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RESUMO

As doencas cardiovasculares sao mais frequentes entre as mulheres na pos-
menopausa devido ao declinio da concentracdo plasmatica de estrogénio,
evidenciando o importante papel de modulador vascular que esse hormdnio
exerce. A regulacdo da reatividade vascular pelos receptores de estrogénio
esta relacionada principalmente a manutencdo da funcado endotelial normal.
Entretanto, seus efeitos moduladores vasculares s&o controversos, uma vez
que também ocorrem em condi¢cdes patoldégicas em mulheres que fazem uso
de contraceptivos orais e reposicdo hormonal. Como o0 mercurio esta
amplamente associado ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares e ja é
comprovado sua capacidade de alterar o funcionamento dos receptores de
estrogénio, investigamos 0s possiveis efeitos nocivos sobre 0os mecanismos
gue modulam a reatividade vascular a fenilefrina nos anéis aérticos isolados de
ratas Wistar (250- 300g), promovidas pela exposicdo aguda ao HgCl, (6 nM)
durante 45 minutos. O mercurio aumentou o estresse oxidativo e a reatividade
vascular estimulando a atividade da NADPHoxidase, ciclooxigenase-2 (COX-2)
e a producdo de tromboxano A; (TXA;). O metal também induziu denudacédo
endotelial na aorta, evidenciada por microscopia eletronica de varredura,
reduzindo a biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) e aumentando a atividade
da via de sinalizacdo PI3K/Akt. Além do exposto, nossos resultados sugerem
gque o mercario ativa mecanismos que estimulam a vasoconstriccdo via
receptores estrogénicos nucleares (ERa, ERB). Nossos resultados sugerem
que o mercurio pode aumentar as chances de desenvolver doencas
cardiovasculares em mulheres através de aumento do estresse oxidativo,
reducdo da biodisponibilidade de NO, aumento da produgcdo de TXA; e
alteracdo do funcionamento de ERa e ERp, devendo ser considerado um

importante fator de risco ambiental.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are more frequent among postmenopausal women
due to the decline in the estrogen plasma concentration, evidencing the
important role of vascular modulator that this hormone exerts. The regulation of
vascular reactivity by estrogen receptors is mainly related to the maintenance of
normal endothelial function. However, its vascular modulatory effects are
controversial, since they also occur in pathological conditions in women who
use oral contraceptives and hormone replacement. As mercury is widely
associated with the development of cardiovascular diseases, we investigated
putative hazardous effects on the mechanisms that modulate vascular reactivity
in aortic rings of female Wistar rats promoted by acute HgCl, exposure (6 nM)
for 45 minutes. Mercury increased oxidative stress and vascular reactivity
stimulating NADPHoxidase, COX-2 activity and production de thromboxane A,
(TXA2). The metal also induced endothelial denudation in the aorta, evidenced
by scanning electron microscopy, by reducing the bioavailability of nitric oxide
(NO) and enhancing the activity of the PI3K/Akt signaling pathway. In addition
to the above, our results suggest that mercury activates mechanisms that
stimulate vasoconstriction via nuclear estrogen receptors (ERa, ERB). Our
results suggest that mercury may increase the chances of developing
cardiovascular disease in women by increasing oxidative stress, reducing NO
bioavailability, increasing TXA2 production, and altering the functioning of ERa

and ER[, and should be considered an important environmental risk.
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1.INTRODUCAO
1.1 Mercurio

O mercurio (Hg) merece destaque entre os metais pesados devido a sua
elevada toxicidade e extrema mobilidade nos ecossistemas (ALEXANDRE,
2006). E considerado o mais perigoso e o que melhor exemplifica a diversidade
dos efeitos toxicos causados por esses metais, devido sua diversidade em

espécies quimicas e capacidade de bioacumulacdo (MATULIK et al., 2017).

A maior fonte natural de mercurio ocorre pelo desgaste da crosta terrestre,
além da producdo industrial de geradores de eletricidade, lampadas de
mercurio, extracdo de ouro, refinarias, pilhas e incineracdo de lixo hospitalar e
urbano (RIZZETTI et al., 2013). A exposicdo e a capacidade absortiva assim
como os efeitos no organismo sao dependentes do tempo e da forma quimica
(ZAVARIZ; GLINA, 1992), podendo ocorrer de forma direta, ocupacional ou
ambiental (ZEITZ et al., 2002; SWAIN et al., 2007).

E encontrado sob uma variedade de formas fisicas e quimicas, sendo dividido
em espécies elementares, organicas e inorganicas. O mercurio elementar (Hg°)
€ encontrado em amalgamas dentarias, termémetros e termostatos.
Representa o Unico metal que ocorre em aspecto liquido a temperatura
ambiente com capacidade para atravessar a atmosfera em um estado
vaporizado (PATRICK, 2002) e prontamente ser absorvido por inalacao
(CLARKSON et al., 2007; HOUSTON, 2007).

O mercurio inorganico pode ser encontrado sob a forma de ion mercuroso
(Hg,*") e fon mercurico (Hg,"). Esses metais podem combinar-se com outros
elementos quimicos e formar sais, como o cloreto de mercurio (HgCly)
(AZEVEDO, 2003), que possui extremo potencial corrosivo e alta toxicidade
(NASCIMENTO; CHASIN, 2001).

A forma organica deriva da biotransformacdo do Hg®* em metilmercurio
(CH3Hg") e etilmercurio (CHsCHsHg") (JOHNSON, 2004), sendo muito perigosa
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por sua alta afinidade com o sistema nervoso central (NASCIMENTO; CHASIN,
2001).

O mercurio pode afetar a saude humana em trés formas mais comuns: através
do metilmercario adquirido pelo consumo de peixes (PEREZ, 2008),
etilmercurio contido em timerosal, muito utilizado na preservacdo de vacinas
(CLARKSON, 2002) e o vapor de mercurio, liberado pelas amalgamas
dentérias, por exemplo (SAQUY, 1996).

No organismo, causa efeitos prejudiciais em diversos 0Orgdos e tecidos
dependendo da forma quimica, duracdo, nivel e rota de exposicdo (ZALUPS;
LASH, 1994), e € importante ressaltar que esse metal ndo tem papel fisiolégico
conhecido no metabolismo humano, sendo de dificil eliminacdo ja que nés

carecemos de mecanismos eficazes para excreta-lo.

Os efeitos prejudiciais do mercurio chamaram a atencdo da comunidade
cientifica apds acidentes ocorridas no Japéao e no Iraque. O primeiro aconteceu
na aldeia Minamata (1953), apds despejo de metilmercurio como subproduto
industrial diretamente na baia, causando bioacumulagdo na cadeia alimentar de
planctons, moluscos e peixes (CLARKSON, 2002). Os frutos do mar foram
ingeridos pelos habitantes locais e estes apresentaram sintomas de doenca
neurolégica como perda de controle motor, comprometimento da fala, retardo
mental, tremores incontrolaveis, distdrbios sensoriais, coma e morte (TSUBAKI,
1978; CAROCCI et al,. 2014). J4 em 1971, no Iraque, ocorreu um importante
episodio de intoxicacdo por metilmercurio quando o pao foi produzido a partir
de sementes de trigo que haviam sido tratadas com fungicidas que continham
compostos organicos de mercurio (BAKIR et al., 1973; CAROCCI et al., 2014),
ocasionando cegueiras, retardo mental e paralisia cerebral especialmente em
criangas expostas ainda no utero (GUZZI ; LA PORTA, 2008).

