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RESUMO

Introducéo: A exposicdo ao cadmio esté relacionada com doengas cardiovasculares,
incluindo hipertensdo e aterosclerose, provavelmente vinculadas ao aumento do
estresse oxidativo induzido por esse metal. Objetivo: o presente estudo investigou se
a exposicdo ao cadmio poderia acelerar a formacéo de placa de aterosclerose e
concomitantemente promover disfuncdo endotelial em aorta, além de aumentar o
estresse oxidativo em camundongos knockout para a lipoproteina E (ApoE™).
Métodos: os experimentos foram realizados com camundongos ApoE” e com
C57BL/6 machos com 14 semana de idade, que receberam cloreto de cadmio (CdCl2
100 mg / L em &gua potavel durante 28 dias) ou veiculo (aAgua destilada). Apds a
exposicdo ao metal foi realizada a dosagem do colesterol, analise da reatividade
vascular a fenilefrina, a acetilcolina e ao nitroprussiato de s6dio em aorta isolada. As
células da medula éssea foram isoladas para avaliar a producdo de éxido nitrico e
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e no arco aértico foi mensurada a placa
aterosclerédtica. Resultado: Camundongos ApoE”- expostos ao cadmio apresentaram
niveis mais elevados de colesterol do que os ndo expostos. A exposi¢cao ao cadmio
diminuiu a resposta vasodilatadora a acetilcolina do anel aértico em camundongos
ApoE~-, embora ndo tenham sido observadas alteracdes nas respostas a fenilefrina
ou ao nitroprussiato de sodio. O L-NAME reduziu a resposta vasodilatadora a
acetilcolina, mas este efeito foi menor em camundongos ApoE~ tratados com cadmio,
sugerindo uma reducdo na biodisponibilidade do oéxido nitrico neste grupo
experimental. Além disso, nas células hematopoiéticas, o cadmio diminuiu os niveis
citoplasmaticos de 6xido nitrico e aumentou anion superoxido, peréxido de hidrogénio
e peroxinitrito em camundongos ApoE” expostos ao cadmio. A analise morfoldgica
mostrou que a exposicdo ao cadmio aumentou a deposicao de placa na aorta em
aproximadamente 3 vezes comparados aos animais ApoE’ ndo expostos ao metal.
Conclusao: nossos resultados sugerem que a exposi¢cao ao cadmio induz disfuncao
endotelial em camundongos ApoE”. Além disso, o cadmio aumentou os niveis de
colesterol total, o que pode justificar o desenvolvimento de aterosclerose na aorta de
camundongos ApoE~. Nossos achados sustentam a hipétese de que a exposicdo ao
cadmio pode aumentar o risco de aterosclerose.

Palavras chaves: cadmio, aterosclerose, disfuncdo endotelial estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Cadmium exposure is related to cardiovascular diseases, including
hypertension and atherosclerosis, which are linked to oxidative stress induced by this
metal. Objective: the present study investigated whether the exposure to cadmium
promotes the formation of atherosclerotic plaque and promotes endothelial dysfunction
in the aorta, in addition to oxidative stress in knockout mice for lipoprotein E (ApoE™).
Methods: Experiments were performed on 14 week-old male C57BL / 6 and ApoE™"
mice treated with cadmium chloride (100 mg / L CdCI2 in drinking water for 28 days)
or vehicle (distilled water). After exposure to the metal a cholesterol dosage was made
and vascular reactivity in response to phenylephrine, acetylcholine or sodium
nitroprusside were analysed in the isolated aorta. Bone marrow cells were isolated to
evaluate the production of nitric oxide and reactive species of oxygen and nitrogen and
the atherosclerotic plaque in the aortic arch was measured. Result: ApoE” mice
exposed to cadmium showed higher levels of cholesterol than the animals that were
not exposed. Cadmium exposure reduced acetylcholine induced relaxation in ApoE™,
although it did not alter the responses elicited by phenylephrine or sodium
nitroprusside. L-NAME incubation reduced the vasodilator response to acetylcholine,
but this effect was smaller in cadmium treated ApoE” mice, suggesting a reduction in
nitric oxide bioavailability. In addition, in cells hematopoietic, cadmium decreased
cytoplasmic levels of nitric oxide and increased superoxide anion, hydrogen peroxide
and peroxynitrite in ApoE”- mice exposed to cadmium. Morphological analysis showed
that cadmium-treated ApoE’ mice exhibited increased plaque deposition in the aorta
by approximately 3-fold comparing to the non-treated ApoE” mice. Conclusion: our
results suggest that a cadmium exposure induces endothelial dysfunction in ApoE~-
mice. In addition, cadmium increased cholesterol plasmatic levels, which may promote
the development of atherosclerosis in the aorta of ApoE”- mice. Our findings support a
hypothesis that the exposure to cadmium may increase the risk of atherosclerosis

development.

Keywords: cadmium, atherosclerosis, endothelial dysfunction, oxidative stress
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1  INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE O CADMIO

O Cadmio € um metal simbolizado pela sigla Cd, com peso molecular de
112.411 e seu nimero anatémico € 48. E encontrado na tabela periddica no grupo IIB.
Possui como caracteristicas maleabilidade, ductilidade, resisténcia quimica e
mecanica, além disso, possui coloracao branco prateado (DUFFUS, 2002).

E um dos metais toxicos mais importantes dispersos no meio ambiente, sendo
liberado na natureza através de atividades vulcanicas, das profundidades oceéanicas,
remobilizacdo de fontes antigas, como a poluicdo das aguas subterrdneas causadas
por drenagem de minas, e também por meio atividades humanas como o derretimento
das calotas polares e a queima de combustiveis fosseis (WHO, 2000).

O céadmio esta em sétimo lugar na lista de prioridades dos 275 materiais
perigosos (ATSDR, 2008), sendo um dos produtos quimicos que se encontra entre as
dez principais preocupacdes em saude publica (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010). No ambiente se torna perigoso devido ao consumo de plantas e de animais
gue acumulam.

Comecou a ser utilizado em pinturas de Claude Monet, mas com o passar do
tempo foi adquirindo novas funcbes. Hoje em dia é empregado em materiais de
policloreto de vinila (PVC), pigmentos de tinta e em baterias recarregaveis de niquel-
cadmio. Também pode ser usado em anticorrosivo e esta presente como poluente em
fertilizantes fosfatados. Outrossim, € usado pela mineragdo no refino de metais nédo
ferrosos, e pode ser liberado para o ar durante a combustao de combustiveis fosseis
e incineracao e eliminacédo de residuos (ATSDR, 2012). Através dessas fontes o metal
pode acumular-se no meio aquatico e no cultivo agricola.

O cadmio ndo é considerado um dos metais essenciais e 0s efeitos toxicos
aumentam o risco de complica¢des adversas, principalmente nos rins, N0S 0SSOS € No
sistema cardiovascular, podendo causar doencgas malignas, como cancer de pulméo
e rim, e mortes prematuras (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

De 1999 a 2004 a National Health and Nutrition Examination Surveys (NHNES)

associou maiores concentracdes de Cd no sangue e na urina com uso de tabaco, e
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maior associacdo do metal no sangue com a hipertensdo arterial sistémica (HAS)
(TELLEZ-PLAZA et al., 2008).

1.2 EXPOSICAO AO CADMIO

Na populacdo em geral as principais fontes de exposi¢cdo ao Cd sao a fumaca
do cigarro, alimentos (especialmente frutos do mar, carnes, vegetais e graos), agua
potavel e ar atmosférico, especialmente nas areas urbanas e industriais (ATSDR,
2012; SATARUG; MOORE, 2004)

De acordo com a Internacional Cadmium Association, a quantidade esperada
de particulas suspensa de Cd no ar é de 0,1 a 5 ng/m3 em éreas rurais, 2 a 15 ng/ms3
em areas urbanas e em areas industrias 15 a 150 ng/m3. Ja em ambientes de trabalho
a quantidade aceitavel é de 2-50 ng/m3 (ELINDER et al., 1985; OECD, 1995; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010).

Individuos que fazem uso do tabaco, tem sua fumaca como a principal fonte de
exposicdo ao cadmio uma vez que cada cigarro contém 0,5 a 2 ng/m?3 de Cd, e
aproximadamente 10% desse metal é inalado pelos fumantes. Além disso, pessoas
que convivem com tabagistas, os fumantes passivos, podem inalar quantidades
significantes do metal (ELINDER et al., 1985). J4 o estudo de Viana et al. (2011) em
20 marcas de cigarros comercializados no Brasil encontrou uma média de 0,65
microgramas de Cd por grama de tabaco (DE SOUSA VIANA; GARCIA; MENEZES-
FILHO, 2011).

Estima-se que o nivel de Cd em fumantes da cidade de Nova York € de 1,58
Mg/L, sendo que em nao-fumantes esses niveis se limitam a 0,38 ug/L. Portanto,
fumantes podem apresentar niveis quatro vezes maiores que a populacdo nédo
fumante. A quantidade do metal absorvida por dia € de 1 a 3 ug a cada mago fumado
(ATSDR, 2012).

A utilizacdo de fertilizantes fosfatados na agricultura faz com que as plantas
absorvam o metal que esta presente nesse adubo. O estudo de Bizarro et al. (2008)
encontrou em amostras de fertilizantes fosfatados 42,93mg kg de teor de Cd.
Adubacoes recorrentes fazem com o que a concentragcao do metal aumente no solo e
consequentemente nas plantas (BIZARRO; MEURER; TATSCH, 2008).
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Quando o solo é adubado com esses fertilizantes, animais e vegetais desse
habitat acumulam particulas do metal. Calcula-se que os alimentos possuam em
meédia; alface, espinafre, batata, amendoim, feijdo, soja, semente de girassol (média
30-150 ppb), peixes e carnes (média de 5-40 ppb), rins e figados (que s&o os 6rgaos
de maior deposicdo do metal e podem alcangar 1000 ppb) (ATSDR, 2012; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010). Uma vez consumidos esses produtos, s&o
absorvidos aproximadamente 1-5% de metal ingerido e 25-50% do montante de
cadmio inalado (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

De acordo com o relatério de 2010 da World Health Organization (WHO) e por
consenso da Organizacéo Internacional de Alimentos e Medicamentos e do Comité
Conjunto de Peritos para os Aditivos Alimentares, o nivel aceitavel de ingestdo do Cd
€ de 25 pg/Kg de peso corporal por més (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

Uma vez absorvido, o cadmio pode permanecer no organismo por décadas,
com meia vida estimada entre 15 e 30 anos. A longa meia vida do metal no organismo
altera a associacao entre o teor de cadmio adrtico e a relagdo macos/ano consumidos,
acumulo deste metal na aorta seja progressivo (NORDBERG; KJELLSTROM, 1979).
Abu-Hayyeh et al., (2001) demonstraram que o quantidade do metal em aortas de
humanos eleva em proporgcédo com os magos/ano de cigarros fumados, com o acumulo
seletivo na camada média (ABU-HAYYEH et al., 2001).

1.3 EFEITOS DA INTOXICACAO NO ORGANISMO

A deposicdo do metal no organismo ocorre principalmente nos tecidos renais e
hepético, que correspondem a 60% do Cd acumulado (BABA et al., 2013; MATOVIC
et al., 2011). Estudos demonstram que o acumulo pode causar dano hepatocelular,
atrofia testicular, hipertensao arterial sistémica (HAS), disfuncéo renal, anemia e leséo
no sistema nervoso central (JEYAPRAKASH; CHINNASWAMY, 2005; VICENTE-
SANCHEZ et al., 2008).

Com a deposicéo do Cd no sistema esquelético, ocorre reducéo da resisténcia
do tecido 0sseo, por isso relacionam a exposicdo ao metal com fraturas e reducdo da
densidade mineral 6ssea (osteoporose) (STAESSEN et al., 1999). Além disso, no
Japao, foi determinada a relac&o entre intoxicacao pelo metal com a doenca doi-doi,
que € uma combinacdo de osteoporose com osteomalacia. Essa enfermidade foi

descoberta em 1950, sendo associada a irrigacao de plantacfes de arroz com agua
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contaminada com o metal e estudos realizados em outros paises obtiveram desfechos
semelhantes (FRIBERG, 1974).

Esse agente toxico também tem sido associado a perda auditiva e a
degeneracdo macular relacionada a idade (CHANTARAWONG et al., 2014; ERIE et
al., 2007; SATARUG et al., 2010).

1.4 EFEITOS DA INTOXICACAO NO SISTEMA CARDIOVASCULAR

Em estudos epidemioldgicos transversais foi observado que baixos e
moderados niveis de exposicdo ao Cd sdo associados com o desenvolvimento de
hipertenséao arterial sistémica (HAS), diabetes, doencas renais crénicas, aterosclerose
em carotida, doenca arterial periférica, doencas do miocardio, acidente vascular
encefalico (AVE) e insuficiéncia cardiaca (TELLEZ-PLAZA et al., 2008). Menke et al.
(2009) associaram a exposicdao ao Cd com aumento das mortes na populagcao
americana decorrente de doencas cardiovasculares (DCV) (MENKE et al., 2009).

As DCV causadas por esse metal podem resultar de distirbios metabdlicos
como diabetes e dislipidemia. As anormalidades no perfil lipidico tem suma
importancia, pois essas alteragdes aumentam o risco das DCV, sendo que em
pacientes diabéticos aumenta a taxa de mortalidade e morbidade (OZTURK et al.,
2009).

