalina (ZHANG et al.,, 2011) também foram

demonstrados como cardioprotetores na sobrecarga de ferro.

Apesar de saude ser um estado de bem-estar fisico, mental e social, do
exercicio fisico aerdbico apresentar diversos beneficios cardioprotetores e
antioxidantes e ser acessivel para a maior parte da populacdo, ndo ha dados na
literatura acerca dos efeitos da pratica de exercicio sobre a funcdo cardiaca de
pacientes com sobrecarga de ferro seja como medida preventiva, seja como terapia

adjuvante prescrita a esses pacientes quando sabidamente cardiopatas.
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Dessa forma, a hipotese deste estudo € que a pratica de exercicio aerdébico de
intensidade moderada é capaz de mitigar os efeitos sistémicos e cardiacos da
sobrecarga de ferro. Por conseguinte, considerando a auséncia de um modelo bem
estabelecido de cardiomiopatia por sobrecarga de ferro em ratos, tivemos como
metas: 1) estabelecer um modelo de sobrecarga de ferro capaz de provocar
cardiopatia e 2) determinar o valor potencial do exercicio fisico moderado como

potencial ferramenta terapéutica nessa condicao.
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6. Objetivos

Objetivo geral

Avaliar o potencial do exercicio fisico moderado na atenuacgéo de efeitos sistémicos e

cardiacos da sobrecarga de ferro cronica em ratos.

Objetivos especificos

1. Estabelecer um modelo de sobrecarga de ferro em ratos capaz de
comprometer a forca contratil do musculo papilar do ventriculo esquerdo;

2. Determinar os efeitos sistémicos da sobrecarga crénica de ferro no modelo
estabelecido e a acdo do exercicio fisico de intensidade moderada sobre eles;

3. Avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre o0s niveis séricos e teciduais de
depdsito de ferro e marcadores séricos de dano oxidativo e celular (sistémicos,
hepaticos e cardiacos) apds sobrecarga cronica de ferro;

4. ldentificar os efeitos do exercicio fisico nessa situagdo sobre a funcéo cardiaca
e respostas inotropicas relacionadas ao acoplamento excitacao-contracao

apos sobrecarga crénica de ferro.
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7. Material e Métodos

Ratos wistar machos (Rattus rattus), com 8 semanas de idade e massa
aproximado de 250 g, foram obtidos do Biotério Central do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com a Diretriz Brasileira para Cuidado e Utilizagdo de Animais
para fins Cientificos e Didaticos publicada pelo CONCEA (2013), e foram aprovados
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Ufes (CEUA-UFES) sob o n° 88/2015.

Os animais foram mantidos em gaiolas com livre acesso a agua e racao, em
condi¢cbes de temperatura e umidade controladas, e submetidos a ciclo claro-escuro
invertido de 12 horas.

7.1 Modelo experimental
Para atender nossa primeira meta e estabelecer o modelo de sobrecarga de
ferro capaz de causar prejuizo na funcdo contratil do musculo papilar, iniciamos o

seguinte protocolo de administracéo i.p. de ferro-dextrano:

e 200 mg/kg de ferro-dextrano durante 5 dias por semana, por 2 semanas;
e 100 mg/kg de ferro-dextrano durante 5 dias por semana, por 4 semanas;
e 100 mg/kg de ferro-dextrano durante 5 dias por semana, por 4 semanas

mais suspensédo das injecées por 9 semanas.

Ao fim de cada protocolo de administracao do ferro, os animais tiveram a forca
de contracdo do musculo papilar avaliada conforme descrito na se¢édo 7.3 Andlise da
contratilidade miocardica. Como identificamos comprometimento contratil apenas
no ultimo modelo de sobrecarga (4 semanas de administracdo e 8 semanas de
suspensao; Figura 11), passamos a investigar nele os efeitos da sobrecarga crbnica

de ferro sobre o coracgéo e o figado e o potencial do exercicio fisico para preveni-los.

Apoés as quatro semanas de injecdo de ferro-dextrano (na dose estabelecida
como promotora de disfungcdo miocardica), os animais foram familiarizados e
acomodados com a corrida em uma esteira motorizada (/nsight Scientific Equipment,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) a 5-10 m/min, 0% de grau de inclinagdo por 10
min/dia durante 1 semana. Em seguida, foram divididos em trés grupos experimentais:

controle (Ct), sobrecarga de ferro (Fe), e sobrecarga de ferro e submetidos ao
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exercicio (Fe+EXx). Quarenta e oito horas ap06s o periodo de aclimatacéo, foi realizado
um teste para determinar a velocidade maxima de corrida (VMC) de cada animal, em
que a velocidade era aumentada de 3 m/min a cada 3 minutos até a fadiga. A fadiga
foi definida como o momento em que O rato ndo conseguia mais acompanhar a

velocidade da esteira e a velocidade maxima de velocidade (Vmax) foi determinada.

A partir de entéo, os animais se exercitaram a 50 a 60% de Vmax, em tempos
progressivos até atingir 1h/dia. O teste Vmax também foi realizado no final da quarta
semana de treinamento em animais do grupo Fe+EXx para atualizar a intensidade do
treinamento durante mais 4 semanas. Quarenta e oito horas apos a Ultima sesséo de
treinamento, o teste Vmax foi repetido em todos os grupos (Figura 9). O regime de
desenvolvimento de sobrecarga de ferro e treinamento fisico seguiu 0 mesmo

daqueles publicado recentemente por Rossi et al., (2020).

Os dados de velocidade méaxima e tempo foram utilizados para calcular o
trabalho executado no protocolo de exercicio (KJ), de acordo com a equacao:

T= massa x gravidade x velocidade x tempo

onde a massa foi avaliada em Kg, velocidade em m/s, tempo em segundos e

gravidade = 9.8 m/s?.

Acomodagado na Anestesia e coleta dos
esteira dados

) 60% VMC 65-70% VMC

Wistar & (5d/60min) (5d/60min)
+250¢
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48 horas
12 teste de VMC 22 teste de VMC 32 teste de VMC
Fe
Ferro dextrano (100 [ Ct, Fee Fe+Ex
mg/kg/dia) Fe+Ex

Figura 8. Esquema representativo do desenho experimental com os protocolos de exposi¢cédo

ao ferro e exercicio fisico. Adaptado de Rossi, 2019.

7.2Analises hemodinamicas
Quarenta e oito horas apds o ultimo teste de esfor¢co, os animais foram

anestesiados com uretana 1,5 g/kg, i.p., para a realizacdo de analises hemodinamicas
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do ventriculo esquerdo. Para isto foi realizada a canulacdo da artéria carétida e do
ventriculo esquerdo (Figura 10) com um cateter de polietileno (PE-50) preenchido com
heparina em solucéo salina (50 U/ml). As canulas foram conectadas a um sistema de
aquisicdo de dados com transdutor de pressao (TSD 104A, Biopac Systems, Inc.,
Goleta, CA, EUA) para registro e avaliacdo da frequéncia cardiaca (FC) e dos

seguintes parametros, ap6s 20 minutos de estabilizacdo no ventriculo esquerdo:

e Pressdo sistdlica e diastolica final do ventriculo esquerdo (PSVE;
PDfVE);

e maximas derivadas positiva (+dP/dtmax) € negativa (-dP/dtmax) temporal
de pressao.

Caleterizacdo da arléria

cardtida e ventriculo
esquerco

Grupo “eyercicio” : \ Transdutor
b } b de pressdo Aquisicao e analise
N de dados

Figura 9. Representacéo do protocolo de cateterizagdo para avaliagcdo hemodinamica.

7.3 Anélise da contratilidade miocéardica

Aposs o estudo hemodinamico, o coracdo foi retirado rapidamente do térax e
colocado em solucao de Krebs-Henseleit, previamente oxigenada com mistura gasosa
contendo 95% de oxigénio e 5% de gas carbonico, e aquecida a 30°C. A parede livre
do ventriculo direito foi separada para expor o septo interventricular, que foi dividido
ao meio para que o0s musculos papilares do ventriculo esquerdo fossem

adequadamente expostos.

O musculo papilar posterior foi cuidadosamente dissecado numa plataforma de
silicone e suas extremidades presas a anéis de ac¢o inoxidavel, sendo em seguida
imerso em uma cuba contendo 20 ml de solugcao de Krebs-Henseleit. A extremidade

superior foi conectada por anel e fio de aco inoxidavel a um transdutor de forca
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isométrica (TSD125 - Byopac Systems, Inc; CA) e o anel da extremidade inferior do
musculo conectado a um gancho fixo na cuba de vidro. A solucéo de Krebs-Henseleit
era composta, em mM: NaCl 135; KCI 4,6; CaCl21,0; MgS041,15; KH2PO41,2; glicose
5,5, e tinha pH e oxigenac¢ao mantidos pelo borbulhamento da mesma mistura gasosa
contendo 95% de oxigénio e 5% de gas carbdnico e temperatura controlada em 29 °C
por meio de um banho-maria circulante (LEITE; VASSALLO; MILL, 1988). O
transdutor era conectado a um microcomputador dotado do software Acqknowledge®
3.7.5. (Biopac Systems Inc., CA, USA) que permitia determinar os valores de forca a
uma taxa amostral de 200 Hz. Paralelamente ao musculo, posicionavam-se dois
eletrodos acoplados a estimulador elétrico que liberam estimulos de 10 V e 12
milissegundos de duracdo. Todos os musculos foram estimulados em frequéncia de
0,5 Hz.