Todas as formas de mercuario causam efeitos toxicos em diferentes 6rgaos e
tecidos ao serem absorvidos e dependendo da forma quimica, duragéo e rota
de exposicédo (ZALUPS, 2000). Segue adiante a descrigéo de alguns efeitos do

mercurio nos principais sistemas afetados.
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1.2 Efeitos téxicos do mercurio

No sistema imunoldgico, as propriedades imunotdoxicas dos compostos
mercuricos tem sido foco de pesquisas e sdo associadas ao desenvolvimento
de varias doencas auto-imunes (STERZL et al., 1999; HYBENOVA et al., 2010)
como a esclerose multipla (STEJSKAL, 2015) e a doenca celiaca
(KAMYCHEVA et al., 2017). O Hg parece atuar aumentando a producao e
ativacdo de anticorpos e imunoglobulinas séricas (SAPIN et al., 1977;
MATHIESON, 1992; BAGENSTOSE et al.,, 1998) Tais efeitos resultam em
imunossupressao, imunomodulacdo, imunoestimulacdo e processos alérgicos
através da alteracdo da producdo de citocinas imonoldgicas (KERN et al.,
2014; BERLIN et al., 2015).

Outro sistema que merece ser mencionado € o respiratorio, em que os efeitos
da exposicdo aguda aos vapores de Hg sdo edema pulmonar, fibrose,
pneumonia, congestdo (BLUHM et al., 1992; TAUEG et al.,, 1992) e lesdes
pulmonares similares as constatadas em pacientes com sindrome da angustia
respiratoria aguda (ROWENS et al., 1991).

J& no sistema nervoso, os efeitos do mercurio sdo amplamente estudados.
Sabe-se que os compostos de Hg geralmente sdo transportados por meio do
complexo cisteina (SIMMONS-WILLIS et al., 2002) e se ligam a grupos tiol
(SH) presentes em neurbnios e células da glia. Essas células possuem
enzimas e receptores muscarinicos, dopaminérgicos e nicotinicos que contém
SH (WEINSBERG et al., 1995; SYVERSEN E KAUR, 2012) e na presenca do

Hg podem sofrer inibicdo e resultar em efeitos potencialmente neurotoxicos.

Os rins também séo afetados pelo mercurio através de sua alta afinidade por
grupos SH. Sua capacidade de acumulagdo nesse o6rgdo leva a efeitos
nefrotdéxicos, em especial nos tubulos proximais, que induzem faléncia renal
tanto em humanos quanto em animais experimentais (ZALUPS; LASH, 1994,
CLARKSON, 1997; ZALUPS, 2000; STACCHIOTTI et al., 2003).

Durante décadas o mercurio foi associado principalmente ao sistema renal e

nervoso central. Entretanto, o estudo de Salonen et al., (1995) promoveu
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grande impacto na comunidade cientifica ao demonstrar dados epidemiologicos
associando o mercurio ao desenvolvimento da aterosclerose e maior risco da

progressdo de doencas cardiovasculares.

No sistema cardiovascular, as consequéncias da toxicidade do mercurio
incluem os riscos de hipertensdo (WAKITA, 1987; CARMIGNANI et al., 1992),
arritmias (MASSARONI et al., 1995), infarto do miocardio (GONZALVO et al.,
1997; SALONEN et al., 1999), doenca cardiaca coronariana (GANTHER et al.,
1972; BARREGARD et al., 1990; GUALLAR et al., 2002), acidentes vasculares
cerebrais (SALONEN et al.,, 2000; BOFFETTA, 2001) e aterosclerose
generalizada (CLARKSON, 2002). Os mecanismos envolvidos no

desenvolvimento dessas afec¢fes além de diversos, sdo complexos.

Virtanen et al. (2005), em seu estudo, observaram que cada miligrama de
mercurio encontrada no cabelo equivale a 11% de aumento de risco de
desenvolvimento de episddio cardiovascular agudo e 13% de aumento de risco
de obito por doenca coronariana. De fato, tanto o mercario organico quanto o
inorganico concentram-se no coracao e tem sido associado ao aumento da
pressdo arterial e desequilibrio no ritmo cardiaco (MASSARONI et al., 1995;
SORENSEN et al., 1999).

O estudo pioneiro na associacdo da exposicdo ao mercurio as alteracdes
cardiovasculares foi desenvolvido em 1975 por Wojciechowski et al. Nessa
pesquisa foi observado que coelhos evoluiam com trombose de artérias de
pequeno e médio calibre, necrose nos musculos papilares e endotélio
perivalvular, proliferacdo endotelial, processo inflamatério e fibrose na aorta
ascendente, além de bradicardia apds inalar vapor de mercurio. Em estudos
posteriores foi observado que a exposicdo aguda ao mercurio sob
concentracbes micromolares de HgCl, induz arritmias e alteragcbes na
condugédo atrio-ventricular, reducdo da presséao sistélica e do desenvolvimento
de forca em coragOes de ratos (MASSARONI et al., 1992; VASSALLO et al.,
1999).

Em relacdo aos vasos sanguineos, sabe-se que através do uso de diferentes

concentragcfes o Hg induz modificacdo do ténus vascular em modelos animais
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(GOLPON et al., 2003), sendo observado vasoconstriccdo no leito caudal de
ratos (CUNHA et al., 2000; WIGGERS et al., 2008a), assim como vasodilatacao
em artérias pulmonar e aorta (GOLPON et al., 2003), 0 que sugere que 0S
efeitos do mercurio sobre o sistema cardiovascular ainda ndo estéo totalmente

esclarecidos e dependem da dose e do tempo de exposicao.

Dentre os efeitos vasculares do Hg ha um importante prejuizo na vasodilatacédo
dependente do endotélio em artérias basilares quando expostas cronicamente
a baixas concentracdes, possivelmente por disfuncdo endotelial (WIGGERS et
al., 2016). Ja em artérias caudais, foi constatado aumento da resposta vascular
associados ao aumento de prostanoides da via ciclooxigenase, da ativacéo da
enzima conversora de angiotensina (ECA) e da producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) apoOs exposicdo a baixas doses (CUNHA et al., 2000;
WIGGERS et al., 2008a; WIGGERS et al., 2008b).

Acredita-se que o aumento do estresse oxidativo seja um dos principais
mecanismos através dos quais o mercurio exerce seus efeitos téxicos sobre o
sistema cardiovascular (VIRTANEN et al., 2007), ja que foi constatado que a
exposicdo ao mercurio aumenta a producdo de radicais livres em modelos
animais (JANSSON; HARMS-RINGDAHL, 1993; CLARKSON, 1997; MAGOS,
1997). Além disso, o aumento da reatividade vascular causado pelo mercuario
também estd associado a reducdo da biodisponibilidade de NO e disfuncao
endotelial, ocasionando aumento da resisténcia periférica e possivel
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (LEMOS et al.,, 2012). Os
efeitos citados acima ocorrem em parte, devido a forte ligagcdo que o mercurio
apresenta por inUmeras estruturas bioldgicas blogueando suas atividades. De
fato, ele exibe alta afinidade por SH (grupo tiol) de enzimas, proteinas,
aminoacidos e antioxidantes contendo enxofre como o acido a-lipdéico, e N-

acetilcisteina e glutationa peroxidase (GENCHI et al., 2017).

A glutationa peroxidase € a enzima antioxidante intracelular mais potente,
atuando especialmente na mitocondria (SHENKER et al., 1998), principal
geradora de ROS (LEE; WEI, 2007). O mercurio possui alta afinidade pelo

selénio presente no sitio ativo da glutationa, reduzindo sua biodisponilidade e
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atividade antioxidante (RAYMOND et al.,, 2004). A afinidade do Hg por SH
também pode levar a reducdo de outras importantes enzimas antioxidantes
como a superoxido dismutase e a catalase, favorecendo a ocorréncia de
peroxidacao lipidica (RUNGBY; ERNST, 1992; SHENKER et al., 1998).

Além dos mecanismos descritos, 0 mercario também pode inativar a enzima
paraoxonase, um importante sistema de defesa antioxidante extracelular
relacionado ao HDL (lipoproteina de alta densidade) (GONZALVO et al., 1997).
Quando inativada, aumenta o risco para o desenvolvimento de aterosclerose,
infarto agudo do miocéardio, doenca coronariana e estenose da artéria caroétida
(KULKA, 20186).

Outra via de formacdo de radicais livres que merece destaque € a reacdo de
Fenton (Fe?* + H,0, — Fe™ + OH" + OH ), aonde o mercurio possivelmente
ocupa o sitio ativo do ferro e desencadeia a producao de radical hidroxila (OH.),
gue é altamente prejudicial (VIRTANEN et al., 2007).