Muitos estudos relatam que a exposi¢ao a esse agente € toxica ao endotélio e
ao musculo liso vascular, podendo ser um dos fatores de risco para o desenvolvimento
de aterosclerose (ALMENARA et al.,, 2013; ANGELI et al.,, 2013; FUJIWARA,
WATANABE; KAJI, 1998; KAJI et al., 1996; KISHIMOTO et al., 1996)

A exposicdo do vaso sanguineo ao metal causa disfuncao endotelial, que é
definida como desequilibrio entre a producdo e biodisponibilidade de fatores
relaxantes derivados do endotélio e fatores contrateis derivados do endotélio, e esta
relacionada com o aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou nitrogénio
(ERN) e diminuicdo da capacidade antioxidante, que é denominado como estresse
oxidativo (SILVA; PERNOMIAN; BENDHACK, 2012).

A avaliacdo da funcdo endotelial e vascular acontece com o uso de drogas
como a fenilefrina (FE), acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sodio (NPS) e uma

solucéo rica em potassio. A FE causa contracdo do musculo liso vascular (MLV)
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quando se liga ao receptor al-adrenérgico deste, desencadeando a ativacdo da
proteina Gs, que ativara a fosfolipase C, promovendo a hidrélise do fosfatidilinositol
bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 gera
liberacdo do calcio pelo reticulo sarcoplasmatico e o DAG aciona a proteina quinase
C (PKC), causando aumento da sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio,
fosforilagdo da cadeia leve da miosina e aumento da mobilizagéo do célcio por meio
de canais da membrana. Todos os eventos citados participam da contracdo do
musculo liso vascular (HOROWITZ et al., 1996).

A contracdo causada pelo potassio ocorre pela modificacdo no potencial de
membrana celular. A despolarizacdo da membrana, induzida pelo aumento da
concentracdo de K+ extracelular, propicia o influxo de Ca?* através da abertura de
canais para célcio operados por voltagem, resultando na contracdo (BULBRING,;
TOMITA, 1987; GANITKEVICH V; ISENBERG, 1991). Outros trabalhos demostram
que o cloreto de potassio (KCI), atua como um estimulo sensibilizador de célcio na
contracdo do musculo liso (RATZ et al., 2005).

Quando analisada a resposta vasodilatadora, a ACh se liga nos receptores
muscarinicos no endotélio vascular levando ao aumento da concentragdo intracelular
de calcio, induzindo a producéo de prostaciclina, NO e fator hiperpolarizante derivado
do endotélio. Essas substancias irdo causam hiperpolarizacdo do musculo liso
vascular e, consequentemente, o relaxamento do vaso sanguineo (RATTMANN,
2009). Desse modo, a integridade do endotélio vascular é de suma importancia para
apropriada resposta a ACh. O NPS é um doador de NO para as células musculares
lisas, levando a estimulagéo da guanilato ciclase solavel nas células do musculo liso
vascular. Esses sdo alguns dos mecanismo pelo qual o NO age sobre o vaso
sanguineo e causa o relaxamentos (RATTMANN, 2009).

Com isso, estudos experimentais que encontram disfungdo endotelial sugerem
que o Cd pode contribuir para o inicio e progressao da placa de aterosclerose, por
causar estresse oxidativo em segmentos isolados de aorta (ALMENARA et al., 2013;
ANGELI et al., 2013), aumento da permeabilidade endotelial, inibicdo da proliferagcéo
celular e promocao da morte celular (apoptose) (MESSNER et al., 2009; MESSNER,;
BERNHARD, 2010).

O estudo Abu-Hayyeh et al. (2001) foi o primeiro a demonstrar que além dos

rins, figado e testiculo, as artérias também s&o alvo da deposicdo do Cd (ABU-
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HAYYEH et al., 2001). Apesar das vias de absorcdo do metal pelas células da parede
vascular ndo serem claras até o momento, ja foram descritos varios canais ibnicos e
transportadores que sdo capazes de carrear esse ion através da membrana
plasmética (GARLANDA; DEJANA, 1997).

Abu-Hayyeh et al. (2001) demonstraram que a maior deposi¢cdo de Cd nas
artérias ocorre na tanica média arterial e que a concentracdo depositada nessa regiao
da aorta de humanos foi de 7 umol/L. O acumulo do ion pode prejudicar o metabolismo
das células musculares lisas, além de causar a degradacdo do tecido conjuntivo
elastico, aumentando a probabilidade de disfuncdo e doencas do tecido (ABU-
HAYYEH et al., 2001).

Além da captacao direta do Cd pela parede arterial, que ocorre quando o ion
se liga a proteinas, o metal também pode ser absorvido pelas células do sistema
imune (neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, linfécitos T, linfécitos B, células NK,
macrofagos, mastdcitos e mondcitos) atravessando a parede vascular por meio de
infiltracdo. Os mondcitos sdo exemplos de células do sistema imune que se ligam ao
Cd e se depositam nos vasos sanguineos (Figura 1) (STEFFENSEN et al., 1994).

No decurso da aterosclerose, macréfagos/mondcitos se diferenciam em células
espumosas, que com sobrecarga de colesterol sofrem processo de necrose, fazendo
com que o Cd captado por essa célula seja liberado na parede do vaso sanguineo. .
(MESSNER; BERNHARD, 2010).

Com base nesses conhecimentos, a hipotese que melhor explica como
aterosclerose é causada é denominada de “hipotese de resposta a lesido”
desenvolvida por Ross et al (ROSS, 1999). Nessa teoria, primeiramente ocorre dano
endotelial primario e/ou um prejuizo funcional, para que entdo se inicie a
aterosclerose. (MESSNER et al., 2009; PROZIALECK; EDWARDS; WOODS, 2006;
SACERDOTE; CAVICCHIA, 1983).

A exposicdo ao Cd é um fator capaz de reduzir a funcionalidade da barreira
endotelial, pela interrupcdo das jungdes celulares no endotélio vascular, e com isso
ocasiona a morte das células endoteliais (MESSNER et al., 2009; PROZIALECK,;
EDWARDS; WOODS, 2006; SACERDOTE; CAVICCHIA, 1983).



23

Figura 1: Células endoteliais em processo de necrose induzido pelo Cd.
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Um modelo hipotético para a indu¢@o da morte de células endoteliais necroticas pelo metal. O Cd é
absorvido pelas células endoteliais através de transportadores de cations e canais iénicos, a exemplo
do transportador de metal divalente 1 (DMT-1) (I), ou ligado a proteinas e transportado para o
citoplasma celular por endocitose (ll). Os ions do metal se difundem para o nicleo e podem causar
danos ao DNA de forma direta (causando modificacdo oxidativa de bases) ou indireta (inibindo a
magquinaria de reparo de DNA), o que ativa uma resposta de danos ao DNA. Como resultado desta
resposta mediada pela p53, sinalizagdo da morte celular é enviada para as mitocdndrias (candidatos
potenciais sdo membros da familia bcl2 pré-apoptéticos). Devido a abertura do complexo de poros de
transicdo de permeabilidade (CPTP), ocorre a liberagcdo e montagem do complexo de apoptosoma, a
caspase-9 € ativada, o que, por sua vez, ativa a caspase-3. Por processos ainda desconhecidos o Cd
inibe a atividade da caspase e como resultado da diminuicdo do potencial mitocondrial, devido a
abertura da CPTP, a geracdo de adenosina trifosfato (ATP) é reduzida, resultando em perda de fun¢éo
das bombas de ions. O consequente influxo de agua leva a ruptura das organelas e da membrana
plasmaética. A execucao da morte celular também pode ser induzida pela pela calpaina que é ativada
pelos ions Ca?* liberados pelas mitocondrias na abertura do CPTP. O resultado é um fenétipo necrético
de morte celular induzido pelo Cd. (Figura retirada de Cadmium and cardiovascular diseases: cell
biology, pathophysiology, and epidemiological relevance, 2010 Autor: Messner e Bernhard)

O Cd inibe a reparacgéo da lesao endotelial, o que faz com que a morte dessas
células ndo ocorra de forma fisioldgica, com isso o endotélio fica com as células mais
espacadas e permedaveis a componentes presente no sangue (MESSNER et al., 2009;
WOODS; J.M., LEONE; M., KLOSOWSKA,; K., LAMAR; P.C., SHAKNOVSKY; T.J.,
2009).
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Com base na “hipétese de resposta a lesdo”, a injaria € acompanhada por
aumento, por um menor controle, da permeabilidade e da infiltracdo no endotélio pelas
células do sistema imune, facilitando o transporte e acumulo de lipideos na parede
vascular. Estudos experimentais demonstraram acumulo de lipideos em coracéo e em
vaso sanguineos de animais expostos ao Cd (MESSNER et al, 2009;
SUBRAMANYAM; BHASKAR; GOVINDAPPA, 1992)

Outra consequéncia do dano endotelial induzido metal, é que a matriz
extracelular e as células abaixo da camada endotelial, isto é, células musculares lisas
e fibroblastos, ficam expostas a fatores da corrente sanguinea. Isso pode estimular a
atividade pr6 trombética da matriz extracelular contribuindo para a formacéo de
trombos. Além disso, a morte necrotica das células endoteliais e de outros tipos de
células da parede vascular, leva ao desprendimento das células remanescentes da
parede vascular. Esse processo causa estresse celular, que resulta na secrecao de
citocinas formando um ciclo vicioso de dano, estresse e inflamacdo (MESSNER,;
BERNHARD, 2010).

Outros fenbmenos que foram observados em resposta a exposicédo ao Cd que
podem iniciar e promover aterosclerose foram: a HAS (ALMENARA et al., 2013; EUM,;
LEE; PAEK, 2008; NAKAGAWA,; NISHIJO, 1996; TELLEZ-PLAZA et al.,, 2013;
TOMERA et al., 1994) e as modificacBes no perfil lipidico (SARKAR et al., 1995).
Esses fatores séo alguns dos pré-requisitos para a formacao das células espumosas
e a promocédo da morte celular, fazendo com que aumente a deposicédo de lipideos
em muitos 6rgaos do organismo (SUBRAMANYAM; BHASKAR; GOVINDAPPA, 1992)
incluindo a parede arterial (MESSNER et al., 2009).

As alteracOes celulares causadas pelo metal fazem com que ocorra liberacéo
de varias citocinas pro-inflamatérias, como interleucina 6 e fator de necrose tumoral
a, pelas células endoteliais vasculares, facilitando o processo aterosclerético (DONG
et al., 2014; SZUSTER-CIESIELSKA; LOKAJ; KANDEFER-SZERSZEN, 2000).

Além da relacdo do cadmio com a liberacdo de citocinas inflamatérias, esse
metal, como j& mencionado, induz estresse oxidativo. Yoopan et al. mostraram que a
exposicao crénica ao cloreto de cadmio (CdCl2) (10 e 50 ppm) reduziu a resposta
vasodilatadora a acetilcolina (ACh) e néo alterou a resposta ao nitroprussiato de sodio
(NPS), sugerindo que o prejuizo da funcdo endotelial causado pelo metal esta

associado ao estresse oxidativo. Nesse estudo também analisaram que o Cd foi capaz
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de aumentar a pressao arterial sistélica de 20-30% apds 3 meses de exposicdo ao
metal (YOOPAN et al., 2008).

O mecanismo especifico responsavel pela hipertensdo causada pelo metal ndo
€ explicado, porém muitas propostas tém sido expostas como aumento da retencao
de Na* (PERRY HM JR, 1981), interacdo com os canais de Ca?* (BALARAMAN R,
GULATI OD, BHATT JD, RATHOD SP, 1989), ativagdo do sistema nervoso simpatico
(FADLOUN, Z; LEACH, 1979) e reducdo da concentracdo de substancias
vasodilatadoras (ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013; SKOCZYNSKA, A;
MARTYNOWICZ, 2005).

O Cd também possui efeitos diretos no musculo liso vascular. Por ser
considerado um antagonista dos canais de Ca?*, reduzindo a contracdo muscular lisa
e prejudicando o relaxamento vascular (LAWSON; CHATELAIN, 1992; NIWA,;
SUZUKI, 1982). Além disso, pode causar lesdo endotelial pela disfungcdo nos
receptores colinérgicos do tipo M1, envolvidos na liberacdo de prostandides e NO
(BILGEN et al., 2003).

1.5 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica que atinge principalmente a
camada intima de grandes e médias artérias e possui origem multifatorial
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2001). As lesdes pela aterosclerose
podem causar isquemia cardiaca, cerebral, ou em extremidades, resultando em
infartos. Segundo o DATASUS, em 2011 ocorreram 335.213 mortes no Brasil por
doencas cardiovasculares e a Sociedade Brasileira de Cardiologia estima que em
2016 349.938 brasileiros tenham ido a 6bito devido DCV (DATASUS e SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2011).

Por muitos anos acreditou-se que a aterosclerose era apenas uma doenca
onde ocorria a deposicao de lipideos na parede vascular. Através de novos estudos
foi visto que ndo se resumia apenas deposicao do colesterol, e que em paralelo ocorre
inflamacé&o crénica arterial (WICK et al., 2014).

Inicialmente as placas de aterosclerose se formam em regides com bifurcacdes

e nos arcos arteriais. Nesses locais o fluxo sanguineo € turbulento, aumentando o
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cisalhamento entre o sangue e o endotélio vascular. Essas condicdes podem
influenciar a sinalizacdo celular e a expressao génica nas células endoteliais, criando
um estado proinflamatorio, recrutando mondcitos, linfécitos e causando a acumulo de
células dentriticas na parede vascular (WICK et al., 2014).