Os registros foram iniciados 60 min apos ser atingido o pico da sua curva
comprimento-tensao para permitir que os musculos papilares se adaptassem as novas
condi¢cdes da preparacdo. Os testes foram realizados em comprimento 6timo de
contracdo (Lmax), € a forca desenvolvida foi normalizada pela massa muscular do

papilar, sendo apresentada em g/mg, conforme proposto por Bocalini e Tucci, (2009).

A mecéanica do musculo cardiaco foi avaliada pelo protocolo representado na

figura 11. No estado estacionario, em solu¢do com 1,25 mM de CaClz, foi mensurado:

e O pico de forca desenvolvida e

e A primeira derivada temporal da for¢a desenvolvida (dF/dt);

Outro protocolo utilizado neste trabalho foi 0 estudo da contracédo apds curtas
pausas de estimulos elétricos, manobra experimental que permite avaliar,
indiretamente, o equilibrio entre o papel captador, armazenador e liberador de Ca?*
do RS e a extrusdo deste ion da célula através do sarcolema (MILL; VASSALLO;
LEITE, 1992). Para isso, no protocolo de potenciacdo pos pausa (PPP) foram feitas
pausas de 5, 15, 30, 45 e 60 s na estimulagao elétrica e a contracdo apos a pausa de
estimulos foi normalizada pelo valor relativo as contracdes que precediam a pausa,
aguardando-se o retorno da contracao para as condi¢cdes basais entre um teste de
pausa de estimulos e outro.

A responsividade ao Ca?* extracelular foi mensurada a partir de uma curva
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concentragéo-reposta de CaClz na solugdo nutridora de 0,5 a 2 mM, considerando-se

a forca desenvolvida no platd de cada concentracdo da curva.

A capacidade de resposta inotropica a estimulagao do receptor $-adrenérgico
foi medida também em curva concentracdo-resposta ao agonista isoproterenol
(2x10712 a 2x1077 M) em solucdo de 0,5 mM de CaCl: e considerou-se a forca

desenvolvida no platé da curva de cada dose.

O papel do influxo transarcolemal para a contracdo miocardica também foi
indiretamente avaliado no mduasculo papilar. Para tanto, ao fim da curva de
isoproterenol, a solugéo nutridora foi trocada por solugéo livre de CaClz e acrescida
de cafeina (10 mM) para esvaziamento do contetido de Ca?* do RS por 10 minutos.
Apos, o estimulo elétrico foi desligado e o mudsculo permaneceu na solucao livre de
Ca?* e acrescida de cafeina por mais 10 minutos. Em seguida, a solucédo foi trocada
por pela solucdo Krebs-Henseleit normal e o estimulo elétrico foi religado. A primeira
contracdo apods o religamento do estimulo (PRC, post rest contraction), considerada
como totalmente dependente do Ca? extracelular, foi representada como porcentagem

da forca desenvolvida em Lmax.

5 15" 30 45" 60" )

Figura 10: Esquema representativo do protocolo de avaliagdo de contratilidade do musculo papilar.

CaCl, Isoproterenol

CaCl,(0,62 mM) CaCl,(0,62 mM) Célcio free+cafeina PRC

PRC: Post Rest Contraction. Elaborado pela autora.

7.4 Andlises ponderais e depésito de ferro

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo da aorta abdominal,
centrifugadas a 2000 x g por 20min a 4 °C e o sobrenadante foi coletado e congelado
a —20 °C. Nas amostras de soro foram analisados os parametros de sobrecarga de
ferro: concentracdo sérica de ferro (ug/dL), transferrina (ug/dL) e saturagdo de

transferrina (%). As medidas foram realizadas pelo método colorimétrico direto
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(analisador automatico de bioquimica CMD 800i Wiener Laboratories, Rosario,
Argentina) no setor de Analises Clinicas do Hospital Universitario Cassiano Antdnio
de Moraes, além dos niveis das enzimas indicadoras de dano cardiaco (creatina
fosfoquinase total e isoforma MB) e hepético (alanina aminotransferase — ALT,

aspartato aminotransferase -AST e fosfatase alcalina - FAL).

Para mensurar as concentracdes de ferro nas amostras de figado e no masculo
cardiaco foi utilizada a espectrometria de absorcao atémica de chama (F AAS), como
descrito anteriormente por Bressy et al, em um espectrémetro ZEEnit 700 (Analytik

Jena, Jena, Alemanha).

As amostras foram secas em estufa por 72 horas a 60 °C e maceradas com o
auxilio de um pistilo. Para o processo de decomposicao assistida por radiacdo micro-
ondas, pesou-se cerca de 0,1 g de amostra em um tubo de teflon, ao qual foram
adicionados os seguintes reagentes: 1 mL de H202 30%v/v; 6 mL de H20 ultrapura
tipo 1+ e 1 mL de HNOs concentrado. O programa de aquecimento utilizado teve uma
rampa de aquecimento até 130 £ 5 °C em 10min e permanéncia por 10 min. Em
seguida, outra rampa de aquecimento até 180+ 5 °C em 10 min e permanéncia por 10
min e, finalmente, uma rampa de resfriamento de 15 min. Apds a decomposi¢ao, as
amostras foram filtradas e avolumadas para 15 mL em tubo de polipropileno. As

amostras digeridas foram entdo analisadas no F AAS.
A massa corporea foi utilizado para normalizacdo da massa dos 6rgéos.

7.5 Andlises histoldgicas

Amostras de figado e coracao foram coletadas e fixadas com formalina a 4%.
Depois disso, os tecidos foram incorporados em parafina e cortados em secdes de 5
pMm que foram montadas em laminas e coradas com ferricianeto de potassio (azul da
Prussia) e pricrosirius red para analisar o depdsito de ferro e colageno nos tecidos,
respectivamente. Antes de serem expostas aos corantes, as amostras foram

desparafinizadas em xilol e hidratadas em alcool e agua destilada.

Para a coloracdo de azul da Prussia, as laminas foram expostas durante 30
min a solucéo de ferrocianeto de potassio (5%) e acido cloridrico (5%). A seguir as
laminas foram imersas durante 5 min em agua destilada e a contra coloracéo foi

realizada em banho com eosina (90 min). A analise histolégica de deposicao de ferro
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foi qualitativa, a concentracao tecidual do metal foi analisada como descrito na secéo

anterior.

J& nas laminas coradas com picrossirius red, as etapas de desparafinizacéo
e hidratacdo foram idénticas, substituindo apenas o corante azul da Prussia e a
deposicao de colageno foi mensurada como porcentagem da area observada. Cada
lamina (amostra) foi avaliada em trés campos de observacéo (triplicata por amostra)
e o resultado de cada amostra € a média do valor dos trés campos.

A preparacdo e coloracdo histolégica foram realizadas no Laboratério
Multiusuario de Histologia da UFES. As imagens das coloracdes foram capturadas
com um microscopio (Leica, 10x e 40x objetiva) usando uma camera digital. A analise

histoldgica foi realizada no software ImageJ.

7.6 Medicao dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Para avaliar a peroxidacédo lipidica induzida pela sobrecarga e o efeito do
protocolo de exercicio sobre este indice, foi medida a concentracdo plasmatica de
TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdirico). As TBARS, em especial o
malondialdeido, sdo produtos da oxidacdo de acidos graxos de membranas células e
lipoproteinas, de modo que sua concentracdo é proporcional ao nivel de oxidacéo

destas moléculas.

O sangue foi coletado como j& descrito e transferido para tubos contendo o
anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético (EDTA). O plasma foi obtido por
centrifugacéo (1500 x g, 4 °C, 15 min). Uma aliquota de plasma foi incubada com
acido tiobarbitarico 0,8% (TBA), tampéao de acido fosférico a 1% (HsPOa4), e dodecil
sulfato de sédio a 0,8% (SDS), a 100°C durante 60 minutos. Os resultados da analise
de absorbéncia em Leitora de Microplaca para Absorbancia ELx808 (Biosystems) a

540 nm foram expressos como pmol/L.

Amostras de tecido cardiaco armazenadas a —80°C foram utilizadas para
analise do nivel de TBARS também no corac¢do. As amostras homogeneizadas foram
acrescidas de TBA 1% em e acido fosforico 7% e aquecidas a 95 °C. Em seguida,
acrescentou-se butanol e as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm a 4 °C por 5

minutos. A fase superior do centrifugado foi coletada e a placa de 96 pocos foi
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montada em duplicata e lida a 540 nM. Os resultados foram corrigidos pela
concentracdo de proteina da amostra, determinada pelo método de Bradford e estédo

expressos em nmol/mg de proteina.

7.7 Analise proteica pela técnica de Western blotting

Para avaliar a expresséo de proteinas de interesse, amostras do ventriculo
esquerdo foram rapidamente separadas e congeladas a —-80 °C para posterior
processamento e analise. No dia dos ensaios, o0 ventriculo esquerdo foi
homogeneizado em tampéo RIPA (Sigma Aldrich, St Louis, EUA) e centrifugado a
1200 x g. O sobrenadante foi coletado e a concentracéo proteica foi determinada pelo
método de Bradford. Aliquotas de cada amostra contendo 80 pg de proteina tiveram
solugdo de Lammeli adicionada. As amostras, sem aguecimento, correram em gel
STAIN FREE 10% ou 12% (TGX Stain-Free Gels, Bio-Rad) a 80 V por 3 horas, em
cuba de eletroforese (MiniPROTEAN Tetra Bio-Rad) em tampéao contendo 140 mM de
glicina, 37 mM Tris base e 1% de dodecil sulfato de sddio (Sigma Aldrich, St Louis,
EUA).

