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RESUMO

INTRODUCAO: Os organoestanhos como o tributilestanho (TBT) sdo contaminantes
ambientais com efeito citotdxico. Animais expostos cronicamente ao TBT
apresentam disfuncao da reatividade vascular associada ao aumento da produgao
de espécies reativas de oxigénio (EROs). O objetivo deste estudo foi investigar o
efeito de uma unica exposigdo ao TBT. A reatividade vascular de anéis isolados de
aorta de ratas foi avaliada 24 horas apds a exposicdo a uma dose unica de TBT (500
ng/kg) por gavagem. METODOLOGIA: Ratas Wistar (240-260 g) foram divididas nos
grupos controle (CT), e expostas a dose unica de TBT. A aorta foi isolada e cortada
em anéis, que foram imersos em solucdo de Krebs submetidos a curva
concentragdo resposta da fenilefrina (FE), L-N®-nitroarginina metil ester (L-NAME),
Apocinina, Tiron e Losartan. A resposta vasodilatadora foi avaliada através do
relaxamento de doses crescentes de Acetilcolina (ACh). Além disso, foi medida a
presenca de EROs através da intensidade da fluorescéncia produzida pela oxidacao
do dihidroetideo (DHE). Os dados foram expressos como meédia + EPM e
analisados por ANOVA 2 vias ou teste t ndo pareado com significancia de p<0,05.
Os devidos protocolos foram aprovados pela Comisséo de Etica em Experimentacéo
Animal UFES (Protocolos 27/2016). RESULTADOS: Os anéis de aorta do grupo
TBT apresentaram redugéo da sensibilidade (pD;) e da resposta maxima (Rmax) a
ACh (pD, TBT: 6,37 £ 0,27* vs CT: 7,3 £ 0,25; Rmax TBT: 77 + 5,18* vs CT: 92,9 +
1,88%; *p < 0,05 vs CT), e aumento da resposta maxima e da sensibilidade a FE
(Rmax: TBT: 142 £ 7,2** vs CT: 110 £ 4% KCI, ** p < 0,01; pD,: TBT: 7,68 + 0,08* vs
CT: 7,19 + 0,13 % KCI, *p < 0,05 vs CT). A incubacédo dos anéis de aorta com L-
NAME aumentou a reatividade a FE em ambos os grupos (Rmax TBT: 142,2 + 7,2
vs TBT L-NAME: 175 + 7,8%e CT: 110 + 4 vs CT L-NAME: 165,7 + 8,6** % KCI, * p <
0,05 vs TBT; ** p < 0,01 vs CT). Entretanto, a area abaixo da curva (dAUC %) foi
menor no grupo TBT vs CT (CT: 52,4 + 4,61 vs TBT: 35,8 £ 4,31* p < 0,05). A
resposta maxima a FE foi reduzida no grupo TBT apds incubagdo com Apocinina,
Tiron, Catalase e Losartan (TBT: 142 = 7,2 vs TBT APO: 102,9 + 542" * TBT
TIRON: 104,3 + 9,3** TBT Catalase: 89,16 = 9,65" *; TBT LOS:101,8 + 7,38" * %
KCI; *# p< 0,01 vs TBT). A aorta dos animais expostos ao TBT apresentaram
aumento de EROs. CONCLUSAO: Concluimos que 24 h apds a exposicdo a uma
unica dose de TBT 500 ng/kg, causa disfungao endotelial, aumento da resposta
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vasoconstrictora a fenilefrina e reducéo da resposta vasodilatadora a acetilcolina que
parece ser mediada pelo estresse oxidativo vascular.

Palavras-Chave: Espécies Reativas de Oxigénio, Tributilestanho, Endotélio
Vascular, Reatividade Vascular, Aorta.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Organotins such as tributyltin (TBT) are environmental
contaminants with a cytotoxic effect. Animals chronically exposed to TBT have
vascular reactivity dysfunction associated with increased production of reactive
oxygen species (ROS). The aim of this study was to investigate the effect of a single
exposure to TBT. Vascular reactivity of isolated female rat aorta rings was evaluated
24 hours after exposure to a single dose of TBT (500 ng / kg) per gavage. METHOD:
Wistar rats (240-260 g) were divided into control (CT) groups, and exposed to a
single dose of TBT. The aorta was isolated and cut into rings, which were immersed
in Krebs solution submitted to the concentration response curve of phenylephrine, L-
NG-nitroarginine methyl ester (L-NAME), Apocynine, Tiron and Losartan. The
vasodilatory response was assessed by relaxing the increasing doses of
Acetylcholine (ACh). In addition, the presence of ROS was measured by the intensity
of the fluorescence produced by the oxidation of the dihydroetide (DHE). Data were
expressed as mean + SEM and analyzed by 2-way ANOVA or unpaired t-test with
significance of p <0.05. The protocols were approved by the Ethics Committee on
Animal Experimentation UFES (Protocols 27/2016). RESULTS: The aortic rings from
the TBT group showed reduction of sensitivity (pD2) and the maximum response
(Rmax) to ACh (pD2 TBT: 6.37 + 0.27 *vs CT: 7.3 £ 0.25; Rmax TBT: 77 £ 5,18 * vs.
CT: 929 £ 188 * * p <0.05 vs CT), and increased maximal response and
phenilefrine sensitivity (Rmax: TBT: 142 £ 7.2 ** vs CT : 110 £ 4% KCI, ** p <0.01;
pD2: TBT: 7.68 £ 0.08 * vs. CT: 7.19 + 0.13% KCI, * p <0.05 vs. CT). A incubation of
the aortic rings with L-NAME increased the reactivity to phenilefrine in both groups
(Rmax TBT: 142.2 £ 7.2 vs TBT L-NAME: 175 £ 7.8 # and CT: 110 + 4 vs. CT L-
NAME: 165, 7 + 8.6 **% KCI, # p <0.05 vs TBT, ** p <0.01 vs CT). However, the area
under the curve (dAUC %) was lower in the TBT vs CT group (CT: 52.4 + 4.61 vs
TBT: 35.8 + 4.31 * p <0.05). The maximum response to phenilefrine was reduced in
the TBT group after incubation with Apocinin, Tiron, Catalase and Losartan (TBT:
142 + 7.2 vs TBT APO: 102.9 + 5.42 *# TBT TIRON: 104.3 + 9, TBT: 101.8 + 7.38 %
KCI; ## p <0.01 vs TBT). ROS was increased in the aorta of the animals exposed to
TBT. CONCLUSION: We conclude that 24 hours after exposure to a single dose of
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500 ng / kg TBT causes endothelial dysfunction, increase in the vasoconstrictor
response to phenylephrine and a reduction in the vasodilatory response to

acetylcholine that appears to be mediated by vascular oxidative stress.

Keywords: Reactive Oxygen Species, Tributyltin, Vascular Endothelium, Vascular
Reactivity, Aorta.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Utilizagdo dos compostos organoestanicos

Os compostos organoestanicos (OTs) sao classificados como mono-, di-, tri- ou tetra
organoestanicos (SNOEIJ; PENNINKS; SEINEN, 1987), séo liquidos incolores ou de
cor amarela; lipofilicos; soluveis em etanol, heptano, benzeno e tolueno (STAREK,
2009). Dentre os OTs que apresentam maior atividade biolégica e,
consequentemente aplicagdo comercial, sdo os triorganoestanicos. Esses
compostos sado utilizados como conservantes de madeira, estabilizadores de cloreto
de polivinila (PVC), fungicidas e biocidas (GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA,
2003; CAO et.al., 2009; NENG; SANTALLA; NOGUEIRA, 2014). Os Tributilestanhos
(TBT) sao utilizados em: biocidas (particularmente lesmas), em redes de pesca, nas
tintas anti-incrustantes e em desinfetantes hospitalares, o uso como aditivos para
tecidos de algodédo, papel, e tintas utilizadas em habitagbes; o arrefecimento em
sistemas de centrais elétricas e de fabricas de celulose, de papel, de cerveja, e de
curtumes (BARNES; STORNER, 1959; SNOEIJ; PENNINKS; SEINEN, 1987).
Entretanto, o principal uso do TBT € como biocida em tintas anti-incrustante para
embarcagoes (OGATA et. al, 2001; OMAE, 2006).

O TBT possui elevada atividade toxica contra fungos e bactérias, sendo eficaz
principalmente contra bactérias Gram-positivas. Devido ao alto potencial toxico para
os peixes e fitoplancton, seu uso irregular na agricultura e o excesso de aplicagdes
maritimas estdo relacionados a contaminagées ambientais importantes (NICKLIN;
ROBSON, 1998).

O TBT também é considerado um desregulador enddcrino capaz de inibir a
aromatase. Sua exposi¢cao em ratas gravidas promove redugdo do ganho de peso
materno, aumento no numero de abortos apos implante do embrido e diminuicdo do
peso fetal. Além disso, ocorre também a redugdo dos niveis séricos de tiroxina e
triiodotironina  (ADEEKO et.al.,, 2003). Agentes causadores de desregulagao
enddécrina como o TBT, podem promover disfungdo mitocondrial que prejudica as

reserva e os niveis de ATP. Também sao capazes de gerar prejuizo na producgéo e
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secrecdo de alguns hormoénios, dentre eles o que regulam o apetite, e isso pode
induzira obesidade (RAJAMANI et. al., 2017).

1.2. Degradagéao do Tributilestanho

A degradagdo do TBT ocorre por meio de processos bidticos e abidticos,
ocasionando a perda progressiva do grupo butil ligado ao atomo de estanho e,
assim, resultando nos seus derivados dibutilestanho (DBT) e monobutilestanho
(MBT) até o estanho (Sn**) (TBT — TBT* — DBT?** — MBT** — Sn*"). (HOCH,
2001; GADD, 2000).