A aterosclerose é iniciada em animais e humanos pela infiltragcdo de células T
na camada intima das ramificacdes, curvaturas e bifurcacdes das artérias
(KLEINDIENST et al., 1993; MILLONIG; MALCOM; WICK, 2002). A infiltracao precede
a deposicao de lipideos, a migracdo de macrofagos e das células musculares lisas
vasculares, e ocorre quando as células endoteliais sdo estimuladas por fatores de
risco classicos da aterosclerose (como HAS, diabetes mellitus, tabagismo, elevado
niveis de lipideos e infeccéo cronica) (WICK et al., 2014).

A lesdo também provoca disfuncdo endotelial, causando respostas
compensatorias e alterando as propriedades homeostaticas do endotélio. Além disso,
também induz a liberagc&o de substancias pro-coagulantes pelo endotélio, ao invés de
anticoagulantes. Se a resposta inflamatéria ndo for neutralizada, os agentes
inflamatorios continuam a agir (GRUNDTMAN; WICK, 2011).

A continuacgdo da inflamacéo resulta em aumento do nimero de macrofagos e
linfécitos, que migram do sangue e se multiplicam na area lesionada. A ativacao
dessas células libera enzimas hidroliticas, citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento (KREUTMAYER et al., 2011; XU et al., 2000), que podem conduzir as
possiveis lesdes, podendo causar necrose (MESSNER; BERNHARD, 2010).

O LDL, que pode ser oxidado, a glicacdo (em diabetes), a agregacao
plaquetéria, a associacdo com proteoglicanos, ou incorporacdo de células autoimune,
sdo as maiores causas de lesbes no endotélio e no musculo liso vascular
(JONGSTRA-BILEN et al., 2006; LIU et al., 2008; MILLONIG et al., 2001).

Quando as particulas de LDL se fixam na parede arterial, elas podem sofrer
oxidacao progressiva e ser internalizadas por macrofagos, por meio de receptores de
eliminacdo nas superficies celular (CYBULSKY; JONGSTRA-BILEN, 2010;
JONGSTRA-BILEN et al., 2006; LIU et al., 2008; MILLONIG et al., 2001; MULLICK et
al., 2008). A internalizacdo conduz a formacéo de lipideos peroxidados que facilitam
0 acumulo de ésteres de colesterol, resultando na formacao de células espumosas
(CHOI et al., 2009; JONGSTRA-BILEN et al., 2006; LIU et al., 2008).
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Outro fator de risco € a HAS, que também possui atividade inflamatdria,
aumentando a formacéo de peréxido de hidrogénio (H202) e de radicais livres, como
anion superoxido e radicais hidroxila no plasma (GRIENDLING; ALEXANDER, 1997,
LACY; O'CONNOR; SCHMID-SCHONBEIN, 1998; SWEI et al.,, 1997). Essas
substancias reduzem a biodisponibilidade de NO nos vasos sanguineos,
(VANHOUTTE; BOULANGER, 1995) aumentando a adesao de leucdcitos (SWEI et

al., 1997), e aresisténcia periférica.

Figura 2: Cadmio induzindo mudancas pro-aterogénicas na parede vascular.
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Um esquema hipotético de como o metal pode induzir e promover aterosclerose na parede arterial. (A)
Absorcdo do Cd pelas células endoteliais, com o transporte para o espaco subendotelial. O metal é
absorvido pelas células musculares lisas, iniciando a proliferacdo e causando espessamento da
camada média do vaso sanguineo. (B) O ion interrompe as ligacdes entre as caderinas no endotélio
vascular, facilitando a difusdo do metal, de lipidios e células do sistema imunolégico com acesso a
camada média do vaso sanguineo. (C) De forma similar, a morte celular causada pelo Cd permite o
acesso de lipidios e das células do sistema imune (por exemplo, mondécitos). Além disso, as células
endoteliais em estado necrético liberam constituintes intracelulares, que atraem células do sistema
imunolégico para a parede do vaso, causando inflamacéo e, assim, contribuem para (D) o estresse
oxidativo e oxidacao lipidica na parede arterial. Os lipidios oxidados sao absorvidos pelos macréfagos
de forma desordenada. A absorcdo continua de lipidios (colesterol) pelos macréfagos, que se
diferenciam em células espumosas, e como resposta ao estresse comecam a secretar citocinas
quimiotaticas que promovem a proliferacéo celular. (E) O acimulo de lipidios nas células espumosas
levam & morte por necrose, causado a liberacao dos lipideos intracelulares e gerando acumulacéo de
lipideos no meio extracelular. O conjunto de lipideos extracelulares e as células espumosas necréticas
aumentam o estado pré-inflamatério na artéria. (F) O Cd causa a morte de células musculares lisas,
fazendo com que elas possam também absorver os lipideos e se diferenciem em células espumosas,
contribuindo para concentracdo de lipidios livres e inflamacdo. (G) Ativadas pelas citocinas e pelas
células remanescentes, as células musculares lisas comegam a migrar para o espago subendotelial,
causando a fusdo da camada média e intima. (H) A fusdo das camadas média e intima dos vasos causa
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acimulo de células musculares lisas, invasdo de macrofagos, morte celular das células endoteliais,
células musculares lisas e células espumosas, promovendo a inflamacéo, e iniciando o processo de
remodelamento do tecido, incluindo deposicdo de matriz extracelular e concentracédo de lipidios. Entédo
0 processo de formacédo da placa aterosclerética e progressédo da doenca é iniciado. (Figura retirada
de Cadmium and cardiovascular diseases: cell biology, pathophysiology, and epidemiological
relevance, 2010. Autor: Messner e Bernhard.)

1.6 MODELO EXPERIMENTAL CAMUNDONGO APOE KNOCKOUT (APOE-
")

Aterosclerose € a maior causa de morte na sociedade ocidental, resultado de
uma interacdo complexa do estilo de vida dessa sociedade e de fatores genéticos
(CHANNON; GUZIK, 2002; IGNARRO, 2002; WALSKI et al., 2002).

Ratos ndo sdo modelos adequados para o estudo da aterosclerose, visto que
ndo desenvolvem lesdes ateroscleroticas de forma esponténea, requerendo
modificacdes importantes em sua dieta para provocar lesdes vasculares (DROBNIK
et al., 2000).

Camundongos sao altamente resistentes a aterosclerose, a Unica excec¢ao é a
espécie C57BL/6. Os camundongos C57BL/6 quando alimentos com uma dieta rica
em colesterol e contendo acido cdlico, podem desenvolver aterosclerose, porém
essas lesbes vasculares diferem das lesdes em humanos, e sdo atribuidas ao estado
inflamatoério crénico ao invés da predisposicdo genética (JAWIEN; NASTALEK;
KORBUT, 2004).

Em 1960 no laboratério de Wissler foi desenvolvido o primeiro modelo de
aterosclerose induzido por dieta. A alimentacdo dos animais era composta por 30%
gordura, 5% colesterol, e 2% acido cdlico causando aterosclerose em camundongos
C57BL/6, mas nao foi um modelo de sucesso visto que muitos faleceram por ser uma
dieta toxica e apresentarem doencas respiratérias (PAIGEN et al., 1985). Paigen et al.
aprimoraram essa dieta, produzindo a “Dieta de Paigen” que consiste em 15% de
gordura, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido colico. Embora fosse utilizada para o
estudo de aterosclerose em modelo experimental apresentava algumas desvantagens
e ndo se assemelha ao processo de aterosclerético que ocorre em humanos (PAIGEN
et al., 1985).

Com o objetivo de criar melhores modelos animais para distarbios de
lipoproteinas, aterosclerose e identificar genes que possam modificar a aterogénese

e a progressao da lesdo, em 1992 foram desenvolvidos os camundongos knockout
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ApoE (ApoE”). Foram gerados pela inativacdo do gene ApoE por segmentacido
(PIEDRAHITA et al., 1992). Realizou-se a inativagdo do gene ApoE em células tronco
embrionarias de camundongos pela insercdo de dois plasmideos contendo o gene
resistente a neomicina que substitui parte do gene ApoE. Esses plasmideos foram
inseridos em blastdbmeros de camundongos C57BL/6, gerando filhotes homozigoto e
heterozigoto, que através do cruzamentos entre os animais homozigotos foi originado
o camundongo ApoE” que apresenta niveis de VLDL aumentados no plasma
(HOFKER; VAN VLIIJMEN; HAVEKES, 1998; PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al.,
1992).

Andlise cronoldgica da aterosclerose em camundongos ApoE”-, mostrou que
0s eventos sequenciais envolvidos na formacdo de lesdes neste modelo, séo
semelhantes aos de modelos animais bem estabelecidos de aterosclerose, como 0s
modelos de hipercolesterolemia e deficiéncia da lipoproteina A (NAKASHIMA et al.,
1994).

O desenvolvimento da aterosclerose além de envolver a ativacdo da
sinalizacao pro-inflamatoria, que abrange a expressao de citocinas e quimiocina,
promove aumento do estresse oxidativo. As EROs desempenham papel importante
nas respostas inflamatérias, na apoptose, no crescimento celular e na alteracdo do
tébnus vascular, bem como na oxidacao do LDL, o que é considerado mais importante

gue o LDL né&o oxidado na aterogénese (PELUSO et al., 2012).

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ocorre com aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio e/ou reducao ou inatividade do sistema anti-oxidante (PELUSO et al., 2012).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo uma variedade de moléculas
reativas derivadas do oxigénio que podem ser radicais livres como anion superoxido
(O2™), ou radical hidroxila (HO) ou néo radicais como o peréoxido de hidrogénio (H202).
Por outro lado, as espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) séo classificadas como ions
(peroxinitrito (ONOO-)) ou nao-ions (6xido nitrico (NO)). (BOLISETTY; JAIMES,
2013).

Essas moléculas sao formadas em baixos niveis durante a realizacao de funcdes

fisiologicas. Dentre as espécies reativas, o radical hidroxila € a espécie mais
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conhecida, sendo responsavel pela maioria dos efeitos citotéxicos das EROs. Ja o
H202 é uma espécie menos reativa, possuindo papel importante em varias atividades
celulares (BOLISETTY; JAIMES, 2013). Entretanto agentes exdégenos, como polui¢cao
e o tabagismo, ou por fontes enddgenas, como as respostas inflamatérias de
leucdcitos que envolvem NADPH-oxidase, a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e
ativagcdo de mieloperoxidase podem causar desequilibrio nesse sistema aumentando
a producdo das EROs. Esse aumento pode causar danos oxidativos a
macromoléculas tais como, DNA, lipideos, carboidratos e proteinas (DEL RIO;
SERAFINI; PELLEGRINI, 2002; SERAFINI; DEL RIO, 2004).

McCord (1974), demonstrou que a formacdo do radical 02> ocorre pela enzima
xantina oxidase. Ap0Os esses primeiros achados, este autor demonstrou que as EROs
Sao responsaveis por causar danos oxidativos e que algumas enzimas anti-oxidantes
podem proteger o organismo desses agentes lesivos (McCORD, 1974). Outros
sistemas enziméaticos responsaveis pela geracdo das EROs sdao; cicloxigenases,
lipoxigenases, citocromo P450 e aminoacidos oxidados (CLINE; LEHRER, 1969; JI,
2007; KIM; KIM; KIM, 2008; NISHINO, 1994; NISHINO et al., 2008; SUMIMOTO;
MIYANO; TAKEYA, 2005; ZANGAR; DAVYDOV; VERMA, 2004).

Uma fonte importante de producédo de anion superoxido e de H202 é quando
ocorre o desacoplamento da eNOS pela deplecdo do BH4 ou da L-arginina. Nessa
condicdo a eNOS passa a gerar anion superéxido ao invés de NO. Os mecanismos
pelos quais ocorrem o desacoplamento da eNOS ainda ndo foram totalmente
elucidados, mas acredita-se que o peroxinitrito pode oxidar o BHs4 causando o
desacoplamento da eNOS (CAI; HARRISON, 2000). Em 2000 Heitzer et al. (2000),
demonstraram que a infusdo intra-arterial de BHs4 melhorou a vasodilatacdo
dependente do endotélio em tabagistas cronicos, sugerindo que o esgotamento do
BH4 pode ter impacto na producéo de NO pela eNOS (HEITZER et al., 2000).

A exposicao ao Cd esta associada ao aumento do estresse oxidativo. O estudo
realizado por Angeli et al. (2013) demonstrou aumento da producédo de EROs
produzidas pela NADPHoxidase em segmentos de aorta com expostos a 10 uM de
CdClz in vitro (ANGELI et al., 2013).