ApoGs a corrida, o gel foi ativado e uma fotografia foi tirada no aparelho
ChemiDoc. As amostras foram transferidas para membrana de nitrocelulose (BioRad)
por 22 horas a 0,02 A em tampao de transferéncia contendo glicina 140 mM, Tris base
37 mM, 20% de metanol, sem SDS. A eficiéncia da transferéncia foi verificada por
nova foto no ChemiDoc e as membranas foram bloqueadas com solucao leite 5% em
TBST por uma hora. Para andlise de substratos fosforilados da PKA, as membranas
foram incubadas com o anticorpo primario Ser/Thr PKA substrate (1:1000; RRXS*/T*
100G7E - Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA, EUA) por 18 horas. Também
foram analisadas as expressodes das enzimas antioxidantes SOD 1 (1: 1200 - Sigma-
Aldrich SAB5200083_ RRID:AB_2890259) e catalase (1: 1500 - Sigma-Aldrich Cat#
C0979, RRID:AB_258720), colagenos tipo | (1: 500 Santa Cruz Biotechnology Cat#
sc-293182, RRID:AB_2797597) e tipo Il (1: 500 - Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-
271249, RRID:AB_10613985), e das proteinas envolvidas no acoplamento excitagéo
contracdo SERCA (1:1000. Santa Cruz Biotechnology Cat# sc 8094) e PLB (1:2000
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc 393990).
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Depois destas incubacdes, as membranas eram lavadas e incubadas com
anticorpo secundario anti-rabbit ou anti-mouse (1:5000, SIGMA) durante 1 hora em
temperatura ambiente. Apds lavagem cuidadosa com TBST, as bandas
correspondentes as proteinas de interesse foram detectadas usando um sistema de
deteccdo de coloracdo Western ECL Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino
Unido).

A aquisicdo das imagens foi realizada por meio do ChemiDoc (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA), e os sinais no immunoblot foram quantificados
pelo software ImageLab (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA). A expressao
de cada proteina de interesse foi normalizada pelo contetdo de proteina total obtido
pela deteccdo fluorescente de residuos de triptofano para a respectiva amostra
(ROSSI et al., 2020; SUKUMARAN et al., 2017). Apoés a revelacdo, as membranas
incubadas com anticorpo anti Ser/Thr PKA substrate passaram por lavagem com
solucéo de stripping e foram incubadas com anticorpo anti-PKA lla (1:200; SC909 —
Santa Cruz Biotechnology, Bath, RU) e o0 processo se repetiu para a revelacao dessas
membranas. Para sugerir o grau de atividade da PKA, o nivel de substratos
fosforilados da PKA também foi normalizado pelo conteudo de PKA lla para cada

amostra.

7.8 Anélise Estatistica

Os dados foram testados para distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk.
Os resultados das andlises s@o expressos como a média + EPM. Para cada conjunto
de dados, o teste de Grubbs (alfa 0,05) foi utilizado para identificar e excluir dados
aberrantes (outliers). As diferencas foram analisadas usando o teste t de Student,
ANOVA uma ou duas vias, seguidas de um teste post hoc de Fisher para multiplas
comparacdes. Para todas as analises, p<0,05 foi considerado significante. A analise
estatistica e a construcéo dos graficos foram realizadas no software GraphPad Prism
(GraphPad Prism versao 8 para Windows, La Jolla, CA, EUA).
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8. Resultados

8.1 Estabelecimento do modelo de sobrecarga cronica de ferro

A primeira etapa deste trabalho foi o estabelecimento de um modelo de
sobrecarga de ferro em ratos capaz de comprometer a for¢a de contracdo do musculo
papilar (Figura 11), para investigacdo da cardiopatia provocada por sobrecarga de

ferro em ratos.

Num primeiro momento, 0s animais receberam injecdes i.p. de 200 mg/kg/dia
de ferro-dextrano durante 5 dias por semana, por 2 semanas. Ao final deste periodo,
a forca de contracdo do musculo papilar se apresentou inalterada (p=0,4). Estudos
do nosso grupo com exposicdo aguda de musculos papilares a diferentes
concentracbes de ferro mostraram que a dose e 0 tempo de exposicdo sao
determinantes na causa e magnitude dos efeitos provocados pelo ferro (AVILA et al.,
2016). Baseados nisto, diminuimos a dose pela metade (100 mg/kg/dia) e
prolongamos o tempo de tratamento para 4 semanas, embora mesmo assim nao
tenhamos identificado prejuizo da contratilidade do musculo papilar (p=0,58). Ainda
baseados no tempo de exposi¢cdo como um fator determinante da acéo do ferro sobre
0 coracao e sabendo que a sobrecarga de ferro, uma vez estabelecida, se mantém
por longo periodo ja que ndo h& mecanismos ativos de excrecdo deste metal,
iniciamos um protocolo onde os animais recebiam as injecOes de ferro-dextrano i.p.
100 mg/kg/dia por 4 semanas e a administracao era suspensa por 9 semanas e ai sim
encontramos comprometimento da forca de contragcdo nos musculos papilares

isolados (p=0,002), conforme mostrado na figura abaixo.
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Figura 11. Efeito da dose e tempo de exposicdo ao ferro sobre a forca de contragédo
do musculo papilar de ratos. Dados representados em média + EPM. Teste t de Student,
*p<0,05 (n=7- 8).

8.2 Caracterizagdo do modelo experimental

O fendtipo de sobrecarga de ferro e a caracterizacdo do modelo de sobrecarga
associado exercicio fisico estdo apresentados na tabela 1 e na figura 12. Ao final dos
protocolos, os animais que receberam o ferro-dextrano (grupos Fe e Fe+EXx)
apresentavam um fenotipo caracteristico de sobrecarga: aumento do ferro sérico, da
saturacao de transferina e de biomarcadores de leséo cardiaca e hepéatica como AST
e ALT (Tabela 1 e Figura 15 B - C).

Tabela 1. Efeitos do exercicio aerdbico em parametros bioquimicos do metabolismo do ferro

e enzimas indicadoras de dano cardiaco e hepatico sobrecarga de ferro.

Ct Fe Fe+EXx
Biometria
Massa corporal (g) 515+ 12 439 +11* 440+ 8~
Tibia (mm) 41,3 + 0,46 37,46 + 1,07* 40,5 + 0,47
Massa do coracéo (mg) 1185+ 79 1039 + 65 1074 £ 78

Massa coracao/corpo (mg/g) 2,31 +0,16 2,43+ 0,15 2,45+ 0,17



Parametros hematoldgicos
Ferro sérico (ug/dL)
Transferrina (mg/dL)

Saturacédo da transferrina (%)

Indicadores de dano tecidual
FAL (U/L)
AST (U/L)

ALT (U/L)

208 + 46
122,77+ 4,2

49,5+ 3,9

368 + 33
851+4,1

54,8+ 2,8

447 + 41*
114,4 + 4,2

91,8+1,1*

358 + 27

189,1+22,1*

124,.4 £ 29,7*

47

428 + 28*
118,3+5,7

85,0 + 3,9*

389 + 29
123,4+23,6"*

85,9+159

Dados expressos como média + EPM (n = 7-10). *p<0.05 vs Ct, #p<0.05 vs Fe, ANOVA uma
via e pos teste de Fisher. FAL: fosfatase alcalina, ALT: alanina aminotransferase, AST:

aspartato aminotransferase.

Quando avaliamos a capacidade fisica dos animais, observamos que o0 grupo

exercitado também teve aumento no trabalho desempenhado no dltimo teste de

esforco em esteira em relagéo ao grupo Ct e Fe (Tabela 2, Figura 12).

Tabela 2. Efeitos da sobrecarga de ferro e treinamento aerébico de intensidade moderada

sobre indicadores de capacidade fisica

Capacidade fisica Ct Fe Fe+EXx
(Te.m)po até a fadiga, inicial 17,3+ 1,10 16,1 + 0,81 16,8 £ 1,22
mln ) - H ) -_— ) ) -_— )
Veloqldade maxima inicial 231+153 214 +0,94 228+1.25
(m/min)
Tempo até fadiga final (min) 10,3+ 0,96 8,3+0,87 25,1 +1,10 **
Velocidade maxima final 17,3+ 0,10 14,1+ 0,81% 31,8 +1,11*

(m/min)

Dados expressos como média + EPM (n = 10). p<0.05 vs Ct, #p<0.05 vs Fe, ANOVA uma via

e pos teste de Fisher.



48

2507 o ct *#
@ Fe
" 200-
A @ Fe+EX
N
O 150
<
8 100
©
|-
— 50-
O T T
Inicial Final

Figura 12. Trabalho desempenhado pelos animais nos testes de esforgo inicial e final (apos
8 semanas de corrida em esteira). Dados expressos como média £ EPM (n = 7-10). *p<0.05

vs Ct, #p<0.05 vs Fe, ANOVA uma via e pés teste de Fisher.

O tratamento com ferro-dextrano aumentou ndo apenas 0s niveis séricos de
ferro, mas também o conteudo tecidual (Figuras 13 e 14). Os depdsitos de ferro no
figado (Figura 13) e no coracédo (Figura 14) avaliados por F AAS indicaram que 0s
depdsitos de ferro foram significativamente aumentados nos grupos Fe e Fe+Ex em

comparacgdo com o Ct.