Ao comparar alguns organoestanicos o TBT apresenta uma menor fragdo de
degradagao (HOCH, 2001). A principal forma de degradacéo abidtica do TBT é a
fotdlise, e a bidtica € por micro-organismos como: fungos, algas e bactérias
(ALZIEU, 2000; OMAE, 2006; HOCH, 2001).

1.3. Tintas anti-incrustantes a base de compostos organoestanicos

Os organoestanhos podem chegar ao ambiente por meio de diversas utilizagbes
industriais e agricolas (HOCH, 2001; GADD, 2000). Uma das principais utilizagbes
do TBT é em tintas anti-incrustantes, pois os cascos das embarcacdes imersas no
mar, independentemente do periodo, estdo sujeitas a incrustagdo de crustaceos e
algas. Tal ocorréncia leva a reducdo da eficiéncia operacional e, consequentemente,
do aumento nos custos, principalmente devido ao aumento no consumo de
combustivel pelas embarcacées. Uma incrustagdo de 10 uym no casco pode
desencadear o aumento de 0,3 a 1% no consumo de combustivel. Para isso, uma
forma de reduzir a adesdo é a utilizacdo de tintas anti-incrustantes (GODOI;
FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003).

Essas tintas podem ser de diferentes tipos; as que possuem maior duracdo sio as
copolimeros, no qual liberam o biocida a uma taxa sempre constante. Sua protegcao
contra a incrustacdo pode durar de 5 a 7 anos devido a taxa de liberacdo da tinta
copolimera ser mais lenta (HOCH, 2001).
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No inicio dos anos 80, foram encontradas conchas anormalmente finas de ostras
que se encontravam em aguas contaminadas com os agentes anti-incrustrantes.
Entdo a partir desse periodo surgiram varios estudos demonstrando os efeitos
toxicos desses compostos organoestanicos (OTs) (GODOI; FAVORETO;
SANTIAGO-SILVA, 2003; GODOI et.al., 2003b). Com isso foram realizados
monitoramentos ambientais, identificando-se o TBT como o principal responsavel
pelo desenvolvimento de caracteres masculinos em fémeas de diversas espécies de
gastrépodes, sendo esse fendmeno conhecido como imposex (ALZIEU, 2000). O
grau de desenvolvimento do imposex também esta relacionado aos niveis de
contaminacao pelo TBT, os quais sdo maiores proximos de portos e marinas, onde
as embarcagdes atracam (GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003)

Devido a toxicidade do TBT e suas implicagbes em organismos marinhos, a
Organizacdo Maritima Internacional (OMI), aprovou a Resolucdo A.895(21) que
proibe o uso de organoestanicos nos navios (incluindo plataformas fixas e flutuantes
e unidades de armazenamento) e que foi adotada em 2001. Entretanto, no Brasil, o
termo foi assinado em 13 de novembro de 2002, que sé entrou em vigor em
novembro de 2007 - NORMAM-23/DPC (2007). Essas normas sao aplicadas tanto
em embarcagdes brasileiras quanto em embarcagdes estrangeiras que atracarem no
Brasil. Elas visam estabelecer procedimentos para controlar o uso de anti-
incrustantes prejudiciais ao meio ambiente ou a saude humana (BRASIL, 2007).

Apesar de haver legislacdo, a falta de fiscalizacdo € um dos obstaculos para se
controlar a contaminacdo do ambiente pelos OTs. Nos Estados Unidos (EUA), em
2014, ainda existiam industrias comercializando e vendendo tintas a base de TBT.
(TBT-based antifouling paints remain on sale; Correspondence/Marine Pollution
Bulletin, 2014).
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1.4. Toxicidade dos compostos organoestanicos

A toxicidade dos OTs esta relacionada com a quantidade de Sn presente, essa
aumenta com a adi¢cdo de Sn, e possui maxima toxicidade em compostos com trés
radicais, como o TBT (GUI-BIN; QUN- FANG,; BIN, 2000).

A toxicidade dos OTs esta relacionada a diversos fatores, dentre eles: o tempo de
meia vida (T1/2) e a sua biodisponibilidade, que em ambiente aquatico podem variar
de seis dias até algumas semanas. Além disso, alguns fatores ambientais como o
pH, a temperatura, a turbidez e a luminosidade interferem nessa toxicidade
(SARRADIN et. al.,, 1995). No mar, o T1/2 é de aproximadamente 17 dias na
temperatura de 28°C; ja os sedimentos contendo o TBT possuem maior T1/2,
variando de dois anos até varias décadas (DE CARVALHO OLIVEIRA et al., 2010).

Os triorganoestanicos sao adsorvidos como particulas de suspensao, devido sua
baixa solubilidade e mobilidade em ambientes aquaticos, onde se encontram
associados aos sedimentos de argila e s&o téxicos mesmo em baixas concentragdes
(HOCH, 2001). A maior parte do TBT presente na agua esta ligado a essas
particulas, enquanto que o restante esta ligado a matéria organica dissolvida e a
ligantes orgénicos e inorganicos (DOS SANTOS, 2008). Quando as concentragbes
de TBT estdo muito elevadas, a sua degradacéo bioldgica pode ser inibida, devido a
elevada toxicidade para esses organismos (MARTINS; VARGAS, 2013).

1.5. Fontes de exposi¢cao humana

Para os seres humanos, existem principalmente duas formas de contaminagéo pelos
TBT, sendo estas: a contaminacéo pelo consumo de alimentos, através da dieta, e a
exposic¢ao indireta por algum produto contendo tais substancias, como demonstrado
na figura 1 (HOCH, 2001). A contaminagao dos peixes € principalmente devido aos
sedimentos e agua contaminada por tintas anti-incrustantes. Ja os produtos
agricolas (vegetais, batatas, acgucar), pela contaminagcdo com agrotdxicos e
pesticidas (CAO et.al., 2009).
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A absorgao do TBT pelo trato gastrointestinal varia de 20 a 50 % (dependendo do
veiculo), porém através da pele, dos mamiferos, reduz para cerca de 10 % (WHO,

1999).
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Figura 1: Fontes de exposicdo humana aos compostos organoestanicos. HOCH, 2001.

1.6. Contaminagao ambiental

A concentragdo de TBT encontrado nos peixes depende da capacidade de
acumulagao desses compostos em cada espécie, consequentemente o consumo
desses peixes contaminados pode representar um risco a saude (LEE; HSIEH;
TIEN, 2006). Os animais marinhos que mais acumulam TBT sdo os moluscos
bivalves (CAO et.al., 2009).
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OTs sao encontrados nos sedimentos de diversos continentes, como na América do
Sul, América do Norte, Europa e Asia (CASTRO; PERINA; FILLMANN, 2012). Na
Ameérica do Sul, as maiores concentracdes sao encontradas no Mar del Plata, na
Argentina (CASTRO; PERINA; FILLMANN, 2012).

Um levantamento biolégico-quimico integrado foi realizado na Baia da Guanabara
para investigar os niveis de contaminagao por substancias organicoestanicas. Foram
encontrados sedimentos com uma concentragdo do TBT variando entre 10-522 ng
(Sn ng/g), sendo as que as maiores concentra¢des estavam proximas dos estaleiros
navais (FERNANDEZ et.al.,, 2005). Godoi et. al. (2003b), avaliaram as
concentracdes de TBT, DBT e MBT, em sedimentos de cinco locais diferentes, na
costa paulista, encontrando concentragdes entre 17 a 847 ng (Sn ng/g). Guaruja foi

a cidade que apresentou a maior concentracdo de TBT dentre as analisadas no
estudo.

Concentragdo (Sn ng/ g dw)
Areas Costeiras da América do Sul 0 1000 2000 3000 4000 5000
Costa de Sie Paule, Brasil (GODOI et.al.,2003b)
Baia de Guanabara, Brasil (Almeida et aI.ZDﬂF_ }
Baia de Guanabara, Brasil (Fernandez et aI.EUUE_ sasil
Baia de Paranagua, Brasil (Santos et.al. 2009)
Bahia Blanca, Argentina (Delucchi et.al.,2006)
Mar del Plata, Argentina (Goldberg et.al.,2004) | i/ 6500
4 14000
Crystal Lake, EUA (Landmeyer et.al., 2004} {25 g
Costa Sanriku, Japdo (Harino et.al., EUW r {4 14000
Porto Barcelona, Espanha (Diez et.al., ZUIJ_ﬂ

aTBT DBT =MBT

Figura 2: Concentracbes mais altas de butilestanho (Sn ng/g dw) detectadas em sedimentos
superficiais da América do Sul em comparagdo com outras determinagdes mundiais. Modificado
CASTRO; PERINA; FILLMANN, 2012.

Ja no estado do Espirito Santo, Costa et. al. (2014) analisaram amostras de
sedimentos de 6 pontos da costa (Praia formosa, Ilha do Frade, Ilha do Boi, Praia da
Direita, estacao 5), sendo encontrados altos niveis de contaminagao por compostos

organoestanicos nos sedimentos, com os valores para TBT variando entre 383,7 e
7173 ng/g.
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Tabela 1: Concentragbes de Tributilestanho (ng/g + desvio padrao relativo) para

estacdes analisadas ao longo da costa de Vitéria, sudeste do Brasil (DE COSTA et.al.,
2014).

Local Concentragao de TBT (ng/g)
Canal da Passagem (ES) 717315
late Clube (ES) 448 + 22
llha do Frade (ES) 398+ 9
llha da Fumacga (ES) 509 +5

1.7. Distribuicdo e Toxicidade do Tributilestanho

No metabolismo dos mamiferos, os metabolitos do TBT s&o detectaveis no sangue
dentro de 3 horas apds a administragdo. Porém em outros organismos como 0s
moluscos, seu metabolismo é mais lento tornando a capacidade de bioacumulacao
maior (WHO, 1997).