Diante do exposto e apesar de diferentes estudos associarem a exposi¢ao ao
mercurio ao desenvolvimento de doenca cardiovascular (DCV), os mecanismos
intracelulares pelos quais esse metal pesado promove efeitos deletérios no

controle do tonus vascular precisam ser melhor esclarecidos.

1.3 Ténus vascular

Tanto a integridade do musculo liso quanto a integridade estrutural e funcional
das células endoteliais presentes no vaso sanguineo sao essenciais para a

manutencdo da homeostasia do tdnus vascular.

O endotélio é fundamental na modulacdo do ténus vascular devido a sintese e
liberacdo de um conjunto de fatores vasodilatadores e vasoconstrictores
(FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989; VANHOUTTE, 2009; GODO;
SHIMOKAWA, 2017). Para ocorrer a regulagdo do fluxo e da presséo
sanguinea, a endotelina, as espécies reativas de oxigénio, tromboxano,
angiotensina 1l e os prostandides derivados da via da ciclooxigenase

promovem a vasoconstriccdo, enquanto o fator hiperpolarizante derivado do
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endotélio (EDHF), as prostaciclinas e o 6xido nitrico estimulam a vasodilatacéo
(MATURANA et al., 2007; SANDOQO et al., 2010).

Esses fatores vasoativos atuam em equilibrio em condicbes fisioldgicas,
entretanto quando ha reducdo da producdo e/ou biodisponibilidade das
substancias vasodilatadoras, ocorre disfuncdo endotelial (MATURANA et al.,
2007). Sabe-se que a disfungcdo endotelial esta associada ao aumento do risco
de desenvolvimento de doencas cardiovasculares como diabetes mellitus (SHI;
VANHOUTTE, 2017), hipertensdo arterial (KONUKOGLU; UZUN, 2016),
aterosclerose (CHENG et al., 2019) e insuficiéncia cardiaca (GIANNITSI et al.,
2019) e que sua ocorréncia aumenta na presenca do mercurio (CUNHA et al.,
2000; WIGGERS, et al., 2008b; PECANHA et al., 2010; LEMOS et al., 2012;
WIGGERS et al., 2016).

1.4 Receptores de estrogénio e o tonus vascular

A modulacéo vascular também ocorre através da ativacdo de duas classes de
receptores de estrogénio (ER): os receptores nucleares alfa (ERa) e beta (ERpB)
e 0s receptores de estrogénio acoplados a proteina G (GPER), responsaveis
pela via de sinalizacdo intracelular que medeia efeitos extra-nucleares
(REVANKAR, 2005; LINDSEY et al., 2013).

Esses receptores séo codificados a partir de genes distintos em cromossomos
diferentes, gerando perfis de expressdo dispares nos tecidos. ERa é
encontrado predominantemente no figado, Utero, vagina, glandula mamadria,
hipofise, hipotalamo e colo do utero. J4 a predominancia da expressédo de ER[
€ inclui: ovario, pulméo e préstata (COUSE et al., 1997). Em relagdo a GPER,
€ expresso em diversos tipos celulares e tecidos, incluindo os tecidos
reprodutivos, ilhotas pancreaticas, figado, musculo esquelético, tecido adiposo,
sistema nervoso central, intestino, células inflamatorias e sistema
cardiovascular (PROSSNITZ; BARTON, 2011).

E de conhecimento que tanto o endotélio quanto o musculo liso dos vasos
sanguineos expressam ERs (KIM et al.,, 2014) e que eles desempenham

importantes papéis na modulacdo vascular em condi¢des fisiologicas e em
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determinadas doencas (GRAY et al., 2001; CHAKRABARTI et al., 2008;
RAFIKOVA; SULLIVAN, 2014).

A regulacdo da reatividade vascular pelos receptores de estrogénio esta
relacionada principalmente & manutencdo da funcéo endotelial normal (PEREZ-
CREMADES et al., 2018). De fato, diferentes estudos associam a ativacdo dos
receptores em questdo ao aumento da biodisponibilidade de NO e consequente
vasodilatacdo (CHAMBLISS; SHAUL, 2002; NOVELLA et al., 2013; SOBRINO
et al., 2017).

Além do NO, os receptores de estrogénio também foram implicados na
biodisponibilidade de outras moléculas endoteliais, como aumento de
prostaciclina (SOBRINO et al.,, 2010) assim como reducdo da endotelina-1
(DUBEY et al., 2001) e expresséo do receptor tipo 1 de Angiotensina Il (AT1)
(NICKENIG et al., 1998).

Estudos mostram que o estrogénio desempenha um importante papel de
modulador protetivo no sistema cardiovascular através da ativacdo dos ER.
Entretanto, sendo as DCV as principais causas de morte entre as mulheres
(IORGA et al., 2017; WOODWARD, 2019), é importante salientar que
discrepancias em seu desenvolvimento também envolvem os receptores em
questao, isso devido a ativacdo de mecanismos complexos que precisam ser

melhor investigados.

Sabe-se que as DVC sdo mais incidentes em mulheres apdés a menopausa
devido ao declinio do estrogénio nessa fase, quando comparado as mulheres
na fase reprodutiva e homens da mesma idade (IORGA et al., 2017).

Embora existam dados abundantes apoiando os receptores de estrogénio
como agentes protetivos contra doencas cardiovasculares em mulheres em
idade reprodutiva, a terapia hormonal com estrogénio em mulheres na pos
menopausa e em uso de contraceptivos orais tem sido controversa (BASSUK;
MANSON, 2015; SASSARINI; LUMSDEN, 2015; IORGA et al., 2017).

Ha evidéncias de sua participacdo no desenvolvimento do cancer de mama
(SAMAVAT; KURZER, 2015; M@RCH et al.,, 2017; SAMPSON et al., 2017),
inflamagé&o vascular (CUSHMAN, 2002; KASSI et al., 2015), acidente vascular
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cerebral (GILLUM et., 2000; STIER et al., 2003), e tromboembolismo venoso (
TCHAIKOVSKI; ROSING, 2010; FARRIS et al.,, 2017) durante a terapia
estrogénica em mulheres na p6s-menopausa e no uso de contraceptivos orais
(BASSUK; MANSON, 2015; SASSARINI; LUMSDEN, 2015).

E importante ressaltar que a atuacdo dos receptores de estrogénio em
condicoes fisioldégicas e patoldgicas podem ocorrer tanto por ligagdo aos
estrogénios enddgenos, quanto por ligacdo a uma gama de substancias
quimicas conhecidas como xenoestrogenos (SINGLETON, 2003; CHOE et al.,
2003), dentre elas podemos destacar o mercurio (WATSON et al., 2007;
ZHANG, et al., 2008; FAROOQ, 2015; GAUDET et al., 2018).

1.5 O mercurio como ligante dos receptores de estrogénio

Os xenoestrogenos sao outros compostos além dos estrogénios fisiologicos
que podem desencadear respostas estrogénicas (SINGLETON, 2003;
WATSON et al.,, 2007) e podem ser encontrados no meio ambiente na
composicdo de pesticidas, fumaca de cigarro, plasticos e pilulas
anticoncepcionais (GAUDET et al., 2018).

Dentre 0s xenoestrogénios existem o0s inorganicos, conhecidos como
metaloestrogenos e como exemplo temos o cadmio, cobalto, cobre, chumbo e
o mercurio (BYRNE et al., 2013; GAUDET et al., 2018). O mercurio é um dos
metaloestrogenos mais importantes devido sua persisténcia no ambiente e
capacidade de bioacumulacédo (EGIEBOR et al., 2013). Estudos mostraram que
esse metal é capaz de ativar os receptores de estrogénio nucleares e
desencadear cascatas de sinalizacao (CHOE et al., 2003; ZHANG, et al., 2008;
FAROOQ, 2015; GAUDET et al., 2018).

