UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

KAROLINI ZUQUI NUNES

SOBRECARGA AGUDA DE COBRE INDUZ DISFUNCAO
VASCULAR EM AORTAS: PAPEL DO ESTRESSE
OXIDATIVO E AUMENTO DA PRODUCAO DE OXIDO
NITRICO

VITORIA

2018



KAROLINI ZUQUI NUNES

SOBRECARGA AGUDA DE COBRE INDUZ DISFUNCAO
VASCULAR EM AORTAS: PAPEL DO ESTRESSE
OXIDATIVO E AUMENTO DA PRODUCAO DE OXIDO
NITRICO

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal do Espirito Santo como
requisito parcial para obtengdo do grau de

Doutor em Ciéncias Fisioldgicas.

Orientador: Dr°. Dalton Valentim Vassallo

Vitoria

2018



uﬂs UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
Centro de Cibnciss da Saide
Programa de Pés-Graduagso em Ciéncias Fisiolégicas

REGISTRO DE JULGAMENTO DA DEFESA DE TESE DA CANDIDATA AQ
TITULO DE DOUTORA PELO PPGCF/CCS/UFES

1 v\ ] )
N" Matricula do™ Candidato™: 2015141553
72X \/J/
s 7

A Comissao Julgadora que examinou a Tese de Doutorado, ntitulada
"Sobrecarga Aguda de Cobre Induz Disfuncio Vascular em Aortas: Papel
do Estresse Oxidativo ¢ Aumento da Produglio de Oxido Nitrico",
apresentada e defendida publicamente pela aluna Karolini Zuqui Nunes, no d&a
30 de julho de 2018, as 09h30, decidiu, por unanimidade, aprovar a referida tese
de Doutorado e, portanto, declara que a aluna faz jus & obtencgéic de Titulo de
Doutora em Ciéncias Fisiologicas. ¢

Vitéria - ES, 3Q de julho de 2018.

Prof, D, Daton Vdouim Virisalo
(Oriertador) &5

o

£,
Rencciyn Smees |

Prot* Dr* Mayta Ronacher Simles
(Membro ntemo)

Comarsids Dacarmenta 30 amitacsa mera ¢ Liss N30 & (ovoriterdes de conchds 36 G
Ax Mavechl Campos 1954, Vinivla - £5 20043010 - Braad
Tel ; COONRT) 33357340 Fae 33357320




Dados Internacionais de Catalogacéo-na-publicag@o (CIP)

(Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias da Salude da Universidade Federal do

Espirito Santo, ES, Brasil)

N972s

MNunes, Karolini Zuqui, 1990 -

Sobrecarga aguda de cobre induz disfung&o vascular em aortas : papel
do estresse oxidativo e aumento da producéo de 6xido nitrico / Karolini Zuqui
Nunes - 2018.

100 f. @il

Orientador: Dalton Valentim Vassallo.

Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Federal do
Espirito Santo, Centro de Ciéncias da Saude.

1. Cobre. 2. Aorta. 3. Estresse Oxidativo. 4. Oxido Nitrico. 5. Peréxido de
Hidrogénio. |. Vassallo, Dalton Valentim. Il. Universidade Federal do Espirito
Santo. Centro de Ciéncias da Saude. Ill. Titulo.

CDU: 612

Elaborado por Rafael Lima de Carvalho — CRB-6 MG-002926/0



Agradecimentos

Agradeco a Deus pela minha vida, por ser essa forca que me movimenta e
por ter me guiado até aqui. Agradeco, sobretudo por tornar meu caminho iluminado,
pelas oportunidades que j& tive na vida e por ter me permitido viver com tantas
pessoas maravilhosas.

Agradeco a minha familia, em especial aos meus pais e minha irma, pelas
oracdes, pelo incentivo, pela educacao e por terem abdicado de tantas coisas por
mim. Sem a paz e for¢ca que me proporcionam nao teria chegado até aqui.

Agradeco especialmente ao Chefe, essa pessoa iluminada e maravilhosa que
apareceu em minha vida e que me deu a oportunidade de estar vivendo essa
felicidade! Chefe, obrigada pelos ensinamentos, conselhos, orientacdes e por me
permitir fazer parte do laboratério. Gostaria de deixar a minha admiracao por vocé e
dizer o quanto te adoro e considero uma pessoa de cora¢cao maravilhoso!

Dentre tantas pessoas maravilhosas que Deus colocou em minha vida, me
presenteou com uma especialmente responséavel por estar aqui! Desde o periodo da
faculdade, minha admiracédo por ela existe e s6 aumenta! Mirinha, obrigada por ter
confiado em mim, por tantos ensinamentos e por hoje me permitir fazer parte da sua
vida como sua amiga! Obrigada por tanto carinho e cuidado comigo. Vocé € luz em
minha vida!

Agradeco a Dieli, minha amiga querida, um anjo na minha vida! Obrigada por
estar sempre presente, por tantos conselhos, pela paciéncia de me ensinar tanta
coisa no laboratério e por sempre me permitir compartilhar com vocé minha vida!

Agradeco a todos 0os meus amigos pelo companheirismo e pela forca, em
especial aos meus amigos do LEMC gue me ajudaram a concluir essa etapa, me
auxiliando nos experimentos, colaborando com as ideias e tornando o ambiente de
trabalho um lugar alegre.

Obrigada a Cindy pela amizade, companheirismo e pela parceria nos
trabalhos e ao Vinicius Bermond pela colaboracdo neste estudo.

Agradeco a todos os profissionais que colaboraram com meu doutorado, em
especial ao Anderson, profissional totalmente competente e admiravel, obrigada por
me auxiliar no preparo das solucdes. Agradeco a Cintia, nossa excelente secretaria,
sempre disponivel a ajudar. E ao Rodolfo, nosso veterinario, que cuida com tanta

dedicacado dos nossos animais.



Agradeco a todos os professores que tive na vida, que contribuiram com meu
processo de formacdo. A banca examinadora, obrigada pelas correcdes,
contribuicbes e disponibilidade. E agradeco especialmente ao professor Fulvio,
pessoa maravilhosa, pela colaboragcdo com o projeto da epilepsia, que também foi
realizado ao longo do periodo de doutorado.

Agradeco as agéncias de fomento: CNPqg, CAPES e FAPES.



A vida é o que acontece enquanto vocé esta
ocupado fazendo outros planos.

(John Lennon)



Resumo

A homeostase do cobre é essencial para o bom funcionamento do corpo. A
deficiéncia e a sobrecarga deste metal podem levar ao desenvolvimento de
patologias, inclusive no sistema cardiovascular. Ndo sdo conhecidos 0s mecanismos
envolvidos nas alteragGes vasculares promovidas em situagdes de toxicidade com o
cobre. Sendo assim 0 objetivo desse estudo foi investigar as alteracbes da
reatividade vascular promovidas pela sobrecarga de cobre (Cu). A aorta toracica
obtida de ratos Wistar foi dissecada, segmentada e exposta por 1 h a 10 pg/mL de
CuCl,. A exposicao ao Cu diminuiu a resposta contratil a fenilefrina em anéis de
aorta (Ct: 104 £ 6,1 vs Cu: 80 = 6,0). A remocado do endotélio e a subsequente
administracdo de éster metilico de N-nitro-L-arginina (L-NAME), tetrahidrobiopterina
(BH4), aminoguanidina, &cido dietilditiocarbamico (DETCA), catalase ou
tetraetilaménio (TEA) aumentaram as respostas contrateis a fenilefrina (Ct L-NAME:
135 + 8,1 vs Cu L-NAME: 156 + 12,1; Ct BH4: 99 + 6,9 vs Cu BH4: 104 + 3,5; Ct
Aminoguanidina: 90 £ 8,3 vs Cu Aminoguanidina: 96 + 6,8; Ct DETCA: 117 + 3,2 vs
Cu DETCA: 154 £ 14,1; Ct Catalase: 109 * 6,2 vs Cu Catalase: 113 + 9,3; Ct TEA:
110 £ 16 vs Cu TEA: 121 £ 12,1). As incubagBes com apocinina e tiron aumentaram
a sensibilidade a fenilefrina (Ct Apocinina: 5,5 + 0,2 vs Cu Apocinina: 6,8 + 0,3; Ct
Tiron: 6,7 = 0,06 vs Cu Tiron: 6,8 = 0,3). Os dados demonstraram que altas
concentracfes de Cu reduziram a reatividade vascular induzida por fenilefrina, o que
foi associada com o0 aumento da producao de 6xido nitrico (NO), atribuida a ativacéo
da sintase induzida do 6xido nitrico e niveis elevados de peréxido de hidrogénio,
provavelmente relacionado a um aumento na atividade da superdxido dismutase
(SOD) e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes efeitos da
sobrecarga de cobre sugerem que este metal € um fator de risco para doencas

cardiovasculares.

Palavras-chave: cobre, aorta, estresse oxidativo, Oxido nitrico, perdxido de

hidrogénio.



Abstract

Copper homeostasis is essential for the proper functioning of the body. The
deficiency and the overload of this metal can lead to the development of pathologies,
including the cardiovascular system. The mechanisms involved in vascular changes
promoted in situations of copper toxicity are not known. Therefore, in this study we
investigated the changes in vascular reactivity promoted by copper (Cu) overload.
Thoracic aorta obtained from male Wistar rats was cut into rings and exposed for 1h
to 10pg/mLCuCl,. Exposure to Cu decreased the contractile responses of aortic
rings to phenylephrine (PHE). Removal of the endothelium and subsequent
administration of, N-nitro-L arginine methyl ester (L-NAME), tetrahydrobiopterin
(BH4), aminoguanidine, diethyldithiocarbamic acid (DETCA), catalase or
tetraethylammonium (TEA), increased contractile responses fenilefrina (Ct L-NAME:
135 + 8,1 vs Cu L-NAME: 156 + 12,1; Ct BH4: 99 + 6,9 vs Cu BH4: 104 + 3,5; Ct
Aminoguanidine: 90 + 8,3 vs Cu Aminoguanidine: 96 + 6,8; Ct DETCA: 117 + 3,2 vs
Cu DETCA: 154 £ 14,1; Ct Catalase: 109 * 6,2 vs Cu Catalase: 113 + 9,3; Ct TEA:
110 £ 16 vs Cu TEA: 121 + 12,1). Incubation with apocinyn and tiron enhanced the
sensitivity to PHE (Ct Apocinyn: 5,5 + 0,2 vs Cu Apocinyn: 6,8 £ 0,3; Ct Tiron: 6,7
0,06 vs Cu Tiron: 6,8 + 0,3). Results demonstrated that high concentrations of Cu
reduced PHE-induced vascular reactivity which was associated with an increased
production of nitric oxide (NO), attributed to the activation of the inducible nitric oxide
synthase and elevated levels of hydrogen peroxide probably related to a rise in
superoxide dismutase (SOD) activity and reactive oxygen species (ROS) generation.
These effects of copper overload suggest that this metal is a risk factor for

cardiovascular disease.

Keywords: copper, aorta, oxidative stress, nitric oxide, hydrogen peroxide.
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positivamente em varios tipos de doenca inflamatoéria, e o NO gerado pela enzima

media o desenvolvimento de varios sintomas de inflamacéo. Finalmente, o NO



induzido por NOS é o mediador predominante da vasodilatacdo e queda da presséo
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1 INTRODUCAO

1.1COBRE

O cobre € um metal avermelhado presente em rochas, no solo, na agua,
nos sedimentos e, em baixas concentragcdes no ar. Sua concentracdo média na
crosta terrestre é de cerca de 50 gramas de cobre por 1.000.000 gramas de solo
(ATSDR, 2004). Esta presente em todas as plantas e animais sendo um elemento
essencial para manutencao e funcionamento dos organismos vivos (YUNUS et al.,
2015). Foi provavelmente o primeiro metal a ser descoberto e trabalhado pelo
homem. Ainda que seja dificil estabelecer a data na qual iniciou sua utilizacéo,
acredita-se que tenha sido ha mais de 7000 anos. O emprego do cobre possibilitou
um progresso para as civilizagbes mais antigas que evoluiram da idade da pedra
para a do bronze. O termo cobre é de origem latina, cuprum, que, por sua vez,
deriva da palavra cyprium, usada para designar a ilha de Chipre, que foi a principal
fonte do metal no mundo antigo (MAAR, 2008).

Atualmente, o Chile, os Estados Unidos, a China, o Japdo e a Alemanha
sdo os principais produtores do metal. Os dados mais atualizados publicados pela
Agéncia Nacional de Mineracdo demonstram que producdo brasileira atingiu o
patamar de 1,2% do total mundial de refinado em 2013 (BRASIL, 2017). E
considerado um elemento muito importante no desenvolvimento de novas
tecnologias eindustrialmente pode ser ultilizado para fabricacdo de moedas, fiacdo
elétrica, arames, chapas metdlicas, encanamentos de agua. Ainda pode ser utilizado
como pesticida, conservante de madeiras e no tratamento de agua (ATSDR, 2004).
Por ser maleavel, reciclavel, resistente a corroséo e a altas temperaturas, o cobre é
principalmente empregado na geracdo e na transmissao de energia, em fiacdes e

em praticamente todos o0s equipamentos eletrénicos (ATSDR, 2004).

O referido elemento é o terceiro metal mais abundante no corpo humano
(WILLIS et al., 2015) e desempenha um papel importante no metabolismo humano,
principalmente, atuando como um cofator para a atividade de varias enzimas
(HARRIS, 2011). Entre estas enzimas, podemos destacar a citocromo C oxidase,

necessaria para o metabolismo aerdébico; lisil-oxidase, que participa na sintese do
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colageno e da elastina; dopamina R(-hidroxilase, que desempenha um papel
importante na conversdo de dopamina em noradrenalina; e a superéxido dismutase,
uma enzima antioxidante que atua na conversdo de superoxido em peréxido de
hidrogénio (OSREDKAR; SUSTAR, 2011).

A homeostase do cobre é essencial para o funcionamento enzimatico e bom
funcionamento do corpo. A deficiéncia do metal pode levar a diminuicdo da atividade
de varias enzimas, resultando principalmente no desenvolvimento de desequilibrio
oxidativo (MLYNIEC et al.,, 2015), alteracdes neuroldgicas (SHIMIZU, 2016),
hepaticas e cardiovasculares (TASIC et al., 2015; GAETKE et al., 2014; BAGHERI et
al., 2015). Além disso, embora seja um micronutriente essencial para o homem, o Cu
€ toxico em concentracfes sanguineas elevadas. Uma sobrecarga desse metal
conduz facilmente as rea¢Bes de Fenton, resultando em dano celular oxidativo e
morte celular. A toxicidade do Cu como um resultado do excesso dietético
geralmente ndo € considerada uma das mais importantes fontes de exposi¢cdo ao
metal, provavelmente como resultado de mecanismos de controle de absorcéo e
excrecdo de Cu (BOST et al.,2016). No entanto, quando a homeostase do cobre é
interrompida, condi¢Bes patolégicas como doencas neuroldgicas, cardiovasculares,
respiratérias, e metabdlicas podem ser desenvolvidas (BOST et al.,, 2016;
MORTIMER et al., 2010).