O TBT se distribui em diversos tecidos, sendo capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e a barreira placentaria, sendo armazenado rapidamente entre os
tecidos (figado, rins, sistema imune e reprodutivo) (MITRA et.al, 2013). Bertuloso et.
al. (2015) demonstraram que ratas expostas, por 15 dias, a 0,1 pg/kg de TBT
apresentaram alteragdes metabdlicas no figado, pancreas e tecido adiposo.
Segundo de Araujo et. al. (2018), ratas tratadas por 30 dias com TBT, na dose de
100 ng/Kg, apresentaram ciclo estral irregular, alteracdes nos niveis dos hormonios
sexuais ovarianos e do desenvolvimento folicular ovariano. Além disso, esses
animais possuiam adipogénese ovariana alterada com aumento dos niveis de
colesterol e acumulo de lipidios (DE ARAUJO et.al., 2018).

Um estudo com ratos machos demonstrou que a exposi¢ao por 30 dias ao TBT (1 e

5 mg/kg) foi capaz de aumentar os niveis de estanho no figado, rins, sangue e
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pulmdo (MITRA et.al., 2013). Nesse trabalho, foi possivel verificar o aumento da
concentragdo sérica das espécies reativas de oxigénio, sem a alteragdo da
peroxidagao lipidica. Outro achado foi a redu¢do da viabilidade celular no grupo
exposto ao TBT, porém quando administrado agentes antioxidantes, esses foram

capazes de aumentar a viabilidade celular (MITRA et.al., 2013).

Segundo Ogata et. al. (2001), os compostos organoestanicos sdo capazes de induzir
uma sindrome enddcrina, referida como imposex, no qual ocorre a super imposicao
da genitalia masculina em fémeas, levando a alteragbes das fungdes reprodutivas.
Podratz et.al. (2015), demonstraram que a exposi¢cdo aos organoestanicos causa
alteragcdes morfofisioldgicas em tecidos ovarianos e uterinos, além de causar

desequilibrios nos hormonios sexuais.

O TBT possui intensa agédo neurotdxica. O tratamento por 3 dias com TBT (entre 30
e 50 nM) promoveu morte neuronal. A citotoxicidade do TBT foi mais grave em
neurdnios imaturos, pois foi capaz de prejudicar as sinapses (YAMADA et.al., 2010).
Em células humanas o TBT reduziu a expressdao de genes responsaveis pela
diferenciacdo neural. A neurotoxicidade gerada pode ser devido a disfungéo
mitocondrial (YAMADA et.al., 2018).

Em células de neuroblastoma humano, o TBT nas concentragdes de 250 nM a 2 yM,
por 24 horas, foi capaz de reduzir a viabilidade celular. Nas concentragdes de 50 e
100 uM, o TBT causou a fragmentacdo do DNA do neuroblastoma, e na
concentracdo de 5 pM, causou morte celular com danos na membrana celular
(FERREIRA et.al., 2013).

1.8. Efeitos vasculares do TBT

A disfungdo endotelial esta ligada aos fatores de risco para as doencgas
cardiovasculares. Sendo o TBT capaz de alterar a fungao vascular, tanto em artérias
de condutancia quanto de resisténcia. Na aorta, a exposicao ao TBT, por 15 dias, na
dose de 100 ng/Kg, foi capaz de aumentar a deposig¢ao de colageno e a produgao de
espécies reativas de oxigénio, podendo ser capaz de levar a uma disfungéo

endotelial (RODRIGUES et.al.,, 2014). Em artérias mesentéricas de resisténcia, a
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exposicado ao TBT na dose de 500 ng/kg por 15 dias, foi capaz de promover rigidez
arterial e aumentar a deposi¢cdo de colageno, a velocidade da onda de pulso e a
expressao vascular dos receptores de angiotensina Il. Além disso, a produgado das
EROs estava aumentada, provavelmente por ativagdo da NADPH oxidase (RIBEIRO
JUNIOR et.al., 2016).

Um estudo demonstrou que apds 48 horas de exposi¢cdo ao TBT, foi detectado efeito
citotoxico nas células endoteliais e apoptose celular (BERNARDINI et.al., 2016).
Além disso, observa-se um efeito dependente da dose, pois em 24 horas de
exposicdao ao TBT, observou-se que ao aumentar sua concentracdo houve uma
reducao da viabilidade celular e aumento de apoptose e necrose celular, das células
endoteliais de mamiferos (BOTELHO et.al., 2015).

1.9. Regulacéo da reatividade vascular

1.9.1. Musculo liso vascular

A estrutura vascular das artérias € composta de trés camadas, sendo elas a tunica
adventicia, tunica média e tunica intima. A composi¢cdo histolégica da camada
média € principalmente de células musculares lisas, diferente das camadas externa
e interna que s&o compostas principalmente de tecido conjuntivo e células
endoteliais (WYNNE; CHIAO; WEBB, 2009).

Diversas sinalizacdes extracelulares, como neurais, humorais, ibnicas e mecanicas,
sao capazes de produzir contragdo ou relaxamento do musculo liso vascular, no
qual, a regulacdo do diametro e tébnus vascular é mediada pelo equilibrio entre a
contracéo e relaxamento vascular (WOODRUM; BROPHY, 2001).

A contragcdo do musculo liso vascular € iniciada por aumento nas concentracdes de
Ca?" intracelular. Esse, por sua vez, pode ser obtido pelo influxo de calcio
extracelular através dos canais de Ca®" controlados por voltagem, presentes na
membrana plasmatica celular, que por sua vez promovem a liberagdo de Ca** pelo
reticulo sarcoplasmatico (RS). Esse influxo de calcio ocorre devido a sua maior

concentracdo no meio extracelular em comparagdo como intracelular. A contragao
29



do musculo liso vascular esta associada a fosforizagao da cinase da cadeia leve da
miosina (CCLM) dependente da interagdo do Ca?* coma calmodulina. A CCLM
fosforilada permite a interagdo das pontes cruzadas entre actina-miosina resultando
na contracdo muscular. O relaxamento do musculo liso vascular depende da
redugdo da concentragdo de Ca?* intracelular, principalmente via recaptacéo para o
reticulo sarcoplasmatico por meio da bomba de Ca?* (SERCA). A reducdo da
concentracao de Ca?*intracelular permitira a dissociagao entre o complexo calcio-
calmodulina e a desfosforilagdo da cinase da cadeia leve da miosina pelas
fosfatases (WOODRUM; BROPHY, 2001; SOMLYO AP, SOMLYO AV. 2003; WEBB,
2003; WAMHOFF; BOWLES; OWENS, 2015; LIU; KHALIL, 2018). O endotélio
possui também um importante papel na produgao e liberagéo de fatores que regulam

o tébnus vascular

1.9.2. Endotélio vascular

Diversas doencas cardiovasculares estdo associadas a alteracdo do relaxamento do
endotélio, dentre elas estdo a aterosclerose, diabetes mellitus, hipertensado e
insuficiéncia cardiaca (DREXLER; HORNIG, 1999).

O endotélio é capaz de produzir e liberar fatores vasodilatadores e vasoconstritores,
que regulam o ténus vascular, a resposta inflamatéria e a proliferagdo celular
vascular (VANHOUTTE et.al. 2016).

1.9.3. Fatores relaxantes e constritores derivados do endotélio

O endotélio vascular integro € capaz de produzir fatores relaxantes e constritores
que promovem vasodilatagcdo ou vasoconstriccdo. As principais substancias
vasodilatadoras sdo: o o6xido nitrico (NO), fator de hiperpolarizagado derivado do
endotélio (EDHF), prostaciclina (PGI2); e as principais substancias vasoconstritoras
sdo: endotelina-1 (ET-1), angiotensina Il, prostaglandinas (PGH), tromboxano A,
(TXA2), e espécies reativas de oxigénio: anions superoxido (O, ), peroxido de
hidrogénio (H20,) e peréxido nitrito (ONOO™) (BATLOUNI, 2001; ENDEMANN;
SCHIFFRIN, 2004; VANHOUTTE et.al., 2016)
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As EROs s&o produzidas por varios sistemas enzimaticos, dentre eles estédo
inseridos a NADPH oxidase, xantina oxidase, 6xido nitrico sintase (NOS)
desacoplada e a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. Em balango a esse
sistema, existem as enzimas antioxidantes, incluindo superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase; esses dois sistema quando em situagdes
fisiolégicas normais estdo em equilibrio. Porém em algumas doengas como
hipercolesterolemia, hipertensdo e diabetes mellitus, a geracdo de EROs esta
elevada, resultando no estresse oxidativo. (LI; HORKE; FORSTERMANN, 2014).

1.9.4. Angiotensina Il e produgéo de espécies reativas de oxigénio.

A angiotensina Il (Ang II) € um horménio produzido no sistema renina-angiotensina.
Sua formacao depende de varias etapas sendo uma das primeiras dependente da
clivagem enzimatica do angiotensinogénio em angiotensina | (Ang I) pela renina. Em
seguida, a enzima conversora da angiotensina (ECA) promove a conversao da Ang |
em Ang Il. Além disso, a Ang Il € um peptideo vasoativo produzido sistemicamente e
localmente na parede vascular, participando da regulagcéo de varios mecanismos no

sistema cardiovascular (CAT et.al., 2013).

A sinalizagdo da angiotensina |l ocorre principalmente via ligagao aos receptores
acoplados a proteina G, tipo 1 (AT 4) e tipo 2 (AT 2) (WYNNE; CHIAO; WEBB, ,2009;
CAT et.al., 2013;).