Em células de cancer de mama humano o mercurio induz a proliferagédo celular
(MARTIN et al., 2003; ZHANG et al., 2008; GAUDET et al., 2018) e estimula o
crescimento do Utero de ratas ovariectomizadas, assim como a atividade da
peroxidase (ZHANG et al., 2008).

Sua ligagdo aos receptores de estrogénio acontece através da sua capacidade
de substituir os fons Zn** nos dominios proteicos (PREDKI; SARKAR, 1992;
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Deegan et al.,, 2011) e possivel modificacdes na estrutura tridimensional de

proteinas alterando seu dobramento (ZHANG et al., 2008).

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de novos estudos que
investiguem o papel do mercurio e sua interacdo com 0s receptores de
estrogénio nos diferentes sistemas, bem como 0s mecanismos intracelulares

envolvidos.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora os efeitos do mercurio ja tenham sido extensivamente estudados e
associados a doencas cardiovasculares em diferentes leitos (CUNHA et al.,
2000; WIGGERS et al., 2008b; PECANHA et al., 2010; LEMOS et al., 2012;
WIGGERS et al., 2016), o efeito da exposicdo aguda a esse metal sob baixa
concentragdo em vasos de condutancia feminino e sua modulagdo endotelial
ainda nao foi investigado. Além disso, mesmo diferentes estudos
demonstrando que o mercurio € um metaloestrégeno, 0Ss mecanismos
envolvidos apdés sua interacdo com o0s ER expressos no sistema
cardiovascular, até onde sabemos, é desconhecido. Como a exposi¢cado a esse
metal é generalizada e os receptores em questdo sdo amplamente encontrados
nos vasos sanguineos (KIM et al.,, 2014), seu papel na etiologia e no

desenvolvimento de doencgas cardiovasculares precisa ser investigado.

Nesse contexto, cientes do potencial deletério do mercurio no sistema
cardiovascular, nossa hipétese é que a exposicao aguda desde composto sob
baixa concentracdo (6 nM) em aorta de ratas leve a prejuizos na reatividade
vascular e que esses efeitos possam estar relacionados aos receptores de

estrogénio.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Investigar os mecanismos pelos quais o mercurio sob baixa concentragéo,

exerce seus efeitos toxicos sobre a reatividade vascular na aorta de ratas.
3.2 Objetivos especificos

Investigar efeitos da exposi¢do aguda a 6 nM de HgCl, em segmentos isolados
de aorta toracica de ratas sobre:

1. Areatividade vascular a fenilefrina;
2. Participacdo endotelial na resposta vascular a fenilefrina;
3. Relaxamento dependente e independente do endotélio;

4. Participacdo do 6xido nitrico, das espécies reativas do oxigénio,
dos receptores ATi;, dos prostanoides derivados da COX,
receptores de estrogénio e da via de sinalizagcdo rapida PI3k/Akt
na reatividade vascular a fenilefrina;

Investigar efeitos da exposicdo aguda a 6 nM de HgCl, no endotélio da aorta

torécica de ratas através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais experimentais

Os experimentos foram realizados em ratas Wistar (250 a 300 g) de acordo
com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio e o Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (11/2018 CEUA-
UFES). As ratas foram alojadas em gaiolas sob condi¢des de ciclo de luz (12 h
de luz-12 h de escuro), temperatura ambiente e umidade constante, tendo livre
acesso a agua e alimentadas com racao de rato convencional ad libitum. Vale a
pena mencionar que, para minimizar o nimero de animais utilizados, foram

tomadas precaucdes nesses experimentos.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Eletromecéanica Cardiaca
e Reatividade Vascular (LEMC) através de exposi¢do aguda ao HgCl, em anéis
aorticos retiradas dos animais submetidos previamente a anestesia. Todos 0s
procedimentos foram desenvolvidos de acordo com os preceitos éticos e legais

com o intuito de evitar o sofrimento aos animais.

A manipulacéo dos animais foi realizada utilizando equipamentos de protecao
individual e o descarte dos cadaveres ou partes destes foi feita por
acondicionamento em sacolas plasticas individuais e congelamento para
posterior incineracdo, seguindo o protocolo regular de descarte de animais

experimentais no laboratorio.

4.2 Determinacao das fases do ciclo estral

Os esfregacos vaginais foram coletados as 10:00 horas antes de cada
experimento para detectar o proestro, a fase do ciclo estral em que a
concentracdo plasmatica de estrogénio aumenta (SMITH et al.,, 1975;
SPORNITZ; SOCIN et al., 1999).

Cada esfregagco vaginal foi coletado com uma pipeta contendo 10 pL de
solucéo salina (NaCl a 0,9%) por meio da introducdo suave e superficial da
ponta da ponteira na vagina da rata. A porgdo de salina foi liberado no interior
da vagina e, posteriormente, aspirado e colocado em laminas de vidro. Essas
laminas foram analisadas no microscopio de luz (Bel Photonics FLUO-2) sem o

uso da lente condensadora, com 10x e 40x lentes objetivas. O ciclo estral foi
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classificado como proestro, estro ou metaestro-diestro com base nas razdes
analisadas de leucécitos epiteliais nucleados, polimorfonucleares e cornificados
(MARCONDES et al., 2002; NELSON et al., 1982).

A fase do diestro foi confirmada quando houve predominio de leucdcitos; uma
predominancia de células cornificadas caracterizou a fase do estro; a presenca
de células epiteliais nucleadas, cornificadas e leucécitos em proporcdes
similares, foi um indicativo da fase metaestro-diestro. Por fim, a fase do
proestro foi confirmada quando houve predominio de células nucleadas
epiteliais.

4.3 Metodologia empregada para obtencéo dos anéis isolados de aorta toracica
Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal com ketamina
(50mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg). Apds a anestesia, as ratas foram
exanguinados logo apos a identificacdo do proestro, e posteriormente as aortas
tordcicas descendentes foram cuidadosamente removidas e imersas
rapidamente em placa de Petri contendo solucéao de Krebs-Henseleit, composta
por (em mM): NaCl 127; KCI 4,7; CaCl,.2H,0 2,5; MgS0O,4.7H,0 1,2; KH,PO,
1,17; NaHCO3; 24; Glicose 11; EDTA 0,01. Depois da retirada do tecido
conectivo e adiposo, a aorta torécica foi dividida em seguimentos cilindricos de
aproximadamente 3,5 a 4 mm de comprimento (Figura 1).

Figura 1: Aorta toracica em placa de Petri contendo solucéo fria de Krebs apés a
remocéao do tecido conjuntivo e adiposo (ANGELI, 2009).
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Dois fios de aco inoxidavel, em forma de triangulos, foram passados através do
limen dos segmentos de forma que fiquem paralelos na luz do vaso. Cada anel
vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solucdo de Krebs-Henseleit
aguecida a 36 + 0,5 °C, aerada com mistura carbogénica contendo 5% de CO,
e 95% de O,, mantendo o pH estavel em 7,4. Um fio foi fixado a parede do
banho e o outro conectado verticalmente a um transdutor de tenséo isometrica.
Assim, qualquer alteracdo do diametro do vaso foi captada pelo transdutor de
forca (TSD 125) conectado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100

Biopac Systems, Inc; Santa Barbara, CA — USA) e este a um computador.

Computador

< Transdutorde forga

Biopac Systems

Haste metalica

Amplificador —7

*—— Cubadevidro

Anélde aorta

Haste metalica fixa /ﬂ

Figura 2: Avaliagcéo da reatividade vascular “in vivo” em anéis isolados de aorta.

Sistema de aquisi¢do de dados Biopac Systems (modificado de DIAS, 2007).

4.3.1 Teste de viabilidade dos anéis aorticos
Depois de montados, os anéis adrticos foram submetidos a uma tensédo de
repouso de 0,9 a 1,2 gramas, reajustada, quando necessario, durante 30

minutos de estabilizacdo (Figura 3A).

Posteriormente, foi administrado ao banho cloreto de potassio (KCl) (75 mM)
para verificar a atividade contratii do musculo liso vascular induzida por

despolarizacdo. Depois que atingiram uma variacao de 1 g de forca a partir do
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valor basal, estes anéis foram lavados trés vezes com solucdo de Krebs-
Henseleit até retornar a tensdo de repouso. Os anéis que nao obtiveram tal

contracao foram descartados (Figura 3B).