A microscopia, foi observada deposicdo significativa de ferro nas células de
Kupffer e no parénquima hepatico nos grupos tratados com ferro, enquanto nenhum
deposito foi encontrado no Ct (Figura 13A).
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Figura 13. Microfotografias representativas de secdes de figado coradas com azul da Prussia ou
Picrossirius de grupos experimentais (A). Em B e C, teor de ferro medido por FAAS e contetdo de
colageno expresso como porcentagem da area de superficie, respectivamente. Os dados sdo as
médias = SEM. * p <0,05 vs Ct, #p <0,05 vs Fe, usando ANOVA de uma via e pos teste de Fisher.

No figado (Figura 13 A-C), a deposicdo de ferro foi acompanhada por fibrose
intersticial, conforme indicado pelo aumento do contetudo de colageno. Apesar do
efeito parcial sobre o aumento dos niveis de ferro, o exercicio aerobio de intensidade
moderada impediu a elevagédo da AST (Tabela 1) em ratos treinados em comparagao
com ratos com sobrecarga de ferro, indicando que houve um efeito de preservacgao

dos hepatdcitos, mas nao teve efeito sobre a fibrose hepatica (Figura 13).

Nas avalia¢cfes do tecido cardiaco, a analise de FAAS e a coloracao histolégica
também evidenciam acumulo de ferro nos grupos com sobrecarga Fe e Fe+EX (Figura
14 A e B). Curiosamente, apesar do aumento nos valores indicadores de expressao
de colageno tipo I, a deposicdo de colageno ndo aparece alterada na coloracdo com
pricrosirius red e ndo temos o estabelecimento de fibrose cardiaca (Figura 14 A, C-
G).
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Figura 14. Microfotografias representativas de secfes de ventriculo esquerdo coradas com azul da
Prussia ou Picrossirius de grupos experimentais (A). Em B e C, teor de ferro medido por FAAS e
conteldo de coldgeno expresso como porcentagem da area de superficie, respectivamente. O
contelido proteico do colageno cardiaco tipo | (E) e tipo Il (G) foi avaliado por immunoblotting e as
densidades das bandas foram normalizadas pela respectiva proteina total. Os dados sdo as médias +
SEM. * p <0,05 vs Ct, #p <0,05 vs Fe, usando ANOVA de uma via e pds teste de Fisher.

Em resumo, nosso modelo de sobrecarga de ferro apresenta reducdo de
massa, aumento de indicadores séricos de sobrecarga de ferro, depdsito de ferro no
coracdao e figado, acompanhado de fibrose hepatica e dano aos hepatdcitos. O modelo
de sobrecarga de ferro associada ao exercicio fisico se caracteriza também por
reducdo de massa, niveis altos de indicadores de sobrecarga e depdsito tecidual, com

reducao da fibrose hepatica e dos indicadores de danos aos hepatdcitos.

8.4 Analises de funcao cardiaca

Uma vez verificado o depdsito de ferro no tecido cardiaco no grupo Fe e Fe+EXx,
analisamos seu efeito sobre a funcéo cardiaca. Como mostrado na Figura 15 A e B,
e ja mencionado, houve aumento da concentracao circulante de enzimas que indicam
dano miocérdico, CK e CK-MB, o que ndo ocorreu no grupo Fe+Ex (Figura 15 C-D).
Estes resultados sdo acompanhados do aumento dos niveis de TBARS no plasma e

no tecido cardiaco (C e D), indicando dano celular oxidante no grupo Fe, apesar de
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nao haver prejuizo na expressao das enzimas antioxidantes. Neste sentido, o grupo
Fe+Ex ndo apresenta os niveis de TBARS elevados como no grupo Fe e este
resultado se apresenta associado ao aumento de expressdo de catalase (Figura 15
F).
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Figura 15. Os niveis de creatina fosfoquinase sérica (CK; em A) e creatina fosfoquinase-MB
(CK-MB; em B) TBARS plasméticos (C), cardiacos (D) e foram medidos nos grupos
experimentais. Também foi mensurada a expressao das enzimas antioxidantes catalase (E e
F) e SOD 1 (G e H). Os dados sdo expressos em médias £ SEM. * p <0,05 vs Ct, #p <0,05 vs

Fe, usando ANOVA de uma via e o pos teste de Fisher.

O grupo com sobrecarga de ferro (FE) ndo apresentou efeitos nas medidas de
frequéncia cardiaca e PDF no VE, realizadas nos animais sob efeito de anestesia,

como demonstrado na Tabela 3. Porém, este grupo apresentou reducdes
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significativas na pressao sistélica desenvolvida pelo VE, que néo aparece restaurada
no grupo Fe+Ex. J4 as derivadas de pressdo, também comprometidas no grupo Fe

aparentaram reestabelecidas no grupo Fe+Ex, quando comparadas do grupo Ct,

A reducédo da PSVE foi acompanhada pelo comprometimento da forga contratil

dos musculos papilares avaliados “in vitro” como apresentado na figura 17.

Tabela 3. Efeitos da sobrecarga de ferro e treinamento aerébico de intensidade moderada

sobre os parametros hemodindmicos

Parametros Ct Fe Fe+Ex
Frequéncia Cardiaca

341 £13 391+21 334 £12
(bpm)
PS VE (mmHg) 139,0+ 3,5 100,8 + 4,9 * 109,8 + 4,3 *
PDF VE (mmHgQ) 2,32 +0,40 1,37+ 0,38 1,53+ 0,42
+dP/dtmax (mmHg/s) 7535 £ 272 5664 + 491 * 6445 £ 707
—dP/dtmax (mmHg/s) -5072 + 382 -3972 + 194 * -4611 + 538

PSVE: pressao sistélica desenvolvida pelo ventriculo esquerdo; PDF VE:presséao diastdlica
final do ventriculo esquerdo. Dados expressos como média + EPM (n = 6 — 10). p<0.05 vs Ct,
#p<0.05 vs Fe, ANOVA uma via e pés teste de Fisher.

O exercicio fisico foi capaz de prevenir o comprometimento da forca de
contracdo do musculo papilar causado pela sobrecarga de ferro, bem como a
integridade do musculo cardiaco pela andlise das enzimas de lesdo muscular
circulante, mas néo teve efeito sobre as alteracées provocadas pela sobrecarga de
ferro nos tempos de ativacdo e derivadas de forca (Figura 16 C-D) e na pressao
diastolica do VE (Tabela 3).



o

8000

6000

4000+

dF/dt + (g/mg/s)

2000

>

Forca (g/mg)

O

200

150+

100+

Tempo de ativacao
g
|

Fe

Fe

0.8
T
0.6 %
0.4+
0.2
0.0 T
Ct Fe
*
Fe ex
*
Fe + Ex

@)

dF/dT- (g/mg/s)

m

TR 50%

-2000

-4000—

-6000—

-8000

Fe + ex

53

150+

100+

50

T
T T T
Ct Fe Fe + EX
-
* *
T
Ct Fe Fe + Ex

Figura 16. A mecéanica miocardica in vitro foi avaliada como forca desenvolvida (A: forca

desenvolvida pelo masculo papilar corrigida por sua massa em miligramas), suas derivadas
(+dF/dtmax € —dF/dtmax, em B e C respectivamente) e os tempos de ativacdo e para 50% de

relaxamento (em D e E). Os dados sdo as médias + SEM. *p <0,05 vs Ct, *p <0,05 vs Fe,

usando ANOVA de uma via e o teste post hoc de Fisher.

8.5 Respostas inotropicas do musculo papilar

Uma vez estabelecido o comprometimento contratil dos musculos papilares

apos periodo acumulado de 13 semanas de exposi¢éo cronica ao ferro, investigamos
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indiretamente a funcionalidade do Reticulo Sarcoplasmatico, da responsividade do
musculo papilar ao Ca?* extracelular e da resposta ao agonista B adrenérgico
isoproterenol nos grupos submetidos ou ndo ao treinamento fisico aerdbio de

intensidade moderada.

Como demonstrado na figura 17 A, ndo ha diferenca entre a potenciacédo pos
pausa (PPP), que reflete os mecanismos de liberacdo de calcio para contracdo versus
aqueles aqueles para extrusdo do calcio citosolico, acompanhados da preservagéo da
expressdo das proteinas SERCA (C) e PLB (D). No entanto, a porcentagem de
contracdo, que depende do influxo de calcio transarcolemal, foi significativamente
reduzida pela sobrecarga de ferro, enquanto foi preservada no musculo cardiaco

isolado do grupo Fe+Ex (Figura 17 B).
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Figura 17. Potenciacdo da resposta contrétil avaliada apos curtas pausas do estimulo (A), e
percentual da contracdo dependente do influxo transsarcolemmal de calcio — contragdo pos
repouso - (B). Em C e D, expresséo proteica da SERCA (C) e PLB (D). Os dados séo as
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médias + SEM. * p <0,05 vs Ct, #p <0,05 vs Fe, usando ANOVA de uma (B,C e D) ou duas

vias (A) e pés teste de Fisher.

Também investigamos se a sobrecarga cronica de ferro alterou a resposta
inotropica ao aumento do célcio extracelular e a estimulagdo 3-adrenérgica por meio
da curva de resposta a concentracdo de isoproterenol (Figura 19). Os resultados
indicaram que ambas as respostas inotrdpicas positivas foram deprimidas no grupo
Fe. Por outro lado, o exercicio fisico preservou essas respostas. Conforme mostrado
na Figura 18 A, a estimulacdo inotropica deprimida com isoproterenol foi
significativamente melhorada no grupo Fe+Ex. Além disso, o grupo Fe+Ex exibiu

resposta inotrépica restaurada ao calcio extracelular em comparacdo com o grupo Fe

(Figura 20b).
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Figura 18. Respostas inotropicas do musculo papilar ao isoproterenol (a) e ao aumento de
Ca?" na solucgédo do banho (b) foram avaliados. Os dados sédo as médias + SEM. * p <0,05 vs
Ct, #p <0,05 vs Fe, usando ANOVA de duas vias e p0s teste de Fisher.