Nos vasos, o receptor AT, esta localizado principalmente na camada adventicia, e
esta envolvido no crescimento celular e na vasodilatacdo. Ja os receptores ATy,
estdo localizados tanto no endotélio quando no musculo liso vasculares sendo
responsaveis por fungbes como, por exemplo: hipertrofia, inflamacdo e
vasoconstricdo. Além disso, a Ang Il é capaz de ativar NADPH oxidase (Nox), que
por sua vez, € uma importante fonte geradora de EROs nas células vasculares,
principalmente o O, e o H;O, presentes na fisiopatologia das doengas
cardiovasculares (MEHTA; GRIENDLING, 2007; WYNNE; CHIAO; WEBB, ,2009;
CAT et.al., 2013).
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A exposicdo ao TBT causa alteragdes vasculares, provavelmente através das vias
demonstradas na figura abaixo (RONCONI; STEFANON; RIBEIRO JUNIOR, 2018).
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Figura 3: Resumo das principais a¢des do TBT no endotélio e no musculo liso vascular. RONCONI;
STEFANON; RIBEIRO JUNIOR, 2018.

1.10. Hipotese

Ja foi demonstrado que a exposi¢ao por 15 dias ao TBT é capaz de modificar a
reatividade vascular, e induzir stress oxidativo (RODRIGUES et.al., 2014; RIBEIRO
JUNIOR et.al.,, 2016; XIMENES et.al., 2017, RONCONI; STEFANON; RIBEIRO
JUNIOR, 2018). Entretanto, ainda no foi descrito se a exposicdo a uma unica dose

de TBT seria capaz de produzir algum dano vascular.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da exposicdo a uma unica dose de TBT (500 ng/kg) sobre a
reatividade vascular em anéis isolados de aorta de ratas.

2.1. Objetivos Especificos

Investigar os efeitos da exposi¢cao ao TBT (500 ng/kg) em segmentos isolados de

aorta toracica sobre:
¢ Areatividade vascular a fenilefrina e fungdo endotelial;
e Areatividade vascular a acetilcolina;
e A producdo de EROs;

e A participagédo da angiotensina ll;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus Novergicus Albinus) fornecidos pelo biotério do
Programa de Pés-Graduagédo em Ciéncias Fisiologicas, pesando entre 240 e 260 g,
com condi¢cbes de temperatura controladas, possuindo ciclo claro/escuro de 12:12
horas e livre acesso a ingestdo de agua e racédo. Todos os protocolos desenvolvidos
foram aprovados pela Comissao de Etica-UFES para pesquisa com animais (CEUA-
UFES 027/2016).

3.1.1. Grupos experimentais:
Os animais foram separados aleatoriamente nos seguintes grupos:

e Grupo Controle: os animais receberam uma unica dose da solugcdo aquosa de
etanol 0,4%, via gavagem, 24 h antes do sacrificio.

e Grupo TBT: os animais receberam uma unica dose de solugdo aquosa de
cloreto de Tributilestanho (500 ng/Kg) (TBT 96% de pureza, pm= 325,5), via

gavagem, 24 h antes do sacrificio.

3.2. Protocolos experimentais

3.2.1. Preparagao dos anéis de aorta

Apobs 24 h de exposig¢ao, os animais foram anestesiados com Ketamina (50 mg/Kg) e
Xilazina (10 mg/Kg), via intraperitoneal e,quando nao apresentarem mais o reflexo a
dor, o térax foi aberto, o diafragma cortado, a aorta toracica foi retirada e colocada
em uma placa de Petri com solu¢do de Krebs (composicdo em mM: NaCl 118; KCI
4,7; CaCl,.2H,0 2,5; MgSO4 1,2; KH,PO4 1, 17; NaHCO3; 25; EDTA 0,01 e glicose).

Em seguida, o tecido conectivo e adiposo ao redor da aorta foi removido, e
posteriormente a aorta foi cortada em anéis, com comprimento entre 3-4 mm (Figura

4) (ANGELI et.al., 2011). Para realizagao do grupo sem endotélio (E-), o mesmo foi
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retirado de modo mecanico (através da secgdo de uma haste metalica no lumen do

vaso), com cautela para evitar a lesdo ao musculo liso vascular.

Figura 4: (a) Aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo solugdo de Krebs, antes da
manipulagdo para retirada do tecido conectivo e adiposo; (b) Apds a retirada dos tecidos e sendo

dividida em segmentos cilindricos entre 3-4 mm.

3.2.2. Obtencédo dos registros para estudo da reatividade vascular em anéis de

aorta.

Os anéis de aorta foram imersos em uma cuba com temperatura de 37 £ 0,5 °C,
contendo 5 mL de solugcdo de Krebs, estando continuamente aerada com mistura
carbogénica, para manutencdo de um pH 7,4. Esses anéis eram colocados entre
duas hastes metélicas, em forma de tridngulos, da forma que cada tridngulo ficasse
paralelo ao lumen do vaso. Uma extremidade do tridngulo foi fixada na parte inferior
do banho e o outro triangulo foi conectado a um transdutor de forga isométrica
(FTO3, Grass), no qual estavam conectados ao sistema de aquisicdo de dados
(BIOPAC, modelo MP100) e ligados a um computador (Figura 5). Possibilitando

assim, o registro da tens&o vascular desses vasos.
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Figura 5: a) Preparacéo dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade vascular “in vitro”.
Sistema de aquisicdo de dados Biopac Systems. b) Deflexdo positiva indicando uma contragdo do
anel vascular e abaixo, uma deflexdo negativa, indicando o relaxamento do anel vascular (DIAS,
2007).

3.2.3. Avaliacao funcional dos anéis isolados de aorta

Os anéis de aorta recebiam uma tenséo inicial de 1g e, apos 45 minutos de
estabilizagao (Figura 6 A), foi adicionado cloreto de potassio (KCIl) 75 mM, em cada
banho, para verificar a atividade contratil induzida por despolarizagdo do musculo
liso vascular (Figura 6 B). Os anéis que aumentavam a tensdo em 1g de forga foram
lavados com solugao de Krebs, e os anéis que nao contraiam foram descartados
(Figura 6 C). Ap6s 30 minutos de estabilizagao (Figura 6 D), uma nova dose de KCI
75 mM foi adicionada em cada banho (Figura 6 E), e essa incubada por
aproximadamente 30 minutos para, visando atingir um platdé no registro de contragéo
(Figura 6 F). Apdés o platd, os anéis foram novamente lavados (Figura 6 G) e
estabilizados por aproximadamente 30 minutos (Figura 6 H) sendo entdo submetidos

a avaliagdo da integridade funcional do endotélio.
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minutes

Figura 6: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso vascular com KCI
e avaliacao da integridade funcional do endotélio. Avaliacdo da viabilidade do musculo liso vascular
com KCI: A) Periodo de estabilizacao inicial (45 min permanecendo na tensdo de 1 g); B) Adigédo de
KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solugdo Krebs-Henseleit; D) Periodo de
estabilizagdo (30 min); E) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platd da contragédo induzida pelo KCI
(75 mM); G) Lavagem dos anéis com solugao Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabilizagdo (30 min).
Avaliagdo da integridade funcional do endotélio: 1) Pré-contragdo com fenilefrina 107 M; J) Platé da
contracgao induzida pela fenilefrina. O tempo foi registrado em minutos, eixo horizontal (intervalo de 80

min) e a forca em gramas (g) no eixo vertical.

3.2.4. Avaliacao da participagao endotelial

Apods o periodo de estabilizacdo (30 minutos), os anéis foram pré-contraidos com
fenilefrina 10® a 10”7 M (Figura 6 ) até atingir entre 50 a 75 % da contragéo obtida
pelo KCI. Ao fim da contragdo, quando o anel alcangava um platé (Figura 6 J), uma
tnica dose de ACh (107° M) foi aplicada, testando, assim, a integridade endotelial
dos anéis (Figura 6K). Os anéis que possuiam relaxamento menor que 80 % eram
descartados, e os anéis que contrairam ou relaxaram igual ou menos que 10 %,

contracao obtida pelo KCI, foram utilizados como anéis sem endotélio.
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3.2.5. Avaliagéo da resposta vasoconstritora a fenilefrina

Depois de avaliada a integridade funcional do endotélio, os anéis eram lavados com
solucdo de Krebs, por trés vezes, para que a tensdo basal fosse restabelecida. E,
apo6s 30 minutos de estabilizacido, era realizada a curva concentragcao-resposta a
fenilefrina (107'° a 3x10™* M) de maneira cumulativa. Todas as respostas a fenilefrina

foi normalizada e expressa em % pela contragcdo maxima ao KCI.

3.2.6. Avaliacao dos fatores endoteliais envolvidos na resposta vasoconstritora a

fenilefrina

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir desta etapa, seguiram o
mesmo padrao. ApoOs a avaliagéo funcional e o teste de integridade do endotélio, os
farmacos foram incubados por 30 minutos e, em seguida, era realizada uma curva

concentragdo-resposta a fenilefrina (107'° a 3x10™* M).

3.2.6.1. Influéncia da via do 6xido nitrico sobre a resposta contratil a fenilefrina

Para avaliar a participagcdo do 6xido nitrico (NO), os anéis de aorta foram incubados
com um inibidor ndo seletivo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME, 100 pM).

3.2.6.2. Influéncia das espécies reativas de oxigénio (EROs) sobre a resposta

contratil a fenilefrina

Para avaliar a atuagdo das EROs, foram incubados os seguintes agentes
antioxidantes: Apocinina (APO, 30 yM), como um inibidor seletivo da enzima NADPH
oxidase; Tiron (1 mM), um varredor de O, e Catalase (1000U'mL™).

3.2.6.3. Influéncia angiotensina |l sobre a resposta contratil a fenilefrina

Para verificar uma possivel participagcdo da angiotensina Il local, foi utilizado
Losartan, um antagonista dos receptores AT1 (10 uM).
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3.2.7. Avaliagéo da resposta vasodilatadora dependente do endotélio

A resposta vasodilatadora dependente do endotélio foi avaliada através da indugao
do relaxamento pela acetilcolina, sendo que os anéis de aorta, com endotélio, foram
pré-contraidos com fenilefrina (10™" M ou até atingir de 60 a 70 % da contragéo do
KCI). Uma vez obtido o platd, foram realizadas as curvas concentragdo-resposta

cumulativas da acetilcolina (107" a 107™* M).