Além das alteracbes metabdlicas, a toxicidade do Cu pode resultar da
exposicdo ao excesso de Cu causado por acidente, a contaminacdo do meio
ambiente, o uso de agentes bactericidas e fungicidas a base de cobre em agricultura
e da emissao de industria de fundicdo de cobre (BOST et al., 2016; MORTIMER et
al., 2010). Em geral, a deficiéncia ou toxicidade ao cobre, provenientes de distlrbios
metabdlicos ou exposicdo ao metal podem resultar em sérios danos para o corpo

humano.
1.1.1 Metabolismo do cobre

Na matéria viva, o Cu possui dois estados de oxidagéo: cuproso (Cu'*) e
clprico (Cu®"). Nos sistemas biolégicos, o cobre é encontrado principalmente na
forma Cu®*, ja que na presenca de oxigénio ou outros aceptores de elétrons, Cu'* é

prontamente oxidado em Cu?* (GALHARDI et al., 2004). A absorcdo do cobre ocorre
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principalmente na parte proximal do intestino delgado, onde é transportada para o
figado através da veia porta. A Figura 1 demonstra um modelo de captagdo e
metabolismo do cobre pelos hepatécitos. Varios parametros afetam a taxa de
absorcao de Cu dietético, incluindo sexo, idade, tipo de alimento e quantidade de Cu
da dieta. Foi demonstrado que a absor¢édo do cobre € maior em mulheres e criancas
e que nao ha diferencas entre adultos jovens e pessoas mais idosas (OLIVAREA et
al., 2001). ApGs a absorcao intestinal, 25% do cobre permanece na circulacéo
ligados a albumina, enquanto o restante é absorvido pelo figado. Apds a absorcéo
no figado, cerca de 80% do cobre se destina a circulacdo sanguinea, ligado a
ceruloplasmina, enquanto o restante € re-excretado para o sistema gastrointestinal
(HARVEY et al.,, 2005). A meia-vida do cobre em um individuo saudavel é de
aproximadamente 26 dias (BENTUR et al., 1988) e a maior parte da excrecéo se da
pela via biliar. Ndo hd nenhuma evidéncia de que a excrecao urinaria desempenhe
um papel de controle da homeostasia do Cu em resposta a alteragdes na ingestéao
do metal (BOST et al., 2016).

Figura 1. Modelo de captacdo e metabolismo do cobre. Atravessando a membrana plasméatica
através de Ctrl ou DMT1, a maior parte do cobre é transportada para a rede trans de Golgi (TGN)
pelo acompanhante Hahl / Atox1, que fornece Cu para a ATPase do tipo P localizada no TGN. No
caso dos hepatécitos, € ATP7B ou WND, a proteina defeituosa na doenca de Wilson. Nos

enterécitos, € ATP7A ou MNK, a proteina defeituosa na doenga de Menkes. A proteina chaperona,
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Ccs, fornece Cu a superoxido dismutase Cu/Zn citosélica (SOD), que dissolve o0 superdxido em
peréxido de hidrogénio. Cox17 fornece Cu a mitocondria, onde é necessario para a citocromo C
oxidase. A glutationa (GSH) também pode ser uma chaperona, ligando Cu®* e entregando-a &
metalotioneina (MT) e a algumas apoenzimas dependentes de cobre, como a SOD (CARROLL et al.,
2004).

Como demonstrado na Figura 1, sob condi¢des fisioldgicas normais, nas
quais a concentracdo de cobre no corpo é normal, a ATP7A € a enzima responsavel
por absorver o cobre no intestino e transporta-lo para as enzimas dependentes do
metal. No entanto, quando as reservas totais de cobre intracelulares aumentam,
ATP7A se desloca para a membrana celular para promover o efluxo do cobre
(MONTY et al., 2005).

Ja na membrana plasmatica e em vesiculas intracelulares o transportador
CTR1 desempenha um papel fundamental na captacéo de cobre. Esse transportador
atua de forma a controlar a absorcdo de cobre através das membranas plasmaticas
celulares, ao passo que elevagbes de cobre extracelular induzem endocitose de
CTR1 para vesiculas enquanto que uma diminuicdo de cobre extracelular restaura
0os niveis CTR1 na membrana plasmatica (MOLLOY; KAPLAN, 2009). Apos a
entrada de cobre na célula, ele se liga a chaperonas citosolicas que, em seguida,

transferem o cobre para destinos celulares especificos (LEARY et al., 2009).

A homeostase de cobre é essencial para o funcionamento do organismo.
Alteracbes no metabolismo do cobre sédo caracteristicas de algumas doencas
genéticas como: a Doenca de Menkes e a Doenca de Wilson. A Doenca de Menkes
€ caracterizada pela deficiéncia de cobre sendo sua principal caracteristica a baixa
atividade da enzima dependente de cobre (ATPA7). JA a Doenca de Wilson é
caracterizada pela toxicidade do cobre que normalmente afeta os sistemas hepatico
e nervoso severamente (KODAMA et al., 2012). Na Doenca de Wilson, ocorre um
comprometimento da excrecdo biliar de cobre que conduz a uma acumulagdo do
metal no figado. Quando a capacidade de armazenamento hepética € excedida, a
morte celular comeca, com liberacdo de cobre no plasma resultando na hemdlise e

deposicao de cobre nos tecidos extra-hepaticos (AOKI, 2005).
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1.1.2 Exposi¢ao humana ao cobre

Na natureza, a emissdo de cobre acontece a partir de fontes naturais como
poeiras transportadas pelo vento, vulcdes, incéndios florestais e através da liberacao
das minas de cobre. Cu é um dos metais mais importantes para a aplicacdo
comercial e industrial. E utilizado como liga metélica para fabricacdo de maquinas,
em construcdes, nas industrias de transportes e armas militares (BARCELOUX,
1999; WINGE & MEHRA, 1990). Além disso, é um importante componente do ouro
branco e outras ligas usadas para bijuterias, produtos odontolégicos e cosméticos.
Pode também ser empregado como aditivo em tintas, plasticos, lubrificantes e
revestimentos metalicos. Na Africa é tradicionalmente utilizado em préaticas
medicinais (STREET et al., 2016). Devido a sua elevada demanda comercial e
industrial, os produtos a base de cobre sédo produzidos em grande escala e acredita-
se que haverd uma expansao dessa producédo nos proximos anos (AHAMED et al.,
2015).

Além da utilizacdo do cobre nos setores industriais citados acima, ele também
€ extensamente utilizado em produtos bactericidas e fungicidas em muitas lavouras
agricolas, o que consequentemente leva a contaminagédo dos solos e dos alimentos
gue sao produzidos (CHAIGNON et al., 2003; GINOCCHIO et al., 2002). Além disso,
o cobre também pode estar presente na agua potavel e sua concentracdo pode
variar dependendo dos sistemas de encanamentos domésticos e da composicao das
aguas subterraneas. Um aumento da acidez da agua pode provocar corrosao em
encanacdes de cobre e aumentar a concentracdo do metal na agua (ZIETZ et al.,
2001).

A concentracdo de Cu em alimentos varia de acordo com as condig¢des locais.
A maioria das dietas contém o suficiente Cu (1-5 mg) para evitar uma deficiéncia e
ndo o suficiente para causar toxicidade. H4 pouca informagédo disponivel sobre a
ingestdo de Cu e adequacdo em populacdes com dietas especificas, como 0s
vegetarianos e veganos. No entanto, foi demonstrado que o consumo diario de Cu é
27% mais elevado em mulheres vegetarianas do que em mulheres onivoras (BOST
et al., 2016). Os alimentos com maior concentragdo de cobre séo: carnes (figado,

rins), frutos do mar (ostras, lulas e siris), gréos (feijao, graos-de-bico e lentilhas),
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sementes de girassol, amendoim, passas, nozes, améndoas, legumes e o chocolate
amargo (JUNIOR; PASCHOAL, 2004).

1.1.3 Ingestdo diaria recomendada e concentracdo sanguinea segura

Embora o cobre seja reconhecido como um elemento essencial para o
funcionamento do organismo, as incertezas permanecem sobre referéncia dos
valores de ingestdo diaria para os seres humanos. A Ingestdo Diaria Recomendada
nos Estados Unidos e no Canad4 é de 0,9 mg/dia, com um nivel de ingestédo
toleravel de 10 mg/dia para adultos de 19 anos ou mais (TRUMBO et al., 2001).

The Food and Nutrition Board of the Institute of Medicine desenvolveu
recomendacdes dietéticas de 340 microgramas (g) de cobre por dia para criancas
de 1 a 3 anos, 440 pg/dia para criancas de 4 a 8 anos, 700 pg/dia para criangas de 9
a 13 anos, 890 pg/dia para criancas de 14 a 18 anos e 900 pg/dia (0,9 mg/dia) para

adultos. Isso fornece cobre suficiente para manter a saide (ATSDR, 2004).

A concentracdo habitual de cobre no plasma humano é entre 0,3-2,1 ug/mL
para a ingestdo de 1,4 a 2,0 mg de cobre/dia (ARNAL et al., 2010). Estudos
populacionais demonstraram concentracdes de cobre em individuos saudaveis de
aproximadamente 1 pg/mL (ZHANG et al.,, 2015; ROCHA et al., 2016). Estudo
realizado com a populacéo brasileira demonstrou concentracdo de cobre no soro de
0,8 yg/mL em homens e 1,4 uyg/mL em mulheres (ROCHA et al., 2016). Essa
diferenca entre os sexos é esperada, uma vez que € bem conhecido que as
mulheres, especialmente aqueles na faixa etaria dos 20-60 anos, aumentam a
absorcdo do cobre. E sabido que estrogenos também influenciam diretamente o
metabolismo do cobre, contribuindo para o0 aumento dos niveis plasméaticos deste
metal. Os efeitos dos estrégenos sobre 0s niveis de cobre também sdo mais
evidentes em mulheres gravidas, pois eles tendem a apresentar concentracfes
ainda mais elevadas (KLINC et al., 2010).
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1.1.4 Efeitos daintoxicagdo e deficiéncia no organismo humano

Como mencionado, o0 cobre € um metal essencial, sendo importante a sua
ingestao nos alimentos. Porém, além da exposicéo relacionada a ingestao alimentar,
a populacdo ainda € exposta ao metal devido sua ocorréncia ho ambiente e sua
utilizacdo industrial. As concentracdes de cobre no organismo sdo rigidamente
controladas sob condi¢des fisioldgicas. Porém quando ha perda desta regulacéo seu
excesso ou seu déficit sdo prejudiciais para o organismo. Em condi¢cdes
inflamatorias, os niveis séricos de cobre sdo aumentados e desencadeiam respostas
de estresse oxidativo. Curiosamente, alteracées no metabolismo do cobre, estresse
oxidativo e inflamacéo sdo comumente presentes em varias doencas cronicas como
diabetes e hipertensdo (PEREIRA et al., 2016).

A inalacdo é uma das vias mais importantes de intoxicacdo ao cobre.
Portanto, a toxicidade em tecido pulmonar é de grande preocupacdo. Estudos in
vitro indicaram que o Cu pode induzir citotoxicidade, estresse oxidativo e toxicidade
genética em cultura de células pulmonares humanas. Ainda foi mostrado que a
instilagdo intratraqueal de Cu induz estresse oxidativo, inflamagéo e lesbes
neoplasicas em ratos (AHAMED et al., 2015).

A toxicidade cronica ao cobre tem sido conhecida por causar
hepatotoxicidade e cirrose hepéatica. Como observado na doenca de Wilson e em
certas condi¢cOes de intoxicacdo ao metal, 0 aumento da concentracdo de cobre tem
contribuido para o desenvolvimento da doenca Alzheimer (PAL; PRASAD, 2015). A
doenca de Alzheimer é caracterizada pela perda progressiva da fungcdo cognitiva
levando a morte. As caracteristicas neuropatologicas incluem acumulo de placa
amiléide extracelular em regides afetadas do cérebro, formacdo de emaranhados
neurofibrilares intraneuronais, neuroinflamacdo crénica e estresse oxidativo.
Mudancgas nos niveis e localizacdo do cobre foram identificadas no cérebro de
pessoas com doenca de Alzheimer (MATHYS; WHITE, 2017). Tanto a proteina
precursora amiloide (APP) quanto o peptideo beta-amildide (AB) possuem sitios de
ligacdo ao Cu, e a interacdo com Cu pode levar a resultados potencialmente
neurotoxicos por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (MATHYS;

WHITE, 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=White%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28889269
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Também tem sido levantada a hipétese de que o acumulo de cobre possa
estar relacionado ao declinio cognitivo e alteracdes na producéo de fatores humorais
e celulares do sistema imunitario. De mesmo modo, animais com deficiéncia de Cu
apresentam reducdo das populacbes de neutréfilos e células T, diminuicdo da
atividade dos fagocitos e linfocitos B. A producéo de anticorpos pelas células T de
esplendcitos também é reduzida. Nos seres humanos, a relagdo entre a ingestao de

Cu e a fungéo imunologica € limitadamente documentada (BOST et al., 2016).

O acumulo de oxido de cobre foi analisado em tilapias e observou-se que as
nanoparticulas de cobre tém maior potencial de acumulacdo nos tecidos moles, o
gue pode causar desconforto respiratorio e estresse oxidativo, inducdo de defesa

antioxidante por aumento da glutationa e genotoxicidade (SHAHZAD et al., 2018).

Além das alteracBes nos sistemas descritos, a intoxicacdo e a deficiéncia de
cobre também sdo capazes de desencadear alteracdes cardiovasculares. Estudos
experimentais e epidemiolégicos tem demonstrado relacdo entre a exposicdo ao
metal e o surgimento de algumas doencas do sistema cardiovascular. Algumas

dessas relagdes e seus mecanismos serao descritos a seguir.

1.1.5 Efeitos no sistema cardiovascular

Vérios estudos tem demonstrado que concentracdes elevadas de cobre
estdo associadas ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares (GHAYOUR-
MOBARHAN et al., 2005; LEONE et al., 2006; BO et al., 2008; TSUBOI et al., 2014).
Dentre essas doencas, a doenca aterosclerética representa uma das causas mais
importantes de mortalidade no mundo (BAGHERI et al., 2015), sendo caracterizada
por inflamacdo vascular persistente (LUSIS, 2000), oxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e formacao de radicais livres. Nesse contexto, o cobre (Cu) &
um micronutriente essencial para o funcionamento das enzimas que catalisam as
reacoes de oxidacdo de LDL e tém sido implicados na aterogénese através de
mecanismos que envolvem as vias de sinalizagédo de ativagcdao de NF-kB (factor
nuclear kappa B) (BAGHERI et al., 2015; WEI et al., 2012). Tem sido demonstrado

gue a concentracao sérica de Cu é maior em pacientes com aterosclerose, e ainda,
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aumenta com a gravidade da doenca (BAGHERI et al., 2015). Além disso, foi
demonstrado que a quelacdo de cobre em ratos apoE- (apolipoproteina
E deficientes) inibe eficazmente o desenvolvimento da lesédo aterosclerotica e reduz

a inflamacéo no sistema cardiovascular (WEI et al., 2012).