Ja os estudos de Almenara et al (2013), Sompamit et al. (2010) e Donpunha et

al. (2011) evidenciaram que a exposi¢ao cronica ao CICdz aumentou a producdo das
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EROs em artérias de roedores (ALMENARA et al., 2013; DONPUNHA et al., 2011;
SOMPAMIT et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

A exposicdo ao cadmio, é associado ao desenvolvimento de doencas cardiacas
como o aumento do estresse oxidativo, disfuncdo endotelial (ALMENARA et al., 2013;
ANGELI et al., 2013), hipertensao arterial sistolica (DA CUNHA MARTINS et al., 2018)
e aumento da placa de aterosclerose (KNOFLACH et al., 2011; TINKQV et al., 2018).
Apesar de haver muitos estudos sobre os efeitos da exposicdo ao cadmio no sistema
cardiovascular, nenhum estudo abordou se o metal pode acelerar a deposi¢cdo na
placa aterosclerética. Com isso, estudos utilizando modelos animais aterosleréticos,
sao importantes para elucidar como a exposi¢ao ao cadmio pode acelerar a deposi¢cao
de placa aterosclerética. Embora a literatura demonstre o aumento da placa
aterosclerética em camundongos ApoE”- (KNOFLACH et al., 2011) nenhum estudo
expbs esses animais ao cadmio antes do inicio da deposicdo da placa. Além disso,
esses trabalhos (KNOFLACH et al., 2011; MESSNER et al., 2009) utilizaram dietas
hiperlipidicas para induzir precocemente a deposicdo da placa em camundongos
ApoE"- expostos ao cadmio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito da exposi¢cédo ao cadmio por 30 dias sobre a fungéo vascular e o

desenvolvimento e progresséo da placa aterosclerética em animais ApoE™.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir, em camundongos ApoE-- expostos ou ndo cadmio (100 mg/l) via gua de
beber durante 28 dias:
- 0 ganho ponderal e consumo de racéo;
- 0s niveis de colesterol séricos;
- a reatividade vascular a fenilefrina em segmentos de aorta isolados de
camundongos;
- 0 relaxamento dependente e independente do endotélio em segmentos de aorta
isolados;
- a participacdo do oxido nitrico na resposta vasodilatadora em segmentos de aorta
isolados;
- lesBes ateromatosas no arco aodrtico, por meio de histologia;
- a producdo de espécies reativas de oxigénio e de Oxido nitrico em células

hematopoiéticas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Nesse estudo foram utilizados camundongos ApoE Knockout (ApoE’) e
C57BL/6, machos, com 14 semanas de idade, pesando aproximadamente 31 g,
cedidos pelo biotério do laboratério de Fisiologia Translacional do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo -
UFES. Durante o tratamento, 0s animais tiveram acesso livre a ragédo para roedores e
agua, e permaneceram em gaiolas com 2 a 4 animais, sob condi¢des controladas de
ciclo claro-escuro de 12-12h e temperatura de 23°C.

A utilizagdo e os cuidados com os animais foram realizados de acordo com os
principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacido e Uso de Animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES- CEUA 71/2016).

4.2 MODELO EXPERIMENTAL

Os camundongos ApoE-- foram divididos em dois grupos de tratamento, ApoE-
I controle (ApoE” Ct) e ApoE”~ Cadmio (ApoE” Cd). Aos animais ApoE”’ Ct foi
disponibilizada agua destilada e aos animais do grupo ApoE” Cd foi disponibilizada
solucao de 100 mg/L cloreto de cAdmio em agua destilada como unico liquido durante
28 dias. Os camundongos C57BL/6 foram tratados apenas com agua destilada. O uso
de 4gua destilada € necessaria, para minimizar que outros ions possam interferir nos
resultados (ALMENARA et al.,, 2013). Cada grupo permanecia em gaiolas
independentes.

Estudos prévios demonstraram que camundongos ApoE” KO, desde que ndo
receba dieta hipercolesterolémica, ndo apresentam disfuncédo vascular em aorta,
seréo utilizados camundongos C57BL/6 apenas para confirmacéo destes achados
(MEYRELLES et al., 2011).
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4.3 PESO DOS ANIMAIS

Todos os animais expostos ou ndo ao cadmio, foram pesados antes de iniciar
o tratamento e ao final dos 28 dias de exposi¢do. Apos 28 dias, os animais foram
anestesiados para realizacao da dissecacdo da aorta, coleta do sangue e das células

hematopoiéticas.

4.4 DOSAGEM DO COLESTEROL

ApOs os animais serem anestesiados com ketamina e xilazina (91 e 9,1 mg/kg,
intraperitoneal), e testados os reflexos para confirmacdo da sedacao, foi feita anti-
sepsia com &lcool 70% seguida de uma incisdo abdominal e retirado
aproximadamente 400 microlitros de sangue da veia cava abdominal. Esse sangue foi
posto em um eppendorf e centrifugado por 10 minutos a 6000 rpm e 4° C. O soro foi
entdo coletado em um segundo eppendorf, que foi armazenado a -20°C para dosagem
do colesterol posteriormente. O colesterol plasmético foi determinado usando um kit

colorimétrico comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil).
4.5 OBTENCAO DOS ANEIS DE AORTA TORACICA

Apoés a coleta do sangue a aorta toracica descendente foi cuidadosamente
extraida e imersa rapidamente em um Becker de vidro contendo solucao gelada de
Krebs-Henseleit, composta por (em mM): NaCl 115, NaHCO3 25, KCl 4,7,
MgS04.7H20 1,2, CaClI2.2H20 2,5, KH2P041,2, glicose 11,1 e Na2EDTA 0,01).

Ao microscopio optico foi realizada a remocéao dos tecidos conectivo e adiposo,
0 arco aodrtico foi cortado, e a aorta toracica descendente foi dividida em quatro
segmentos com aproximadamente 2 mm de comprimento. Apds o preenchimento da
cuba do midgrafo (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S,Aarhus,
Dinamarca) com solucdo de Krebs-Henseleit, os anéis foram colocados na cuba e
passados dois fios de tungsténio (40 ym de didmetro) pelo [umen vascular. Um dos
dois fios foi conectado ao micromanipulador que permitia o estiramento do vaso e o

outro fio € conectado ao transdutor de for¢a isométrica. O miografo € conectado a um
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sistema para aquisicdo de dados (Figura 3) (Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd,
Castle Hill, Austrélia) e ao computador.

Sistema de aquisicdo
de dados biolégicos

\
Fio de tungsténio
(40 pm)

Figura 3: Esquema representativo do miografo de arame para analise da reatividade vascular,
gaseificado com mistura carbogénica, ligado a um sistema de aquisi¢cdo de dados bioldgicos e a um
computador, para registro.

Apods 10 minutos de estabilizagcdo com solucdo de Krebs Henseleit gaseificada
com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2, pH 7,4, 37° C), as artérias foram
estiradas a uma tensao de repouso considerada 6tima em relacdo ao seu diametro
interno. Para isso, em cada segmento arterial a relacéo tenséo:diametro interno foi
calculada e entdo foi determinada a circunferéncia interna correspondente a uma
pressédo transmural de 100 mmHg para um vaso relaxado in situ (L100). Para a
realizacdo dos experimentos, as artérias foram mantidas com uma circunferéncia
interna L1, calculada como L1= 0,90 x L100, circunferéncia na qual o desenvolvimento
de forca € maximo (MULVANY; HALPERN, 1977).

4.6 REATIVIDADE VASCULAR

4.6.1 Avaliacéo daintegridade do musculo liso vascular

Apos o periodo de 15 minutos de estabilizagdo em solugéo de Krebs-Henseleit,
a solucéo foi trocada por uma solugdo rica em potassio, com concentracdo de 120
mM, para avaliar a atividade contratii maxima do musculo liso através da
despolarizacdo. Os anéis ficaram banhados pela solugcéo de potassio por 30 minutos,

tempo essencial para que a resposta contratil do vaso se estabilize e alcance o platd.
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Apébs esse periodo os anéis foram lavados trés vezes com solugcdo Krebs-Henseleit
para que atingissem a tensao basal.

4.6.2 Avaliacao da integridade do endotélio

A avaliacdo da funcdo endotelial ocorreu ap6s 15 minutos da retirada da
solucédo rica em potassio. A funcdo endotelial foi avaliada através da adicdo de
fenilefrina (FE) 10 M, para contracdo do segmento vascular e apds atingir o platd foi
adicionada na cuba 10®° M de acetilcolina, uma droga agonista dos receptores
muscarinicos, que estimula o endotélio a produzir NO e promove o relaxamento do
vaso. Ao final do teste a solucdo da cuba foi trocada trés vezes. Os segmentos de
aorta que nado relaxaram 70% ou mais a ACh foram descartados dos demais

protocolos.

4.6.3 Protocolos experimentais

4.6.3.1 Efeito da exposicdo ao cloreto de cadmio por 28 dias sobre a resposta
vasodilatadora dependente do endotélio

Apos o teste do endotélio e a troca da solucao por trés vezes, para que a tensao
voltasse para o basal, foi esperado mais 30 minutos de incubacdo com farmacos
descritos mais adiante.

Em seguida foi realizada a curva concentracdo-resposta a acetilcolina (ACh)
(1010 a 3x10* M) de maneira cumulativa nos trés grupos estudados (ApoE~- Ct, ApoE-
l-Cd e C57 Ct) apo6s contragdo estavel induzida por FE 10” M. A curva de ACh foi
realizada obedecendo uma média de 2 minutos entre cada dose.

4.6.3.2 Efeito da exposi¢cdo ao cloreto de cadmio por 28 dias sobre a resposta

vasoconstritora a FE

Ao final da curva de ACh as cubas foram lavadas trés vezes para que 0s
segmentos de aorta voltassem a tensdo basal, e esperado 10 minutos para que o

segmento estabilizasse e entdo mais 30 minutos de incubacdo com farmacos.
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A realizacdo da curva concentragdo-resposta a FE foi iniciada apds o periodo
de incubacdo com farmaco, iniciando com a dose de 101°M de FE até 3x10“ M, com

diferenca de um minuto e trinta segundos entre cada dose cumulativa.

4.6.3.3 Efeito da exposicdo ao cloreto de cadmio por 28 dias sobre a resposta
vasodilatadora independente do endotélio

Ao final da curva concentracdo-resposta a FE foram esperados 15 minutos para
gue os segmentos de aorta alcancassem o platdé de contracdo e a seguir foi iniciada a
curva concentracdo-resposta ao nitroprussiato de sédio (NPS) de 10~ a 3.10°M, Com

intervalo de 2 minutos entre cada dose.

4.6.3.4 Efeito da exposicdo ao cloreto de cadmio por 28 dias sobre os fatores
endoteliais

ApoOs o teste do endotélio alguns segmentos foram incubados com o inibidor
nao-seletivo da éxido nitrico sintase, Ne-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 100 uM).
A incubagéo ocorreu duas vezes em momentos distintos nos segmentos de aorta. No
primeiro momento foi incubado para realizacdo da curva concentracéo-resposta a ACh

e posteriormente na curva concentracdo-resposta a FE.

4.7 ANALISE DA ATEROSCLEROSE

4.7.1 Preparacao da amostra e da lamina

Apébs a remocao dos tecidos do tecido adiposo e conectivo, o arco aértico foi
armazenado em Phosphazene base P4-t-Oct (OCT) e levado ao freezer -80°C. No dia
da andlise, foram descongelados e com um bisturi foram realizadas seccfes
transversas no arco inferiormente ao tronco braquiocefalico direito e superior a
carotida comum esquerda, de forma que a analise ocorresse nas regides entre as
ramificacbes da aorta. Os arcos adrticos foram entdo emblocados em gelatina incolor

(Dr. Oetker, Brasil) a 24% e posteriormente congelados.
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O bloco de gelatina contendo o arco adrtico foi posicionado para que se
obtivessem cortes transversos com 8 um de espessura em um criostato Jung CM 1800
— Leica) a —30° C, iniciando-se os cortes pelo tronco braquiocefalico direito. Os cortes
foram posicionados em uma lamina de vidro gelatinizada, onde cada possuia em
média 10 cortes do mesmo segmento de aorta.

Antes da utilizacdo, as laminas de vidro foram lavadas em agua corrente e
detergente. Foram incubadas com solucao sulfocrémica por 12 horas, quando foram
novamente lavadas por trés vezes e deixadas em estuda para secagem. Apos a
secagem das laminas, estas foram encobertas por 5 minutos com uma solucao de
gelatinizacdo (500 mL de agua destilada, 5 g de gelatina incolor e 0,5 g de sulfato de
cromio potassio/KCr(S0a)2), incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para que a
gelatina secasse e ocorrer a fixacdo dos cortes na lamina.

Foram analisadas quatro laminas de cada animal. Apos a fixacao das secc¢des,
foi feita a coloracdo com Oil Red-O (Sigma-Aldrich) para detecc¢éo de lipidios neutros.
A solucado de estoque foi preparada contendo 300 mg de Oil Red-O em 100 mL de
isopropanol (Reagentes Analiticos, Dinamica), e a solucdo para corar contendo 24 mL
de Oil Red-O do estoque e 16 mL de agua destilada misturados por 10 minutos,
centrifugados e filtrados. As laminas contendo os cortes foram posicionadas a uma
altura de cerca de 2 mm da superficie de um recipiente onde foi adicionado o corante
e fechado para evitar a evaporacdo do solvente, de forma a se criar entdo uma
interface liquida (solucéo de Oil Red-O) entre o vidro da lamina e do recipiente. Este
posicionamento permite que precipitados cristalinos formados se depositem no fundo
do recipiente, e ndo na lamina. Os cortes ficaram em contato com o corante por 10
minutos, sendo entdo lavados com agua corrente por mais cerca de 5 minutos. Por
fim, foi colocada uma gota de agua destilada em cima de cada corte e uma laminula
de vidro recobriu a lamina. Com objetivo de impedir a secagem da lamina, a borda

entre a mesma e a laminula foi selada com esmalte incolor.
4.7.2 Andlise morfométrica
Com uso de um microscopio trinocular (Olympus AX70) acoplado a uma

camera digital (VK-C150, Hitachi, Japao) fez-se a captura de imagens das laminas, e

estas foram analisadas em programas de imagem especificos (Leica EWS 2100 e
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Image J). Esses procedimentos foram efetuados no Departamento de Morfologia do
Centro Biomédico da Universidade Federal do Espirito Santo, no Laboratério de
Ultraestrutura Celular. As imagens foram capturadas com lente objetiva com aumento
de 4X. A quantificacdo da &rea corada pelo Oil Red-O foi analisada através do
software Image J. Foi considerada a deposi¢éo de lipidios tanto na parede vascular,
como também na camada média e intima, e os resultados foram expressos em um?2.
A analise das laminas foi realizada de forma “cega”, uma vez que o pesquisador que
analisou as imagens numeradas desconhecia a que grupo experimental pertencia

cada uma.