Apdés 30 minutos de estabilizacdo, uma nova dose de KCI (75 mM) foi
adicionada ao banho para a aquisicdo de uma contracdo maxima do musculo
liso vascular, aferida no periodo de aproximadamente 30 minutos, tempo
necessario para atingir um platd no registro da contracao (Figura 3E e F). Apos
este platd, os anéis foram novamente lavados trés vezes para atingir o valor
basal (0,9 a 1,2 gramas) e, apés 30 minutos esses anéis foram submetidos a

avaliacao da integridade funcional do endotélio.

A funcado endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraidos
com fenilefrina (FE) 10”7 M (concentracdo que induz aproximadamente 50% da
contracdo maxima ao KCIl 75 mM) (Figura 3I). Uma vez atingido o platd, uma
dose Unica de ACh (10™ M) foi aplicada (Figura 3J). Os anéis que relaxaram
menos que 80% do platé foram descartados. Os anéis sem endotélio relaxaram

no maximo 10% ou até contrairam.

80 160
rranutos

Figura 3: Registro 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 estabilizacdo inicial (30 min
permanecendo na tensdo de 0,9 + 1,2 g); B) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; C)
Lavagem dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit; D) Periodo de estabilizacdo (30
min); E) Adi¢do de KCI (75 mM) ao banho; F) Platé da contrac¢éo induzida pelo KCI (75
mM); G) Lavagem dos anéis com solugdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de
estabilizacdo (30 min). Avaliacdo da integridade funcional do endotélio: 1) Pré-
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contracdo com fenilefrina (10-7 a 10-6 M) ou mais até atingir 50% do 2° KCI; J) Adicdo
de acetilcolina (ACh) 10-5 M; L) Troca de solucdo Krebs-Henseleit e periodo de
estabilizacdo antes das incubacdes (30 min). O tempo foi registrado em minutos, eixo
horizontal (intervalo de 80 min) e a forga em gramas (g), eixo vertical (MARQUES,
2015).

Apos a avaliagdo da integridade funcional do endotélio, os anéis foram lavados
trés vezes para atingir o valor basal. Posteriormente a um periodo de
estabilizacdo, foi administrada ao banho uma concentracdo de 6 nM de HgCl,,
de maneira que a amostra de um mesmo animal foi dividida em dois grupos: o
grupo que recebeu o HgCI, e o grupo controle (Figura 4). Para este protocolo
experimental, selecionamos a concentracdo de 6 nM HgCIl, com base em
estudos anteriores em nosso laboratério (WIGGERS et al., 2008b; LEMOS et
al., 2012).

HgCl, (6 nM) Controle

Figura 4: Divisdo dos anéis adrticos retirados da mesma rata distribuidos em dois
grupos: o grupo que recebeu 6 nM de HgCI2 e o grupo controle.

Assim, ap0s 15 min de exposi¢do ao HgCl,, o papel dos fatores vasoativos foi
investigado por incubagdo com farmacos durante 30 min. Posteriormente, foi
realizada uma curva concentracdo-resposta & FE (10™ a 3x10" M). Dessa
maneira, a permanéncia total da incubacdo com o HgCl, foi de 45 minutos
(Figura 5).
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Incubacdo Incubacéao
com HgCl, com farmacos

L1

15 30
minutos minutos

45
minutos de
incubacédo
com HgCl,

Figura 5: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Apés 15 minutos de
incubacdo com HgCl, foi adicionado o farmaco a ser estudado por 30 minutos.
Posteriormente, realizou-se a curva concentragdo-resposta a FE (10-11 a 3x10-7 M).
O efeito do farmaco em estudo foi simultaneamente avaliado no grupo controle e no
grupo que recebeu HgCl, (modificado de LEMOS, 2012).

Os seguintes farmacos foram utilizados: o inibidor de eNOS, L-NAME (100 pM),
o inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase, apocinina (30 uM), o eliminador
de anion superoxido, tiron (1 mM), o antagonista do receptor AT1, losartan (10
MM), o inibidor ndo especifico de ciclooxigenase, indometacina (10 uM), o
inibidor seletivo da COX-2, NS-398 (1 yM), o inibidor da tromboxano sintetase,
furegrelato (1 mM), o antagonista do receptor de estrogénio ERa e ERp, ICI
182.780 (1 uM), o antagonista especifico de GPER, G-36 (1 uM) e o inibidor da
via de sinalizacdo rapida PI3k/Akt, LY-294,002 (2,5 uM) (droga diluida em 0,1%
de DMSO (dimetilsulféxido), valor que nédo causa efeitos vasculares de acordo
com Kaneda et al. (2016)).

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 atraveés do uso de fios metalicos. 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
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acetilcolina 10 M induzir o relaxamento apés a pré-contracdo com fenilefrina.
A preparacao foi lavada trés vezes e, apés 30 minutos de retorno a tenséo
basal, foram realizadas curvas concentracdes-resposta a fenilefrina (10 a
3x107 M).

Outro grupo de experimentos foi realizado com o objetivo de avaliar o
relaxamento independente e dependente do endotélio através da incubacédo de
acetilcolina. A funcéo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido
pelo agonista muscarinico ACh. Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram
pré-contraidos com fenilefrina 107 M, concentracdo que foi capaz de induzir
aproximadamente 80% da resposta maxima induzida pelo KCL (125 mM). Uma
vez obtido o platd, foram realizadas as curvas concentracdo-resposta,
cumulativas & acetilcolina (10™! a 10 M). J4 a avaliagéo da vasodilatacdo ndo
mediada pelo endotélio foi analisada através do relaxamento induzido por
nitroprussiato de sédio (NPS). Assim como para ACh, os anéis foram pré-
contraidos com fenilefrina 107 M e, a seguir, foram realizadas curvas

concentracdo-resposta a esse agonista em concentracdes de 10 a 3x10™7 M.

4.4. Deteccéo in situ da quantidade de anion superéxido

A fim de avaliar a producdo de O;" in situ, foi realizado um protocolo de
fluorescéncia oxidativa utilizando dihidroetidio (DHE) como descrito
anteriormente (MARQUES et al., 2015). O DHE entra livremente nas células e
na presenca de O,  é oxidado a brometo de etidio e é inserido no DNA. O

brometo de etidio é excitado a 546 nm e emite luz a 610 nm.

Os anéis adrticos foram congelados em Tek Tissue O.C.T, e
subsequentemente cortados em sec¢des num criostato (10 um de espessura).
As seccOes foram estabilizadas sob condi¢gfes idénticas durante 30 min a 37 °
C em tampéao Krebs-HEPES modificado (em mM: 130 NaCl, 5,6 KCI, 2 CaCl,,
8,25 MgCl,, 8,3 HEPES e glucose, pH=7,4). Um tampao contendo DHE (2 uM)
foi aplicado topicamente nas seccdes e elas foram cobertas com laminula por
30 min em uma camera umidificada protegida contra luz a 37 °C. Para
confirmar a produgéo de O," nas amostras, um mimético da enzima superoxido
dismutase, tempol (10 yM), foi incubada por 1 h apos a incubagcdo com DHE.

As imagens foram entdo obtidas por um microscopio invertido de fluorescéncia
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(DM 2500 com uma objetiva de 40 x, Leica DFC 310 FX), usando as mesmas
configuracbes de imagem para todas as amostras. A densidade média de
fluorescéncia foi calculada usando o software Image J 1.44p (National Institutes
of Health, Bethesda, Maryland, EUA, disponivel em http://imagej.nih.gov/ij).