Ainda em relagcdo ao desenvolvimento de reacdes inflamatérias no
organismo e ao controle do tbnus vascular, o cobre parece desempenhar um papel
importante no controle da atividade das enzimas o6xido nitrico sintase (NOS) e
guanilato ciclase (GC) (PLANE et al., 1997). O cobre aumenta a taxa de conversao
de L-arginina para L-citrulina, dependendo da presenca do célcio extracelular. A
concentracdo de calcio extracelular € um pré-requisito para a ativacao da eNOS por
agonistas. Desse modo, o Cu pode afetar a mobilizacdo intracelular de Ca e alterar o
funcionamento da eNOS (DEMURA et al., 1998).

Além de regular o funcionamento da eNOS, o Cu € essencial para o
funcionamento de outra enzima importante para o controle do ténus vascular, a
superoxido dismutase Cu/Zn (SOD) (AL-BAYATI et al., 2015). Ele regula a atividade
desta enzima, de modo a controlar a vasoconstricdo causada por radicais livres de
oxigénio. Ja que o cobre € um cofator para o funcionamento da SOD, concentracfes
aumentadas do metal poderiam aumentar a atividade enzimatica, enquanto
concentracbes diminuidas poderiam levar a diminuicdo da atividade da SOD e
consequente aumento na producdo de anios superoxido. Foi demonstrado em
estudos experimentais que o0 cobre poderia impedir o desenvolvimento de
vasoespasmo periférico (GUMUS et al., 2014) e que a incubacdo com
concentracfes submicromolares de Cu prejudicam o vasorelaxamento endotélio-
dependente provavelmente por causa da geracao intracelular de O’ (CHIARUGI et
al., 2002).

O cobre é caracterizado como um cofator obrigatério em todas as cascatas
de sinalizacdo angiogénicas, tanto que uma deficiéncia do metal faz com que a
neovascularizagdo diminua. Além disso, 0 progresso de varias patologias
angiogénicas (por exemplo, diabetes, hipertrofia cardiaca e isquemia) pode ser
rastreado por medicdo dos niveis de cobre no soro, que sdo cada vez mais

considerados como um marcador de prognostico util, mostrando-se elevado nessas
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condi¢fes patolégicas (URSO; MAFFIA, 2015). O Cobre estimula fatores envolvidos
na formagéo dos vasos e maturagdo, tal como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), sendo necessario para a ativacdo do fator-1 induzido por hipdxia
(HIF-1), um importante fator de transcricdo que regula a expressdo de VEGF. O
papel essencial do cobre na produgéo de VEGF o torna importante, por exemplo, na
terapia anti-angiogénese, tais como a aplicacado de agentes quelantes de cobre em
terapia de cancro. No entanto, a supressdo da angiogénese esta envolvida na
progressao da hipertrofia cardiaca, tanto é que a suplementacdo de cobre melhora

as condicbes de doenca cardiaca hipertrofica (SHIOJIMA et al., 2005).

Além de participar do controle do funcionamento vascular, o cobre também
€ essencial para o funcionamento cardiaco. Tem sido demonstrado
experimentalmente que a suplementacdo de Cu restaura a hipertrofia cardiaca
cronica induzida por sobrecarga de presséo. A sobrecarga de pressdo gerada por
constricdo da aorta ascendente provoca uma diminuicdo nos niveis de Cu no
coracao juntamente com o desenvolvimento da cardiomiopatia hipertréfica (JIANG et
al., 2007). A sobrecarga provoca um acumulo de homocisteina no coracgéo, o qual é
acompanhado pela deplecéo de cobre através da formacdo de complexos de cobre-
homocisteina e a excre¢cdo dos complexos. A suplementacdo de cobre recupera a
atividade do citocromo C oxidase e promove a angiogénese do miocardio,
juntamente com a regressao da hipertrofia cardiaca e a recuperacdo da funcéo
contratil (ZHENG et al., 2015). Conforme mencionado anteriormente, o Cu aumenta
os niveis de VEGF e promove a angiogénese em corac¢fes hipertréficos, melhorando

0s parametros da atividade cardiaca (JIANG et al., 2007).

No entanto, algumas vezes observa-se que, sob condicbes isquémicas
crbnicas, a densidade capilar € diminuida no coragdo (HINKEL et al., 2011;
FRANGOGIANNIS; ENTMAN, 2005). Estudos epidemiolégicos demonstraram uma
relacdo entre a deficiéncia de cobre e doenca cardiaca isquémica. As razbes para
esta observacédo ndo séo claras, porém pesquisas tém sugerido que um dos efeitos
produzidos pela isquemia, € a perda de cobre no coracdo (CHEVION et al., 1993). A
suplementacdo de cobre pode estimular a atividade de transcricdo do HIF-1 (Fator
Induzido por Hipéxia) e restaurar a capacidade angiogénica, levando ao aumento da

densidade capilar no coracdo (HE; JAMES KANG, 2013). Além do desenvolvimento
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da hipertrofia cardiaca (JIANG et al., 2007), a deficiéncia de cobre leva a alteracfes
cardiacas mitocondriais, estruturais e alteracbes na fosforilagdo oxidativa
(GOODMAN et al., 1970; KOPP et al., 1983). Em situacbes de alteracdes no
metabolismo do cobre, como da doenca de Wilson, arritmias cardiacas, disfuncdes
diastélicas, cardiomiopatias e morte cardiaca subita sdo complicacdes raras, mas
podem ser vistas principalmente em criangas, devido & acumulagdo de cobre no
tecido cardiaco (KARAKURT et al., 2016).

Em um estudo do no nosso laboratério, foram avaliados os efeitos da
sobrecarga aguda de cobre nos musculos papilares de ratos e foi demonstrado que
nas condicdes experimentais estudadas o cobre pode prejudicar o acoplamento
excitacdo-contracdo do miocardio, reduzir o influxo e receptacéo de Ca** e diminuir a
atividade da miosina-ATPase. Esses efeitos sdo mediados pela producgéo local de
radicais livres (FILETTI et al., 2018).

1.2 ENDOTELIO VASCULAR

Por muito tempo o endotélio vascular foi considerado apenas uma barreira
passiva sem funcgdes fisioldgicas vasculares especificas. Até que em 1980 Furchgot
e Zawadski demonstraram sua participacdo na dilatacdo vascular através da acéo
da acetilcolina (FELIZZOLA, 1996). Desde entdo varios estudos vem demonstrando
as inumeras func¢des do endotélio na manutencdo do tbnus vascular, na inibicdo da
agregacdo plaquetaria, na adesdo leucocitaria e na proliferacdo das células
musculares lisas. Em varias doencas cardiovasculares, inclusive a hipertensao
arterial, ocorre disfuncéo endotelial (BATLOUNI, 2011).

A integridade do endotélio € essencial a regulagdo do tbnus vascular,
estrutura dos vasos, do fluxo sanguineo, da perfusédo tissular e a protecédo contra
espasmo, trombose e aterogénese. Entre as mdltiplas fungBes biolégicas do
endotélio, as relacionadas a vasomotricidade incluem: 1) sintese de substancias
vasodilatadoras, antiproliferativas e antiagregantes plaquetaria; 2) sintese de
substancias vasoconstritoras, promotoras do crescimento celular e ativadoras
plaquetaria (BATLOUNI, 2011). Os principais fatores vasodilatadores produzidos

pelo endotélio sdo: o 6xido nitrico, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio e a
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prostaciclina. Dentre os principais fatores contrateis estdo: as prostaglandinas, os
tromboxanos, a endotelina I, a angiotensina Il e as espécies reativas do oxigénio
(CARVALHO et al., 2001).

1.2.1 Fatores vasodilatadores produzidos pelo endotélio

1.2.1.1 Oxido Nitrico (NO)

O O6xido nitrico é sintetizado a partir da oxidagdo do aminoacido L-arginina,
reacdo mediada pela 6xido nitrico sintase (NOS), com formacéo simultanea de L-
citrulina (BATLOUNI, 2011).Como ja descrito, o NO tem um papel fundamental no
relaxamento do vaso sanguineo. Em condi¢des fisioldégicas o relaxamento ocorre
quando h4 um aumento do atrito das células circulantes na camada endotelial
levando a ativacdo da NOS e consequente producdo de NO (shear stress) ou pela
estimulacdo de receptores (da acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato,
substancia P, serotonina e outros) na membrana das células endoteliais (DUSSE et
al., 2003; CARVALHO et al., 2001).

O NO produzido pela célula endotelial difunde-se rapidamente para a célula e
[imen vascular. No interior da célula ele interage com o ferro do grupo heme da
enzima guanilato ciclase (GC), acarretando uma alteracdo na conformacdo desta
enzima, ativando-a. Esta enzima catalisa a saida de dois grupamentos fosfatos da
molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando na formacdo de guanosina
monofosfato ciclica (GMPc). O aumento de GMPc resulta no relaxamento desta
célula (Figura 2). O mecanismo envolve a diminuicdo da entrada de célcio para o
interior da célula, a inibicdo da liberacdo de calcio do reticulo endoplasmatico e o
aumento do sequestro de calcio para o reticulo endoplasmatico (DUSSE et al.,
2003).
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Figura 2: Sob estimulo da Acetilcolina, o NO produzido pela célula endotelial difunde-se para a célula
e limen vascular. No interior da célula ele interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato
ciclase (GC), acarretando uma alteracdo na conformacdo desta enzima, ativando-a. Esta enzima
catalisa a saida de dois grupamentos fosfatos da molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando
na formacéo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc). O aumento de GMPc resulta no relaxamento

desta célula muscular lisa. Adaptado de: Motifolio (2018).

Foram caracterizadas trés isoformas da NOS (Figura 3). Duas séao
dependentes de Ca®‘calmodulina: Sintase de Oxido Nitrico neuronal (nNOS),
presente principalmente no sistema nervoso central e periférico; e Sintase de Oxido
Nitrico endotelial (eNOS), presente principalmente no endotélio vascular. A eNOS é
a responsavel pela geracao de niveis baixos e intermitentes de NO suficientes para
manter o tono vascular basal (BATLOUNI, 2011).A terceira isoforma da NOS é a
Sintase de Oxido Nitrico induzivel (iNOS). Essa é independente de Ca**, induzivel
por citocinas, e se expressa em macrofagos, células musculares lisas, mesangiais e
em células da microcirculacdo, produzindo grandes quantidades de NO (BUSSE;
MULSCH, 1990).
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Figura 3: Fungbes importantes das trés isoformas do NOS. A NOS neuronal é expressa em
neurdnios especificos do sistema nervoso central (SNC). Foi implicado na plasticidade sindptica
(fenbmenos que estdo envolvidos na aprendizagem e na formacdo da memdaria), controle central da
pressdo arterial, mediador de componentes relaxantes do peristaltismo intestinal, vasodilatacdo e
erecdo peniana. A expresséo induzivel da NOS pode ser induzida por citocinas e outros agentes em
quase qualquer tipo de célula. Inicialmente, isso foi mostrado para macrofagos. E essencial para o
controle de bactérias intracelulares, entretanto, também é regulada positivamente em varios tipos de
doencga inflamatéria, e o NO gerado pela enzima media o desenvolvimento de varios sintomas de
inflamacéo. Finalmente, o NO induzido por NOS é o mediador predominante da vasodilatagdo e
queda da pressdao arterial vista no choque séptico. O NO liberado em dire¢éo ao lumen vascular € um
potente inibidor da agregacéo plaquetaria e da adesdo a parede vascular, controla a expresséo de
genes envolvidos na aterogénese e diminui a permeabilidade endotelial. Adaptado de: Forstermann;
Sessa (2012).

Todas as isoformas de NOS utilizam |-arginina como substrato, oxigénio
molecular e co-substratos de nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato (NAD(P)H)
reduzidos. Os monbmeros da NOS sdo capazes de transferir elétrons de
nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato (NAD(P)H) reduzido, para flavina-
adenina-dinucleotideo (FAD) e flavinmononucleotideo (FMN). Os monémeros da
NOS séo incapazes de se ligar ao cofator tetrahidrobiopterina (BH4) ou o substrato |-
arginina e ndo podem catalisar a producao de NO. Somente na presenca de heme, a

NOS pode formar um dimero funcional. Quando l-arginina e cofator BH4 estéo
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presentes, os dimeros da NOS intactos acoplam o grupamento heme e reduzem O,
para sintese de NO. A I-citrulina é formada como subproduto (Figura 4)
(FORSTERMANN; SESSA, 2012).

CNADP*»+(H*

NADP® »+{ H* / tase \

Monomer 1 L Cal G2, Monomer 2

Figura 4: (A) Os monémeros de NOS sdo capazes de transferir elétrons de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo fosfato (NAD(P)H) reduzido para flavina-adenina-dinucleotideo (FAD) e
flavinamononucleotideo (FMN) e tém uma capacidade limitada para reduzir o oxigénio molecular a
superoxido. Os mondmeros da NOS séo incapazes de se ligar ao cofator tetrahidrobiopterina (BH4)
ou o substrato l-arginina e ndo podem catalisar a producédo de NO. (B) Na presenca de heme, a NOS
pode formar um dimero funcional. Quando substrato suficiente, |-arginina (I-Arg) e cofator BH4 estédo
presentes, os dimeros de NOS intactos acoplam sua reducdo de heme e O2 a sintese de NO (NOS
totalmente funcional). Todas as isoformas NOS contém um ion zinco (Zn) que é de grande

importancia para a ligacdo de BH4 e l-arginina. Adaptado de: Forstermann; Sessa (2012).