4.8 COLETA DAS CELULAS DA MEDULA OSSEA

Apos a coleta do fémur e armazenamento em DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium; Sigma), o tecido 6sseo foi levado para capela de fluxo laminar para
ser realizado o isolamento das células da medula 6ssea. Previamente, foi realizada a
assepsia, os fémures e as tibias dos animais foram coletados e dissecado o musculo
e tecido conjuntivo. As epifises foram cortadas para exposicéo do canal medular. Uma
agulha de 26-gauge acoplada a uma seringa plastica de 1 mL foi inserida na cavidade
medular para retirada da medula 6ssea através de “flush” de meio de cultura DMEM.
A suspenséao de medula éssea foi homogeneizada e centrifugada a 1200 rpm por 10
minutos (Eppendorf: Centrifuge 5702). O sobrenadante foi desprezado e as células
ressuspendidas com 2 ml de solugéo de lise de hemacias (BD Pharm Lyse, # 555899).
Em seguida, os tubos foram vortexados e incubados em temperatura ambiente por 15
minutos para rompimento de hemacias. As amostras voltaram a ser centrifugadas a
1200 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e
descartado. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de PBS acrescido de 1%
de FBS inativado (PBS-iFBS) para lavar o excesso de solucdo de lise. As amostras
foram novamente centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, descartando-se o
sobrenadante. Esse processo foi repetido uma vez para assegurar a lise das hemacias
da amostra.

Por fim, o sobrenadante foi aspirado e as células ressuspendidas em 1 mL de
PBS-iFBS e mantidas a 4°C até a marcacao para andlise por citometria de fluxo. Uma

aliquota foi separada para contagem em camara de Neubauer.
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4.8.1 Quantificacdo e viabilidade das células hematopoiéticas

Para determinar o numero de células obtidas foi realizada uma diluicdo de 1:10
(v/v) de medula 6ssea em PBS. Entdo uma aliquota desta solucéo foi diluida 1:2 (v/v)
em solucao de Turck (acido acético 2% com azul de metileno) para eliminar residuos
da amostra, e uma aliquota desta ultima solucao foi novamente diluida 1:2 (v/v) em
solucdo de azul de Tripano 0,4% para quantificacdo das células viaveis. Estas
solucdes foram homogeneizadas e injetadas em camara de Neubauer para contagem
com auxilio do microscopio éptico (Nikon Tsi) com aumento de 40X. As células sdo
contadas nos quatro quadrantes externos da camara seguindo sempre a mesma
direcdo, e em formato de “L’, prevenindo que a mesma célula seja contada duas
vezes. A equacao utilizada para determinar o nimero de células por milimetro foi:

QC = FD x 10* x 1 ml x nimero de células/4, sendo:

FD: fator de diluicdo (40);
10*: fator de corre¢do da camara de Neubauer;
1mL: volume da amostra;

NUmero de células/4: média do nUmero de células contadas.

Este protocolo foi realizado com objetivo de utilizar sempre 107 células nas

marcacfes analisadas na citometria de fluxo.

4.8.2 Determinacdo dos niveis citoplasmaticos de espécies reativas de oxigénio e de

NO por citometria de fluxo

A analise do NO e das EROs tiveram como objetivo analisar se células do
sistema imune e células progenitoras endoteliais podem estar sofrendo acédo do
estresse oxidativo causado pelo Cd. Como sdo necessarios realizar varios bloqueios
para a analise das células progenitoras endoteliais, entdo utilizamos as
hematopoiéticas e sugerimos que células do sistema imune e progenitoras endoteliais
estédo sofrendo agcdes como a senescéncia e apoptose pelo estresse oxidativo.

Os niveis citoplasmaticos das EROs (anions superoxido, H20g,

peroxinitrito/hidroxila) e de NO foram analisados nas células hematopoiéticas (CH)



45

utilizando o citbmetro de fluxo, através da mediada de intensidade de fluorescéncia
emitida pelos marcadores dihidroetideo (DHE), 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA), hidroxifenilfluoresceina (HPF) e 4,5-diaminofluoresceina- 2/diacetato
(DAF), respectivamente.

O citbmetro de fluxo é um sistema capaz de mensurar multiplas caracteristicas
fisicas, tais como tamanho e granulosidade. As células passam de maneira ordenada
por um sistema fluido e sdo interceptadas por um feixe de luz e a emissao da
fluorescéncia é captada pelo aparelho. Suas principais funcdes, estéao relacionadas a
farmacologia, microbiologia, biologia molecular e genética (ADAN et al., 2017).

O principio basico da citometria de fluxo é fazer as células que estdo em
suspensao passar de forma ordenada por um feixe de luz com comprimento de onda
constante, normalmente um laser, que, ao capturar as células, geram sinais que séo
percebidos e transformados por detectores apropriados. Os sinais produzidos sao
equivalentes ao tamanho, complexidade interna e intensidade de fluorescéncia da
célula em andlise.

Os niveis de anion superoxido foram medidos através da fluorescéncia emitida
pelo etideo, que é produto da oxidacdo do DHE ou hidroetidina. O DHE, forma
reduzida do brometo de etideo, penetra livremente na célula e reage rapidamente com
o anion superoxido+O2- formando etideo. Quando o DHE é oxidado a etideo e se liga
ao DNA, causa a amplificacdo da fluorescéncia vermelha. Ja a producao de peroxido
de hidrogénio (H202) foi estimada através da fluorescéncia emitida pela
diclorofluoresceina (DCF) que é um produto da oxidacdo do DCFH-DA um estér, ndo
fluorescente, internalizado pelas células e que se incorpora as regiées hidrofobicas.
Apos entrar na célula sofre acao de ésteres, resultando na formacgédo de um composto
intermediario (DCFH), que pode ser oxidado pelo H202 formando um composto
fluorescente DCF, que, por ser apolar, fica aprisionado no interior da célula
(CAMPAGNARO et al., 2013; TONINI et al., 2013).

As CH foi ressuspendidas em 1 mL de PBS na concentracdo de 1x10°
células/mL e incubadas, no escuro, com DHE (160 uM) e DCF-DA (20 mM), por 30
minutos a 37°C. Para controle positivo, as amostras foram incubadas por 5 minutos
com 10 yM doxorrubicina ou 50 mM peréxido de hidrogénio. As células entdo foram
lavadas e ressuspendidas com PBS, mantidas no gelo e protegidas da luz até a

aquisicdo dos dados no citbmetro de fluxo.
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O peroxinitrito foi medido utilizando-se o fluoréforo HPF (5uM) por 30 minutos
a 37°C no escuro. Para controle positivo, as amostras foram incubadas com 10 uM de
NPS e 10uM doxorrubicina. Apés marcagao, as células foram lavadas, centrifugadas
e ressupendidas em PBS para posterior analise no citbmetro de fluxo.

Para deteccgédo e estimativa da biodisponibilidade do NO foi usado o diacetato
de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2D, 2mM), que na presenca de NO, emite
fluorescéncia de cor verde, cuja intensidade € proporcional a biodisponibilidade
intracelular de NO. Entéo, o DAF foi adicionado a suspensao de CH e incubado a 37°C
por 180 minutos no escuro. O DAF-2D é um fluoréforo que atravessa o citoplasma
celular é convertido em 4,5- diaminofluoresceina (DAF). Na presenca do NO é
oxidado, levando a formacéo triazolofluoresceina (DAF-2T) que emite coloracdo
esverdeada proporcionalmente a concentracdo da NO intracelular, assim o
florescéncia é detectada pelo citbmetro (SCHACHNIK et al., 2009).

Para controle positivo, as amostras foram incubadas com 10 uM de NPS (DIAS
et al., 2014) previamente a incubacdo com DAF. Para quantificacdo das
fluorescéncias emitidas pelo DHE, DCF, HPF e DAF, as amostras de células foram
excitadas a 488nm e os sinais foram obtidos utilizando filtros 585/42 para DHE e
530/30 para DCF, HPF e DAF.

4.9 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados e aplicacdo das andlises estatisticas foram utilizados
os programas Microsoft Office Excel (Redmond, Washington, EUA) e GraphPad Prism
Software 6.0 (San Diego, Califérnia, EUA).

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM) do
ndmero de animais usados em cada experimento (n).

Foram utilizados o teste t de Student ndo pareado para comparacéo de duas
médias; ou utilizada a andlise de variancia (ANOVA) uma ou duas vias para medidas
repetidas ou completamente randomizadas quando foram necessarios comparar trés
ou mais médias. Quando o teste ANOVA detectava significancia, foi realizado o pos-
teste (pos-hoc) de Bonferroni.

Para a determinacdo da resposta maxima (Rmax) e pD2 (-log EC50, que
corresponde ao valor da concentracdo de fenilefrina, acetilcolina e nitroprussiato de

sodio produziram 50% da resposta maxima), foi feita analise de regressao nao-linear,
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obtida por meio da analise das curvas concentracdo-resposta utilizando-se Graph
Prism Software (San Diego, CA, USA). O pD2 foi utilizado para a andlise da
sensibilidade dos segmentos de aorta em resposta a ACh, NPS e FE.

Com o proposito de verificar a significancia do efeito dos farmacos sobre a
resposta vasodilatadora a acetilcolina nos grupos estudados, um resultado foi
expresso como diferencas das areas abaixo das curvas (dAUC) de concentracdo
resposta a acetilcolina. A dAUC foi calculada para cada curva concentracdo-resposta
e a diferenca esta demonstrada como diferenca da AUC (dAUC) da curva controle
correspondente.

As diferengas entre 0s grupos experimentais e tratamentos foram consideradas

estatisticamente significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 PESO DOS ANIMAIS

Os animais do grupo ApoE” Ct e do ApoE” Cd e do grupo C57BL/6 controle
(C57 Ct) tinham pesos semelhantes antes da exposicdo ao metal. Apds 28 dias de

exposicao ao Cd, nao foi observada diferenca entre os pesos dos animais (p >0,05).

Tabela 1: peso dos animais no inicio e no final da exposi¢éo ao Cd por 28 dias

Grupo Inicio Fim

C57 Ct 27,7+0,49 31,7+0,49
ApoE"’ Ct 27,9+0,5¢g 30,8+0,49g
ApoE" Cd 28,7+0,3¢g 30,2+0,9¢9

C57 Ct n=8, ApoE"’ Ct n=6, ApoE” Cd n=7. Valores expressos em média e EPM; *p <0,05. One-way
ANOVA.

Entretanto, ao analisar a variagdo do ganho ponderal durante o periodo,
verificou-se que os animais ApoE” Cd apresentam ganho menor de massa corporal
que os animais ApoE” Ct (p<=0,007).e C57 Ct >

Tabela 2: variacdo do ganho ponderal durante a exposi¢éo ao Cd por 28 dias

Grupo Ganho de peso (g)

C57 Ct 3,3+0,69
ApoE-" Ct 2,8+0,49
ApoE-- Cd 1,6+0,2g*

C57 Ct n=6, ApoE-- Ct n=5, ApoE" Cd n=5. Valores expressos em média e EPM; *p <0,05 vs ApoE-"
Cte One-way ANOVA.

5.2 CONSUMO DE RACAO

Os animais ApoE’ Cd consumiram menos ragdo que os animais do grupo
ApoE” Ct (p=0,004). Ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
animais C57 Ct e ApoE~’- Ct (p>0,05).
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Tabela 3: Média do consumo de racao diario pelos animais durante a exposi¢do ao Cd por 28 dias.

Grupo Média do consumo de ragéo diaria (g)
C57 Ct 4,52+0,03g

ApoE-- Ct 5,43+0,369

ApoE-- Cd 4,28+0,14g*

Os camundongos ApoE” que foram expostos ao metal consumiram menos racédo que os ApoE™ Ct,
mas nao houve diferenca entre os camundongos expostos ao metal e os C57 Ct Consumo expresso
em gramas. C57 Ct n=6, ApoE"’ Ct n=8, ApoE” Cd n=11 Valores expressos em média e EPM; *p <0,05
vs ApoE”- Ct. One-way ANOVA.

5.3 DOSAGEM DE COLESTEROL

Ao final da exposicédo ao Cd, foi realizada a coleta do sangue para analise do
colesterol. O resultado demonstrou que 0s animais que foram expostos ao metal
(ApoE” Cd) apresentam niveis de colesterol total maiores (495,5 mg/dL) que os
animais ApoE” Ct (346,75 mg/dL) (p=0,03) e os camundongos C57 Ct possuiam
menor nivel de colesterol (87,5 mg/dL) que os animais ApoE” Ct (p=0,001).

Figura 4: Dosagem do colesterol sérico dos animais C57 Ct, ApoE’ Ct e os ApoE"- Cd

600

*

——

400 A

#
- i
J ]
T T T

o ot R

Colesterol (mg/dL)

A

Valores expressos em média e EPM; #p< 0.05 vs. C57 Ct (n=4) e "p< 0.05 vs. ApoE~~ Ct (n=4). One-
way ANOVA.
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5.4 REATIVIDADE VASCULAR
5.4.1 Resposta vascular ao potassio em artéria aorta

Quando avaliada a resposta contratil ao potassio dos anéis de aorta, ndo foi
observada diferenca estatistica entre os grupos C57 Ct, ApoE”’ Ct e ApoE” Cd

(p>0,05).

Tabela 4: média da contracdo (mN) a solugdo rica em potassio (120 mM).