3.3. Quantificagdo da produgéo do anion superoxido (Oy).

Para investigar a influéncia, de uma exposi¢cao aguda, ao TBT sobre a producao de
O,-, foi utilizado a fluorescéncia oxidativa ao dihidroetidio (DHE, fluorescéncia
produzida pela oxidagdo ao dihidroetideo). O DHE é um derivado do etidio,que se
oxida ao entrar em contato com O,-, e se liga ao DNA das células emitindo
fluorescéncia detectada pelo filtro vermelho. Com isso, este método possibilita uma

analise da producao O tecidual.

Para realizacado dessa técnica, as aortas foram isolados e dissecadas, e seus anéis
colocados em eppendorfs contendo uma solugao de Krebs-HEPES com sacarose a

30%. Esses eppendorfs foram mantidos, na geladeira, por 1 hora.

Posteriormente, estes segmentos foram armazenados e congelados em meio
adequado (meio de congelamento, Tissue TeK-OCT) para serem cortados no
criostato. As amostras foram mantidas congeladas a -80° C até a realizagdo dos
cortes. Os segmentos de aorta foram cortados na espessura de 10 um e colocados
em laminas gelatinizadas, em seguida, foram congeladas até a realizagdo do

protocolo de DHE.

No dia do protocolo da marcagdo com DHE, as Idaminas contendo os cortes foram
mantidas em estufa a 37° C por 30 minutos, em seguida foram lavadas e
posteriormente incubadas com Krebs HEPES (Para 100 ml de Krebs: 29,4 mg de
CaCly, 759 mg de NaCl, 41,7 mg de KCI, 4,9 mg de MgCl,, 197,8 mg de HEPES e

198,2 mg de glicose) uma camara umida a 37° C. No grupo com antioxidantes foram
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também incubados os respectivos agentes (Apocinina, Tiron, Catalase ou Losartan).
Depois desse periodo, o Krebs foi escorrido e o excesso seco. Posteriormente, foi
realizada incubagao solugdo tampao de Krebs-HEPES contendo DHE (2 yM) em
camara umida e protegida da luz, a temperatura de 37° C por 30 min, nesse
momento, para o grupo com antioxidantes também incubados os respectivos
agentes (Apocinina, Tiron, Catalase ou Losartan). Apos este periodo as laminas

foram montadas com meio de montagem e laminula.

A luminescéncia emitida foi visualizada com microscopio de fluorescéncia confocal
(Leica 2500 DM) e camera fotografica (NIKON digital sigth DS-U2) com filtro de
fluorescéncia para DHE. O etideo unido ao nucleo das células foi visualizado com
Aexc= 585 nm e detectado com Aem= 600-700nm. A densidade de fluorescéncia

média foi calculada usando o software Image J.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.).
Os valores de n significam o numero de animais utilizados em cada grupo
experimental. As respostas vasoconstritoras induzidas pela fenilefrina foram
normalizadas pela contragdo maxima ao KCI| do respectivo anel e expressas em
porcentagem. Foram calculadas as respostas maximas (Rmax) e o logaritmo da
concentragdo necessaria para produzir 50% do efeito maximo a fenilefrina (pDy).
Para comparar a magnitude do efeito da incubagdo com L-NAME, Apocinina (APO),
Catalase (CAT) e Losartan (LOS) as diferengas da area abaixo das curvas (dAUC)
foram calculadas. Para a analise estatistica, foi utilizado o teste t de Student n&o
pareado, analise de variancia (ANOVA) uma ou duas vias com teste post hoc de
Bonferroni quando necessario. O nivel de significancia foi considerado até o valor de
p<0,05.
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5. FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS
Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

Apocinina (Acetovanilona) (Sigma)

Bicarbonato de Sédio (Merck)

Catalase (Sigma)

Cloreto de Magnésio Heptahidratado (Merck)
Cloreto de Potassio (Merck)

Cloreto de Sédio (Merck)

Cloreto de Tributilestanho (Sigma)

Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Hoescht)
Etanol absoluto (Sigma)

Fosfato de Potassio Monobasico (Cinética)
Fosfato de Sodio Monobasico (Merck)

Glicose (Merck)

HEPES (SIGMA)

Hidréxido de sédio (Sigma)

L-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)
NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)
Tiron (Sigma)

Losartan (Sigma)
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6. RESULTADOS

6.1. Efeito de uma dose de Tributilestanho sobre a resposta ao Cloreto de Potassio
(KCI) nos anéis isolados de aorta de ratas

A contragédo promovida pelo cloreto de potassio (KCI) nao foi diferente entre os
grupos Controle e Tributilestanho, (CT: 2,55 £ 0,08; TBT: 2,44 + 0,07 g, n=10 para
ambos os grupos) (Figura 7).
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Figura 7: Avaliagdo das respostas dos anéis de aorta ao KCI 75 mM em ratas dos grupos Controle
(CT, n=10) e Tributilestanho (TBT, n=10). Dados expressos em Média + EPM. Nao houve diferenca
entre os grupos. Teste t de Student ndo pareado.

6.2. Efeitos de uma dose de Tributilestanho sobre a reatividade vascular a fenilefrina
nos anéis isolados de aorta de ratas.

Como esperado, a adicdo de fenilefrina ao banho nos anéis isolados de aorta
induziu uma resposta vasoconstritora de maneira concentragao-dependente tanto no
grupo Controle (CT, n=9) quanto no grupo exposto ao Tributilestanho (TBT, n=6)
(Figura 8). No entanto, a resposta maxima (Rmax) foi maior nos animais do grupo
TBT; (CT, n=9: 110 £ 4 vs TBT, n=6: 142,2 £+ 7,2** % de contragdo ao KCI, **p<0,01
vs CT) (Figura 8 e Tabela 2). Além disso, a sensibilidade (pD-) a fenilefrina também

estava aumentada no grupo TBT (Tabela 2).
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Figura 8: Curvas concentragado-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar, nos
grupos Controle (CT, n=9) e Tributilestanho (TBT, n=6) e resposta maxima a fenilefrina (Rmax). Os
dados sao expressos em média + EPM. Teste t de Student nado pareado para a comparagao dos
Rmax; ANOVA 2 vias, post-hoc Bonferroni, quando comparadas as curvas de resposta a fenilefrina.
**p <0,01 vs CT.

Tabela 2: Valores de resposta maxima (Rmax, % de contragdo ao KCI) e
sensibilidade (pD2) das curvas concentragcédo-resposta a fenilefrina em anéis isolados
de aortas de ratas dos grupos Controle (CT) e Tributilestanho (TBT).

Rmax (%) pD,
CT (n=9) 110 + 4 7,19 +0,13
TBT (n=6) 142 +7,2* 7,68 + 0,08

Tabela 2: Valores expressos em média + EPM. O nimero de animais é apresentado como valor de n.
Rmax: contragao maxima. pD,: sensibilidade (Log 50% de Rmax). Teste t de Student néo pareado. *p
<0,05;** p< 0,01 vs CT.
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6.3. Efeitos de uma dose de Tributilestanho sobre a participacdo do endotélio na
reatividade vascular a fenilefrina nos anéis isolados de aorta de ratas.

A remogao do endotélio induziu o aumento de Rmax no grupo Controle (CT, n=9:
110 £ 4 vs CT E-, n=6: 156 + 11,5** % de contragcédo ao KCI,** p<0,01 vs CT) (Figura
9 a), e no grupo Tributilestanho também houve um aumento de Rmax (TBT, n=6:
1422 + 7,2 vs TBT E-n= 5: 169,2 + 8,5 * % de contracdo ao KCI, #p<0,05 vs
TBT)(Figura 9 b). Porém n&o houve diferenca na sensibilidade a fenilefrina dos
grupos TBT (Tabela 3).
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Figura 9: a) Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Controle (CT, n=9) e Controle sem endotélio (CT E-, n=7) e resposta maxima a fenilefrina
(Rméx). b) Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Tributilestanho (TBT, n=6), Tributilestanho sem endotélio (TBT E-, n=5) e resposta
maxima a fenilefrina (Rmax). Os dados séo expressos em média + EPM. Teste t Student ndo pareado
para a comparagao dos Rmax; ANOVA 2 vias, post hoc Bonferroni, quando comparadas as curvas
de resposta a fenilefrina, **p <0,01 vs CT; #p < 0,05 vs TBT.

45



Tabela 3: Valores de resposta maxima (Rmax, % da contragdo ao KCI) e
sensibilidade (pD,) das curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados
de aortas de ratas Wistar dos grupos Controle com endotélio (CT E+); Controle sem
endotélio (CT E-);Tributilestanho com endotélio (TBT E+) e Tributilestanho sem
endotélio (TBT E-).

Rmax pD>
CT E+ (n=9) 110+ 4 7,16 +0,07
CT E- (n=7) 155,6+9,6 6, 48+ 0,11*
TBT (n=6) 1422 +7,2 7,7+0,10
TBT E- (n=5) 169,2+8,5* 6,7£0,5

Tabela 3: Valores expressos em média £+ EPM. O niumero de animais é apresentado como valor de n.
Rmax: Efeitos da contragdo maxima. pD,: sensibilidade, no qual representa 50% da contragao
maxima. Teste t de Student nao pareado. *p < 0,05e ** p < 0,01 vs CT. #p < 0,05 vs TBT.

6.4 Efeitos do 6xido nitrico (NO) sobre a reatividade vascular a fenilefrina nos anéis

isolados de aorta de ratas tratadas com uma dose de Tributilestanho.