Em situacdes ndao fisioldgicas, a eNOS pode se tornar uma produtora de
radicais livres. Essa situacdo € referida como desacoplamento da eNOS. Os
mecanismos implicados no desacoplamento incluem a oxidacédo do cofator BH4, a
deplecdo de Il-arginina e a acumulacdo de metilargininas endbgenas
(FORSTERMANN; SESSA, 2012). A Figura 5 demonstra o papel da NOS na func¢éo

endotelial preservada e na disfuncéo endotelial.
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Figura 5: A eNOS converte a L-arginina em oxido nitrico (NO). A atividade da eNOS é determinada
pela concentragcdo de calcio intracelular [i (Ca2 +)] e / ou seu estado de fosforilacdo (P) em diferentes
locais. Além disso, a atividade da eNOS ¢ inibida por sua interacdo com a caveolina-1, enquanto a
associagdo da eNOS com a proteina de choque térmico 90 (hsp90) favorece sua ativacdo. Em
situacdes de disfungcdo endotelial, a sintese de NO é comprometida porque a atividade da eNOS
pode estar diminuida devido ao aumento da expressdo e interacdo com caveolina, reducdo da
expressdo e associacdo com hsp90, reducdo da fosforilacdo de S1177 e aumento da fosforilacdo de
T494. Além disso, a disponibilidade reduzida de L-arginina e tetrahidrobiopterina (BH4) induz o
desacoplamento da eNOS ou altera a enzima para um estado que favoreca a geracdo de anion
superoxido. Em situa¢des de inflamacéo vascular induzida por NF-kB a iINOS pode estar regulada
positivamente produzindo altos niveis de NO. O NO reage diretamente com o anion superéxido
produzido pela eNOS desacoplada e por outras fontes vasculares, gerando a peroxinitrito reativo
(ONOO-), que contribui para a disfuncéo vascular. Adaptado de: CAU et al. (2012).

Em ocasifes onde ja se existe produ¢cdo aumentada de radicais livres, o NO
pode interagir com anions superoéxido formando peroxinitrito (ONOO-). Este por sua
vez € um dos principais fatores responsaveis pelo desacoplamento da eNOS, o
ONOO- pode oxidar a BH4 ao radical BH3 que é biologicamente inativo (WERNER
et al., 2003). Essa situacdo implica num circulo vicioso de formacdo de ROS, uma

vez que a eNOS desacoplada passa a gerar radicais livres.

1.2.1.2 Prostaciclinas
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As prostaciclinas (PGI2) sédo eicosandides derivadas do &cido araquiddnico
que séo liberadas dos fosfolipidios da membrana pela acdo de fosfolipases ativas.
As prostaciclinas tém acédo antiplaquetaria e antiproliferativa (BATLOUNI, 2001). Em
modelos experimentais a diminuicdo da sintese de prostaciclinas induziu hipertensao
e esclerose arterial (FELETOU; VANHOUTTE, 20009).

A contribuicdo da prostaciclina para a vasodilatacdo dependente do endotélio
€ usualmente pequena. A atividade da PGI2 depende dos receptores especificos
acoplados a proteina G no musculo liso vascular. Assim, o acoplamento da PGI2
com seu receptor preferencial, o receptor de prostaciclina (IP), ativara a adenilato
ciclase, e consequentemente, o AMPc (monofosfato ciclico de adenosina)
(FELETOU; VANHOUTTE, 2006, 2009). Esta interacdo também pode estimular a
proteina quinase dependente de AMPc (AMPK), no musculo liso vascular. A proteina
quinase pode atuar abrindo canais para K* sensiveis ao ATP, hiperpolarizando as
células do musculo liso vascular e estimulando a saida de Ca* do citosol,

diminuindo a oferta deste ion a maquinaria contratil (BATLOUNI, 2001).
1.2.1.3 Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF)

O EDHF é um potente fator vasodilatador derivado do endotélio que produz
hiperpolarizacdo do musculo liso vascular sem aumentos celulares de GMPc nas
células musculares lisas. A contribuicdo de EDHF para a vasodilatagdo dependente
do endotélio é maior nos vasos sanguineos de resisténcia do que nos vasos de
condutancia (URAKAMI-HARASAWA et al., 1997).

A vasodilatacéo induzida por este composto ocorre com participacdo ativa dos
canais para potassio presentes nas células do musculo liso vascular. Em geral, as
respostas mediadas pelos EDHFs envolvem o aumento de Ca*? intracelular, que ao
ser liberado, induz vasodilatagdo por meio da abertura de canais para potassio
ativados por Ca*? (FELETOU; VANHOUTTE, 2006, 2009).
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1.2.2 Fatores vasoconstritores produzidos pelo endotélio
1.2.2.1 Prostaglandinas e Tromboxanos

A producdo destes eicosandides € regulada pela disponibilidade do &cido
araquidénico e pela atividade das sintases da prostaglandina H (PGHS). O &cido
araquidénico é formado por fosfolipidios da membrana através da acdo da enzima
fosfolipase A2 (PLA2) (DAVDGE, 2001). Uma vez liberado, o acido araquidbnico
pode ser metabolizado pela ciclooxigenase (COX) e, posteriormente, convertido em
PGH2 pelas sintases das prostaglandinas H (PGHS). A PGH2 é a precursora das
demais prostaglandinas, incluindo o tromboxano e possui atividade direta sobre o
musculo liso vascular, promovendo vasoconstricdo. O tromboxano é o maior produto
vasoconstritor derivado da ciclooxigenase. As prostaglandinas e os tromboxanos
estimulam a atividade contratil do musculo liso vascular através do acoplamento com
receptores especificos. Esta interacdo leva ao aumento de célcio intracelular e a

maior sensibilidade as proteinas contrateis (DAVDGE, 2001).

1.2.2.2 Endotelina |

Endotelina € um peptideo com 21 aminoacidos existente no homem em trés
isoformas: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3). O
endotélio vascular produz somente a ET-1. Cada isoforma de ET exerce seu efeito
ap0s unir-se ao seu receptor especifico. Foram denominados trés tipos de
receptores: ETA, ETB, ETC. O receptor ETA tem maior afinidade com a ET-1 e sao
expressos principalmente em células musculares lisas, provendo vasoconstricdo
através da ativacdo da fosfolipase C, da proteina quinase (PKC) e do aumento do
Ca*? intracelular, pelos canais de Ca*? dependentes de voltagem. Normalmente, os
niveis circulantes de endotelina séo relativamente baixos, sugerindo que em

condic¢des fisiologicas pouca endotelina produzida (BATLOUNI, 2001).
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1.2.2.3 Angiotensina ll

A formacdo da angiotensina Il se inicia com a liberacdo de renina pelas
células justaglomerulares das arteriolas aferentes renais quando estimuladas por
reducdo da pressdo arterial, desequilibrio hidroeletrolitico ou ativacdo simpatica.
Assim, a pré pré-renina, um peptideo ndo ativo se transforma em pro-renina.
Posteriormente, a pré-renina, através da protedlise celular transforma-se em renina.
Esta, ao ser liberada, ir4 atuar sobre o angiotensinogénio, que sera clivado, gerando
a angiotensina |. Esta, por sua vez, sofrerd acdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) no pulméo, originando a angiotensina Il. A transformacgéo da
angiotensina | em angiotensina Il também ocorre no plasma e em varios outros
tecidos, assim como nas células endoteliais. Sdo conhecidos dois tipos de
receptores para a angiotensina Il: AT1 e AT2. A maioria dos efeitos biologicos é
atribuida a ativacdo de ATl (CRACKOWER, 2002; BATLOUNI, 2001). A
angiotensina Il exerce efeitos locais, como nos vasos sanguineos, rins, coracao e
sistema enddcrino, realizando importante papel na regulacdo da pressdo sanguinea.
Ela exerce efeito predominante no tonus vascular via interagdo com o receptor AT1,
levando a efeitos vasoconstritores. Os receptores AT2 sao expressos durante o
desenvolvimento fetal, entretanto, esta expressdo é amplamente diminuida apos o
nascimento. O mecanismo de acdo deste receptor esta relacionado a liberacdo de
NO promovendo relaxamento do musculo liso vascular (CRACKOWER, 2002;
BATLOUNI, 2001).

1.2.2.4 Espécies reativas do oxigénio

A homeostase em torno do endotélio vascular é uma fungdo do equilibrio
entre a biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) e a oxidac&o de espécies reativas de
oxigénio. As Espécies Reativas do Oxigénio (EROs) sdo metabdlitos derivados da
reducdo do oxigénio, e incluem as espécies radicais livres e outras que embora nédo
possuam elétrons desemparelhados, sado altamente instaveis e reativos (YUYUN et
al., 2018).

No endotélio vascular a formagédo das EROs é mediada por algumas enzimas

vasculares que incluem a NAD(P)H oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuyun%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29596860
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eNOS desacoplada, isoenzimas da citocromo P450, lipooxigenase, ciclooxigenase,
heme oxigenase e glicose oxidase. A principal fonte de EROs no endotélio parece
ser a NAD(P)H oxidase (CAI; HARRINSON, 2000). No diabetes por exemplo,
espécies reativas de oxigénio geradas pela NADPH oxidase supra-regulada
contribuem para alteracdes estruturais e funcionais da parede vascular. Além disso,
o aumento da atividade da NAD(P)H pode estimular a producdo de radicais livres
por outras vias, como pelo desacoplamento da eNOS visualizado na Figura 6
(MANEA et al., 2018).

SOD
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Figura 6: Em situacdes que alteram o funcionamento vascular (como diabetes, hipertenséo,
hipercolesterolemia, etc) as NAD(P)H-oxidases e a expressdo da NOS sédo reguladas positivamente
na parede vascular e geram superdxido. Os produtos de NADPH oxidases e NOS endotelial (02' e
NO), rapidamente se recombinam para formar peroxinitrito (ONOO-). Isso pode oxidar o cofator
essencial da NOS tetrahidrobiopterina (BH4) levando ao desacoplamento da eNOS contribuindo para

0 estresse oxidativo vascular. Modificado de: Forstermann; Sessa (2012).

Muitas funcdes do endotélio e do musculo liso vascular sédo afetadas pelas
EROs. No endotélio vascular os radicais livres podem causar diminuicdo da
biodisponibilidade de NO, apoptose, aumento da adesdo de mondcitos e
angiogénese. Ja no MLV, os radicais livres podem promover crescimento celular,
migracdo de mediadores inflamatodrios, desorganizacdo da matriz extracelular e
aumento do ténus muscular (TANIYAMA & GRIENDLING, 2003). A producdo
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enddogena de ROS é controlada por mecanismos anti-oxidantes, compostos por
enzimas e doadores de elétrons de baixo peso molecular (como o acido ascorbico,
os a-tocoferdis, a catalase, superoxido dismutase e a glutationa) que limitam a acao
das ROS por elimina-las ou reparam modificacbes oxidativas potencialmente
danosas a célula (TANIYAMA & GRIENDLING, 2003).

O termo estresse oxidativo descreve a condicdo que envolve um aumento na
producdo das espécies reativas do oxigénio, onde ha uma incapacidade das
enzimas antioxidantes controlarem essa producdo, ocasionando também um
desequilibrio na biodisponibilidade do sistema enzimatico (PARAVICINI, 2008).

Dentre as principais EROs destacam-se: o radical superéxido (O,"), radical
hidroxila (OH-), o peroxinitrito (ONOQO") e o perdxido de hidrogénio (H,O;). Um dos
mais importantes radicais para a biologia vascular é o anion superéxido (O;"), o qual
é formado pela reducéo univalente do oxigénio (TANIYAMA & GRIENDLING, 2003).
Apesar do O, poder diretamente promover alteracbes na funcdo vascular, ele
também ¢é fundamental na producdo de outras espécies reativas. Radicais
superoxido sdo rapidamente dismutados pelas enzimas: superoxido dismutase
mitocondrial (Mn-SOD), superéxido dismutase citoplasmatica (Cu, Zn-SOD) e
superéxido dismutase extracelular (EC-SOD), produzindo peréxido de hidrogénio
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A glutationa peroxidase e a catalase sdo as
enzimas envolvidas na degradacdo do perdxido de hidrogénio. A catalase
transforma H,O, em H,O e O,. Ja a glutationa peroxidase transforma o H,0O,
glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) (GRIENDLING; USHIO-
FUKAI, 2000).

Dentre as EROs destacamos o papel do peroxido de hidrogénio, que é capaz
de desempenhar funcdo vasodilatadora ou vasoconstritora dependendo do leito
vascular, da presenca do endotélio, das condicbes experimentais ou das
concentracOes estudadas. A producdo de H,O, pode ser envolvida no relaxamento
dependente do endotélio em resposta a agonistas e fluxo ou compensada pela
diminuicdo na producédo de NO. O relaxamento envolvendo o H,O, envolve mdltiplas
vias, incluindo a hiperpolarizagédo das células do musculo liso vascular pela ativagéo
dos canais de potassio (FELETOU, 2009).



45

Em suma, o desequilibrio na producdo dos fatores vasodilatadores e
vasoconstrictores derivados do endotélio promovem alteracdes na funcao endotelial
e aumentam o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares. E a
exposicdo ao cobre pode ser um importante fator desencadeador da disfuncao
endotelial.

1.3MUSCULO LISO VASCULAR

O mdasculo liso vascular (MLV) é responsavel pelo controle da resisténcia
periférica total, pelo tdbnus arterial e venoso e pela distribuicdo do fluxo sanguineo. A
atividade contratil das células do MLV é estimulada por fatores neurais e humorais.
A contracao das células do musculo liso também se da pela interacao entre actina e
miosina, assim como no musculo esquelético (Figura 7). Porém o mecanismo pelo
qual o célcio regula a contracdo do musculo liso difere do esquelético. A
concentracdo de calcio que desencadeia a contracdo pode ser obtida através de
canais para calcio dependentes de voltagem e através de canais para calcio
mediados por receptores no sarcolema e através da liberacdo de calcio do reticulo
sarcoplasmatico. As células se relaxam quando o calcio intracelular livre é
bombeado de volta para dentro do reticulo sarcoplasmaético, para fora da célula pela
bomba de calcio intracelular e removido da célula pelo trocador Na-Ca. O
acoplamento farmacomecénico é o mecanismo predominante para promover a
contracdo do MLV (AIRES, 2008).
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Figura 7: A contracdo do musculo liso vascular é a soma da atividade da cinase da cadeia leve da
miosina (MLCK) e da fosfatase de cadeia leve da miosina (MLCP). Com a ligagédo ao receptor, ocorre
um aumento no Ca”" intracelular, tanto via canais localizados na membrana gquanto em reservas
intracelulares no reticulo sarcoplasmatico. O ca* interage com a calmodulina, formando o complexo
calmodulina Ca** que ativa a MLCK. MLCK pode entéo fosforilar a cadeia leve da miosina (MLC-P),
permitindo a interacdo proxima dos filamentos de actina e miosina para geracdo de forca. O
relaxamento ocorre com MLCP desfosforilando MLC. Adaptado de: WYNNE et al., 2009.

A atividade dos canais para potassio constitui um mecanismo essencial na
regulacdo do potencial de membrana das células musculares vasculares. A abertura
de um canal para potassio presente na membrana das células musculares
vasculares provoca um aumento da saida de ions do meio intracelular para o meio
extracelular o que impede que os canais para Ca®" dependentes de voltagem se
abram com facilidade, consequentemente resultando nhuma diminui¢ao do influxo de
Ca”" para o interior da célula, causando o relaxamento vascular. De forma inversa, o
fechamento de um canal para potassio causa um estado de despolarizacao, levando

a abertura de canais para Ca®" dependentes de voltagem e consequente, aumento
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da concentragdo de célcio intracelular e vasoconstricio (FELETOU, 2009; AIRES,
2008).