Grupos Contracdo ao Potéssio (mN)

C57 Ct 8,47+0,67
ApoE"-Ct 9,04+0,53
ApoE--Cd 9,12+0,48

Valores expressos em média e EPM. C57 Ct: n=15; ApoE” Ct: n=14 e ApoE" Cd: n=26. One-way
ANOVA. (p<0,05)

5.4.2 Efeito da exposicao ao cloreto de Cd por 28 dias sobre a reatividade a fenilefrina

em anéis isolados de aorta de camundongos

Quando realizada a curva de FE em anéis isolados de aorta foi observado que
todos os grupos apresentaram respostas semelhantes as concentracdes crescentes

do agonista al-adrenérgico (p>0,05).

Figura 5: Curvas-concentragéo resposta a fenilefrina em anéis de aorta de camundongos C57

Ct, ApoE" Ct e ApoE" Cd.
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Os simbolos representam media +- EPM. Nao ha diferenca estatistica entre as curvas (p>0,05). O
namero de animais esta representado entre parénteses. ANOVA TWO-WAY
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Tabela 5: Resposta maxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) a curva de concentracdo-resposta a

fenilefrina em segmentos isolados de aorta dos grupos ApoE" Ct, ApoE”" Cd e C57 Ct.

C57 Ct ApoE+ Ct ApoE-- Cd

pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%)

Fenilefrina  6,90+0,09 84,80+5,16 7,04+0,10 8555+7,26 7,22+0,22 81,93+9,38

Os resultados sdo expressos em média +- EPM. Foram utilizados 7 camundongos ApoE+/-Cte 5
ApoE/ Cd e 5 C57 Ct. Teste T-Student ndo pareado para comparacdo de Rmax e pD2: p>0.05 para
todas as comparacdes.

5.4.3 Efeito da exposicao ao cloreto de Cd por 28 dias sobre o relaxamento dependente

do endotélio em anéis isolados de aorta de camundongos

O relaxamento dependente do endotélio foi estudado através da curva
concentracdo-resposta a ACh. O grupo ApoE” Cd demonstrou resposta maxima a
esse agonista muscarinico menor que o grupo ApoE” Ct e o C57 Ct (p=0,02). Nao
houve diferencga entre os grupo C57 Ct e ApoE”- Ct (p>0,05).

N&o ha diferenca na sensibilidade entre os grupos (p>0,05).

Figura 6: Curvas de concentracdo-resposta & ACh em anéis de aorta de camundongos ApoE"
Cd, C57 Ct e ApoE™-Ct.
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Os simbolos representam media +- EPM expressos como percentual de relaxamento apés a pré-
contracéo com fenilefrina. O nimero de animais esta representado entre parénteses. C57 Ct e ApoE"-
Ct (p>0,05),"’p<0,05 vs ApoE” Ct e #p<0,05 vs C57 Ct. ANOVA TWO-WAY.
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Tabela 6: Resposta maxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) a curva de concentragdo-resposta a

acetilcolina em segmentos isolados de aorta dos grupos ApoE" Ct, ApoE” Cd e C57 Ct.

C57 Ct ApoE+ Ct ApOE-- Cd

pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%)

Acetilcolina 8,11+0,30 90,53+253 7,61+0,08 9555+1,37 7,26+0,22% 79,35+ 3,09

Os resultados sdo expressos em média +- EPM. Foram utilizados 6 camundongos ApoE+/-Ct e 6
ApoE/ Cd e 5 C57 Ct. Teste T-Student ndo pareado para comparacdo de Rmax e pD2:"p<0,05 vs
ApoE” Ct ANOVA TWO-WAY.

5.4.4 Efeito da exposi¢éo por 28 dias com cloreto de cadmio sobre o relaxamento

independente do endotélio em anéis isolados de aorta

Esse estudo foi realizado através de curvas concentracdo-resposta ao
nitroprussiato de sodio (NPS), um doador de oxido nitrico, em anéis previamente
contraidos com fenilefrina. N&o foi encontrada diferenga estatistica no relaxamento
vascular independente do endotélio entre os grupos ApoE”- Ct, C57 Ct e ApoE” Cd
(p>0,05).

Figura 7: Curvas concentragao-resposta ao nitroprussiato de sodio para estudo do relaxamento
independente do endotélio em anéis de aorta de camundongos dos grupos: ApoE* Ct, C57 Ct e ApoE-
- Cd
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Os simbolos representam os valores, expressos como percentual de relaxamento apds a pré-
contracao com fenilefrina (p<0.05). O nimero de animais esta representado entre parénteses. ANOVA
TWO-WAY
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Tabela 7: Resposta maxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) das curvas concentragdo-resposta ao
nitroprussiato de s6dio em segmentos isolados de aorta dos grupos ApoE" Ct, ApoE" Cd e C57 Ct.

C57 Ct ApoE-+- Ct ApoE-+- Cd

pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%)

Nitroprussiato
de sodio 7,71+0,11 101,99+3,32 7,44+0,24 10582+202 7,39+0,35 11505+11,08

Os resultados sdo expressos em média +- EPM. Foram utilizados 7 camundongos ApoE+-Cte 7
ApoE/ Cd e 7 C57 Ct. Teste T-Student ndo pareado para comparacao de Rmax e pD2: p>0.05 para
todas as comparacdes.

Como os camundongos C57 Ct se comportaram de forma similar ao grupo
ApoE~- Ct, no consumo de ragédo, no peso ao final da exposicdo aos 28 dias de Cd e
a reatividade vascular ndo apresentou diferenca, utilizamos os grupos ApoE™ para as

demais andlises.

5.4.5 Participacdo da via do 6xido nitrico na exposicao por 28 dias com cloreto de

cadmio sobre aresposta vasodilatadora em aorta toracica

Para avaliar a participacdo do NO, utilizamos o inibidor ndo-seletivo da 6xido
nitrico sintase, L-NAME (100 yM). A adicdo desse inibidor reduziu o relaxamento
induzido pela ACh em ambos grupos. No entanto, esse efeito foi menor em anéis
isolados de animais ApoE"- Cd, sugerindo reduc&o da biodisponibilidade de NO, como
evidenciado na andlise da area abaixo da curva (dAUC). Esse resultado sugere que a
exposicao ao cadmio reduz a participacdo do NO no relaxamento dependente do

endotélio em aorta de camundongos ApoE~-.

Figura 8: Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina na presenc¢a ou nao do L-NAME em
segmentos de aorta de camundongos expostos ApoE-- ou ndo ao Cd
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(A) Curvas concentragio-resposta & ACh na presenca ou ndo de L-NAME em segmentos de aorta de
ratos dos grupos ApoE~- Ct e ApoE" Cd. Curvas concentracéo-resposta a ACh (B) Diferenca percentual
da area abaixo da curva de anéis de aorta na presencga ou nao de L-NAME. O ndmero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam media +- EPM. "p<0.05 vs ApoE”’ Ct. Na
analise da dAUC foi realizado Teste T-Student ndo pareado e na andlise da reatividade vascular
ANOVA TWO-WAY.

Tabela 8: Resposta maxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) a curva de concentracdo-resposta a
acetilcolina em segmentos isolados de aorta encubagédo com L-NAME ou néo dos grupos ApoE" Ct,
ApoE~- Cd.

Rmax (%) pD2
ApoE"-Ct 95,55 +1,37% 7,61 + 0,08
ApoE"Cd 79,35 + 3,09% 7,26 + 0,22
ApoE" Ct LNAME 20,50 + 5,02 5.38 £ 0,10
ApoE" Cd LNAME 20,26 + 7,17 6.20 £ 0,48

Os resultados sédo expressos em média +- EPM. Foram utilizados 6 camundongos ApoE* Ct e 6 ApoE-
- Cd e 6 ApoE”- Ct e 4 ApoE” Cd LNAME. Teste T-Student ndo pareado para comparar Rmax vs pD2.
*p<0.05 ApoE" Cd vs ApoE" Cd LNAME; #p<0.05 ApoE"’ Cd vs ApoE" Ct, $p<0.05 para ApoE" Ct vs
ApoE* Ct LNAME.

5.4.5 Participacédo da via do 6xido nitrico na exposicao por 28 dias com cloreto de

cadmio sobre a resposta vasoconstritora em aorta toracica

Foi avaliada também a participacdo da via do NO na resposta vasoconstritora
a FE, também foi utilizado o inibidor ndo-seletivo da oxido nitrico sintase, L-NAME
(100 uM). A presencga desse inibidor aumento a resposta contratil induzida pela FE em
ambos grupos, sem que ocorre-se diferenca significativa entre os grupos estudados,

guando analisada a area abaixo da curva.
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(A)Curvas concentragdo-resposta FE na presenca ou ndo de L-NAME em segmentos de aorta de ratos
dos grupos ApoE”- Ct e ApoE” Cd. Curvas concentracédo-resposta a FE (B) Diferenca percentual da
area abaixo da curva de anéis de aorta na presenca ou ndo de L-NAME. O nimero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam media +- EPM. "p<0.05 vs ApoE" Ct. Na
analise da dAUC foi realizado Teste T-Student ndo pareado e na andlise da reatividade vascular
ANOVA TWO-WAY.

Tabela 9: Resposta maxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) a curva de concentracdo-resposta a
fenilefrina em segmentos isolados de aorta encubacdo com L-NAME ou ndo dos grupos ApoE" Ct,
ApoE~- Cd.

Rmax (%) pD:2
ApoE"- Ct 85,55 + 7,26 7,04 +0,10
ApoE"Cd 81,93 +9,38 7,22+0,22
ApoE" Ct LNAME 149,94 + 9,58* 7,73+0,17*
ApoE" Cd LNAME 145,74 + 9,45% 7,26 £ 0,15

Os resultados sédo expressos em média +- EPM. Foram utilizados 7 camundongos ApoE* Ct e 5 ApoE-
- Cd e 5 ApoE"- Ct LNAME e 5 ApoE" Cd LNAME. Teste T-Student ndo pareado para comparar Rmax
vs pD2. ApoE" Ct vs ApoE~’- Ct LNAME; ApoE” Cd vs ApoE” Cd+ LNAME, *p<0.05 para ApoE" Ct vs
ApoE* Ct LNAME, #p<0.05 para ApoE"- Cd vs ApoE’-Cd LNAME.

5.5 MEDIDA DA PLACA DE ATEROSCLEROSE

A andlise da area da placa de aterosclerose no arco aortico dos camundongos
ApoE-- demonstrou que os animais expostos ao Cd por 28 dias apresentavam areas
coradas pelo Oil-Red-O trés vezes maiores do que os camundongos ApoE” Ct
(p<0,005).
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Figura 9: Fotos tipicas das secgdes transversais do arcos adrticos.
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A seta indica lesdo aterosclerdtica corada com Oil-Red-O. Barra de escala: 200 pm com (A e B) a
objetiva de 4x. (C) O gréfico de barras indica a area do arco aértico corado pelo Oil-Red-O. ApoE~- Ct
(n=3) e ApoE~" Cd (n=4). *P < 0.05, Student’s t-test.

5.6 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM CELULAS DA MEDULA
OSSEA

5.6.1 Avaliagdo da biodisponibilidade de NO com fluor6foro DAF em CH de

camundongos ApoE™ tratados com cloreto de cadmio por 28 dias

Quando analisada a biodisponibilidade de NO com o DAF em células da medula
6ssea foi possivel observar que o animais do grupo ApoE’ Ct apresentam maior

biodisponibilidade de NO gue os animais que foram expostos ao Cd (p=0,0008).
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Figura 10: Analise da produgdo de NO em células da medula 6ssea.
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Os animais expostos ao Cd apresentam menor biodisponibilidade de NO que os animais controle
(p<0,05). Os valores indicam MFI+tEPM de experimentos realizados em triplicata. A.u., unidades
arbitrarias. *P < 0.05, Student’s t-test.

5.6.2 Avaliacdo da producdo do anion superéxido com fluor6foro DHE em CH de
camundongos ApoE™ tratados com cloreto de cadmio por 28 dias

Para avaliar a producéo de anion superéxido pelas CH do fémur foi utilizado o
fluor6foro DHE e as células foram passadas no citdmetro de fluxo. Assim é possivel
observar que a producdo de anion superdxido estad aumentada nos animais ApoE”- Cd
quando comparados aos animais ApoE” Ct (p<0,0001). Deixando claro que o metal

também € capaz de causar estresse oxidativo na medula éssea e afetar células

hematopoiéticas.

Figura 11: Analise da producéo de anion superdxido em células da medula dssea.
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Os ApoE” Cd apresentam maior estresse oxidativo que os animais controle (p<0,05). Os valores

indicam MFIzEPM de experimentos realizados em triplicata. A.u., unidades arbitrarias. *P < 0.05,
Student’s t-test.
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5.6.3 Avaliagcdo da producdo do peroxinitrito com fluoréforo HPF em CH de
camundongos ApoE™ tratados com cloreto de cadmio por 28 dias

Quando analisada a producédo de peroxinitrito, com o fluoréforo HPF, foi
observado maior producdo dessa ERN no grupo ApoE” Cd do que no grupo ApoE"
Ct (p<0,001).

Figura 12: Andlise da producéo de peroxinitrito em células da medula éssea
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Os animais ApoE’- Cd apresentam maior estresse oxidativo que os animais ApoE” Ct (p<0,05). Os
valores indicam MFItEPM de experimentos realizados em triplicata. A.u., unidades arbitrarias. *P <
0.05, Student’s t-test.

5.6.4 Avaliacéo da producéo do peréxido de hidrogénio com fluor6foro DCF em CH de

camundongos ApoE™ tratados com cloreto de cadmio por 28 dias

Foi realizada analise da producédo de H202 nas CH com o fluroforo DCF. Os
animais ApoE” Cd apresentam niveis maiores niveis desse radical que os
camundongos do ApoE” Ct (p=0,0007).
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Figura 13: Analise da producao do peroxido de hidrogénio em células da medula 6ssea
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Os animais ApoE”- Cd apresentam maior estresse oxidativo que os animais controle (p<0,05). Os
valores indicam MFItEPM de experimentos realizados em triplicata. A.u., unidades arbitrarias. *P <
0.05, Student’s t-test.