4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

ApOs o periodo de fixacdo, os anéis toracicos controles e os que receberam o
mercurio foram coletados, cortados e a superficie endotelial exposta e lavada
em tampao cacodilato (0,1 M, pH 7,2). Posteriormente, foram mantidos em
solucdo de fixagdo contendo cacodilato tampéo (0,1 M), tetroxido de Gsmio
(1,0%) e ferrocianeto de potassio (1,25%) por 1 h, sendo lavados em seguida
com tampédo cacodilato (0,1 M) e agua destilada. Os segmentos adrticos
sofreram desidratacdo em etanol, utilizando diferentes concentracdes (30%,
50%, 70%, 90%, 100%) e foram processados no ponto critico, sendo
submetidos ao processo de secagem do CO,. Apds a secagem de todo o
material, uma camada de ouro de 10 nm foi evaporada na superficie do tecido.
Para obter as imagens do endotélio dos segmentos adrticos, usamos um
microscoépio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV, Jeol Inc. USA). Para
cada amostra, as fotomicrografias foram tomadas aleatoriamente com

ampliacdo de x500 e x2500.

4.6 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdao da média. "n"
representa o nimero de animais utilizados em cada protocolo experimental. As
respostas contrateis e vasodilatadoras foram expressas como a % da resposta
maxima induzida por 75 mM de KCI. A andlise estatistica dos resultados foi
realizada por ANOVA duas vias, medidas repetidas ou randomizadas, seguida
pelo teste post-hoc de Fisher quando a ANOVA foi considerada significativa.
Para comparar os efeitos nas respostas contrateis a fenilefrina apos incubacao
com os farmacos, os resultados foram expressos como diferencas da area sob
as curvas de concentracéo-resposta (dAUC) para o grupo controle e HgClI,

usando o teste t de Student (GraphPad Prism, GraphPad Software Inc., San


http://imagej.nih.gov/ij
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Diego, CA, EUA). As diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do mercurio na reatividade vascular

Neste estudo, anéis aodrticos obtidos do mesmo animal foram utilizados como
controles ou expostos ao mercurio. A incubacdo aguda de mercurio durante 45
min aumentou a reatividade vascular a fenilefrina quando comparada aos
controles (Fig. 6A). No entanto, ndo afetou o relaxamento induzido pela
acetilcolina (Fig. 6B) e nitroprussiato de sédio (Fig. 6C).
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Figura 6: Efeitos da incubacdo aguda com cloreto de mercurio (HgCI2) nas curvas
concentracdo-resposta para fenilefrina (A), acetilcolina (B) e nitroprussiato de sodio (C)
em segmentos de aorta de ratas. *P<0,05 versus controle. O nimero de animais
utilizados é indicado entre parénteses.

5.2 Participacéo do endotélio na resposta vascular

A influéncia do endotélio nas respostas vasculares foi avaliada através de sua
retirada mecénica. A reatividade a fenilefrina apds a remocédo endotelial foi
aumentada em ambos 0s grupos experimentais (Fig. 7A e B), mas esse
aumento foi reduzido no grupo HgCl,, como demonstrado pelos valores de
dAUC (Fig. 7C). Esses dados estdo de acordo com o aumento da reatividade
vascular encontrada, sugerindo que a exposi¢cdo aguda ao mercurio causa a
liberacdo de fatores vasoconstritores ou a reducdo do fator vasorelaxantes

derivado do endotélio.



a4

A B

2007 -©- Controle (6) 2007 -8 HgCl, (6)
o @ Controle E- (6) 3 & HgCl, E- (6)
O 150+ O 1504
o 150 o 150
2 S
° b o i
w 100 S 100 .

& (&4
o o
c 501 2 0]
o o
0 0
0- 0-
I T T T 1 T T T T 1
-10 -8 -6 -4 -2 -10 -8 -6 -4 -2
Fenilefrina log [M] Fenilefrina log [M]
600
500
O 400 _l_
o)
< 300
©
S 200+
100
(6)
0
T T
e
\O\ O\’L
\ S
o e
@)

Figura 7: Efeito da retirada mecéanica do endotélio sobre a curva concentragéo-
resposta a fenilefrina em segmentos de aorta de ratas dos grupos controle (A) e HgCI2
(B). Diferengca percentual da area abaixo da curva de concentracdo-resposta a
fenilefrina (dAAUC) em segmentos de aorta de ambos 0s grupos experimentais (C).
*P<0,05 versus controle. O niumero de animais utilizados é indicado entre parénteses.

5.3 Efeito do bloqueio da sintese do 6xido nitrico sobre a resposta vascular

A fim de avaliar se o tratamento com mercurio alterava a modulagdo induzida
pelo NO, os anéis adrticos foram incubados com o inibidor da sintase de NO, L-
NAME (100 uM). O L-NAME aumentou a reatividade a fenilefrina em ambos os
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grupos (Fig. 8A e B). No entanto, o grafico de dAUC demonstra que a

modulacao pelo NO foi reduzida no grupo exposto ao mercurio (Fig. 8C).
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Figura 8: Efeito do bloqueio da sintese do 6xido nitrico com L-NAME sobre a curva
concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de aorta de ratas dos grupos
controle (A) e HgCI2 (B). Diferenca percentual da é&rea abaixo da curva de
concentracdo-resposta a fenilefrina (dJAUC) em segmentos de aorta de ambos os
grupos experimentais (C). *P<0,05 versus controle. O numero de animais utilizados é
indicado entre parénteses.

5.4 Participacdo das espécies reativas de oxigénio na resposta vascular
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A exposicdo ao mercurio aumenta a producdo de radicais livres, ROS
(WIGGERS et al., 2008b; LEMOS et al., 2012; GENCHI et al., 2017). A fim de
determinar a fonte de producdo de ROS, incubamos apocinina (30 pM), um
inibidor seletivo da NADPH oxidase.

A incubacdo com apocinina reduziu a resposta vasoconstritora induzida pela
fenilefrina em ambos os grupos (Fig. 9A e B), mas o grafico de dAUC mostra

gue o efeito da apocinina foi maior no grupo que recebeu mercurio (Fig. 9C).
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Figura 9: Efeito do inibidor da NADPHoxidase, Apocinina (30 uM), sobre a curva
concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de aorta de ratas dos grupos
controle (A) e HgCI2 (B). Diferenca percentual da é&rea abaixo da curva de
concentracdo-resposta a fenilefrina (dJAUC) em segmentos de aorta de ambos os
grupos experimentais (C). *P<0,05 versus controle. O numero de animais utilizados é
indicado entre parénteses.
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Sendo o O,  a principal espécie reativa de oxigénio produzida pela
NADPHoxidase na presenca do mercurio, decidimos avaliar sua participacao

através da incubacéao de tiron (1 mM), um varredor de O;".

Ao incubar o tiron (1 mM), a resposta vasoconstritora induzida pela fenilefrina
foi reduzida apenas no grupo exposto ao mercurio (Fig.10A e B), sugerindo que

este metal induz a producéo de O, em ratas.
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Figura 10: Efeito do tiron (1 mM), um varredor de anion superdxido sobre a curva
concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de aorta de ratas dos grupos
controle (A) e HgCI2 (B). Diferenca percentual da é&rea abaixo da curva de
concentracdo-resposta a fenilefrina (dJAUC) em segmentos de aorta de ambos os
grupos experimentais (C). *P<0,05 versus controle. O nimero de animais utilizados é
indicado entre parénteses.

Para confirmar o papel do 0, , avaliamos sua liberacdo in situ utilizando o
corante fluorescente DHE com ou sem tempol (10 yM) (Fig. 11). Uma maior

liberacédo de O, , ocorreu no grupo de anéis adrticos incubados com mercurio e

foi inibida pelo tempol, sem qualquer efeito no grupo controle.
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Figura 11: Imagens de micrografia representando a fluorescéncia emitida por DHE
com ou sem incubacdo com tempol (10 uM) em segmentos de aorta de ratas dos
grupos controle e HgCI2. *p<0,05 versus controle e #P <0,05 versus HgCI2. O niumero
de animais utilizados é indicado entre parénteses.

5.5 Participagao dos receptores AT1 na resposta vascular

Com base em resultados previamente publicados pelo grupo (LEMOS et al.,
2012), foi evidenciado a participacdo dos receptores AT1 no aumento de

reatividade vascular causado pelo mercurio.