Varios fatores vasoativos endoteliais regulam o tbnus vascular através da
acdo nos canais para potassio. O relaxamento produzido pelas prostaciclinas,
peroxido de hidrogénio e pelo NO sdo associados a hiperpolarizacdo das células do
MLV e envolve a abertura de canais para potassio. A ativacdo de canais para
potassio também é o mecanismo preponderante do relaxamento produzido por
acidos epoxieicosatriendicos (EETs), gerados pelo citocromo P450 endotelial
(FELETOU, 2009).

Os fatores contrateis derivados do endotélio também desempenham sua acao
nos canais para potassio. A endotelina | dependendo dos vasos sanguineos inibe
varios grupos de canais para potassio (PARK et al., 2005). Similarmente a ativagéo
de receptores de tromboxanos inibem canais para potassio e despolarizam as
células do MLV (COGOLLUDO et al.,, 2003). As espécies reativas de oxigénio
podem contribuir diretamente para a contracdo do musculo liso vascular. Elas
aumentam a sensibilidade das proteinas contrateis ao ion célcio e despolarizam as

células do MLV inibindo a ativac&o dos canais para potassio (FELETOU, 2009).

A Figura 8 elucida os principais fatores vasoativos endoteliais que agem nos

canais para potassio dependentes de calcio de alta condutancia (BKca).
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Figura 8: Fatores vasoativos endoteliais e atividade em BKCa no musculo liso. 20-HETE, o acido 20-
hidroxieicosatetraenoico; BKCa, canais para potassio ativados por calcio de alta condutancia; AMPc,
monofosfato ciclico-adenosina; GMPc, o monofosfato ciclico de guanosina; COX, ciclooxigenase; EC,
células endoteliais; EDCFs, fatores contratantes derivados do endotélio; EDRFs, fatores relaxantes
derivados do endotélio; EETs, acidos epoxieicosatriendicos; eNOS, sintase endotelial de 6xido nitrico;
GS, proteina-G S; GSa, uma subunidade de proteina G-S; H202, o perdxido de hidrogénio; IP,
receptor prostaciclina; NO, éxido nitrico; NOX, NAD(P)H-oxidase; P450-2C 2J ou 4A, o citocromo
P450; PGI2, prostaciclina; R ?, receptor; ROS, espécies reativas de oxigénio; sGC, guanilato ciclase
soluvel; SOD, superdxido-dismutase; TP, receptor de tromboxano; VSMC, célula do musculo liso
vascular; XO, xantina oxidase. Fonte: FELETOU (2009).
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2 JUSTIFICATIVA

A exposicdo ao cobre tem sido reconhecida como um problema comum de
saude ocupacional e ambiental. Assim, os estudos da exposicdo ao cobre, mesmo
que conduzidos em animais, podem despertar a atencdo dos 6rgaos publicos
responsaveis pelo controle da emissdo deste metal e da populacdo em geral para
este tema. Apesar de se saber que a sobrecarga de cobre traz prejuizos as saude
humana, ndo existem valores de referéncia de normalidade e indice Biologico

Maximo Permitido para esse metal.

Como exposto previamente, alguns estudos ja demonstraram que o cobre
mostra-se cardiotoxico. Estudos anteriores sugeriram que 0 aumento da
concentracdo de cobre pode aumentar o risco de doenca cardiovascular e que os
niveis séricos deste metal foram maiores em pacientes ateroscleréticos (BAGHERI
et al. 2016). O cobre também pode promover mudancas diretamente no endotélio
vascular ou, indiretamente, através do metabolismo das lipoproteinas, além disso, é
um micronutriente essencial para enzimas que catalisam as reacfes oxidativas da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (ALISSA et al. 2006), exercendo assim um
papel importante no processo de desenvolvimento da aterosclerose (BAGHERI et al.
2016; TASIC et al. 2015). Diante da hipétese de que a sobrecarga de cobre pode
causar alteracfes vasculares, surgiu o questionamento sobre quais seriam as
alteracOes vasculares desencadeadas pela sobrecarga deste metal, especificamente
em relacdo a reatividade vascular, uma vez que alteracdes de reatividade poderiam
elucidar mecanismos envolvidos com disfuncdo endotelial e, consequentemente,
com o surgimento da aterosclerose. Diante destes fatos, o presente estudo busca
investigar quais sao os efeitos vasculares desencadeados, em um modelo agudo e
in vitro pela sobrecarga de cobre, em concentracdes dez vezes maiores que a média
encontrada na populacdo e elucidar os possiveis mecanismos envolvidos nas

alteracdes provocadas por este metal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da sobrecarga aguda de cobre sobre a reatividade vascular em

segmentos isolados de aorta toracica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar se a exposi¢cao aguda a alta concentracdo ao CuCl, promove alteracédo
na reatividade vascular a fenilefrina em aorta toracica;

Analisar se essa exposicdo aguda a alta concentracdo ao CuCl, altera a
participacdo do endotélio na resposta contratil a fenilefrina;

Avaliar se em anéis de aorta toracica as respostas vasodilatadoras dependentes
e independentes do endotélio sdo alteradas pela exposicdo aguda a alta
concentracéo ao CuCly;

Elucidar os mecanismos envolvidos com alteracdes provocadas pela sobrecarga
aguda de cobre sobre a reatividade vascular em segmentos isolados de aorta
torécica.

Detectar a producdo in situ de anions superéxidos em artérias aortas toracicas
expostas as altas concentracdes de cobre.

Mensurar a producdo in situ de Oxido nitrico em artérias aortas toracicas

expostas as altas concentracdes de cobre.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus
albinus), cedidos pelo Biotério do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo - UFES. Estes animais foram
mantidos em gaiolas, submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas, sob
condi¢cdes controle de temperatura, com livre acesso a racdo e agua. O uso e
cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo com 0s 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 Uso de Animais da Universidade Federal do
Espirito Santo (CEUA 050/2015).

4.2 MODELO EXPERIMENTAL

Os ratos com aproximadamente trés meses de idade, pesando entre 280 e
350 g foram anestesiados com uretana a 1,5 g/kg, ip no momento da realizacdo do
protocolo experimental e depois sacrificados. As aortas toracicas foram extraidas e o
tecido conjuntivo removido. As aortas foram divididas em segmentos cilindricos de 4
mm de comprimento e foram distribuidas de forma aleatéria em dois grupos

experimentais: Controle e Cobre (Figura 9).



52

Figura 9: Distribuicdo dos grupos experimentais: Controle (Ct) e Cobre (Cu).

4.3 METODOLOGIA EMPREGADA PARA OBTENCAO DOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA TORACICA

A aorta toracica descendente foi cuidadosamente removida e imersa
rapidamente em uma placa de Petri contendo solucdo de Krebs-modificado,
composta por (em mM): NaCl 127; KCI 4,7; CaCl,.2H,0 2,5; MgS0,4.7H,0 1,2;
KH,PO,4 1,17; NaHCO3 24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogénica
contendo 5% de CO; e 95% de O,. Esta solucéo foi mantida com pH 7,4.

Como ja mencionado, apés a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta
torécica foi dividida em seis segmentos cilindricos de aproximadamente 3 a 4 mm de

comprimento (Figura 10).
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Figura 10: (A) Aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo solugdo de Krebs, antes da
manipulagdo para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Apoés a retirada dos tecidos e sendo

dividida em segmentos cilindricos entre 3-4 mm (NUNES, 2012).

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 mL de solucédo de
Krebs-Henseleit aquecida a 36 + 0,5 °C, continuamente gaseificada com mistura
carbogénica. Dois fios de aco inoxidavel, em forma de triangulo, foram passados
através do limen dos segmentos de forma que ficassem paralelos na luz do vaso.
Um fio foi fixado a parede do banho e o outro conectado verticalmente a um
transdutor de tenséo isométrica. Assim, qualquer alteracdo do diametro do vaso era
captada pelo transdutor de for¢a (TSD 125) conectado a um sistema de aquisicédo de
dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa Barbara, CA - USA) e este a um
computador (Figura 11).
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Figura 11: Preparagéo dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade vascular in vitro
(NUNES, 2014).

4.3.1 Avaliacao da reatividade vascular ao cloreto de potassio (KCI)

Apbs o periodo de 45 minutos de estabilizacdo, foi administrado ao banho 125
ul de KCI 75 mM para verificar a atividade contratil do musculo liso vascular induzida
por despolarizacdo. ApoOs atingirem uma variacdo de um grama de forca a partir do
valor basal, estes anéis eram lavados com solucédo de Krebs-Henseleit até retornar a
tensdo de repouso (Figura 12 B, C). Assim, 0s anéis que nao obtiveram tal
contracdo foram descartados. Apos 30 minutos de estabilizacdo (Figura 12 D), uma
nova dose de 125 pl de KCI (75 mM) era adicionada ao banho para a aquisicéo de
uma contracdo maxima do musculo liso vascular, aferida apds 30 minutos da adicéo,
tempo necessario para atingir um platd no registro da contracao (Figura 12 E, F).

Apos este platd, os anéis foram novamente lavados trés vezes com a solucdo de



55

Krebs-Henseleit para atingir o valor basal (1.0 grama) e, ap6s 30 minutos (Figura
12G, H), esses anéis foram submetidos a avaliacdo da integridade funcional do
endotélio.

4.3.2 Avaliacéo da integridade funcional do endotélio

A funcéo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico, acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraidos com
fenilefrina (Fe) 10° M. Uma vez atingido o platd, uma dose Unica de acetilcolina
(ACh) 10 M foi aplicada (Figura 12 1, J, L). A integridade endotelial era determinada
por um relaxamento maior ou igual a 80%.
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Figura 12: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso vascular com
KCI e avaliagdo da integridade funcional do endotélio. Avaliagdo da viabilidade do musculo liso
vascular com KCI: A) Periodo de estabilizacao inicial (45 min permanecendo na tenséo de 0.9 a
1.39); B) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solugdo Krebs-Henseleit;
D) Periodo de estabilizacdo (30 min); E) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platé da contracdo
induzida pelo KCI (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de
estabilizacdo (30 min). Avaliagdo da integridade funcional do endotélio:l) Pré-contragdo com
fenilefrina (Fe) 10°M; J) Platé da contracéo induzida pela Fe; L) Adicdo de acetilcolina (ACh) 10
°M. O tempo foi registrado em minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forca em gramas
(9), eixo vertical. Modificado de DIAS (2007).

4.4PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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4.4.1 Efeito da exposicéo a altas concentragdes de cobre sobre a
resposta vasoconstritora a fenilefrina e ao cloreto de potassio

ApoOs a avaliacdo da integridade funcional do endotélio, a solucéo nutridora do
banho foi trocada trés vezes para que a tensdo basal fosse estabelecida. Em
seguida os anéis adrticos foram incubados ou ndo com alta concentracao de cloreto
de cobre (Il) (CuCly; 10 pg/mL) por 1 h. Apés 30 minutos de estabilizacdo, foi
realizada a curva concentracdo-resposta a fenilefrina (10™° a 3x10™* M) de maneira
cumulativa nos dois grupos estudados. Para avaliar os efeitos da exposicdo ao
cloreto de cobre sobre a resposta vasoconstrictora ao KCl,um grupo de anéis foi
utilizado em protocolo experimental a parte. Apds o periodo de 1 h de estabilizacédo
com o cobre, foi administrado ao banho 125 pL de KCI 75 mM para verificar a

atividade contratil do musculo liso vascular induzida por despolarizacao.

4.4.2 Efeito da exposicdo a altas concentracdes de cobre sobre a

modulacdo do endotélio na resposta vasoconstritora a fenilefrina

Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta
constritora a fenilefrina, foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta
com endotélio integro (E+) e sem endotélio (E-). As células endoteliais foram
removidas mecanicamente através do uso de fios metélicos. Estes foram inseridos
na luz do vaso e friccionados a sua intima, ocasionando lesdo do endotélio. A
auséncia do endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina (10°M) de
induzir o relaxamento, ap6s a pré-contracdo com fenilefrina (10'M). A preparacéo foi
lavada e, ap6s 30 minutos de retorno a tensdo basal, foram realizadas curvas

concentracdo-resposta a fenilefrina (10° a 3x10™ M).

4.4.3 Efeito da exposicdo a altas concentracdes de cobre sobre a

resposta de relaxamento dependente do endotélio

A funcéo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista

muscarinico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-
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contraidos com fenilefrina 10° M. Uma vez obtido o platd, foram realizadas as curvas
concentracdo-resposta, cumulativas & acetilcolina (10™* a 3x10™ M).

4.4.4 Efeito da exposicdo a altas concentracdes de cobre sobre a

resposta de relaxamento independente do endotélio

A avaliagcdo da vasodilatacdo ndo mediada pelo endotélio foi analisada
através do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sddio (NPS). Assim como
para acetilcolina, os anéis de aorta foram pré-contraidos com fenilefrina 10° M e, a
seguir, foram realizadas curvas concentracdo-resposta ao NPS em concentracoes
de 10 a3.10° M.

445 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos na exposicdo a altas
concentracdes de cobre sobre aresposta a fenilefrina na aorta

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram
realizados da seguinte forma: apos o teste do endotélio e 1 h de estabilizacdo da
preparacdo, em que 0s anéis eram expostos ao cloreto de cobre, o farmaco a ser
estudado era incubado por trinta minutos (L-NAME, Aminoguanidina, BH4, Tiron,
Apocinina, DETCA, Catalase e TEA) e, logo apds, era realizada a curva

concentracéo-resposta a fenilefrina (10° a 3x10™ M) (Figura 13).

30 minutos

Figura 13: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubagdo com o farmaco a ser
estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentragdo-resposta & FE (10™° a 3x10™M)
(ANGELI, 2009).
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4.45.1 Influéncia da exposi¢cao a altas concentracdes de cobre sobre a

via do 6xido nitrico

Com a finalidade de estudar a participacdo do oxido nitrico (NO) nos efeitos
vasculares promovidos pela exposicdo ao chumbo, os anéis de aorta foram
incubados com um inibidor ndo-seletivo da enzima éxido nitrico sintase (NOS), o
NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 pM); e um inibidor da iNOS,
aminoguanidina (50 uM).

4.45.2 Envolvimentos dos radicais livres sobre resposta contratil a
fenilefrina ap6s a exposicao a altas concentracfes de cobre

A fim de investigar a participacdo das espécies reativas de oxigénio (anion
superéxido e peroxido de hidrogénio) foram realizadas curvas concentracéo-
resposta a fenilefrina na presenca Tiron (1ImM), um varredor de anions superoéxido;
de apocinina (10 uM), um inibidor seletivo da enzima NAD(P)H oxidase; catalase
(1000 U.mL™), um “varredor’ enzimatico de peréxido de hidrogénio (H»O,); acido
dietilditiocarbamico (DETCA, 0.5mM), um blogueador da superoxido dismutase; e
um cofator da eNOS tetrahidrobiopterina (BH4, 1 mM).