Os anéis isolados de aorta foram pré-incubados com L-NAME (100 uM) para avaliar
a resposta contratil a fenilefrina. A incubagcdao com L-NAME aumentou o valor de
Rmax em ambos os grupos, porém este aumento foi maior no grupo Controle (CT,
n=9: 110 £ 4 vs CT L-NAME, n=6: 165,7 £ 8,6 % da contracdo ao KCI,** p<0,01)
(Figura 10 a) e (TBT, n=6: 142 + 7,2 vs TBT L-NAME, n=6: 1755 + 7:8" % da
contracdo ao KCl, #p<0,05 vs TBT) (Figura 10 b). A sensibilidade (pD,) & fenilefrina
estava aumentada apenas no grupo Controle L-NAME (Tabela 4).

A analise da diferenga percentual da area abaixo da curva (% dAUC) evidenciou
estas diferencas de resposta ao L-NAME. Foi possivel observar que a dAUC foi
menor no grupo TBT comparado ao Controle, sugerindo menor biodisponibilidade de
NO (% dAUC CT= 35,7 + 4,31 vs TBT= 54,4 + 4,61 % %, p < 0,05, teste t de Student)
(Figura 11).
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Figura 10: a) Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Controle (CT, n=9) e Controle L-NAME (CT L-NAME, n=6). b) Curvas concentragao-
resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar, nos grupos Tributilestanho
(TBT,n=6) e Tributilestanho L-NAME (TBT L-NAME, n=6). Os dados sao expressos em média + EPM.
Teste t de Student nao pareado para a comparagdo dos Rmax; ANOVA 2 vias, post hoc Bonferroni,

quando comparadas as curvas de resposta a fenilefrina. ** p < 0,001 vs CT; # p < 0,05 vs TBT.
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Figura 11: Representacao grafica da diferenga do percentual da area abaixo da curva (dAUC%) entre

os grupos Controle e Controle L-NAME (CT, n=6) comparada com os grupos Tributilestanho e
Tributilestanho L-NAME (TBT, n=6). Teste t Student ndo pareado para a comparagdo das médias;*

p< 0,05 vs CT.

Tabela 4. Valores de resposta maxima (Rmax, %) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aortas de ratas Wistar do
grupo Controle (CT) e Controle L-NAME (CT L-NAME), Tributilestanho (TBT) e
Tributilestanho L-NAME (TBT L-NAME).

Rmax (%) pD2

CT (n=9) 110+ 4 7,19 0,13
CT L-NAME (n=6) 165,7+8,6** 8,24+ 0,18**
TBT (n=6) 1422 +7,2 7,68+ 0,08
TBT L-NAME (n=6) 175,5+ 7,8 7,32+ 0,23

Tabela 4: Valores expressos em média £+ EPM. O numero de animais estd apresentado como n.
Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD2) a fenilefrina.Teste t ndo pareado. ** p < 0,01vs CT.
#p < 0,05 vs TBT.

6.5. Producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos anéis isolados de aorta
6.5.1. Efeito da administragao de Apocinina, um inibidor da NADPH oxidase:

Os anéis isolados de aorta foram pré-incubados com Apocinina (30 uM) para avaliar

a resposta contratil a fenilefrina. A incubagdo com Apocinina ndo alterou a resposta
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maxima (Rmax) nos segmentos de aorta do grupo Controle (CT, n=9: 110 £ 4 vs CT
APO, n= 5: 116,3 + 7,11 % de contracdo ao KCI) (Figura 12 a); porém houve
reducao da resposta maxima (Rmax) no grupo Tributilestanho (TBT, n=6: 142 £ 7,2
vs TBT APO, n=6: 102,9 + 542 * % de contragdo ao KCI, # p<0,01 vs TBT)
(Figura 10 b e Tabela 5).

Visando uma melhor comparacado desses resultados, foi calculada a diferenca
percentual da area abaixo da curva (% dAUC). Estes resultados sugerem uma maior
participagdo de EROs, via NADPH oxidase, no grupo exposto ao TBT (% dAUC CT=
7 +3,52vs TBT=41,6 +4,5% %, p < 0,01 Teste t Student) (Figura 13).
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Figura 12: a) Curvas concentragao - resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Controle (CT, n=9) e Controle Apocinina (CT APO, n=5) e resposta maxima a fenilefrina
(Rméx). b) Curvas concentragéo - resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Tributilestanho (TBT, n=6) e Tributilestanho Apocinina (TBT APO, n=6) e resposta
maxima a fenilefrina (Rmax). Os dados sao expressos em média + EPM. Teste t de Student nao
pareado para a comparagao dos Rmax; ANOVA 2 vias, post hoc Bonferroni, quando comparadas as
curvas de resposta a fenilefrina. ## p < 0,01 vs TBT.
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Figura 13: Representagcad4o grafica da diferenga do percentual de area abaixo da curva (dUAC %)
entre o grupo Controle e Controle APO (n=5) vs Tributilestanho e Tributilestanho APO (n=6). Os
dados sdo expressos em média + EPM. Teste t Student ndo pareado para a comparagao das médias;
**p < 0,01 vs CT.

6.5.2. Efeito da administragdo do Tiron, um varredor de anion superoxido (O2-).

Os anéis isolados de aorta foram pré-incubados com Tiron (1 mM) para avaliar a
resposta contratil a fenilefrina. A incubagcdo com Tiron ndo alterou a resposta
maxima (Rmax) nos segmentos de aorta do grupo Controle (CT, n=9: 110 +4 vs CT
TIRON, n=7: 117,6 £ 9,3 % de contracdo ao KCI) (Figura 14 a). Porém houve
reducdo da resposta maxima (Rmax) nos grupos Tributilestanho (TBT, n=6: 142 £
7,2 vs TBT TIRON, n=6: 104,3 + 9,3 ** 9% de contracdo ao KCI,*# p<0,01 vs TBT) e
reducao da sensibilidade (pD2) (Tabela 5).

Visando uma melhor comparacao desses resultados, foi calculada a diferenca
percentual da area abaixo da curva (% dAUC). Estes resultados sugerem uma maior
participagdo de EROs citosdlico no grupo exposto ao TBT (% dAUC CT= 6,54 + 1,62
vs TBT=35,9 + 6,5 **%, p < 0,01 vs CT; Teste t Student) (Figura 14).
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Figura 14: a) Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Controle (CT, n=9) e Controle Tiron (CT TIRON, n=7) e resposta maxima a fenilefrina
(Rméx). b) Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Tributilestanho (TBT, n=6) e Tributilestanho Tiron (TBT TIRON, n=6) e resposta maxima a
fenilefrina (Rmax). Os dados s&o expressos em média + EPM. Teste t de Student ndo pareado para a
comparagao dos Rmax; ANOVA 2 vias, post hoc Bonferroni, quando comparadas as curvas de
resposta a fenilefrina. ## p < 0,01 vs TBT.

CT TBT

Figura 15: Representacdo gréafica da diferenca do percentual de area abaixo da curva (dAUC %)
entre os grupos Controle e Controle TIRON (n=7) vs Tributilestanho e Tributilestanho TIRON (n=6).
Os dados sdo expressos em média + EPM. Teste t Student nao pareado para a comparagdo das

médias;** p < 0,01 vs CT.
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6.5.3. Efeito da administragdo da Catalase, um varredor de peroxido de hidrogénio
(H202).

Os anéis isolados de aorta foram pré-incubados com Catalase (CAT 1000 U'mL ™)
para avaliar a resposta contratil a fenilefrina. A incubacdo com Catalase nao alterou
a resposta maxima (Rmax) nos segmentos de aorta do grupo Controle (CT, n=9: 110
+ 4 vs CT CAT, n=5: 111,5 £ 7,93 % de contragdo ao KCI) (Figura 16 a). Porém
houve reducédo da resposta maxima (Rmax) nos grupos Tributilestanho (TBT, n=6:
142 + 7,2 vs TBT CAT n=8: 89,16 + 9,65 * 9% de contracdo ao KCI, * p<0,01 vs
TBT) (Figura 16 b) e reducéo da sensibilidade (pD;) (Tabela 5).

A diferenca percentual da area abaixo da curva (% dAUC, Figura 17) foi maior no
grupo TBT, o que sugere uma maior participacdo de EROs (% dAUC CT= 6,55 +
2,27 vs TBT=4544 +5 %, p < 0,01 vs CT; Teste t de Student).
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Figura 16: a) Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Controle (CT, n=9) e Controle Catalase (CT CAT n=5) e resposta maxima a fenilefrina
(Rméx). b) Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Tributilestanho (TBT, n=6) e Tributilestanho Catalase (TBT CAT, n=8). Os dados sao
expressos em média + EPM. Teste t de Student ndo pareado para a comparagao dos Rmax; ANOVA
2 vias, post hoc Bonferroni, quando comparadas as curvas de resposta a fenilefrina. . ## p <0,01vs
TBT.
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Figura 17: Representacdo grafica da diferenca do percentual de area abaixo da curva (dAUC %)
entre o grupo Controle e Controle Catalase (n=5) versos Tributilestanho e Tributilestanho Catalase
(n=6). Os dados sao expressos em média + EPM. Teste t Student ndo pareado para a comparagao

das médias;** p < 0,01vs CT.

6.6. Efeito de uma dose de Tributilestanho na regulacdo do sistema renina-

angiotensina

Os anéis isolados de aorta foram pré-incubados com Losartan (LOS, 10uM), para
avaliar a resposta contratil a fenilefrina. A incubacdo com Losartan reduziu Rmax
nos grupos Controle (CT, n=9: 110 £ 4 vs CT LOS,n= 6: 94,25 £ 5,7* % de contragao
ao KCI,* p<0,05) (Figura 18 a) e Tributilestanho (TBT, n=6: 142 £ 7,2 vs TBT LOS,
n=7: 101,8 + 7,4** % de contragdo ao KCI,*# p<0,01 vs TBT) (Figura 10 b). A
sensibilidade (pD;) a fenilefrina também estava aumentada no grupo Tributilestanho
LOS (Tabela 5).