8.6 Expresséo da PKA cardiaca e alvos fosforilaveis

A partir destes resultados, especialmente os relacionados a estimulacdo adrenérgica,
avaliamos a expressdo da PKA e o contetdo de substratos fosforilados alvos da PKA
(Figura 19) e verificamos que, enquanto a expressao desta enzima nao sofre alteracao
em decorréncia da exposicédo cronica ao ferro acompanhada ou ndo de exercicio

fisico, a quantidade de sitios proteicos fosforilados pela PKA (tanto em termos
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absolutos quanto normalizados pelo conteddo de PKA) esta significativamente
aumentada no grupo Fe, enquanto o grupo Fe+Ex apresentou niveis equivalentes ao

grupo Ct.
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Figura 19. O exercicio aerébio de intensidade moderada aumenta a ativagéo cardiaca da PKA
em ratos com sobrecarga de ferro. Os conteddos de PKA (A) no miocardio dos grupos
experimentais foram avaliados por imunoblotting. Os niveis de fosforilagdo de substratos de
PKA nas amostras cardiacas (B) foram avaliados usando um anticorpo que reconhece
proteinas contendo um fosfo-Ser / Thr. A soma de todas as proteinas fosfo-PKA por coluna
foi estimada por densitometria e normalizada pela proteina total da referida coluna. Os dados

sdo as meédias = SEM. * p <0,05, usando ANOVA de uma via e o teste post hoc de Fisher.
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9. Discussao

Tomados em conjunto, nossos resultados indicam que o protocolo de exercicio
fisico de intensidade moderada realizado em esteira por 8 semanas € capaz de
prevenir parcialmente os danos cardiacos causados pela sobrecarga cronica de ferro
em ratos. Apos 13 semanas de exposicao ao ferro (4 semanas de administracao e 9
semanas de suspensdao), o prejuizo da forca contratil do musculo papilar isolado do

VE de ratos foi amenizado no grupo submetido ao exercicio fisico moderado.

A primeira etapa deste trabalho buscou o estabelecimento de um modelo de
sobrecarga de ferro em ratos, capaz de comprometer a funcdo miocéardica. Sabe-se
que o sexo dos pacientes que sofrem com sobrecarga cronica de ferro tem
interferéncia em suas complicacdes - homens tem efeitos mais severos da sobrecarga
de ferro na talassemia e na hemocromatose hereditaria — e os dados ja existentes na
literatura indicam diferencas entre sexo e idade também em animais submetidos a
sobrecarga - a deposicao de ferro no coracdo de machos é maior que em fémeas e
estes efeitos exacerbados sdo observados em machos puberes e pos-puberes
(BORGNA-PIGNATTI et al., 2004; BREWER et al., 2014; BURKE et al., 1998; WOOD
et al., 2010).

Além disso, um estudo brasileiro com pacientes de 7 a 18 anos submetidos a
transfusdes sanguineas repetidas mostrou que mesmo nessa idade ja pode ocorrer
deposicdo cardiaca de ferro em decorréncia da sobrecarga deste metal
(FERNANDES; FABRON; VERISSIMO, 2009). Estes fatores nos levaram a
determinar animais machos jovens, com 8 semanas de idade, como alvo de
investigacdo dos efeitos crbnicos da sobrecarga de ferro em nosso modelo

experimental.

Apesar de ja ser sabido que o depdsito de ferro no cora¢do, 0 comprometimento
da funcdo cardiaca e suas complicacbes em condi¢cdes de sobrecarga estdo
associadas a maior parte das mortes nesses pacientes (BRASIL, 2013; BREWER et
al., 2014; FERNANDES; FABRON; VERISSIMO, 2009; FINE, 2000; GROTTO, 2008),
existe uma relativa caréncia de um modelo de sobrecarga crbnica de ferro em ratos,
gue mimetize situacées como aquelas relacionadas a administragdo excessiva por

politransfusdes, por exemplo.
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Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa ja havia realizado uma série de
estudos com administracdo crénica de ferro em ratos que evidenciaram alteracdes
vasculares e enddcrinas importantes associadas a elevacgao do ferro sérico (BERTOLI
et al., 2018; FIDELIS et al., 2019; MARQUES et al.,, 2019; ROSSI et al., 2015).
Entretanto, esses estudos ainda ndo contemplavam a analise da morfologia e funcéo
cardiacas.

Nosso protocolo definido na primeira etapa e utilizado para a avaliacdo dos
impactos do exercicio fisico foi eficiente em desenvolver um modelo de sobrecarga
cronica de ferro em que os niveis séricos de ferro permaneceram aumentados,
consistente com o que € encontrado em pacientes nessas condicdes (HARADA et al.,
1998; SONG et al., 2016) e a saturacdo de transferrina também excedeu o limite de
20-50% usado para diagnosticar a sobrecarga de ferro (ELSAYED; SHARIF; STACK,
2016; SEBASTIANI; TEMPESTA; ALBERTI, 2012).

Este fendtipo da sobrecarga de ferro também é compativel com parametros
medidos em modelos com 4 semanas de injecdo seguida da avaliacao imediata, ja
publicados por nosso grupo (BERTOLI et al.,, 2018; MARQUES et al.,, 2015), e
demonstra que a sobrecarga imposta pelas 4 semanas € sustentada ao longo das
semanas subsequentes, estando o organismo continuamente exposto a altas
concentracbes de ferro mesmo apdés a cessacdo das injecbes. Esse fato fora
recentemente reportado por Rossi e colaboradores (ROSSI et al., 2020) utilizando
protocolo semelhante, e esta provavelmente relacionado a auséncia de mecanismos

ativamente recrutaveis para regular a excrecao de ferro em excesso.

A descricdo de modelos para estudo da sobrecarga de ferro é importante
porque além de ser uma consequéncia das desordens relacionadas ao metabolismo
do ferro e de transfusfes sanguineas recorrentes, niveis elevados de ferro no soro
sao fatores de risco, ou ainda estdo associados a outras condicbes como maior
mortalidade em pacientes com sepse (LAN et al., 2018), risco de preeclampsia em
gestantes (LIU et al., 2019), risco de desenvolver alguns tipos de neoplasias, como de
pulmdo, mama e figado (CHEN et al., 2018; WEN et al., 2014), agravamento de
insuficiéncia cardiaca preexistente (PATEREK; MACKIEWICZ; MACZEWSKI, 2019)
e, como ja introduzido, ndo se trata apenas de um xenobidtico, mas de um metal

essencial a manutengdo da homeostase.
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Em relacdo ao protocolo de injecao, a via intraperiotonial € comumente usada
para simular um estado cronico de sobrecarga de ferro em humanos,
independentemente da etiologia e permite uma administragdo mais controlada e
doses mais altas de infusdes, e evita 0s processos de controle fisiolégico da absor¢céo
intestinal de ferro durante condicbes de sobrecarga, como bloqueio da mucosa e
regulacdo negativa de receptores DMT1 (ESPARZA et al., 2015; WILKINSON;
PANTOPOULOS, 2014).

Embora nosso modelo seja compativel com varios parametros de sobrecarga
de ferro em humanos como mencionado e, até agora, este é o primeiro trabalho que
estabelece uma associacao entre sobrecarga de ferro cronica e cardiomiopatia em
ratos, essas alteracbes ndo configuram a condicdo de insuficiéncia cardiaca
comumente observada em pacientes (PATEREK; MACKIEWICZ; MACZEWSKI,
2019; ZHANG et al., 2019), como discutido adiante.

No presente modelo de sobrecarga de ferro, demos atencdo especial também
ao deposito de ferro no figado e seus efeitos, pois este € um importante marcador de
sobrecarga rotineiramente avaliado tanto em pacientes quanto em modelos
experimentais (BRISSOT et al., 2018; SANYEAR et al., 2020; SATO et al., 2020).
Sendo o principal sitio de depdsito deste elemento no organismo, o deposito hepatico
de ferro também foi elevado em nosso protocolo, conforme demonstrado pelo FAAS

e pela histologia.

Esta deposicdo patoldgica € relacionada a lesGes neste 6rgao tais como fibrose
e danos nos hepatécitos demonstrado em dados da literatura: pacientes com
sobrecarga hepatica de ferro decorrente de hepatite B e anemias falciformes
apresentam concentracfes séricas elevadas de enzimas hepéticas (SEBASTIANI;
TEMPESTA; ALBERTI, 2012; YASSIN et al., 2017). Em nosso trabalho, tambéem
utilizamos as concentracdes séricas de ALT, AST e FAL como indicadores sugestivos
de dano funcional hepético. Normalmente, estas enzimas hepaticas apresentam baixa
concentracao serica, mas estdo aumentadas quando ha lesdo no figado. Os animais
submetidos a sobrecarga crénica de ferro ndo exibiram aumento nos niveis séricos de
FAL, porém AST e ALT circulantes se mostraram significantemente elevadas, de
modo semelhante ao que acontece em pacientes com sobrecarga de ferro
(BOURBON FILHO et al., 2011). Segundo Motta (2000), em casos de lesédo hepatica
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grave a forma predominante no soro é justamente a AST, que também & um indicador

de dano cardiaco, ainda que inespecifico.