4.4.5.3 Envolvimentos dos canais para potassio sobre resposta contratil a

fenilefrina apds a exposicao a altas concentracdes de cobre

Para verificar o envolvimento dos canais para potassio, os anéis foram incubados
com tetraetilamonio (TEA, 2mM), um inibidor ndo especifico dos canais para

potassio.

4.4.6 Deteccéo in situ da producéo de 6xido nitrico

A producéo de NO foi determinada usando a 4,5-diaminufluoresceina (DAF2),
um método descrito previamente e ajustado a partir de outros estudos (KOJIMA et
al., 1998; LOBATO et al.,, 2011). Apos isolamento e disseccao, as aortas foram
imersas em solucédo tampéao de Krebs-HEPES (em mM: 130 NacCl, 5,6 KCI, 2 CaCl,,
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0,24 MgCl,, 8,3 HEPES, e 11 glicose, pH 7.4) com 30% de sacarose durante uma
hora, a seguir foram embebidas em meio de inclusdo para cortes com criostato (Killik
®, Easy Path) e mantidas em -80 °C até o momento de realizacdo dos cortes. As
seccgdes de aorta foram cortadas em criostato a 10 ym de espessura e transferidas
para laminas gelatinizadas, congeladas até o momento do protocolo com DAF-2. As
laminas foram mantidas em estufa a 37°C por uma hora para retirar o0 meio de
inclusdo. A seguir as seccdes de aorta foram incubadas em idénticas condi¢des a 37
°C por 30 min com tampéo fosfato (0,1 M) contendo CaCl, (0,45 M). As laminas
foram secadas e incubadas durante 30 min a 37°C em camara Umida protegida da
luz com 8 uM de DAF diluido em solugao tampao fosfato contendo CaCl,. A fim de
excluir autofluorescéncia e fluorescéncia ndo especifica, incubamos L-NAME (100
UM) por uma hora apds os protocolos de incubacdo com DAF, para avaliar a
fluorescéncia sensivel a inibicdo da NOS. Imagens digitais foram coletadas no
microscopio de fluorescéncia Leica DM 2500 com a objetiva de 40x e camera Leica
DFC 310 X, usando a mesma configuracdo de imagem para controle e grupo com
sobrecarga de cobre. Para quantificacdo, 5 segmentos da aorta por animal foram
utilizados para obter a média amostral. A densidade de fluorescéncia média foi

calculada usando o software Image J. 50 3.4.3.

4.4.7 Deteccéo in situ da producao de anion superoxido

A fluorescéncia oxidativa ao dihidroetidio (DHE) foi utilizada para avaliar a
producdo de anion superéxido in situ, e os procedimentos se seguiram como
previamente descrito (NUNES et al., 2014). A membrana celular é permeéavel ao
hidroetidio, e na presenca de 02", esse componente é oxidado a brometo de etidio,
que intercala com o DNA. Brometo de etidio é excitado a 546 nm e emite luz a 610
nm. Apds isolamento e disseccédo, as aortas foram imersas em eppendorf contendo
solucéo tampéo de Krebs-HEPES com 30% de sacarose durante uma hora, a seguir
foram embebidas em meio de inclusdo para criostato e mantidas em -80 °C até o
momento de realizacdo dos cortes. As seccdes de aorta foram cortadas com
criostato em 10 um de espessura e colocadas em laminas gelatinizadas, congeladas
até o momento do protocolo com DHE. No dia do protocolo as laminas foram
mantidas em estufa a 37°C por uma hora para retirar o meio de inclusdo. A seguir as

seccOes de aorta foram incubadas com tampéo Krebs-HEPES, em idénticas
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condi¢des por 30 min a 37°C. Foram entdo secadas e incubadas com solugéo
tampao de Krebs-HEPES contendo DHE (2 yM) em camara umida e protegida da
luz, a temperatura de 37°C por 30 min. Apés este periodo as laminas foram
montadas com meio de montagem (Erv-Mount, Easy Path) e laminula. As imagens
das seccdes de aorta foram detectadas com microscopio de fluorescéncia invertido
(Leica DM 2500) usando filtro 568 nm, no aumento de 100x e fotografadas com a
camera acoplada ao microscopio (Leica DFC 310 FX). Para quantificacdo, 5
segmentos da aorta por animal foram utilizados para obter a média amostral. A

densidade de fluorescéncia média foi calculada usando o software Image J.
4.5 DROGAS E REAGENTES

Cloreto de cobre (Il), cloridrato de I-fenilefrina, L-NAME, cloreto de
acetilcolina, pentobarbital de soédio, apocinina, tiron, catalase, tetraetilamonio,
aminoguanidina, tetra-hidrobiopterina, acido dietilditiocarbamico, 4,5
diaminofluoresceina, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os sais e
reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich e da Merck (Darmstadt,

Alemanha). Todas as drogas foram diluidas em agua desionizada.
4.6 ANALISE DE DADOS E ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os
valores de n significam o niumero de animais utilizados em cada grupo experimental.
As respostas contrateis ao KCI foram expressas como tensao desenvolvida pelo
anel de aorta, em gramas de contracdo. Os resultados de reatividade vascular das
curvas concentracdo-resposta a fenilefrina foram normalizados em funcdo da
resposta maxima de contracdo ao KCI (75 mM) e estdo expressas em porcentagem.
As respostas de relaxamento dependente e independente do endotélio, induzidas
pela acetilcolina e nitroprussiato de sédio, respectivamente, foram expressas em
porcentagem de relaxamento em relacéo a pré-contragdo obtida pela fenilefrina (10°
M).

Para a determinacdo dos valores de resposta maxima (Rméx) e pD, (-log

EC50, que corresponde ao valor da concentracdo de fenilefrina que produz 50% da
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resposta maxima), em resposta aos diferentes agonistas utilizados, foi realizada uma
andlise de regressédo ndo-linear, obtida através da analise das curvas concentragao-
resposta utilizando-se GraphPrism Software versao 6.01 (San Diego, CA, USA).

Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos farmacos sobre a
resposta contratil a fenilefrina dos grupos estudados, alguns resultados foram
expressos como diferencas das areas abaixo das curvas (dAUC) de concentracéo-
resposta a fenilefrina. A dAUC foi calculada para cada curva concentracao-resposta
e a diferenca esta expressa como porcentagem da diferenca da AUC (% dAUC) da
curva controle correspondente.Os resultados apresentados nas tabelas foram
analisados usando o teste t de Student equando apresentados nas figuras utilizou-se
ANOVA two-way completamente randomizadas para comparagao entre grupos.
Quando ANOVA mostrou um efeito significativo do tratamento, o teste post hoc de
Tukey foi usado para comparar médias individuais. p <0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITOS DA EXPOSICAO AO COBRE NA REATIVIDADE VASCULAR

A exposicao ao cobre ndo alterou a tensdo de repouso dos anéis. No entanto,
reduziu as respostas contrateis induzidas pela fenilefrina nas aortas de ratos (Figura
14A). Também diminuiu Rmax, mas ndo a sensibilidade a fenilefrina (Tabela 1).
Além disso, o relaxamento concentracdo dependente induzido pela ACh no grupo
Cobre foi reduzido em comparagdo com a resposta observada no grupo Controle
(Figura 14B). As respostas induzidas pelo nitroprussiato de sédio (NPS) e pela
incubacdo com KCI| foram as mesmas nos dois grupos (Controle: 2,29 + 0,21 g, n =
30; Cobre: 2,32 £ 0,92 g, n = 30; P> 0,05) (Figura 14C, 14D), sugerindo que o0

musculo liso vascular nao foi afetado.
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Tabela 1: Resposta maxima (Rmax) e Sensibilidade (pD,) das curvas de concentragéo-

resposta a fenilefrina dos anéis isolados de aorta dos grupos Controle e Cobre.

Rmax (%) pD2
Controle 104 £ 6,1 56+04
Cobre 80+6,0* 6,4+£0,2
Acetilcolina Ct -98+2,2 6,60 + 2,3
Acetilcolina Cu -84+56* 6,95+24
Nitroprussiato Ct -101+2,2 8,16 £ 0,05
Nitroprussiato Cu -102 + 0,5 8,05 + 0,05

Os valores estdo expressos em média e EPM. Teste t-Student ndo pareado, *p<0,05 vs Rmax de

Controle, “p<0,05 vs Rméax de Cobre.

5.2 PARTICIPACAO DE FATORES ENDOTELIAIS NA RESPOSTA
VASOCONSTRITORA A FENILEFRINA

Para elucidar o mecanismo da resposta de reatividade a fenilefrina reduzida
pelo cobre, avaliamos a influéncia do endotélio removido mecanicamente. A
reatividade da fenilefrina apés dano endotelial foi aumentada em ambos os grupos
experimentais (Figura 15A/Tabela 2), contudo este aumento foi maior no grupo
Cobre, como demonstrado pelos valores da dAUC (Figura 15B). Esses dados
associados a diminuicdo da reatividade vascular a fenilefrina sugerem que a
exposicdo ao cobre pode aumentar a liberagcdo de um fator de relaxamento derivado

do endotélio.

Para avaliar se a exposi¢cédo ao cobre alterava a modulacao induzida pelo NO
nas respostas contrateis a fenilefrina, os anéis aodrticos foram incubados com o
inibidor da NOS, L-NAME (100 uM). O L-NAME aumentou a resposta maxima a
fenilefrina nas artérias dos grupos Cobre e Controle (Figura 15C/Tabela 2). No
entanto, os valores de dAUC sugeriram que o papel desempenhado pelo Oxido
nitrico na resposta contratil a fenilefrina foi maior no grupo exposto ao cobre (Figura
15D/Tabela 2). Corroborando nossos achados funcionais, a producéo in situ de NO

aumentou no grupo Cobre (Figura 15E).
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Figura 15: (A) Influéncia da remogé&o do endotélio (E-) na vasoconstricdo induzida pela fenilefrina em
anéis de aorta expostos a Cu. (B) O gréafico demonstra a diferenca na area abaixo da curva (dAUC)
em aortas com e sem o endotélio. (C) Efeitos da incubagdo com L-NAME na vasoconstricao induzida
pela fenilefrina nos anéis dos grupos Ct e Cu. (D) llustram a diferengca na dAUC nos grupos Ct e Cu.
(E) Efeito da sobrecarga de Cu na producéo e / ou biodisponibilidade de NO em segmentos adrticos.
(F) Microfotografias fluorescentes representativas de sec¢bes da aorta marcadas com corante
fluorescente sensivel a NO 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2). Cada ponto representa a média = EPM.



66

O numero de animais utilizados é indicado entre parénteses. *p < 0.05 Cobre vs Controle, ANOVA

two way

Tabela 2: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) das curvas concentracao-
resposta a fenilefrina em anéis com e sem endotélio (E-) e na presenca ou ndo de L-
NAME dos grupos Controle e Cobre.

Rmax (%) pD,
Controle 104+ 6,1 56+04
Cobre 80+6,0* 6,4+0,2
Controle E- 104 + 6,2* -8,0+0,4*
Cobre E- 102 + 4,3 -8,9+0,17
Controle L-NAME 135+ 8,1* -7,7+£04*
Cobre L-NAME 156 + 12,1% -8,9+0,09"

Os valores estao expressos em média e EPM. Teste t-Student ndo pareado, *p<0,05 vs Rmax de

Controle, “p<0,05 vs Rméax de Cobre.

5.3 PARTICIPACAO DA iNOS NA RESPOSTA VASOCONSTRITORA A
FENILEFRINA

Como observamos uma reducdo na reatividade vascular a fenilefrina com
aumento da producéo de NO, a resposta vasodilatadora dependente do endotélio foi
avaliada. Foi observado um comprometimento no relaxamento induzido pela
acetilcolina, dependente de NO, nos anéis expostos ao cobre. Este resultado sugere
que o aumento do NO nédo foi originado da sintase endotelial do Oxido nitrico
(eNOS).

Assim, investigamos se a iINOS poderia estar envolvida no aumento da
producdo de NO. Para isso, foi realizada incubacdo com o inibidor da iNOS,
aminoguanidina (50 puM). A aminoguanidina causou um aumento da resposta
maxima apenas nos anéis expostos ao cobre (Figura 16/Tabela 3), corroborando a
hipétese de que o aumento da producédo de NO no grupo Cobre nao foi causada
pela eNOS.
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Figura 16: Efeitos da aminoguanidina nas curvas concentracdo-resposta a fenilefrina nos grupos (A)
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parénteses. *p < 0.05. Cobre vs Controle, ANOVA two way.

Tabela 3: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) das curvas concentragao-

resposta a fenilefrina em anéis na presenca ou ndo de Aminoguanidina dos grupos
Controle e Cobre.

Rmax (%) pD,
Controle 104 £ 6,1 56+04
Cobre 80+6,0* 6,4+0,2
Controle Aminoguanidina 90 + 8,3 58+0,3
Cobre Aminoguanidina 96+6,8" 6,1+0,1

Os valores estdo expressos em média e EPM. Teste t-Student ndo pareado, *p<0,05 vs Rmax de
Controle, “p<0,05 vs Rméax de Cobre.

5.4 ENVOLVIMENTO DE RADICAIS LIVRES NA ATIVACAO DA INOS

Em decorréncia dos resultados anteriores, surgiu uma questao sobre qual
fator estaria ocasionando a ativacdo da INOS. Decidimos investigar se poderia haver
um desacoplamento da eNOS, que levaria ao aumento da producdo de O27 e,
portanto, a ativacdo da iNOS. Realizamos a incubacdo com o cofator da eNOS,
BH4, e observamos um aumento na resposta vasoconstritora a fenilefrina apenas
nos anéis expostos ao cobre (Figura 17/Tabela 4). Este achado sugere que a eNOS

estava desempenhando um papel nesse mecanismo na condicdo de
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desacoplamento, aumentando a producdo de anions superoxido. Para confirmar

nossa hipotese de que anions superédxido estavam aumentados no grupo de anéis

expostos ao cobre, realizamos uma incubacdo com o varredor de radicais livres,

Tiron (ImM). A droga foi capaz de aumentar a resposta vasoconstritora a fenilefrina

somente em anéis expostos ao cobre (Figura 18AB/Tabela 5).
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Figura 17: Influéncia da tetra-hidrobiopterina (BH4) nas curvas de concentragao-resposta a fenilefrina

nos grupos (A) Ct e (B) Cu. Cada ponto representa a média + EPM. O namero de animais utilizados é

indicado entre parénteses. *p < 0.05.Cobre vs Controle, ANOVA two way.

Tabela 4: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) das curvas concentragéo-

resposta a fenilefrina em anéis na presenca ou ndo de BH4 dos grupos Controle e Cobre.