A diferenca percentual da area abaixo da curva (% dAUC) foi maior no grupo TBT,
sugerindo uma maior participagdo da via da Angiotesina |l na vasoconstrigao
induzida pela fenilefrina (% dAUC CT= 18,82 + 2,14 vs TBT=132,32 + 1,97 %, p <
0,05 vs CT; Teste t de Student) (Figura 19).
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Figura 18: a) Curvas concentragido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Controle (CT, n=9) e Controle Losartan (CT LOS, n=6) e resposta maxima a fenilefrina
(Rmax). b) Curvas concentragdo - resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar,
nos grupos Tributilestanho (TBT, n=6) e Tributilestanho Losartan (TBT L-NAME, n=7) e resposta
maxima a fenilefrina (Rmax). Os dados sao expressos em média + EPM. Teste t de Student nao
pareado para a comparagdo dos Rmax; ANOVA 2vias, post hoc Bonferroni, quando comparadas as

curvas de resposta a fenilefrina. * p < 0,05 vs CT; ## p <0,01vs TBT.
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Figura 19: Representacao gréafica da diferenga do percentual de area abaixo da curva (dAAUC%) entre
0 grupo Controle e Controle Losartan (n=6) vs Tributilestanho e Tributilestanho Losartan (n=6). Os

dados sdo expressos em média + EPM. Teste t Student ndo pareado para a comparagao das médias;

*p<0,05vs CT
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Tabela 5: Valores de resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aortas de ratas Wistar dos
grupos Controle (CT), Controle Apocinina (CT APO), Controle Tiron (CT
TIRON),Controle Catalase (CT CAT), Controle Losartan (CT LOS), Tributilestanho

(TBT),Tributilestanho

Apocinina

(TBT APO), Tributilestanho

Tiron

(TBT

TIRON), Tributilestanho Catalase (TBT CAT) e Tributilestanho Losartan (TBT LOS).

Rmax (%) pD>

CT (n=9) 110 + 4 7,19 +0,13

CT APO (n=5) 116,61 + 7,11 7,0+0,16

CT TIRON (n=7) 117,8 + 4,4 7,26 +0,16

CT CATALASE (n=5) 111,5 + 7,93 7,11 0,21

CT LOS (n=6) 94,25+ 5,7 7,3+0,12
TBT (n=7) 142,22 + 7,19 ** 7,68 0,08 *

TBT APO (n=6) 102,9 + 5,42 %% 7,62 + 0,26
TBT TIRON (N=6) 104,3+9,3 %% 6,84 + 0,22 *#
TBT CATALASE (n=8) 89,16 + 9,65 *# 6,61 + 0,25 *#
TBT LOS (n=7) 101,8 + 7,38 ## 8,45+0,25*

Tabela 5: Valores expressos em média + EPM. O nimero de animais é apresentado como valor de n.
Rmax: Efeitos da contragdo maxima. pD,: sensibilidade, no qual representa 50% da contragao
maxima. Teste t ndo pareado. *p <0,05 ;**p < 0,01 vs CT. #p <0,05; ## p <0,01 vs TBT.
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6.7. Efeito de uma dose de Tributilestanho na resposta vasodilatadora dependente
do endotélio

Para avaliar a resposta vasodilatadora dependente do endotélio, foi utilizada a
acetilcolina (ACh). A ACh promoveu relaxamento concentracdo-dependente em
ambos os grupos, porém tanto Rmax quanto pD, foram menores no grupo TBT
(Rmax; CT, n=8:92,9 + 1,9 vs TBT, n=8: 77 + 5,18 % de contragdo ao KClI,* p<0,05
vs CT e pDy; CT, n=8: 7,31 £ 0,25 vs TBT, n=8: 6,37 + 0,27* p<0,05 vs CT) (Figura
20).
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Figura 20: a) Curvas concentragado-resposta a acetilcolina (ACh) para a em anéis de aorta de ratas
Wistar dos grupos: Controle (CT, n=8) e Tributilestanho (TBT, n=8). b) Sensibilidade (pD,), no qual
representa 50% da contragdo maxima. c) Resposta maxima (Rmax). Os valores estdo expressos
como percentual de relaxamento apés a pré-contragdo com fenilefrina. Os dados sao expressos em
média + EPM. Teste t de Student ndo pareado para a comparacgdo dos Rmax e pD2; ANOVA 2 vias,

post hoc Bonferroni, quando comparadas as curvas de resposta a acetilcolina. * p < 0,05 vs CT,;
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6.8. Quantificagdo da producdo de Espécies reativas de oxigénio (EROs) através da
fluorescéncia produzida pela oxidagao do dihidroetidio (DHE).
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Figura 21: Avaliagdo da intensidade de fluorescéncia da produgido de anion superdxido (02-), pela

técnica do dihidroetidio (DHE) na aorta dos grupos: Controle (CT); Controle Fenilefrina (CT FE);
Tributilestanho (TBT); Tributilestanho Fenilefrina (TBT FE); Tributilestanho Tiron (TBT TIRON);
Tributilestanho Losartan (TBT LOS); Tributilestanho Apocinina (TBT APO); Tributilestanho Catalase
(TBT CAT). Valores expressos em média + EPM; teste ANOVA uma via, post hoc Bonferroni. * p<
0,05; ** p< 0,01 vs CT; ## p<0,01 vs TBT. As imagens representativas foram fotografadas com em

microscopio de fluorescéncia em aumento 5 X. A analise da fluorescéncia de cada imagem foi medida

no aumento de 40 X.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos os efeitos vasculares 24 horas apds exposicdo a uma unica
dose TBT 500 ng/kg, em ratas Wistar. O principal resultado encontrado foi o
aumento da reatividade a fenilefrina e menor do relaxamento induzido por ACh,
acompanhado de estresse oxidativo, que foi prevenido pelo uso de antioxidantes e

do bloqueador do receptor de angiotensina Il.

Os compostos organoestanicos, dentre eles o tributilestanho (TBT), sdo capazes de
interferir diretamente em glandulas endodcrinas e no controle neuro-hormonal
(MARQUES; FARIA; DOS SANTOS, 2018). Existem indicagbes que o TBT atua
diretamente na producdo de EROs, o que poderia aumentar a resposta

vasoconstritora e reduzir a resposta vasodilatadora.

A exposicao prolongada ao TBT, por 15 dias, foi capaz de alterar a reatividade
vascular em artéria coronaria (DOS SANTOS et.al.,, 2012), em aorta isolada
(RODRIGUES et.al., 2014; XIMENES et.al., 2017) e em artérias mesentéricas de
ratas (RIBEIRO JUNIOR et.al.,, 2016). A exposicdo ao TBT em células troncos
vasculares e endoteliais de mamiferos por 24 h (BOTELHO et.al.,, 2015) e 48 h
(BERNARDINI et.al., 2016) alterou a estrutura, funcionalidade e a capacidade de
diferenciacao celular. O uso agudo de TBT em anel isolado de artéria umbilical
humana induz relaxamento a serotonina e histamina (GLORIA et.al., 2018).
Entretanto, apés 24 h de exposicdo a 100 yM de TBT, os autores demonstraram

prejuizo na contragéo a serotonina.

Solomon; Krishnamurty (1992) demonstraram que 1 h apds exposi¢ao ao TBT,
ocorreu inibigdo do relaxamento induzido pelo peptideo natriurético atrial em anéis

de aorta de ratos nas concentracdes de 10° e 10”7 M.

No presente trabalho, foi encontrado que a exposicdo de ratas com TBT (500
ng/Kg), durante 24 horas, reduz o relaxamento dependente do endotélio, induzido
pela ACh em anéis de aorta de ratas, sendo indicativo de disfuncdo vascular
Prejuizos na vasodilatagdo também ja foram descritos anteriormente em ratos

expostos ao TBT por um periodo mais prolongado. Dos Santos et.al., (2012),
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encontraram alteragcdo na vasodilatagao coronariana, com desnudacao da superficie
endotelial, e um aumento na deposi¢cédo de colageno e do numero de mastocitos de
artérias coronarias de ratas, tratadas com TBT (100 ng/Kg), durante 15 dias,
concluindo que aexposicdo ao TBT pode ser um fator de risco para o

desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Em vasos de resisténcia, como artéria mesentérica de ratas, a exposi¢ao ao TBT
(500 ng/kg), por 15 dias, ndo modificou o relaxamento dependente e independente
do endotélio, porém, os autores mostraram alteracdo desse leito da resposta
miogénica e rigidez (RIBEIRO JUNIOR et.al., 2016).

Rodrigues et.al., (2014) demonstraram que a exposigao ao TBT (100 ng/kg), por 15
dias, reduziu o relaxamento dependente e independente do endotélio, uma vez que
a sensibilidade ao nitroprussiato de soédio e ACh estavam reduzidas. Ximenes et.al.
(2017), utilizando concentragbes maiores de TBT (500 ng/Kg), por 15 dias, também
encontraram redugao no relaxamento dependente e independente do endotélio,

corroborando os dados encontrados no presente estudo.

Segundo Rodrigues et.al., (2014), a exposig¢ao ao TBT, por 15 dias, na concentragao
de 100 ng/kg, resultou na diminuicdo da reatividade vascular de anéis de aorta a
felinefrina, com aumento da producdo de EROs. Ximenes et.al. (2017), expuseram
ratas a uma maior de TBT (500 ng/Kg), por 15 dias, encontraram aumento da
resposta contratil a felinefrina, e também aumento da producdo de EROs. No
presente estudo, as ratas foram tratadas com uma unica dose de TBT 500 ng/Kg e
24 horas depois, os aneéis isolados de aorta apresentaram aumento da resposta
contratil a felinefrina e de EROS.