Estes resultados com aumento de anion superéxido, H202 e peroxinitrito
sugerem aumento do estresse oxidativo observado nas CH de camundongos ApoE~"
Cd.
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6 DISCUSSAO

Nossos principais resultados evidenciam que a exposicdo ao cadmio em
camundongos ApoE induziu aumento do colesterol total, aumento de trés vezes da
placa de aterosclerose, disfungao vascular em aorta isolada, e aumento do estresse
oxidativo em CH da medula 6ssea. O aumento da deposicdo da placa de aterosclerose
pode ser devido ao aumento do colesterol e em decorréncia da reducdo do NO. Além
disso, 0 estresse oxidativo e a reducdo da biodisponibilidade do NO nas CH esta
relacionado com doencas cardiovasculares e a producéo de células do sistema imune
podem interferir no processo da aterosclerose.

Ressaltando que os animais ndo consumiram racao hiperlipidica em nenhum
momento e que esse resultado € devido a exposicdo ao metal, visto que a formacao
da placa aterosclerética em camundongos ApoE” ocorre entre a 15° a 20° semana
de idade.

6.1 EFEITO DA EXPOSICAO AO Cd NO GANHO PONDERAL E NO
CONSUMO DE RACAO

N&o foi observada diferenca significativa no peso dos animais entre 0s grupos
no inicio e no final dos 28 dias de exposicdo. Entretanto, o ganho de massa corporal
dos camundongos expostos ao Cd foi significativamente menor que o dos animais nao
expostos, corroborando a literatura encontrada (ALMENARA et al., 2013; SOMPAMIT
et al., 2010; WANG et al., 2017). Uma das explicacbes para 0 menor ganho de peso
do grupo ApoE” Cd é que estes consumiram, em média diaria, menos racdo que 0s
animais do grupo ApoE” Ct e C57 Ct.

Sompamit e colaboradores (2010), relataram que camundongos machos ICR
expostos ao Cd por 8 semanas apresentaram redugdao no ganho de peso quando
comparados ao grupo controle. Porém ndo houve diferenca entre a ingestao de agua
e alimentos entre os grupos (SOMPAMIT et al., 2010). Almenara e colaboradores
(2013) também relataram reducdo de ganho de peso corporal de ratos Wistar
exposicao ao Cd. Esses dois estudos citados utilizaram a mesma concentracao de Cd

na agua que foi utilizado neste trabalho, porém o primeiro expds os camundongos
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durante oito semanas, enquanto o segundo utilizou uma exposi¢ao de quatro semanas
(ALMENARA et al., 2013; SOMPAMIT et al., 2010).

Wang et al. (2017) também observaram que os ratos Wistar machos expostos
ao Cd via intraperitoneal cinco vezes na semana durante cinco semanas
apresentaram reducgéo no ganho de peso (WANG et al., 2017).

Turkcan et al (2015), expds camundongos fémeas ApoE” e C57BL/6J 100 mg/l
CdClz na agua de beber por 12 semanas e ao realizarem a relagédo do peso do coracao
pelo peso do corpo ndo encontraram diferenca entre 0os grupos que utilizaram dieta
normolipidica (TURKCAN et al., 2015). Nossos resultados demonstraram que 0s
camundongos ApoE~- Cd tiveram dificuldades para ganhar peso, mas que o peso final
foi semelhantes o dos animais ApoE Ct’, resultado semelhante ao encontrado por
Turkcan et al (2015).

Muitos estudos abordam que a exposi¢cdo ao Cd pode dificultar o ganho de
peso, entretanto nenhum estudo demonstrou quais processos podem estar envolvidos
na dificuldade para tal, mas ndo associa-se essa dificuldade com o consumo de
alimento pelo animal, contudo nosso estudo demonstrou que a redu¢do do consumo

de racdo pode ser uma das possiveis causas da redu¢édo do ganho de peso

6.2 EFEITO DA EXPOSICAO AO Cd NO COLESTEROL TOTAL

O aumento do colesterol total € um dos possiveis mecanismos responsaveis
pelo desenvolvimento de DCV (RUSSELL, 1999). Em nosso estudo os camundongos
ApoE-- Cd apresentaram aumento dos niveis de colesterol sérico quando comparados
com os ApoE Ct’. No estudo realizado por Samarghandian, et al. (2015), ratos
Sprague—Dawley foram expostos a agua contendo CdClz na concentragao de 20 uM
(2.0 mg Cd/L), por trés meses. Os animais expostos ao metal tiveram aumento nos
niveis de colesterol total, triglicerideos e do LDL e redugdo do HDL
(SAMARGHANDIAN et al., 2015). Resultado semelhante ao que encontramos em
nosso trabalho, apesar de o modelo experimental ser diferente.

Oyinloye, et al. (2016) encontraram que ratos Wistar expostos ao ion por 21
dias na concentracdo de 200 mg/L de CdClz, tiveram quase o dobro de colesterol que

0s animais do grupo controle (ndo expostos ao metal). Nesse estudo tambéem
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observaram aumento dos niveis sérios de triglicerideos nos animais que ingeriram Cd
(OYINLOYE et al., 2016).

Zhou et al. (2016) realizaram o primeiro estudo associando a exposicdo ao
metal de forma ocupacional a dislipidemia em uma grande populacédo e concluiram
gue quanto maior foi a concentracao de Cd no sangue, maiores as alteragdes no perfil
lipidico, e finalizaram sugerindo que a exposicdo ocupacional ao Cd € dose
dependente (ZHOU et al., 2016).

O estudo desenvolvido por Prabu et al (2010), observou niveis aumentados de
colesterol total, triglicerideos, &cidos graxos livres e fosfolipidios no soro sanguineo
de ratos expostos ao Cd. As mudancas induzidas pelo metal nas concentracdes
séricas dos compostos lipidicos observados nesse estudo estdo de acordo com 0s
achados de outros pesquisadores (MURUGAVEL,; PARI, 2007; PRABU; SHAGIRTHA;
RENUGADEVI, 2010; RAMIREZ; GIMENEZ, 2002).

Alguns mecanismos sao propostos para o aumento do colesterol em individuos
e animais expostos ao metal. O Cd € um ion caracterizado pela sua alta afinidade
pelos grupos sulfridrila (-SH), carboxila e fosfato, inibindo enzimas e podendo alterar
0 metabolismo lipidico. As DCV induzidas por ele estdo associadas ao aumento dos
lipideos no soro (DIAS et al.,, 2014). As alteracbes nas fracdes do colesterol e de
outros compostos lipidicos observados em ratos expostos ao Cd podem ser
explicadas pela capacidade do metal para aumentar a atividade de HMG-CoA através
da liberacdo de citocinas inflamatorias e interleucinas (KAYAMA et al.,, 1995). O
aumento da concentracao sérica de colesterol também pode resultar da capacidade
do ion em diminuir a absorcdo de colesterol por macrofagos, que desempenham
funcdes importantes no processamento desses ésteres (RAMIREZ; GIMENEZ, 2002).
Além disso, o metal pode contribuir para o desenvolvimento de hipercolesterolemia
pelo aumento da producao de citocinas inflamatérias, como fator de necrose tumoral
a (TNF-a) e interleucina1f (IN-1B) no figado (SOUZA et al., 2004). As alteragbes na
atividade da HMG-CoA redutase podem reduzir a expressdo do gene do receptor de
LDL, interferindo na absor¢éo do colesterol da corrente sanguinea, o que aumenta a
colesterolemia e o LDL sérico, além de estimular a sintese de colesterol no figado
(PRABU; SHAGIRTHA; RENUGADEVI, 2010).

Muitos estudos relacionam a exposi¢cao ao metal com o aumento do colesterol

sanguineo, ndo s6 em modelos animais como também em humanos. O figado é um
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dos érgados de maior deposicdo do ion no organismo, sendo também o local do
metabolismo do colesterol. Com isso, o Cd depositado nos hepatécitos pode alterar
atividades de enzimas, lipoproteinas e expressdes génicas causando aumento do
colesterol total e de fracdes, como o VLDL, LDL, triglicerideos e reducdo do HDL
(PRABU; SHAGIRTHA; RENUGADEVI, 2010) .

O aumento do colesterol e a aterosclerose estdo associados com um estado
pro-inflamatério crénico, que podem causar disfuncdo vascular pelo aumento das
espécies reativas de oxigénio e reducéo da biodisponibilidade de NO (HUANG et al.,
2011).

6.3 EFEITO DA EXPOSICAO AO Cd SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR
A FENILEFRINA E AO POTASSIO

Estudos de Almenara et al (2013), Sompamit et al. (2010) e Donpunha et al.
(2011), encontraram alteragcbes na funcdo em segmentos de aorta de ratos e
camundongos expostos ao CICd2 (ALMENARA et al., 2013; DONPUNHA et al., 2011,
SOMPAMIT et al., 2010).

No presente estudo, ao se avaliar a resposta vascular a FE, nao foi observada
diferenca entre os camundongos os grupos experimentais. Também nao foi observada
diferenca na resposta ao potassio entre os grupos. Almenara et al. (2013),
encontraram aumento da reatividade vascular a fenilefrina em ratos Wistar machos
expostos a 100 ppm de CICd:z por 30 dias via agua de beber (ALMENARA et al., 2013).
Tzotzes et al. (2007), demonstram que ratos Wistar expostos ao Cd por 0,5 mg/kg/dia
durante 120 dias, foi capaz de aumentar a reatividade ao KCI, entretanto n&o alterou
a resposta a fenilefrina (TZOTZES et al., 2007). Angeli et al. (2013), realizou exposicdo
de 10 mM CdCl2 in vitro em segmentos de aorta de ratos Wistar e encontraram
aumento da resposta maxima a fenilefrina (ANGELI et al., 2013).

Ja quando analisada a exposicdo ao Cd em camundongos, Sompamit et al.
(2010) e Donpunha et al. (2011), encontraram reducéo da resposta contratil & FE nos
camundongos IRC expostos ao metal. Sompamit et al. (2010) e Donpunha et al.
(2011), expuseram os animais ao Cd através da agua de beber, por oito semanas
(DONPUNHA et al., 2011; SOMPAMIT et al., 2010).
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A diferenca dos resultados obtidos por esses pesquisadores nos sugere que 0
modelo experimental e o modo de exposicdo ao cadmio parecem interferir nas

respostas vasculares elicitadas pela FE.

6.4 EFEITO DA EXPOSICAO AO Cd SOBRE REATIVIDADE VASCULAR A
ACETILCOLINA E AO NITROPRUSSIATO DE SODIO

Para avaliacdo do relaxamento dependente do endotélio, realizamos curvas
concentracdo-resposta a ACh em anéis pré-contraidos com FE.

Notamos em nosso estudo que a exposicdo ao Cd por quatro semanas reduziu
a resposta maxima a ACh em segmentos isolados de aorta, porém nao alterou a
resposta ao NPS. Importante lembrar que animais ApoE”’ na idade que foram
utilizados nesse trabalho (18 semanas) ndo desenvolveram disfuncdo endotelial
guando comparados a animais C57/BL6J (MEYRELLES et al., 2011) e que o resultado
encontrado, ndo poderia ser associado ao modelo animal e sim a exposi¢cao ao metal
(BONTHU et al., 1997; FRANSEN et al., 2008; WANG et al., 2000).

Tzotzes et al. (2007) ndo encontraram diferenca na resposta vasodilatadora
causada pela ACh em ratos Wistar tratados com injecdes de Cd (0.5 mg/kg/i.m.) por
120 dias (TZOTZES et al., 2007). Sompamit et al. (2010) e Donpunha et al. (2011),
encontraram reducéo da resposta vasodilatadora nos camundongos IRC expostos ao
metal, tanto na via dependente do endotélio como na independente do endotélio
(DONPUNHA et al., 2011; SOMPAMIT et al., 2010). Angeli et al. (2013), realizaram
exposicdo a 10 mM CdClz in vitro em segmentos de aorta de ratos Wistar e ndo
encontraram diferenca entre 0s grupos nas curvas concentracdo-resposta ao NPS ou
a ACh (ANGELI et al., 2013). Almenara et al. (2013), observam que a exposicédo ao
Cd reduziu a resposta vascular a ACh, pela reducédo da resposta maxima, porém a
resposta vasodilatadora independente do endotélio n&o foi alterada (ALMENARA et
al., 2013).

O ténus muscular liso € controlado pelo endotélio, pela liberacdo e produgéo
de substancias vasoativas, como o NO, prostaciclina, fatores hiperpolarizantes
derivados do endotélio e endotelina. A desarmonia dessas substéancias pode afetar o
tdbnus muscular, levando a doencas como a HAS (VANHOUTTE et al., 2009). Além do
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tbnus vascular o endotélio também é parte influente na hemostase; na participagédo
em processos inflamatérios e imunologicos e na regulacdo do crescimento vascular
(HELENA et al., 2001).

Os resultados apresentados até aqui demonstram que o Cd pode interferir na
funcédo endotelial, possivelmente por reduzir a liberagdo de fatores vasodilatadores
derivados do endotélio, principalmente o NO. Como foi encontrada reducdo da
resposta vasodilatadora induzida pela ACh apds a exposi¢do ao cadmio, investigamos
a participacdo do NO no relaxamento dependente do endotélio de camundongos

ApoE™- expostos ou ndo ao cadmio.
6.5 EFEITO DA EXPOSICAO AO Cd SOBRE A VIA DO NO

O NO é a substancia vasoativa mais importante produzida pelo endotélio
vascular em vasos de condutancia. O NO é liberado na forma gasosa, o que facilita
sua difusdo através das membranas celulares. Possui funcdes que incluem a
regulacdo do crescimento vascular, inibicdo da adesdo e agregacdo plaquetaria e
manutenc¢ao do tonus vascular (MONCADA; PALMER; HIGGES, 1991).