Rmax (%) pD,
Controle 104 + 6,1 56+0,4
Cobre 80+6,0* 6,4+0,2
Controle BH4 99 +6,9 6,8+0,4
Cobre BH4 104+35" 58+0,1

Os valores estdo expressos em média e EPM. Teste t-Student ndo pareado, *p<0,05 vs Rmax de

Controle, “p<0,05 vs Rméax de Cobre.

Investigamos também a participacdo da NAD(P)H oxidase na producéo

desses radicais livres. Para isso, realizamos a incubacdo dos anéis com apocinina
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(30uM). A incubagdo com apocinina mostrou uma sensibilidade aumentada frente a
resposta vasoconstrictora a fenilefrina apenas no grupo Cobre (Figura 18CD/Tabela
5). Além disso, corroborando nossos achados funcionais, a producdo de O27in situ

mostrou-se aumentada pela fluorescéncia de DHE (Figura 18E).
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Figura 18: Efeitos do Tiron nas curvas concentracdo-resposta a fenilefrina nos grupos (A) Ct e (B)
Cu. Efeitos do inibidor especifico da NAD(P)H oxidase, apocinina, nas curvas de concentracéo-

resposta a fenilefrina em anéis dos segmentos de aorta (C) Ct e (D) Cu. (E) Microfotografias
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fluorescentes representativas de sec¢des aorticas marcadas com dihidroetidina (DHE) (F) e analise
quantitativa da producédo e/ou biodisponibilidade de O2~. Cada ponto representa a média + EPM. O
ndmero de animais utilizados é indicado entre parénteses. *p < 0.05. Cobre vs Controle, ANOVA two

way.

Tabela 5: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) das curvas concentracao-
resposta a fenilefrina em anéis na presenca ou ndo de Tiron e Apocinina dos grupos

Controle e Cobre.

Rmax (%) pD,
Controle 104 +6,1 56+0,4
Cobre 80+6,0* 6,4+0,2
Controle Tiron 97 + 3,2 6,7 £ 0,06
Cobre Tiron 95 +8,1% 6,8+0,3
Controle Apocinina 98 + 6,3 55+0,2
Cobre Apocinina 83+7,2 6,8+£0,3

Os valores estdo expressos em média e EPM. Teste t-Student ndo pareado, *p<0,05 vs Rméax de

Controle, “p<0,05 vs Rméax de Cobre.

5.5 PARTICIPACAO DA SUPEROXIDO DISMUTASE NA RESPOSTA
VASOCONSTRITORA A FENILEFRINA EM ANEIS EXPOSTOS AO COBRE

Diante do aumento de anions superoéxido, investigamos se a atividade da
SOD poderia estar aumentada no grupo de anéis expostos ao cobre. Realizamos a
incubagdo com o inibidor da SOD, DETCA, e observamos um aumento na
sensibilidade e na resposta maxima a fenilefrina apenas no grupo Cobre (Figura
19B/Tabela 6). Esse achado sugere que o aumento da atividade da SOD poderia
estar levando a um aumento da producédo de peroxido de hidrogénio (H20,). A fim de
investigar um aumento na producdo de peréxido de hidrogénio, foi realizada a
incubacdo com catalase, um varredor desses radicais livres. A incubacdo com
catalase foi capaz de aumentar a resposta vasoconstritora a fenilefrina apenas nos
anéis de expostos ao cobre (Figura 19D/Tabela 6), reforcando o papel do H,0;

como vasodilatador.
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Figura 19: Influéncia do inibidor da superéxido dismutase Cu/Zn, DETCA nas curvas concentragao-
resposta a fenilefrina em anéis adrticos (A) Ct e (B) Cu. Efeitos da catalase nas curvas de
concentracao-resposta a fenilefrina em anéis dos segmentos de aorta (C) Ct e (D) Cu. Cada ponto
representa a média £ EPM. O nimero de animais utilizados é indicado entre parénteses. *p < 0.05.
Cobre vs Controle, ANOVA two way.
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Tabela 6: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) das curvas concentracao-
resposta a fenilefrina em anéis na presenca ou ndo de DETCA e Catalase dos grupos
Controle e Cobre.

Rmax (%) pD,
Controle 104 + 6,1 56+0,4
Cobre 80+6,0* 6,4+0,2
Controle DETCA 117 £3,2 6,6 +0,1
Cobre DETCA 154 + 14,17 760,17
Controle Catalase 109 + 6,2 6,0+0,2
Cobre Catalase 113 +9,3" 6,6+0,2

Os valores estao expressos em média e EPM. Teste t-Student ndo pareado, *p<0,05 vs Rmax de

Controle, “p<0,05 vs Rméax de Cobre.

5.6 PARTICIPACAO DOS CANAIS PARA POTASSIO NA RESPOSTA
VASOCONSTRITORA A FENILEFRINA

Tanto o NO quanto o H,O, atuam nos canais para potassio levando a
hiperpolarizagéo celular e consequente vasodilatacdo (FELETOU, 2009). A fim de
investigar o envolvimento dos canais para potassio na resposta vasodilatadora a
fenilefrina, utilizamos o TEA, um bloqueador néo seletivo de canal para potassio. O
TEA potencializou a resposta vasoconstritora induzida pela fenilefrina apenas nos

segmentos adrticos expostos ao cobre (Figura 20B/Tabela 7).

Para confirmar nossa hipotese de que o H,O, e o NO atuavam nos canais
para potassio e induziam uma resposta vasodilatadora nos anéis expostos ao cobre,
incubamos a catalase com TEA e aminoguanidina com TEA. A co-incubacao aboliu
o efeito vasodilatador observado, somente nos anéis do grupo Cobre (Figura
20CD/Tabela 7).
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Figura 20: Efeito de bloqueadores de canais ndo seletivos para K*, TEA, em anéis (A) Ct e (B) Cu.
(C) Efeitos da co-incubacdo da catalase com TEA e (D) aminoguanidina com TEA nas curvas
concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta dos grupos Ct e Cu. A insercdo mostra
diferencas na dAUC na presenca e auséncia de TEA. Cada ponto representa a média + EPM. O
numero de animais utilizados € indicado entre parénteses. *p < 0.05. Cobre vs Controle, ANOVA two

way.
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Tabela 7: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) das curvas concentracao-
resposta a fenilefrina em anéis na presenca ou ndo de TEA, TEA + Catalase e TEA +

Aminoguanidina dos grupos Controle e Cobre.

Rmax (%) pD,
Controle 104 + 6,1 56+0,4
Cobre 80+6,0* 6,4+0,2
Controle TEA 110+ 16,0 6,1+0,2
Cobre TEA 121 +12,1* 6,1+0,1
TEA + Catalase 96 + 11,4 6,704
TEA + Aminoguanidina 105 + 10,2 6,9+0,2

Os valores estao expressos em média e EPM. Teste t-Student ndo pareado, *p<0,05 vs Rmax de

Controle, “p<0,05 vs Rméax de Cobre.
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6 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo sugerem que a sobrecarga aguda de
cobre reduziu a resposta contrétil a fenilefrina em anéis adrticos de ratos. O aumento
do NO e ac¢les subsequentes nos canais para potassio resultaram em diminuicao da
reatividade vascular a fenilefrina. A sobrecarga de cobre desencadeou o
desacoplamento da eNOS aumentando a producdo de anions superoxido. Além
disso, levou a ativacdo da iNOS e ao aumento da atividade da SOD, o que foi
associado a producao de H,O,. Consequentemente, NO e H,O, foram capazes de
induzir respostas vasodilatadoras em anéis aorticos de ratos pela ativacdo de canais

para potassio.
6.1 MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO E CONCENTRAQAO DE COBRE

A concentracdo usual de cobre no plasma humano esta na faixa de 0,3 a 2,1
Mg/mL para ingestdes de 1,4 a 2,0 mg de cobre/dia (ARNAL; MARRA, 2011).
Segundo Agency for Toxic Substances and Disease Registry (2004), a agua potavel
nao deve conter mais de 1,3 mg de cobre por litro de agua (1,3 mg/L).Estudos
populacionais demonstraram que as concentracdes de cobre no sangue em
individuos saudéaveis sdo de aproximadamente 1ug/mL (ZHANG et al.,, 2015;
ROCHA et al., 2016). Em nosso estudo, utilizamos uma concentracao in vitro dez
vezes maior (10ug/mL) do que a encontrada nessas situacdes, pois nosso objetivo
foi descrever os principais efeitos e mecanismos envolvidos nas acfes téxicas

vasculares causadas pela sobrecarga de cobre.

Em estudo caso controle desenvolvido na China, foi realizada uma
associacdo entre o aumento da concentracdo sanguinea de cobre e
desenvolvimento de morbidades decorrentes do diabetes (LI et al., 2017).No
diabetes tipo 1, a expressao da proteina ATP7A (transportador de cobre / ATPase) e
a atividade da SOD estédo diminuidas em vasos. O transportador de cobre ATP7A é
necessario para a ativacdo completa da SOD (superoxido dismutase extracelular),
gque é secretada pelas células musculares lisas vasculares (VSMCs) e ancorada a
superficie endotelial para preservar a funcédo endotelial pela eliminacdo de anions

superoxido extracelulares (SUDHAHAR et al., 2018). Ou seja, em situacdes de
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aumento da concentracdo sanguinea de cobre e diminui¢cdo da atividade da ATP7A,
a atividade da SOD também pode ser diminuida contribuindo para o

desenvolvimento do estresse oxidativo.

Em pacientes com DM, o aumento do cobre plasmatico provoca o aumento
dos niveis de proteinas glicadas e sua acumulacdo pode contribuir para o
desenvolvimento de outras doencas (NOWOTNY et al., 2015; PINKAS et al., 2016).
A aceleracdo desse processo pode ocorrer através da reacdo de ions cobre com
H,O, para gerar radicais livres e EROs (ALDINI et al., 2013) que reagem muito
rapidamente com glicose. O resultado é a formacdo de muitos compostos
dicarbonilicos mais reativos que participam de um ciclo que produz ainda mais ROS,
gue estdo associadas aos efeitos do envelhecimento (WOLFF et al., 1991), cancer
(LIN et al., 2016), doenca de Alzheimer (DA) (VINA et al., 2004) e doenca de
Parkinson (ZHANG et al., 2000).

6.2 EFEITOS DA EXPOSICAO AO COBRE SOB A REATIVIDADE
VASCULAR A FENILEFRINA E MODULACAO ENDOTELIAL

Observamos uma reducdo na reatividade vascular a fenilefrina nos anéis
aorticos expostos ao cobre. Esta resposta foi acompanhada por um aumento da
modulacdo endotelial. Este resultado mostra que a exposicao a altas concentracdes
de cobre € capaz de diminuir a resposta maxima a fenilefrina por um fator produzido

pelo endotélio.

O desequilibrio entre a producdo de vasoconstritor endotelial e os fatores
vasodilatadores caracteriza a disfuncao endotelial, presente no estagio pré-clinico da
aterosclerose. O aumento da producéo de radicais livres e alteracdes na producao
de NO é importante nesse processo (DAVIGNON; GANZ, 2004). Além disso, tem
sido relatado que o cobre é capaz de oxidar o LDL, contribuindo para o processo de
aterogénese (BREWER, 2007), e também pode afetar a estabilidade da placa
aterosclerética levando a ruptura (TASIC, et al., 2015). Nesse contexto, nossos
achados sugerem que altas concentracdes de cobre podem levar ao aumento da
producéo de fatores endoteliais que quando in vivo contribuiriam para o surgimento

da aterosclerose, assim como de outras patologias.
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O desenvolvimento da aterosclerose é caracterizado por um acumulo de
lipidios e elementos fibrosos nas grandes artérias. Os lipideos que se acumulam nas
placas ateroscleréticas sao principalmente derivados da LDL, que podem filtrar
através do endotélio vascular para a parede da artéria. O LDL aprisionado na parede
da artéria pode sofrer modificag6es, como a oxidacdo. O LDL oxidado €é reconhecido
e absorvido pelos macréfagos na parede da artéria. A presenca de macréfagos
carregados de lipidios (células espumosas) na parede da artéria € uma
caracteristica da aterosclerose (STEINBERG, 1997). O que se sabe é que o cobre
ativa genes colesterogénicos em macréfagos, o que pode fornecer um mecanismo

para a associacao entre este metal e a aterosclerose (BREWER, 2007).

Por outro lado, estudos demonstram os efeitos benéficos do cobre em relacéo
a prevencdo do desenvolvimento da aterosclerose. O acoplamento de
nanoparticulas de sulfeto de cobre a anticorpos visando os receptores TRPV1
(transient receptor potential cation channel subfamily V member 1) atuam como um
interruptor fototérmico para a sinalizacdo de TRPV1 em células musculares lisas
vasculares (CMLVs). Apés a irradiacdo, os aumentos locais de temperatura abrem
canais TRPV1 termo-sensiveis e causam o influxo de Ca*. O aumento do Ca**
intracelular ativa a autofagia e impede a formacdo de células espumosas nas
CMLVs tratadas com lipoproteina de baixa densidade oxidada. Isso sugere que
ligacdo do cobre com os receptores (CuS-TRPV1) pode representar uma ferramenta

terapéutica para atenuar local e temporalmente a aterosclerose (GAO et al., 2018).

Em estudo experimental realizado com coelhos com hipercolesterolemia, a
suplementacao dietética de cobre diminui a aterosclerose na aorta toracica desses
animais. Além disso, essa reducdo é inversamente proporcional a concentracao de
cobre local. Esses autores sugerem que este metal pode exercer um efeito protetor
através de diferentes mecanismos mediados pelo 6xido nitrico. O cobre pode
aumentar a biodisponibilidade do NO aumentando a vasodilatagéo, reduzindo a
pressdo arterial e o0 estresse de cisalhamento. O NO também reduz a agregacao
plaguetaria em locais de disfuncdo endotelial, reduzindo a liberagéo de fatores de
crescimento plaquetario (LAMB et al., 1999). Também tem sido demonstrado que os
ions de cobre podem modular diretamente a acdo de outros fatores de crescimento
implicados na aterosclerose, como a IL-1B8 e (VIGNERI; PURRELLO, 1995)
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desempenhar papel anti-inflamatério (BERTHON, 1993), colaborando nessas

situacOes para a prevencao da doenca.

Esses resultados divergentes descritos acima, sO reforcam a ideia de que é
necessario conhecer a concentracdo sanguinea ideal do cobre para a minimizacédo

do surgimento de doencas associadas a intoxicacdo ou deficiéncias desse metal.