O aumento da resposta contratil vascular, encontrada na aorta dos animais tratados
com TBT, pode depender tanto de mecanismos diretamente relacionados ao
musculo liso quanto a fatores endoteliais. A integridade endotelial € fundamental na
regulacdo do tono vascular, na estrutura dos vasos, na regulagdo do fluxo
sanguineo, além de estar envolvida em diversas doengcas como trombose e
ateroclesrose (BATLOUNI, 2001). O TBT tem sido descrito capaz de modificar a

integridade endotelial, principalmente por alterar a biodisponibilidade do NO.
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Rodrigues et.al., (2014), expondo os animais ao TBT na concentracdo 100 ng/kg,e
Ximenes et.al. (2017) tratando os animais com o TBT na concentragcédo de 500 ng/kg,
evidenciaram maior biodisponibilidade de NO na aorta de ratas tratadas com TBT,
durante 15 dias. Ribeiro Junior et. al.(2016), descreveram que artérias mesentéricas
de ratas tratadas com TBT (500 ng/kg), por 15 dias, apresentaram reducgédo da
biodisponibilidade e da produgdo vascular de NO, possivelmente dependente da

menor expressao de eNOS.

No presente estudo, a exposicdo por 24 horas ao TBT, na concentracdo de 500
ng/Kg, também promoveu uma menor biodisponibilidade de NO em anéis isolados
de aorta. A reducdao de NO vascular poderia contribuir tanto para o menor
relaxamento a ACh quanto a maior contragdo a fenilefrina encontrados no grupo
TBT em relagdo ao grupo Controle. Sabe-se que a contracdo a fenilefrina é mediada
pela sua ligagao a receptores do tipo a-adrenergico no musculo liso vascular, via
elevagao do segundo mensageiro, IP3 (inositol trifosfato) e DG (diacilglicerol). O NO,
produzido pelo endotélio vascular, € capaz de se difundir para o musculo liso e
contrabalancear a resposta de agentes vasoconstrictores, como os agonistas a-
adrenergicos, como a fenilefrina. Em situacbées de auséncia, ou deficiéncia de NO, o
balanco efetivo € desviado para uma maior contracdo mediada pela fenilefrina. Ja o
relaxamento a ACh, depende de sua ligacdo a receptores muscarinicos endoteliais
(M) e da liberagdo de NO que atuara no musculo liso ativando a via do GMPc para
produzir seu relaxamento. Assim, a menor biodisponibilidade de NO, poderia ser um
dos fatores responsaveis pelo menor relaxamento a ACh nos anéis de aorta apés a

exposig¢ao ao TBT.

A menor biodisponibilidade do NO poderia ser decorrente do aumento na produgao
de EROs, ou mesmo da redugao das enzimas e fatores antioxidantes, que reduzem
as EROs. Alguns estudos demonstraram que a exposicdo ao TBT promove
aumento das EROs, levando assim ao estresse oxidativo, o que gera danos
oxidativos vascular, neural e endocrino (MITRA et.al.,, 2013; RODRIGUES et.al.,
2014, PODRATZ et.al., 2015; XIMENES et.al., 2017).

As células possuem sistemas de defesas antioxidantes que reduzem ou neutralizam
as EROs. Dentre estas defesas podemos citar as enzimas antioxidantes, como: a
superoéxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase. Quando a produgéo de
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EROs ultrapassa as defesas antioxidantes, o estresse oxidativo instalado, pode
modificar de maneira irreversivel a estrutura de macromoléculas essenciais para o
funcionamento celular, como o DNA, proteinas, carboidratos e lipideos o que poderia

induzir aterogénese e ser um importante fator de doengas cardiovasculares.

No presente estudo, os animais do grupo TBT apresentaram aumento na producéao
das EROs. A participacdo das EROs sobre a reatividade a fenilefrina nos anéis de
aorta foi avaliada por meio da incubagdo com agentes antioxidantes e bloqueador do
receptor AT4. Dentre eles, foi utilizado a Apocinina, um inibidor da NADPH oxidase, o
Tiron, antioxidante responsavel pela varredura dos anios superoxido, a Catalase,
varredor de perdxido de hidrogénio, e o Losartan, inibidor seletivo do receptor AT1.
Esses agentes diminuiram o aumento da resposta vasoconstrictora a fenilefrina no
grupo TBT. Os resultados sugerem que O2-, H,O,, e a angiotensina Il, estdo
envolvidos nas alteragdes vasculares e na disfuncdo endotelial promovidas pela
exposicao ao TBT. Em varias doencgas cardiovasculares tais como: aterosclerose,
hipercolesterolemia, hipertenséo e insuficiéncia cardiaca, ocorre disfungao endotelial
associada com aumento da producédo das EROs. (BATLOUNI, 2001; ENDEMANN;
SCHIFFRIN, 2004; RABELO et.al., 2009; LI; HORKE; FORSTERMANN, 2014)

Um dos maiores produtores de EROs, para o sistema vascular, € o complexo
enzimatico da NADPH oxidase. Em condi¢gdes em que o aumento da atividade da
NADPH oxidade, e consequente da producdo de EROs, supera a produgdo dos
antioxidantes, pode haver estresse oxidativo celular. Além disso, o aumento da
atividade da NADPH oxidase reduz a biodisponibilidade do o6xido nitrico, o qual é

importante para manutencéo da funcédo vascular normal (RABELO et.al., 2009).

Rodrigues et.al., (2014), e Ximenes et.al., (2017), demonstraram que a exposi¢ao ao
TBT 100 ng/kg e 500 ng/Kg respectivamente, durante 15 dias, foi capaz de aumentar
as EROS na aorta. Os autores mostraram que o uso de antioxidantes foi capaz de
reduzir o aumento da reatividade a fenilefrina na aorta induzida pelo TBT. Estes
dados corroboram os achados do presente estudo. Tang etal., (2007)
demonstraram que a acdo de EROs nas células endoteliais de aorta podem

promover vasoconstricdo e disfuncdo endotelial.
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Além disso, segundo nossos resultados, houve uma reducéo da reatividade vascular
a felinefrina apos a incubagdo com Losartan (bloqueador AT1) nos anéis de aorta de
ratas expostas ao TBT, sugerindo que a angiotensina Il (ANG Il) esta participando
no aumento da atividade contratil. A angiotensina |l atua via receptor AT1,
estimulando a NADPH oxidase e que gera EROs (TOUYZ; TABET; SCHIFFRIN,
2003). Ribeiro Junior et.al., (2016) encontraram aumento da expressao protéica de
marcadores como NADPH oxidase e do receptor AT1 em artérias mesentéricas de

ratas tratadas com TBT (500 ng/Kg), durante 15 dias.

A disfungdo da reatividade vascular induzida por metais ja tem sido descrita na
literatura. A exposicao aguda a metais pesados € capaz de causar prejuizo na
reatividade vascular. Lemos et.al.,, (2012) demonstraram que anéis de aorta
incubados com cloreto de mercurio (HgCl 2, 6 nM por 45 min), apresentam aumento
da resposta vasoconstritora a fenilefrina e das EROs. Os autores demonstraram que
a menor resposta vasoconstrictora ao losartan e aumento da expressao do receptor
AT1 no grupo exposto ao HgCl,, sugerindo que a angiotensina |l participa do

aumento da reposta contratil vascular.

Nunes et.al., (2018) incubaram anéis de aorta de ratos com cobre (Cu), 10 ug / mL,
por 1h, e encontraram reducdo na reatividade vascular mediada por fenilefrina
correlacionado com o aumento da produgdo de o6xido nitrico (NO). Os autores

encontraram niveis elevados de peroxido de hidrogénio vascular.

Vassallo et.al., (2017), demostraram que a incubagédo aguda com cadmio (45 min, 10
uM), reduzir a atividade da Na*/ K* -ATPase mas n&o interfere nos canais de
potassio ativados por calcio e nos canais de calcio voltagem dependentes.

Schmidt et.al, (2016) demostraram que ratos expostos a uma unica dose de
aluminio (AICI 3,100 mg/kg, ip) apresentaram redugdo da reatividade vascular,
aumento das EROs, aumento da produgdo de NOS. Omanwar et.al., (2013),
demonstraram que ratos expostos por 24 horas a uma unica dose de cloreto de
mercurio, 5 mg / kg, apresentaram estresse oxidativo, aumento no relaxamento

vascular da ACh sem alteracédo na pressao arterial sistélica.

No presente estudo, a producéo vascular de O? foi identificada através do método

do DHE. A intensidade de fluorescéncia foi maior nos anéis de aorta do grupo TBT
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quando comparada ao grupo Controle. Na presenca de fenilefrina essa intensidade
foi maior em ambos os grupos e normalizada apos incubagdo com os antioxidantes
e losartan. Este resultado reforca os achados anteriores que sugerem que a

exposicao a uma unica dose de TBT aumenta a producdo de EROS na aorta.

A relevancia clinica do presente estudo esta no fato de uma unica exposicdo ao TBT
induziu alteragdes vasculares descritas em doencgas cardiovasculares relacionadas a
disfungdo endotelial, atribuida a menor biodisponibilidade de NO e estresse
oxidativo. Sendo assim, podemos considerar que a exposi¢gao ao TBT, mesmo por

um curto periodo, possui um potencial deletério sobre a funcao vascular.
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8. CONCLUSAO

A exposicao a uma unica dose de TBT 500 ng/kg, por 24 horas foi capaz de causar
disfuncdo endotelial e induzir aumento da resposta vasoconstrictora e redugao da

resposta vasodilatadora, isso parece ser mediado pelo estresse oxidativo vascular.
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APENDICE

Uma unica dose de TBT (500ng/Kg) promoveria alteragées na reatividade vascular apés 24 horas?

A resposta contratil ao KCI foi modificada ?

.

O TBT altera a resposta vasodilatadora dependente do endotélio ?

O que poderia levar ao aumento na resposta contratil ?

1 VASOCONSTRITORES ? 4|— | VASODILATADORES ?

e

Envolve a participagcdo do NO?

Envolve a participagao das EROs ?

APO TIRON CAT

e

[ I 1

1EROs |NO 1ANGII
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