Quanto as modificacdes na matriz extracelular do tecido hepético, notamos que
a porcentagem de area ocupada por colageno foi cerca 8 vezes maior nos animais
com sobrecarga de ferro em relagéo aos controles. Além de ser um marcador de dano
e remodelamento do parénquima em consequéncia a sobrecarga de ferro, este
deposito traz implica¢des patoldgicas importantes. A fibrose hepética é, normalmente,
uma resposta do tecido hepatico que envolve danos aos hepatdécitos e ativacdo de
células estreladas, frente a estimulos danosos sustentados (RAMM; RUDDELL,
2005), e pode ser consequéncia de diversas condicbes como hemocromatose,

hepatites, esteatose e diabetes (MEHTA; FARNAUD; SHARP, 2019).

No caso das sobrecargas de ferro, este elemento se deposita em células de
Kupffer e do parénquima hepético e promove remodelamento da matriz extracelular,
pois, por si sO, € capaz de estimular a expressdo génica de colageno, e o estresse
oxidativo decorrente da reacdo de Fenton pode alterar vias de sinalizacdo celular e
levar a remodelamento da MEC (HARADA et al., 1998; MEHTA; FARNAUD; SHARP,
2019; RAMM; RUDDELL, 2005), como ilustrado no esquema a seguir:
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Figura 20. Inducao da fibrose hepética pela sobrecarga de ferro. A figura mostra as interacoes
entre hepatdcitos, células de Kupffer e células estreladas hepaticas que iniciam e conduzem

a progressao da fibrose. Adaptado de Mehta et al, 2019.

Como mencionado, o papel do ferro como catalisador da formacédo de EROs ja
€ bem conhecido, e dentre 0s mecanismos propostos para as lesbes teciduais
associadas ao ferro, o desbalanco oxidativo é apontado como grande mediador nas
sobrecargas (AVILA et al., 2016; CHAICHOMPOO et al., 2019; NANBA et al., 2016;
THERIOT et al., 2016). Por exemplo, esse desbalanco redox provoca peroxidacéo
lipidica, o que pode expor a célula a maiores danos, além de prejudicar processos
importantes com controle de transporte de substancias através das membranas e as
funcdes de organelas intracelulares que contém essa mesma estrutura de membrana

lipidica (tais como nucleo, reticulo endoplasmético, mitocdndrias, etc).

No presente estudo, a sobrecarga crbnica de ferro foi associada a nivel
aumentado de TBARS no plasma, que tem sido patente como marcador de
peroxidacgédo lipidica durante as injecdes de ferro-dextrano em modelos de roedores
(BARTFAY; BARTFAY, 2000; MARQUES et al., 2015).

Ademais, 0 estresse oxidativo local induzido pelo ferro em excesso
desempenha um papel central na leséo tecidual, uma vez que quantidades toxicas de
EROs produzem além de peroxidacao lipidica, oxidacdo e nitracdo de proteinas e
oxidacao e danos aos acidos nucléicos (CHAICHOMPOO et al., 2019; FERRO et al.,
2017; NAKAMURA; NAGURO; ICHIJO, 2019) e € extremamente prejudicial também
para o sistema cardiovascular, como evidenciado em trabalhos do nosso grupo
avaliando diferentes sitios e componentes deste sistema no modelo do rato (AVILA et
al., 2016; BERTOLI et al., 2018; RIBEIRO JUNIOR et al., 2017).

Especificamente no coragao, o estresse oxidativo e 0s niveis aumentados de
TBARS estdo associados a injuria e comprometimento da sua funcdo, como por
exemplo em situacdes de isquemia e reperfuséao (DU et al., 2019; XU et al., 2019; XU,
XU; WANG, 2019) e na propria sobrecarga de ferro (WONGJAIKAM et al., 2017). Em
2017, Wongjaikam e colaboradores demonstraram que a sobrecarga de ferro
provocada por dieta constituida por alta concentracdo de ferro por pelo menos trés

meses foi capaz de comprometer a funcéo ventricular e afetar o transito de Ca?* em
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associacdo aos elevados niveis séricos de TBARS, e que estes efeitos foram

revertidos pela acao de antioxidantes.

Por conseguinte, farmacos ou substancias na dieta com efeito antioxidante
devem promover melhora também nas consequéncias patoldgicas cardiacas da
sobrecarga de ferro (DAS et al., 2018; GUVENDI et al., 2020; JING et al., 2019; YANG
etal., 2017). Assim, se torna natural a busca de estratégias antioxidantes na mitigacao
dos prejuizos causados pela sobrecarga de ferro, como o &cido ascérbico, o extrato
de cha verde e da N- acetilcisteina (HE et al., 2018; KOONYOSYING et al., 2018;
KUMFU et al., 2018; LOU et al., 2009), porém o potencial do exercicio fisico aerdbico
ainda nao foi explorado.

Nesse sentido, nossos resultados confirmaram uma certa protecao frente aos
efeitos notados a partir do desbalanco oxidativo, quando demonstram que o nivel de
TBARS no grupo Fe+Ex foi semelhante ao do grupo Ct, mesmo que néo tenha havido
influéncia do exercicio nos niveis séricos de ferro. Resultado semelhante foi descrito
também por um estudo de caso publicado em 2012 sobre uma paciente com sindrome
metabolica, que relata permanéncia dos niveis aumentados de ferritina circulante apés
protocolo de exercicio fisico aer6bico moderado por 12 semanas, apesar de este
protocolo ter melhorado varios outros parametros fisioldgicos, tais como a presséo
arterial (JERUSA TEREZINHA FINK, 2012).

Na verdade, j& € bem conhecido que o exercicio fisico aerdbico é capaz de
reduzir o dano tecidual provocado por estresse oxidativo e aumentar a capacidade
antioxidante do organismo (NADERI et al., 2015; POWERS; RADAK; JI, 2016), e em
nosso estudo o exercicio foi associado a atenuacao significativa ndo apenas do dano
oxidativo sistémico (avaliado no plasma) e no figado (avaliado pelas enzimas e
fibrose), mas também no coracao.

Em associacdo a reducdo dos niveis de TBARS, os animais submetidos ao
nosso protocolo de exercicio fisico moderado também demonstraram significativo
incremento no trabalho desempenhado, indicando que o protocolo foi efetivo e &
importante destacar que o incremento de trabalho pode estar associado a melhor
desempenho cardiaco (KEMI; WISL@FF, 2010). Embora a intensidade do exercicio
fisico estabelecida em nosso trabalho ndo teve como parametro determinante a VO2

maxima, aplicamos o protocolo de corrida a 60-70% da capacidade maxima indicada
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pelo teste de Vmax para cada animal, que corresponderia ao estado estacionario
maximo do lactato (FERREIRA et al., 2007).

Assim como destacamos a importancia da verificacdo de deposicéo de ferro
hepatica e seus efeitos, este 6rgdo foi também alvo na avaliacdo do efeito do
treinamento fisico por causa de seu papel na sintese e liberacdo de moléculas que
fornecem energia para os masculos em exercicio e por seu papel importante no estado
redox e na modulacao inflamatoéria durante o exercicio (PILLON BARCELOS et al.,
2017).

No figado, nosso protocolo de exercicio fisico de intensidade moderada mitigou
o processo fibrético do parénquima em 50% em comparacao com ratos nao treinados
com sobrecarga de ferro, o que foi acompanhado de reducédo da AST sérica a niveis
ndo mais diferentes do grupo controle. Embora ndo tenhamos medido o nivel de dano
oxidativo diretamente no tecido hepéatico, esses dados reforcam que a modulacéo de
EROs relacionadas ao ferro tem potenciais beneficios terapéuticos como uma
estratégia adjuvante para desacelerar a progressao da fibrose hepatica, antes de
atingir os estégios irreversiveis da cirrose avangada.

Em relacéo aos efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade moderada
sobre os impactos do ferro no coracdo, além da reducdo de TBARS medidos no
préprio tecido miocardico, o grupo Fe+Ex exibiu niveis séricos reduzidos de CK e CK-
MB e também uma melhora da mecanica miocardica em comparacao ao grupo Fe. A
capacidade do ferro de promover injaria miocardica, com danos as membranas
celulares ou inducdo de ferropoptose é conhecida para além da condicdo de
sobrecarga sistémica deste elemento, como por exemplo em quadros de cancer e
diabetes (CONRAD; PRONETH, 2019; LI et al., 2020; PARK et al., 2019; YE et al.,
2020), e os estudos sobre injurias cardiacas costumam apresentar uma relacédo
proxima entre os niveis de peroxidacdo lipidica e as enzimas indicadoras da
integridade dos cardiomiocitos (BARBOSA et al.,, 2021; BASHAR; SAMIR EL-
SHERBEINY; BORAIE, 2019; ZILINYI et al., 2018). Neste sentido, nossos resultados
observados no grupo exercitado sugerem que o efeito sobre a capacidade funcional e
a mecéanica miocérdica pode ser, pelo menos em parte, decorrente da preservagéo da
integridade dos midcitos no grupo Fe+EXx.

Ao final de 13 semanas de sobrecarga de ferro identificamos intenso depdsito
de ferro no coracdo e comprometimento da forca de contratil dos musculos papilares

do ventriculo esquerdo, mas ndo acompanhados de hipertrofia e fibrose, estes ultimos
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comumente observados em protocolos de sobrecarga cronica de ferro em
camundongos (BARTFAY et al.; BARTFAY; BARTFAY, 2000; OUDIT et al., 2004).