O NO é produzido pelas células endoteliais com base na oxidagao da L-arginina
a NO e L-citrulina, por meio da acdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS), na
presenca de cofatores, como a nicotinamida adenina dinucleotideo em sua forma
reduzida (NADPH), a tetrahidrobiopterina (BH4), a flavina adenina dinucleotideo e
flavina mononucleotideo. Sua producao é estimulada por diversas formas quimicas e
fisicas (MONCADA; PALMER; HIGGES, 1991; PALMER; FERRIGE; MONCADA,
1987).

Existem trés isoformas descobertas da NOS. A NOS endotelial (eNOS) e a
NOS neuronal (nNOS) séo constitutivas e dependentes do célcio para ativacéo. Ja a
isoforma induzivel (iINOS), é expressa em grandes quantidades em processos
inflamatorios, sua ativagdo ndo depende do aumento da concentragdo de célcio
intracelular. Nos vasos sanguineos a eNOS € a mais importante fonte de NO (XIE;
NATHAN, 1994).

O NO produzido principalmente pela eNOS dissemina-se para as células
musculares lisas, onde é responsavel por ativar a guanilato ciclase soluvel,

provocando aumento da concentracdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc),
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0 gue ativa a proteina G (PKG). A PKG ativara canais de K* dependentes de Ca?*,
estimulando a recaptacédo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico e fosforila a cadeia
leve da miosina tornando-a menos sensivel ao Ca?*, causando a saida de célcio da
célula pelo trocador Na-/Ca»(LINCOLN; DEY; SELLAK, 2001). Além disso, nos anos
2000 foi demonstrado que o NO pode causar a ativacdo de forma direta nos canais
para K- (CHAYTOR; EVANS; GRIFFITH, 1998).

Foi observada em nosso trabalho reducéo da resposta a ACh apds exposicao
ao Cd em camundongos ApoE”. Sugere-se que tal reducdo seja decorrente da
reducdo da liberacdo ou biodisponibilidade de NO. Em vista disso, para avaliar a
participacdo deste fator na resposta dilatadora a ACh, foi incubado o inibidor néo-
seletivo da NOS, L-NAME (100 pM), em segmentos de aorta dos grupos ApoE”- Ct e
ApoE” Cd. O farmaco reduziu a resposta vasodilatadora em ambos os grupos.
Quando analisada a diferenca da &rea abaixo da curva, sugere-se que a exposicao
ao Cd, durante vinte oito dias reduz a biodisponibilidade de NO e sua ag&o sobre o
musculo liso vascular.

O tabagismo esta associado com a reducdo do cofator BH4 em BHs ou BHo.
Com a reducéo desse cofator a eNOS ao invés de produzir NO passa a produzir &nion
superoxido, reduzindo a biodisponibilidade e producédo de NO nos vasos sanguineos
(HEITZER et al., 2000). Estudos indicam a reducao da biodisponibilidade de NO como
um fator importante para o desenvolvimento de DCV (FORSTERMANN; MUNZEL,
2006; STROES et al., 1998). O Cd presente no cigarro, como citado anteriormente
aumenta o estresse oxidativo, que por sua vez € um dos fatores responsaveis por
reduzir o BH4, aumentando a producédo de EROs (LAURSEN et al., 2001).

Sompamit et al. (2010) relataram que camundongos expostos ao cloreto de
cadmio por oito semanas na agua de beber apresentaram aumento de anion
superoxido na aorta toracica e reducao da biodisponibilidade de NO, com aumento da
concentragdo de nitrito/nitrato na urina de camundongos IRC (SOMPAMIT et al.,
2010). Almenara et al. (2013) demonstrou que aorta de ratos Wistar expostos por 30
dias ao CdCl2 também apresentaram reducédo da biodisponibilidade de NO quando
comparadas aos animais do grupo controle. Além disso, demonstrou aumento da
subunidade gp91P">* da NADPH oxidase e da eNOS através do Western Blot. Ainda,
a incubacdo de segmentos de aorta com DAF induziu maior intensidade de

fluorescéncia no grupo cadmio. Os autores relacionaram que NO produzido estaria
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atuando com um agente antioxidante, se ligando ao anion superoxido formando
peroxinitrito, o que justifica a diminuigédo da biodisponibilidade do NO para o musculo
liso vascular (ALMENARA et al., 2013).

Em suma, os estudos demonstraram que a exposi¢cao ao Cd esta relacionada
com a reducao da biodisponibilidade de NO. Umas das possiveis causa € o aumento
das EROs e a reducéo de cofatores para a produgéo e liberacao pelo eNOS.

6.6 EFEITO DA EXPOSICAO AO Cd NO DESENVOLVIMENTO DA
ATEROSCLEROSE

A exposicao ao Cd esta relacionada a varias doencas cardiovasculares, como
hipertensao arterial, hipercolesterolemia, disfun¢do endotelial e aumento do estresse
oxidativo (ALMENARA et al., 2013; MESSNER et al., 2009; OYINLOYE et al., 2016).
Esses fatores em conjunto podem colaborar para o surgimento e progressao da placa
de ateroma.

Nosso estudo demonstrou que a exposi¢ao ao Cd por 28 dias em camundongos
ApoE”- aumentou em trés vezes a area do vaso corada pelo Oil-Red (marcador de
lipideos neutros), corroborando com o estudo de Knoflach et al. (2011). Esses autores
demonstraram que camundongos ApoE-- expostos ao Cd tiveram aumento da placa
de aterosclerose quando comparados a camundongos ApoE”- ndo expostos ao metal
(KNOFLACH et al., 2011). Contudo, o estudo realizado por Knoflach et al. utilizou
camundongos fémeas ApoE”’ com idade de oito semana e expuseram por doze
semanas ao Cd e os animais se alimentavam dieta hiperlipidica (gordura 21.2%; Sniff,
Soest, Alemanha) (KNOFLACH et al.,, 2011). Em nosso estudo utilizamos
camundongos machos com 14 semanas sendo expostos ao Cd por vinte oito dias,
sem dieta hiperlipidica, sendo analisados com 18 semanas de idade.

Meyrelles et al (2011). relataram que o surgimento de placas fibrosas em
camundongos ApoE”’ ocorre entre 15-20 semanas de idade. O género do
camundongo estudado € de extrema importancia pois os estudos divergem quanto o
desenvolvimento da placa aterosclerética. Chiba et al. (2011) pesquisaram se ha
diferenca entre camundongos fémeas e machos ApoE’ alimentados por dieta
aterogénica por 16 semanas a partir da 102 semana de idade e concluiram que as

fémeas apresentaram lesbes aterosclerética menores que machos e que o fator
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hormonal € responsavel por proteger as fémeas contra o desenvolvimento das lesées
(CHIBA et al., 2011; MEYRELLES et al., 2011).

Messner et al. (2009) ao realizarem exposi¢cdo ao Cd em camundongos fémeas
ApoE", descreveram que o aumento da permeabilidade endotelial € o componente
chave para o iniciacéo de aterosclerose causada pelo Cd (MESSNER et al., 2009).

J& em um estudo realizado com humanos, Borné et al. (2017) mostraram que
exposicao ao Cd é um fator independente da presenca de outros fatores de risco,
como diabetes, hipertensdo, para o desenvolvimento de placas ateroscleroticas em
mulheres de 64 anos e suportam a hipétese de que o Cd pode promover a
vulnerabilidade das placas carotideas, aumentando o risco de ruptura e de acidentes
vasculares cerebrais isquémico (BORNE et al., 2017). Fagerberg et al. (2015)
avaliaram placa de aterosclerose na carétida de homens e mulheres de moradores da
cidade de Malmo6 na Suécia, nascidos entre 1923 e 1945, que j& haviam participado
do Malmo Diet and Cancer Study. Obtiveram como desfecho do estudo a
determinacao da associacdo entre o nivel de cadmio no sangue e a prevaléncia da
placa aterosclerotica em fumantes (FAGERBERG et al., 2015).

As pesquisas com animais demonstraram que a exposicao ao Cd foi capaz de
aumentar a placa de aterosclerose em camundongos ApoE”. Ja em estudos
realizados com humanos que apresentavam altas concentracdo de Cd no sangue,
também foi encontrada correlacdo entre exposicdo ao metal e desenvolvimento de
aterosclerose, principalmente na carétida. Os camundongos ApoE-"- na idade utilizada
nesse estudo (18 semanas), alimentados com dieta normolipidica, ndo apresentaram
evidéncias de desenvolvimento de placa de aterosclerose. Entretanto, a exposi¢cao ao
Cd em camundongos ApoE” alimentados com dieta normolipidica foi capaz de

acelerar a formacao da placa de aterosclerose.

6.7 EFEITO DA EXPOSICAO AO Cd POR 28 DIAS SOBRE CELULAS
HEMATOPOIETICAS

Existem vérios estudos que investigaram a relacdo da exposicdo ao Cd no
coracdo, vaso sanguineo, rins, testiculos e outros o6rgdos (WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 2010). Porém, ndo foram encontrados estudos com analise das CH.
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O papel das células tronco hematopoiéticas € sustentar processos de
reparacdo fisiologica, reconstituindo o sistema hematopoiético. S&o células
progenitoras multipotentes, podendo, entdo, se diferenciar em diversas linhagens de
células sanguineas, como eritrécitos, megacariocitos/plaquetas, macrofagos, células
T, NK e dendriticas. (WEISSMAN; SHIZURU, 2008).

A exposicdo ao Cd estad relacionada ao aumento do estresse oxidativo
(ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013), entretanto, até hoje ndo foram estudas
se CH poderiam estar sofrendo consequéncias da exposi¢cdo ao metal. Ao avaliar as
CH observou-se reducédo da biodisponibilidade de NO, além de aumento do estresse
oxidativo, evidenciado pela quantificacédo de anion superoxido, peréxido de hidrogénio
e peroxinitrito no citoplasma dessas células.

Os altos niveis de ERO’s encontradas na aterosclerose sdo importantes
mediadores de danos aos componentes celulares (VALKO et al., 2007). Os radicais
livres s8o capazes de causar varios danos ao organismo, inclusive ao &cido
desoxirribonucleico (DNA) (DHAWAN; BAJPAYEE; PARMAR, 2009). Dessa forma, o
aumento nos niveis de ERO’s pode causar genotoxicidade, participando no
desenvolvimento ou progresséo da aterosclerose (VASQUEZ et al., 2012).

Como citado anteriormente a medula éssea é o local da producédo das células
do sistema imune, como macrofagos e mondcitos, que participam de forma direta do
processo da aterosclerose. O aumento do estresse oxidativo nessa regido pode
contribuir ainda mais para que a placa de aterosclerose progrida de forma rapida e
com maior deposi¢céo de Cd, além disso, as células progenitoras derivadas da medula
Ossea estdo envolvidas no desenvolvimento e no reparo de lesdes, de variadas
fisiopatologias, como doenca cardiaca isquémica e doenca arterial periférica
(ASAHARA et al., 1997; JIN et al., 2009; RAFII et al., 2003; TEPPER et al., 2002). As
EROs tem papel importante sobre as células produzidas pelo medula 6ssea, visto que
em baixas concentragbes de H20:2 esta envolvido na manutencdo da quiescéncia,
enquanto niveis mais alto de H202 contribui para uma maior proliferacéo, senescéncia
ou apoptose (JANG; SHARKIS, 2007; NAKA et al., 2008).
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7 CONCLUSAO

Esse estudo demonstrou que a exposicdo ao Cd por 28 dias foi capaz de
aumentar os niveis de colesterol sanguineo dos animais ApoE". Além disso, quando
analisada a reatividade vascular desses animais foi possivel concluir que o metal
reduziu a participacdo do NO no relaxamento induzido pela ACh.

A disfuncdo endotelial encontrada neste estudo, ocorreu pela reducdo da
biodisponibilidade do NO, sugerindo aumento do estresse oxidativo, em razao de
estudos prévios demonstrarem que o Cd é capaz de aumentar a producao de radicais
livres. A reducdo da resposta a acetilcolina esta associada a menor modulacdo do
endotélio.

O aumento do colesterol total e a disfungdo endotelial nos camundongos
expostos ao metal sugerem ser umas das causas para O aumento de
aproximadamente trés vezes da placa aterosclerética encontrada nos animais ApoE™
Cd, visto que ambos séo fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose.

O Cd também foi responsavel por causar aumento das EROs nas CH. As CH e
células endoteliais sao derivadas dos hemangioblastos produzidos na medula 6ssea,
além disso, a medula também é o 6rgao responsavel pela producédo de células do
sistema imune, como macrdéfagos, que estéo relacionado com o desenvolvimento da
aterosclerose.

Por fim, os resultados sugerem que a exposi¢do ao Cd por 28 dias promove
disfuncdo endotelial, aumento do colesterol sanguineo e aumento do estresse
oxidativo e reducéo da biodisponibilidade de NO em CH, esses fatores em conjunto
podem acelerar o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, principalmente da

aterosclerose.
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Figura 14: Esquema sintetizando o efeito que o Cd provoca na reatividade vascular e nas células
hematopoiéticas. Figuras retiras (Tese de Camila Almenara, 2017 e todamateria.com.br) e adaptada.
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