6.3 EFEITO DA EXPOSICAO AO COBRE SOBRE O RELAXAMENTO
DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO ENDOTELIO

O 6xido nitrico é o principal fator vasodilatador produzido pelo endotélio. E
produzido pela eNOS e atua nas células musculares lisas (DAVIGNON, 2004). A
principio, poderiamos supor que o NO seria o fator produzido pelo endotélio,
causador da diminuicdo da reatividade vascular. No entanto, também demonstramos
uma diminuicdo do relaxamento dependente do endotélio causado pela acetilcolina,
gue € dependente do NO. Um resultado semelhante foi encontrado em experimentos
com aortas de coelhos, onde o relaxamento dependente de ACh em vasos
ateroscleroticos foi atenuado, mas um aumento de NO foi encontrado. Os autores
sugeriram um possivel aumento da eNOS nas células musculares lisas (MINOR et
al.,, 1990). No nosso estudo, nossa sugestdo foi que o cobre poderia estar
desencadeando mecanismos de ativacdo de outras isoformas da NOS aumentando
a producao de NO. Nossos resultados confirmaram um aumento da produgéo de NO
via INOS e esses dados serdo comentados posteriormente.

Chiarugi et al. (2002) também demonstraram que a incubacéo prolongada
de anéis adrticos com concentracdes submicromolares de Cu prejudicou o
relaxamento induzido pela ACh e ndo afetou o relaxamento induzido pelos dos
doadores de NO. Estes autores associaram em parte esses achados a presenca de
estresse oxidativo, ja que na presenca de tiron, o prejuizo do ralaxamento do
endotélio foi parcialmente abolido (CHIARUGI et al, 2002). Prejuizos no
relaxamento dependente do endotélio também foram observados por Saari et al.
(1992), porém neste estudo a deficiéncia dietética de cobre também reduziu o

relaxamento em resposta ao nitroprussiato de s6dio em anéis adrticos de ratos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiarugi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163352
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiarugi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163352

79

Esses autores associaram os achados a alteragdesda interagdo do EDRF com o
musculo liso vascular (SAARI et al., 1992).

Bianchini et al. (1999) relatam que a eNOS ¢ inibida pelo Cu apenas quando
o metal é direcionado para o compartimento citoplasmatico por portadores
tipicamente presentes no soro, como ceruloplasmina, histidina ou albumina. Foi
relatado que, quando ligado a ceruloplasmina, o Cu prejudica o relaxamento
dependente do endotélio na aorta isolada de coelho provavelmente por agir
capturando NO (CAPPELLI-BIGAZZI et al., 1997). No nosso estudo a sugestéo foi
que o cobre estaria promovendo um desacoplamento da eNOS, o que poderia
explicar o prejuizo no relaxamento dependente do endotélio observado através da

acao da ACh. Esse desacoplamento foi confirmado através da incubacdo com BH4.

6.4 FATORES ENVOLVIDOS NO EFEITO DO COBRE SOBRE A
RESPOSTA A FENILEFRINA

6.4.1 Efeito da exposi¢cdo aguda ao cobre na via do 6xido nitrico

Sugerimos que a exposicdo ao cobre poderia induzir a producdo de outro
fator vasodilatador endotelial além do NO ou um aumento na producéo de NO por
outra isoforma da NOS. O NO também pode ser produzido pela nNOS e pela iINOS
(FORSTERMANN, 2012). Investigamos através da incubacdo com L-NAME, se a
producéo total de NO seria alterada em anéis expostos ao cobre. O resultado desta
incubacdo mostrou um aumento na producdo de NO, corroborando o aumento do
NO detectado in situ pelo DAF-2.

Apesar do aumento da producdo de NO demonstrada pela incubagédo com L-
NAME, o resultado anterior demonstrou que o relaxamento dependente do endotélio
causado pela acetilcolina foi diminuido em anéis expostos ao cobre. A hipotese
levantada foi que a exposi¢cdo ao cobre poderia estar desencadeando mecanismos
de ativacdo da iINOS e levando ao aumento da producdo de NO. Nossa hipotese foi

confirmada através dos resultados de incubagdo com aminoguanidina.
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A NOS induzivel ndo é expressa comumente nas células endoteliais, mas a
sua expressdo pode ser induzida por citoquinas e outros agentes. A expressao da
enzima pode ser estimulada em praticamente qualquer célula ou tecido, desde que
0S agentes indutores sejam apropriados. Uma vez expressa, a iINOS é
constantemente ativa e ndo é regulada pelo Ca*" intracelular (FORSTERMANN,
2012; FORSTERMANN, 2000). Quando estimulado, produz concentracdes toxicas de
NO, o que, por sua vez, reage com 0S anions superéxidos que produzem
peroxinitrito, o que contribui para o desacoplamento da eNOS (CHEN et al., 2010),

levando a um ciclo vicioso de aumento da produgéo de ROS.

Outros estudos demonstraram o aumento da atividade da iINOS em situacfes
de exposicdo ao cobre. Em investigacdo sobre os efeitos do cobre na resposta
inflamatéria e os papéis protetores das proteinas de choque térmico (Hsps) em
testiculos de frango, os resultados mostraram que a atividade e o nivel da iINOS
foram aumentadas em comparacdo com o grupo controle. Os niveis de mRNA de
citocinas pro-inflamatdrias e fatores inflamatorios foram aumentados como um todo.
(SHAO et al., 2018).

A concentracdo sérica de cobre € maior que o normal em varias doencas
inflamato6rias em humanos e animais de laboratério (LEWIS, 1984), assim como em
situacOes de infeccdo, doencgas cronicas e neoplasias (BESHGETOOR; HAMBIDGE,
1998). Sugere-se que 0 aumento da ceruloplasmina € provavelmente responsavel
pelo aumento do cobre sérico nas condicbes supracitadas (LEWIS, 1984). A
ceruloplasmina responde como uma proteina reativa de fase aguda ao estresse e
trauma (BESHGETOOR; HAMBIDGE, 1998). E formada principalmente por
hepatécitos, mondcitos e macréfagos ativados. O nivel plasmatico de ceruloplasmina
quase duplica em resposta a inflamacéo, trauma ou infeccdo (VASSILIEV et al.,
2005). Pelo menos trés atividades da ceruloplasmina sdo consistentes com 0s
achados de aumento da concentracdo em respostas inflamatérias: antioxidante,
bactericida e ferroxidase (BAKHAUTDIN et al., 2013).Sabe-se ainda que a ligacao
da ceruloplasmina com cobre é um pré-requisito para a inibicdo do fator inibitério da
migracdo de macréfagos (MIF), uma citocina pré-inflamatéria (KOSTEVICH et al.,
2015).
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Esses estudos demonstram um aumento das concentracbes de cobre em
situacdes de inflamacéo, porém em decorréncia do aumento da ceruloplasmina. No
nosso estudo, nossa hipétese € que o cobre € um fator responsavel pelo

desenvolvimento de uma situagao inflamatoria.

6.4.2 Efeito da exposi¢cao aguda ao cobre na via do estresse oxidativo

Estudos anteriores relataram que o cobre pode modular diretamente a
atividade da NOS, devido ao fato desta enzima envolver reacdes catalisadas por
heme e ferro, que possuem propriedades semelhantes ao cobre (IGNARRO, 1990;
PLANE et al., 1997). Nossa sugestdo é que a sobrecarga de cobre, poderia levar ao
desacoplamento da eNOS através de sua interacdo com o ferro ou zinco dessa
enzima (Figura 4). O desacoplamento desta enzima aumentaria a producdo de
radicais livres, que estavam levando a ativagdo da iNOS. Confirmamos nossa
hipétese de que a eNOS estaria desacoplada através da incubacdo com BH4. Além
disso, nossos resultados também mostraram que a incubacdo com o varredor de
anion superoxido, tiron, aumentou a sensibilidade vascular a fenilefrina apenas no
grupo no Cobre. Sugerimos também que a reatividade aumentada observada nos
aneéis expostos ao cobre incubados com tiron, pode ser explicada pelo aumento da
producdo de um radical livre vasodilatador, que € o peroxido de hidrogénio.
Posteriormente discutiremos o0s resultados da incubacdo com a catalase, que
confirmaram nossa hipétese de aumento de peroxido de hidrogénio. Para finalizar,
confirmando os dados funcionais, as aortas do grupo Cobre apresentaram uma

producdo aumentada de anions superoxido, avaliada in situ pela técnica de DHE.

Um dos principais fatores responsaveis pela ativacdo da iNOS é o fator
nuclear-kB (NF-kB). O NF-kB é aumentado principalmente em condi¢cdes de estresse
oxidativo (BAEUERLE, 1998). A producdo aumentada de estresse oxidativo estimula
cascatas de sinalizacao incluindo a proteina quinase C e a proteina quinase ativada
por mitogeno (MAPK), levando a translocacdo nuclear de fatores de transcricao
como o NF-kB e a proteina ativadora-1 (AP-1) para se ligar ao DNA (SCHLEICHER,;
FRIESS, 2007). Esses fatores de transcricao estdo envolvidos na regulagédo de uma
variedade de moléculas celulares, como a NAD(P)H oxidase (MANEA et al., 2008).

Para avaliar a participacdo da NAD(P)H oxidase, realizamos a incubacdo com
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apocinina. E ao contrario do que esperavamos este estudo também encontramos
uma reatividade aumentada a NAD(P)H oxidase. Esta resposta pode ser explicada
pelo fato de que a NAD(P)H oxidase poderia estar levando a uma consequente
producdo de um fator vasodilatador que € H,O, produzido pela dismutacdo de
anions superoxido a partir da SOD. A ativacao dessa enzima e da iNOS, poderiam
estar levando a geracao de um ciclo vicioso de ROS.

Muitas alteracdes celulares sdo mediadas direta ou indiretamente através da
modulacdo da via de sinalizagdo do fator nuclear-kB (ALLEN; TRESINI, 2000). O
NFkB, tem sido reconhecido como um importante fator no controle das respostas
celulares ao estresse oxidativo. NF-kB esta envolvido na regulacdo de um grande
namero de genes que controlam varios aspectos da imunidade e resposta
inflamatoria, incluindo citocinas, quimiocinas, lipidios mediadores, enzimas,
moléculas de adesédo e Oxido nitrico (ALI; MANN, 2004). Nas células em repouso, a
localizacdo nuclear do NF-kB é dificultada pela ligacdo da proteina inibidora 1kBa,
gue sequestra o NF-jB no citoplasma (VIATOUR et al., 2005). A ativacdo do NFkB
pode ter varias consequéncias fisiologicas e tem sido implicada na proliferagéo,
diferenciacéo e sobrevivéncia celular pela inducdo de proteinas antiapoptoticas. No
entanto, o NFkB é mais conhecido por seu papel no sistema imunologico, onde atua
como um importante regulador positivo da resposta inflamatéria (VIATOUR et al.,
2005).

Esta bem descrito que o cobre é um co-fator para a atividade de varias
enzimas, dentre elas a superéxido dismutase (Cu, Zn-SOD) (GAETKE, 2014). A
deficiéncia de cobre pode levar a diminuicdo da atividade dessa enzima (URIU-
ADAMS et al., 2005) enquanto a suplementacdo com metal pode restaurar a
atividade do cobre, Zn-SOD (HARRIS, 1992; FERNS et al., 1997). Portanto,
levantamos a hipétese de que a atividade da SOD poderia ser aumentada devido ao
aumento da concentracdo de cobre. De fato, demonstramos através da incubacéo
com DETCA um maior envolvimento dessa enzima no grupo de anéis expostos ao
cobre. No entanto, vale a pena mencionar que o aumento da atividade da SOD pode
ser explicado também como um efeito compensatorio para o aumento da producéo
de anions superéxido (NUNES et al., 2015).
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Como mencionado anteriormente, o aumento da atividade da SOD pode levar
a producdo de um fator vasodilatador, o peréxido de hidrogénio (FELETOU, 2009).
N&s demonstramos através da incubacédo com a catalase, uma producdo aumentada
de peréxido de hidrogénio. Esta incubacdo com catalase corrobora nossos achados
anteriores de diminuicdo da reatividade vascular encontrados nas incubagdes com
apocinina e tiron, que sugerem um aumento na producao de peroxido de hidrogénio
por meio do aumento da producdo de anions superoxidos derivados da NAD(P)H
oxidase. Esta bem descrito que em certas situacdes, o peroxido de hidrogénio pode
atuar nos canais para potassio levando a uma resposta vasodilatadora (FELETOU,
2009; NUNES et al., 2015). Assim, para investigar o envolvimento de canais para
potassio, realizamos a incubacdo com TEA. A incubacdo com esse farmaco
aumentou a reatividade vascular induzida pela fenilefrina, sugerindo um maior

envolvimento dos canais para potassio nos anéis expostos ao cobre.

Até o0 momento, mostramos uma reducédo na reatividade vascular a fenilefrina
em anéis aorticos expostos ao cobre, acompanhados pela producdo de NO a partir
da iINOS e producao de peréxido de hidrogénio. Ambos os fatores podem atuar nos
canais de potassio e produzir relaxamento vascular (FELETOU, 2009). A fim de
esclarecer qual dos fatores estaria diminuindo a reatividade vascular nos anéis
expostos ao cobre, realizamos a co-incubacdo com TEA-aminoguanidina e TEA-
catalase. Ambas as incubacdes foram capazes de abolir a reducdo da reatividade
vascular em anéis expostos ao cobre. Estas respostas sugerem que tanto o NO
quanto o peréxido de hidrogénio estariam reduzindo a reatividade vascular através

da atuacao nos canais para potassio nos anéis de aorta expostos ao cobre.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os principais achados deste estudo sugerem que a sobrecarga aguda de
cobre reduz a resposta contratil a fenilefrina em anéis adrticos de ratos. O aumento
do NO e acOes subsequentes nos canais para potassio resultaram em
vasodilatacdo. A sobrecarga de cobre desencadeou o desacoplamento da eNOS
aumentando a producdo de anions superoxido. A sobrecarga de cobre levou a
ativacdo da iINOS e ao aumento da atividade da SOD o que foi associado a
producdo de H,0,. Consequentemente, NO e H,O, foram capazes de induzir
respostas vasodilatadoras em anéis aodrticos de ratos pela ativagdo de canais para
potéssio. Estes resultados demonstram que o cobre em altas concentracfes é capaz
de desencadear mecanismos que alteram a regulacdo do tonus vascular. Nosso
estudo aponta para o aumento da concentracdo sanguinea de Cu como fator de
risco para morbimortalidade cardiovascular e ressalta a importancia da compreensao
dos mecanismos pelos quais o cobre pode afetar as funcdes vasculares, sugerindo
gue a regulacdo das concentracdes sanguineas deste metal possa ser um alvo

terapéutico potencial para a prevencdao e tratamento de doencas cardiovasculares.
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7.1SUMARIZACAO DOS RESULTADOS
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Figura 21: A exposi¢cdo a altas concentragbes de cobre promove o desacoplamento da eNOS,
levando ao aumento da producédo de superdxido e ativacéo da iNOS. A ativagdo da iINOS aumenta a
producédo de 6xido nitrico e contribui para o aumento da producéo de superéxido a partir da NAD(P)H
oxidase. O aumento desses radicais livres induz um aumento da atividade da SOD, contribuindo para
a formacgéo do peroxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio e o 6xido nitrico atuam nos canais

de potassio promovendo a reducéo da reatividade vascular.
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