E conhecido que em doencas que provocam aumento do ferro corporal, ha
alteracdes morfologicas do coracdo que podem incluir desde altera¢cdes sarcoméricas
(CHEN et al., 2014) e na abundéancia de miofibrilas (BARTFAY et al., 2014) até fibrose
cardiaca (ISHIZAKA et al., 2002; SUKUMARAN et al., 2017). Entdo, uma vez
constatada a deposicdo de ferro no coragdo, investigamos se este depdésito teria
provocado algum grau de remodelamento morfoestrutural neste 6rgéo. A pesagem do
coracdo ndo indicou aumento de massa que pudesse ser sugestivo de hipertrofia e,
ao contrario do observado no figado, nosso protocolo de sobrecarga de ferro nao
induziu fibrose intersticial cardiaca, como reportado por outros autores acima
citados.Apesar de ndo identificamos alterac6es patolégicas notaveis por meio de
analise histoldgica, o estudo por western blotting identificou aumento da expresséao de
colageno tipo | no grupo Fe, que talvez esteja em um nivel ainda insuficiente para
caracterizarmos fibrose.

Em nosso trabalho, iniciamos o protocolo de exposicdo ao ferro em individuos
jovens e, a priori, sem condi¢des estressantes ou patoldgica preexistentes, enquanto
na literatura, encontramos evidéncias de que a fibrose cardiaca esta presente em
modelos genéticos de sobrecarga (DAS et al., 2016), e que também pode estar
relacionada a idade, sendo consideravelmente maior em animais aos 12 meses de
idade (SUKUMARAN et al.,, 2017). Além disso, um outro estudo mostra que ha
deposicao de ferro associada a fibrose cardiaca em ratos continuamente infundidos
com angiotensina Il, e que a quelacédo de ferro é capaz de mitigar este processo
(ISHIZAKA et al., 2002).

Dessa forma, néo foi surpreendente que nosso modelo no rato realmente néo
exibisse tal remodelacéo cardiaca aparente (isto €, hipertrofia, degeneracéo e fibrose
evidentes) e acreditamos que nesse modelo as alteracdes na funcdo miocérdica
aparentemente precedem (ou independem de) um remodelamento morfoestrutural
mais intenso. Além disso, € possivel que um maior nivel de toxicidade ao ferro (maior
tempo de exposicdo ou maiores doses) ou a presenca associada de condicdes
estressantes pudesse levar a fibrose cardiaca no rato, embora ndo tenhamos avaliado
tal fato neste estudo.

Como a carga de ferro para o cardiomiocito € determinante para ocorréncia de

lesdo, também avaliamos o efeito do treinamento aerébio moderado no contetdo total
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de ferro no coracdo. Nosso protocolo de exercicios ndo foi capaz de diminuir o
acumulo de ferro, que permaneceu intensamente depositado no coracdo dos ratos
Fe+Ex.

Na verdade, alguns estudos mostraram que, embora quelantes de ferro e
agentes antioxidantes isoladamente tenham alguma eficacia, apenas a terapia
combinada restaurou satisfatoriamente a funcdo cardiaca em modelos animais de
sobrecarga de ferro (DAS et al., 2015; WONGJAIKAM et al., 2017). Somados ao fato
de que o nivel de TBARS foi reduzido no plasma e no coracdo de ratos exercitados,
assim como a expressao de colageno do tipo | foi equivalente aos controles, e que a
expressdo de catalase foi significativamente aumentada nestes animais, nossos
dados reforcam a hipotese de que tais beneficios poderiam ocorrer devido a melhora
da capacidade antioxidante, independentemente de interferéncias no manejo de ferro
para o coracao.

Em nosso estudo, a funcdo cardiaca global analisada pela hemodinamica
ventricular esquerda em ratos anestesiados mostrou diminui¢cdo da presséao sistolica
intraventricular e suas derivadas, provavelmente relacionada a perda de contratilidade
do musculo cardiaco. Apesar da mecanica miocardica prejudicada, ndo observamos
alteracdes na pressao diastélica final do ventriculo esquerdo, o que pode ser devido
ao estado depressor da anestesia que dificultou a identificacdo de diferencas na
funcdo de bomba (isto €, restricbes ao esvaziamento e/ou ao enchimento), ou
simplesmente porque a insuficiéncia cardiaca evidente s6 é detectada por ultimo na
histéria natural deste modelo experimental.

Aqui, vale mencionar que a maioria dos estudos anteriores em ratos e
camundongos que mimetizam a cardiomiopatia de sobrecarga de ferro cursaram com
deposicao cardiaca de ferro muito mais severa (3.000 a 10.000 ug / g de tecido seco)
em comparacdo com o nivel obtido em nosso modelo de rato (500 a 700 pg/g tecido
seco).

Embora o caminho para a evolugcdo da cardiomiopatia provocada por ferro
descrita por Murphy e Oudit (2010) em camundongos néo seja reproduzida em nosso
protocolo no rato, temos a descricdo de um modelo de sobrecarga cronica de ferro
com injuria cardiaca caracterizada por danos oxidativos aos cardiomiécitos e pelo
comprometimento da funcdo contratil, este ultimo podendo ser resultado tanto de
perda de células como de alteragcbes no processo de acoplamento excitacao

contracao (figura 21).
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Figura 21. Injaria cardiaca provocada pela sobrecarga crbnica de ferro em rato. A figura
mostra 0s eventos identificados no modelo experimental deste trabalho que podem iniciar ou

agravar o processo de insuficiéncia cardiaca. Elaborado pela autora.

Em relacdo ao protocolo de exercicio, embora este tenha preservado a forca
maxima desenvolvida pelos musculos papilares isolados de ratos sobrecarregados de
ferro, ndo houve significante recuperacdo das derivadas positivas e negativas
(dF/dtmax). Ainda que ndo tenhamos uma explicagéo definitiva para isso, é possivel
que se decorra de um efeito preponderante da sobrecarga de ferro sobre o
cardiomidcito: mais intenso sobre o estado inotrépico e a quantidade de Ca?*
disponivel, do que necessariamente sobre a cinética (velocidade) de mudancas do
Ca?* para contracgéo.

Dessa maneira, uma vez verificado o comprometimento no desenvolvimento
de forca pelo musculo papilar, investigamos eventos relacionados ao acoplamento
excitacdo-contracao e influéncia do exercicio fisico sobre eles.

Uma vez que a contragdo do musculo cardiaco € significativamente modulada
pela cinética do Ca?* através do sarcolema e também pelo RS, as mudancas na
frequéncia e no ritmo podem ser usadas como manobras experimentais para avaliar
0 comportamento ou revelar anormalidades nesses sitios (BERS, 2008; BOCALINI et
al., 2012; MILL; VASSALLO; LEITE, 1992).
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Quanto a funcéo de estoque e liberacdo pelo RS, ndo observamos alteracfes
na potenciacao pos-pausas de estimulos, nem na expressao das proteinas SERCA-
2a e PLB, seja no grupo Fe ou Fe+Ex. Porém, este protocolo experimental de analise
da potenciacdo pos-pausa envolve multiplos passos que dependem da integridade
tanto dos canais para Ca?* do sarcolema, dos receptores de rianodina, SERCA e PLB,
e também da bomba de Ca?* da e trocador Na*/Ca?* (NCX) sarcolemais.

Nesse sentido, embora o ferro tenha um papel inibitério sobre a SERCA,
potencialmente diminuindo a recaptacdo de Ca?*para o RS, ele também exerce esse
papel sobre o NCX reduzindo o efluxo de Ca?* (SOUSA et al., 2018). Assim, durante
a pausa poderia acontecer um certo grau de compensagdo que mascararia uma
disfuncéo identificavel em nosso protocolo. Além disso, a oxidacdo do RyR pode
aumentar seu tempo de abertura e promover uma maior liberacdo do Ca?*armazenado
(BURGOYNE et al., 2012) ao mesmo tempo em que as Varias proteinas envolvidas
no transito de Ca?* sdo fosforilaveis, sendo inibidas ou estimuladas por quinases
diversas. Dessa maneira, ainda ndo temos realmente evidéncias que suportem um
impacto do exercicio fisico na sobrecarga de ferro sobre esses passos do
acoplamento excitacdo-contracdo cardiaco no modelo do rato.

Entretanto, os musculos papilares dos animais expostos ao ferro foram
nitidamente menos responsivos ao Ca?* extracelular e ao isoproterenol, além de ter
reduzido a % de participagéo do influxo transsarcolemmal na contracdo, o que poderia
ser explicado pelo fato do ferro ser capaz de exercer competicdo direta pelos canais
do tipo L, diminuir sensibilidade miofibrilar ao Ca?* disponivel e ainda deprimir a
atividade ATPasica da miosina, sendo a maior parte desses efeitos mediados por
EROs (AVILA et al., 2016; OUDIT et al., 2003, 2006).

Essa menor responsividade ao isoproterenol poderia caracterizar uma perda
de reserva inotrépica, componente fisiopatoldégico importante em cardiopatias.
Embora ndo haja dados sobre os impactos da sobrecarga cronica de ferro sobre a
resposta inotropica adrenérgica em modelos ‘in vivo®, nosso grupo demonstrou
anteriormente que a incubacdo aguda com Fe?* em concentracdes comumente
encontradas em pacientes com sobrecarga de ferro e equivalentes aquelas
mensuradas nos nossos animais, foi capaz de reduzir a resposta a estimulacao B-
adrenérgica de musculos papilares (AVILA et al., 2016).