Assim, neste protocolo investigamos a participacdo dos receptores AT1 na
resposta contrétil a fenilefrina através da incubacdo do losartan (10 pM), um

inibidor especifico de receptores para Angiotensina Il do subtipo AT1.

A incubacdo com losartan resultou na reducdo da reatividade vascular em
ambos os grupos de forma equivalente (Fig 12A, B e C). Esse achado sugere
que o receptor AT1 néo foi afetado e manteve sua atividade apds exposicdo ao

mercurio.
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Figura 12: Efeito do losartan (10 uM), um inibidor especifico de receptores para
Angiotensina Il do subtipo AT1 sobre a curva concentrac@o-resposta a fenilefrina em
segmentos de aorta de ratas dos grupos controle (A) e HgCl2 (B). Diferencga
percentual da &rea abaixo da curva de concentragdo-resposta a fenilefrina (dAAUC) em
segmentos de aorta de ambos os grupos experimentais (C). *P<0,05 versus controle.
O numero de animais utilizados € indicado entre parénteses.

5.6 Participacao da ciclooxigenase e do tromboxano A2 na resposta vascular
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Outro grupo de compostos envolvidos no controle da reatividade vascular sao
os prostanoides derivados da COX. Seu papel foi estudado pela incubacéo

com indometacina (10uM), um inibidor ndo especifico da ciclooxigenase.

A incubacdo de indometacina (10uM) resultou em reducdo da resposta
vasoconstritora induzida pela fenilefrina em ambos os grupos (Fig. 13A e B),
mas o grafico de dAUC mostrou que, na presenca de mercurio a modulagéo
através de produtos derivados da COX, possivelmente vasoconstrictores, foi
maior (Fig. 13C).
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Figura 13: Efeito da indometacina (10uM), um inibidor n&o especifico da
ciclooxigenase sobre a curva concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de
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aorta de ratas dos grupos controle (A) e HgCI2 (B). Diferenca percentual da area
abaixo da curva de concentracdo-resposta a fenilefrina (dAUC) em segmentos de
aorta de ambos os grupos experimentais (C). *P<0,05 versus controle. O nimero de
animais utilizados € indicado entre parénteses.

Sabe-se que o HgCl, também pode estimular a expressdo da COX-2 e
subsequente producédo de prostanoides e ROS (LONGO et al., 2017). Portanto,
investigamos se a COX-2 estaria participando da reatividade aumentada
através da incubacdo com NS-398 (1 uM), um inibidor especifico desta
isoforma da COX. A NS-398 reduziu a reatividade vascular em ambos 0s
grupos (Fig. 14A e B), mas o dAUC (Fig. 14C) mostra que no grupo incubado
com HgCl,, a modulacdo da resposta a fenilefrina através de produtos
derivados da COX-2 foi maior.
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Figura 14: Efeito do NS-398 (1 uM), um inibidor especifico da COX-2, um inibidor ndo
especifico da ciclooxigenase sobre a curva concentragdo-resposta a fenilefrina em
segmentos de aorta de ratas dos grupos controle (A) e HgClI2 (B). Diferenca
percentual da &rea abaixo da curva de concentracédo-resposta a fenilefrina (dAAUC) em
segmentos de aorta de ambos os grupos experimentais (C). *P<0,05 versus controle.
O numero de animais utilizados € indicado entre parénteses.

Para verificar se o efeito da COX-2 produzido pela exposicdo ao mercurio
aumentada era causado pelo TXA,, um importante prostanoide vasoconstritor
produzido pela COX-2, usamos o furegrelato (10 uM), um inibidor da TXA;
sintase. Houve uma reducédo na resposta contratil a fenilefrina apenas no grupo
HgCl,, indicando que o TXA, modula a resposta a fenilefrina na presenca
desse metal (Fig. 15 A e B).
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Figura 15. Efeito do furegrelato (10 uM), um inibidor da TXA2 sintase sobre a curva
concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de aorta de ratas dos grupos
controle (A) e HgCI2 (B). *P<0,05 versus controle. O numero de animais utilizados é
indicado entre parénteses.

5.7 Participagéo dos receptores ERa, ERB e GPER e da via de sinalizac&o
P13k/Akt

Sabendo que o mercurio € um metaloestrogeno (ZHANG et al., 2008; LI et al.,
2018) decidimos explorar o desempenho dos receptores ERa e ERPB na
exposicao a esse metal pesado através do ICI 182.780 (1 uM), que nesta dose
age como um antagonista desses receptores, assim como o G-36 (0,1 mM), um

antagonista especifico de GPER.

O ICI 182.780 reduziu a resposta contratil a fenilefrina apenas nos anéis
aorticos de ratos expostos ao HgCl,, mostrando que esses receptores
participam do aumento da reatividade vascular encontrada (Fig. 16A e B).
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Figura 16: Efeito do ICI 182.780 (1 uM), um inibidor dos receptores ERa e ERf, sobre
a curva concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de aorta de ratas dos
grupos controle (A) e HgCI2 (B). *P<0,05 versus controle. O numero de animais
utilizados é indicado entre parénteses.

Para investigar se a exposi¢cao aguda ao HgCl, afeta o GPER, foi utilizado o

G36 (1 uM), um antagonista especifico desse receptor. No entanto, diferente do
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que ocorreu com a incubacgao ICI 182.780 antagonizando os receptores ERa e
ERB, o G-36 reduziu a reatividade vascular em ambos os grupos de maneira
semelhante (Fig. 17A, B e C). Tal achado mostrou que a vasoconstricdo
produzida pelo GPER permaneceu apés a exposi¢cdo ao mercurio.
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Figura 17: Efeito do G-36 (0,1 mM), um antagonista especifico do GPER sobre a curva
concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de aorta de ratas dos grupos
controle (A) e HgCI2 (B). *P<0,05 versus controle. Diferenca percentual da area abaixo
da curva de concentracao-resposta a fenilefrina (dJAUC) em segmentos de aorta de

ambos os grupos experimentais (C). O nimero de animais utilizados € indicado entre
parénteses.
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A via de sinalizacdo PI3K/Akt é comumente envolvida com a acdo desses
receptores estrogénicos e € responsavel por efeitos vasculares, como a
fosforilacdo da eNOS e subsequente producédo de NO (DE OLIVEIRA, et al.,
2018). Portanto, a fim de identificar o mecanismo envolvido no aumento da
reatividade vascular encontrada, sabendo que os receptores ERa e ER, estao
com sua atividade alterada no grupo mercurio, investigamos se esta via poderia

estar alterada em nosso protocolo experimental.

A incubacdo com LY-294,002 (2,5 pM), um inibidor da via de sinalizacédo
PI3k/Akt, produziu uma reducao na reatividade vascular em ambos 0s grupos
(Fig. 18A e B), mas o grafico da dAUC mostrou que no grupo incubado com
mercurio a via de sinalizacdo PI3k-Akt foi mais ativa (Fig. 18C). Além disso, 0
efeito do LY-294,002 foi menor no grupo nao tratado, um resultado que
corrobora o fato de que os receptores ERa e ERB ndo estavam

desempenhando um papel importante nessa condigéo.

Os resultados mostram que apenas ERa e ERB estavam operando, e diante do
exposto, sugerimos que eles desencadeiam a ativacdo dessa importante

cascata de sinalizacdo na presenca do mercurio.
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Figura 18: Efeito do LY-294,002 (2.5 yM), um inibidor da via de sinalizagdo PI3k/Akt
sobre a curva concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de aorta de ratas dos
grupos controle (A) e HgCI2 (B). *P<0,05 versus controle. Diferenga percentual da
area abaixo da curva de concentracao-resposta a fenilefrina (dAAUC) em segmentos de
aorta de ambos os grupos experimentais (C). O numero de animais utilizados é
indicado entre parénteses.

5.8 Microscopia eletrdnica de varredura no endotélio (MEV)

Considerando a magnitude do dano funcional e a disfuncdo endotelial
observada pela reducdo da biodisponibilidade do NO e pelo aumento do O;",
0s anéis aérticos foram utilizados para avaliar se estava ocorrendo dano na

arquitetura da superficie endotelial.