Aléem disso, foi relatado que cardiomiocitos derivados de células-tronco

pluripotentes induzidas (iPSC) expostos a altas concentracdes de ferro também
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mostraram prejudicadas as respostas inotrOpicas e cronotropicas positivas a
estimulacédo adrenérgica (LEE et al., 2014). E interessante mencionar que esses
autores geraram os cardiomidcitos a partir de iPSC reprogramando fibroblastos de
pele humana terminalmente diferenciados, isolados de pacientes com Ataxia de
Friedreich, um disturbio neurodegenerativo comumente associado a cargas elevadas
de ferro e disfuncéo cardiaca. Embora nédo tenhamos avaliado a atividade do sistema
nervoso simpatico, e o aumento da FC néo tenha nivel de significancia estatistica,
poderiamos sugerir que a resposta prejudicada ao isoproterenol in vitro pode ser
resultado de uma superestimulacdo simpatica induzida por ferro para o coracao.
Neste sentido, como a sinalizacdo dependente da proteina quinase A (PKA) é
critica na modulacdo aguda e cronica da fungdo cardiaca pela estimulagdo (-
adrenérgica, o aumento no perfil de fosforilacdo dos substratos da PKA no grupo Fe
poderia justificar essa reserva inotropica reduzida dos musculos papilares desse
grupo. De fato, quando a via B-adrenérgica é ativada cronicamente, a excessiva
fosforilacdo dependente de PKA daquelas proteinas-chave para o acoplamento
excitacdo-contracao cardiaco pode limitar posteriores respostas inotropicas (LIU et al.,
2021)). Em suporte a essa explicacao, evidéncias de estudos clinicos indicam que o
excesso de ferro exerce efeitos simpatoexcitatérios no coracdo e na circulagcéo
periférica, ndo apenas na hemocromatose hereditaria primaria (SERAVALLE et al.,
2016), mas também na sobrecarga secundéaria de ferro (GRASSI et al.,, 2004;
MANCUSO et al., 2009; OZTARHAN et al., 2012), equivalente ao nosso modelo

animal.

Por outro lado, o grupo Fe+Ex apresentou niveis mais baixos de ativacdo de
PKA (menor conteudo de alvos fosforilados) e os musculos papilares com uma melhor
responsividade inotropica ao isoproterenol. E sabido que o exercicio fisico melhora
mecanismos celulares de geracdo e utilizacdo do ATP e a funcdo dos filamentos
contrateis (KEMI; WISLZFF, 2010) e seguindo a mesma linha de raciocinio, o
exercicio fisico de intensidade moderada foi relacionado ndo apenas a restauracdo da
fosforilacdo dependente de PKA no miocéardico sob estimulacéo adrenérgica (PAROO;
NOBLE, 1999) mas também a melhora do perfil de fosforilagdo em situacdes de
estresse (BUDIONO et al., 2016; FU et al., 2014)), ambos com efeito cardioprotetor.

Ademais, modelos animais e individuos exercitados exibem atenuacdo da
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hiperatividade simpatica cardiaca e de seus efeitos (CURTIS; O'KEEFE, 2002; SILVA
et al., 2014).

Assim, além do efeito benéfico sobre a geracéo de forca contrétil e menor grau
de atividade da PKA no estado estacionario dos musculos papilares de ratos com
sobrecarga de ferro, o exercicio aerébio de intensidade moderada melhorou a
resposta contratil do misculo cardiaco aos estimulos testados (Ca?* e estimulagao -
adrenérgica), indicando um provavel aumento da reserva inotrépica.

Todavia, independente desse potencial efeito benéfico do exercicio sobre as
adaptacdes do miocardio a sobrecarga de ferro, € inegavel que o mecanismo
antioxidante promovido continue em evidéncia no nosso estudo, tal como ja bem
descrito que o exercicio seja habil em aumentar a capacidade de defesa organica
contra danos oxidativos em diferentes 6rgaos e tecidos, incluindo o coracédo (Powers
et al., 2002; 2014).

A upregulation da catalase mediada pelo exercicio no grupo Fe+Ex, mas nao
SOD1, indica que H20:2 era provavelmente mais impactante do que o O2" no estresse
oxidativo dos coracdes sobrecarregados com ferro. Na verdade, nosso estudo “in
vitro” sobre os efeitos de altas concentragdes de ferro no musculo cardiaco isolado de
rato mostrou que OHe« e H202 sdo as EROs mais geradas, e que somente a incubacgao
prévia com DMSO ou catalase, mas ndo com um mimético da SOD, era capaz de
prevenir a disfuncéo contrétil induzida pela sobrecarga de ferro (AVILA et al., 2016).

Em concordéancia, em recente trabalho publicado por nosso grupo, ROSSI et
al (2020) demonstraram que o exercicio aerdbio aumentou a expressao da catalase
também em amostras de artérias de ratos previamente submetidos a sobrecarga de
ferro, enquanto nenhum efeito foi observado na SOD (ROSSI et al., 2020). Além disso,
TAYLOR et al (2003) descreveram que os coracfes de animais exercitados sdo mais
tolerantes aos efeitos do H202.

Considerando que Oz € apenas uma molécula intermediaria nas reacdes
mediadas pelo ferro (ou seja, as reacbes de Fenton e de Haber-Weiss), essa
superexpressdo da catalase seria especialmente protetora contra as altas
guantidades de H202, e especialmente do produto final OHe, que n&o possui protecao

antioxidante enddgena e, portanto, seria extremamente prejudicial aos cardiomiécitos.
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Figura 22. Esquema representativo dos efeitos da sobrecarga de ferro e do exercicio aerébico

moderado em parametros sistémicos e cardiacos. Elaborado pela autora.
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10.Concluséo
Em concluséo, nossos resultados caracterizam um modelo de sobrecarga de
ferro com miocardiopatia em ratos e indicam que o exercicio aerobio de intensidade
moderada por 8 semanas, embora ndo altere a carga total de ferro e os depdsitos
teciduais, € capaz de reduzir o estresse oxidativo, prevenir danos cardiacos e

preservar parcialmente a mecanica miocardica.

Até o presente momento, esta € a primeira vez que um protocolo de exercicio
fisico € evidenciado como tendo um efeito benéfico na cardiomiopatia por sobrecarga
de ferro. Devido ao seu baixo custo e alta acessibilidade, facil execucdo e
possibilidade de alta adesdo, a pratica de exercicios fisicos aerdbicos alia outros
beneficios como capacidade funcional para realizacdo de tarefas da vida diaria,
independéncia, bem-estar psicossocial e, consequentemente, a qualidade de vida
desses pacientes. Assim, nosso estudo deve instigar a proposi¢céo da prescricdo de
exercicios regulares como abordagem nao farmacolégica adjuvante em condicdes de

sobrecarga de ferro, a ser testada em futuros ensaios translacionais e pré-clinicos.
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Anexo 1: Resumo do artigo “Moderate-intensity aerobic training reduces
cardiac damage due to iron overload in rats” publicado na revista
EXPERIMENTAL PHYSIOLOGY.
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attributable to experimental iron overload in rats
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Abstract

New findings: What is the central question of this study? The current literature
indicates that oxidative stress plays a major role in iron overload. Although exercise is
a well-established approach to treat/prevent cardiovascular diseases, its effects on iron
overload are not known. What is the main finding and its importance? Moderate-
intensity aerobic training had benefits in a rodent model of iron-overload
cardiomyopathy by improving the antioxidant capacity of the heart. After further
confirmation by translational and clinical studies, we should consider using this non-
pharmacological, highly accessible and easily executable adjuvant approach allied to
other therapies to improve the quality of life of iron-overloaded patients.

Abstract: Iron is an essential micronutrient for several life processes, but its excess can
damage organs owing to oxidative stress, with cardiomyopathy being the leading
cause of death in iron-overloaded patients. Although exercise has long been
considered as a cardioprotective tool, its effects on iron overload are not known. This
study was designed to investigate the effects of moderate-intensity aerobic training in
rats previously submitted to chronic iron overload. Wistar rats received i.p. injections
of iron dextran (100 mg/kg, 5 days/week for 4 weeks); thereafter, the rats were kept
sedentary or exercised (60 min/day, progressive aerobic training, 60-70% of maximal
speed, 5 days/week on a treadmill) for 8 weeks. At the end of the experimental period,
haemodynamics were recorded and blood samples, livers and hearts harvested.
Myocardial mechanics of papillary muscles were assessed in vitro, and cardiac
remodelling was evaluated by histology and immunoblotting. Iron overload led to liver
iron deposition, liver fibrosis and increased serum alanine aminotransferase and
aspartate aminotransferase. Moreover, cardiac iron accumulation was accompanied by
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impaired myocardial mechanics, increased cardiac collagen type | and lipid
peroxidation (TBARS), and release of creatine phosphokinase-MB to the serum.
Although exercise did not influence iron levels, tissue injury markers were significantly
reduced. Likewise, myocardial contractility and inotropic responsiveness were
improved in exercised rats, in association with an increase in the endogenous
antioxidant enzyme catalase. In conclusion, moderate-intensity aerobic exercise was
associated with attenuated oxidative stress and cardiac damage in a rodent model of
iron overload, thereby suggesting its potential role as a non-pharmacological adjuvant
therapy for iron-overload cardiomyopathy.

Keywords: aerobic exercise; animal models; iron overload; myocardial mechanics;
oxidative stress.
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