As imagens de microscopia eletrdnica de varredura mostraram que a superficie
endotelial do grupo controle manteve a aparéncia escamosa normal
apresentando uma camada de células endoteliais confluentes. Em contraste, o
grupo incubado com mercurio exibe uma lesdo endotelial clara da camada da
superficie luminal, expondo a membrana elastica interna e apresentando

deterioragé@o na arquitetura tipica e arranjo celular (Fig. 19).



57

Cohtrole

Figura 19: Microscopia Eletronica de Varredura mostrando a superficie endotelial da
aorta de ratas com aparéncia escamosa normal (controle). Aorta exposta ao mercurio
por 45 min apresenta superficie endotelial desnuda, apresentando deterioracdo da
arquitetura tipica e arranjo celular (HgCl,). Célula endotelial: asteriscos; Lacunas
expondo a membrana elastica interna: seta; Denudacgédo endotelial: cruz.
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6. DISCUSSAO

Embora seja crescente o numero de estudos que estudem os efeitos toxicos do
mercurio sobre o sistema cardiovascular, até entdo era desconhecido o efeito
da exposicdo aguda ao mercurio sobre esse sistema no sexo feminino, e pouco
se sabia sobre os efeitos desse metal nos receptores estrogénicos. Certamente
avangamos no conhecimento dos efeitos e mecanismos pelos quais o mercurio

desempenha sua toxicidade sobre a aorta de ratas.

Nossos achados mostram pela primeira vez que em fémeas a exposi¢ao aguda
ao mercurio por 45 min aumenta a reatividade vascular e induz denudacéo e
disfuncdo endotelial na aorta, provavelmente devido a reducdo da
biodisponibilidade do NO, aumento da producéo de ROS, participacdo da COX-
2 e TXA,, assim como participagdo dos receptores ERa e ERpB e ativacdo da

via de sinalizacéo PI3K/Akt apGs acdo desse metal pesado.

O National Research Council of the United States of America (NRC, 2000)
aponta para 2 ug/L como a concentragao média normal para individuos adultos
com pouco ou nenhum consumo de peixe contaminado, principal fonte de
exposicao ao mercurio. No entanto, a exposicdo aguda a este metal pesado
sob baixa concentracdo (6 nM = 1.63 pg/L HgCl,), muito inferior ao encontrado
em diferentes populacdes expostas a fontes insignificantes (5 mg/L de sangue)

(BASU et al., 2018) e considerado seguro, mostrou-se prejudicial neste estudo.

O mercario, quando administrado de forma aguda, aumenta a reatividade
vascular e causa disfuncdo endotelial nas artérias de condutancia (WIGGERS,
et al., 2008b; CUNHA et al., 2000; LEMOS et al.,, 2012). Essa disfuncéo
endotelial ocorre quando h& desequilibrio entre a produgdo e a
biodisponibilidade dos fatores vasorelaxantes e vasoconstritores produzidos
pelas células endoteliais (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989; VANHOUTTE,
2009; SILVA et al., 2012; GODO; SHIMOKAWA, 2017).

Entre os fatores endoteliais, 0 NO desempenha o papel mais importante por ser
um potente vasodilatador e, embora nossos resultados indiguem uma reducéo
na biodisponibilidade de NO induzida pelo mercurio, o relaxamento

independente e dependente do endotélio ndo foi alterado. Estes resultados
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sugerem que, sob plena estimulacao por ACh, a producédo de NO endotelial é
adequada. No entanto, a producdo basal de NO é reduzida e o mecanismo de
relaxamento no muasculo liso provocado pelo nitroprussiato ndo € afetado. Além
disso, apoOs a retirada mecanica do endotélio, ficou evidente que os
mecanismos aqui investigados em relacdo a exposicdo ao mercurio eram

dependentes do endotélio.

Como a enzima Oxido nitrico endotelial (eNOS) é a enzima responsavel por
produzir o NO nas células endoteliais (PALMER et al., 1987; MONCADA et al.,
1991; FORSTERMANN; SESSA, 2012), procuramos investigar o seu papel
neste protocolo experimental. O mercurio tem acdo direta no sitio catalitico
dessa enzima e pode desacopla-la (MITTAL et al., 1995) reduzindo a producéo
de NO (WIGGERS, et al., 2008a; WIGGERS, et al., 2008b; PECANHA et al.,
2010). De fato, em nosso estudo, o aumento da reatividade vascular a
fenilefrina no grupo mercurio foi acompanhado por uma reducdo na modulacao
endotelial apds o bloqueio da eNOS com L-NAME, sugerindo uma reducéo da
biodisponibilidade do NO.

O endotélio vascular € extremamente sensivel ao estresse oxidativo e esta é a
principal causa de disfungdo endotelial observada nas doencas
cardiovasculares (TOUYZ, 2004; ROCHA et al., 2010; INCALZA et al., 2018). O
mercurio também contribui para aumentar o0 estresse oxidativo induzindo
mudancas na funcdo dos sistemas de defesa antioxidante e aumentando a
producdo de ROS, especialmente O, (HOUSTON, 2011; SAMIR, 2011;
LONGO et al.,, 2017; LIU et al., 2019) através da estimulacdo da NADPH
oxidase (PECANHA, 2010). Outro mecanismo ocorre por meio da estimulacéo
dos receptores AT1 da angiotensina Il, que desempenham um papel no
desenvolvimento do estresse oxidativo na aorta (GRIENDLING et al., 1994). No
entanto, nossos resultados com losartan mostraram apenas que o receptor AT1

ndo foi afetado mantendo sua atividade apds a exposi¢cao ao mercurio.

Como os receptores AT1 ndo alteram sua atividade, outro mecanismo deveria
estar ativando o estresse oxidativo. A prépria NADPH oxidase quando ativada
por ROS pode aumentar a expressao de COX-2 (WONG et al., 2013). Nossos

dados funcionais sugerem que a COX-2 foi mais participativa e provavelmente
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produziu TXA2 na presenca de mercurio, fato que pode ser explicado pela
capacidade do estrogénio, o principal hormdénio sexual feminino, de causar
efeitos deletérios a funcdo vascular. Esses efeitos deletérios, inflamacao e
potencializacdo da atividade do TXA2 (FULTON; STALLONE, 2002) ocorrem
pelo aumento da expressédo e acdo da COX-2 (LI; KUO; STALLONE, 2008),
enzima ja relacionada ao aumento da reatividade vascular na aorta de coelhos
(MILLER; VANHOUTTE, 1990). Portanto, sugerimos que 0 aumento da
atividade de COX-2 e TXA2 pode ser um efeito deletério significativo causado

pela exposicdo ao mercuario em ratas.

A presenca de receptores estrogénicos (ERa, ERB e GPER) no endotélio e no
musculo liso dos vasos sanguineos (KIM et al., 2014) garante que esses
horménios tenham funcdo moduladora vascular tanto em condicdes fisiologicas
como patoldgicas (GRAY et al., 2001; CHAKRABARTI et al., 2008; RAFIKOVA;
SULLIVAN, 2014). Embora produzam vasodilatagcdo em condi¢des normais
(lorga et al., 2017), estudos clinicos também propuseram que o estrogénio
pode desempenhar papéis prejudiciais em doencas humanas caracterizadas
por anormalidade do tdnus vascular, como a doenca de Raynaud (FARDOUN

et al., 2016) e hipertenséo essencial em gestagédo (FINNERTY, 1977).

As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade entre as
mulheres na pds-menopausa, quando 0s niveis de estrogénio diminuem
significativamente, evidenciando o importante papel desse hormoénio e de seus
receptores na protecédo contra essas condi¢cdes (ZHANG, 2010). No entanto,
qguando usado como contraceptivo oral ou durante a terapia estrogénica na
pos-menopausa, pode desencadear eventos cardiovasculares como acidente
vascular cerebral (GILLUM et al., 2000; STIER et al., 2003) e tromboembolismo
venoso (TCHAIKOVSKI; ROSING, 2010; FARRIS et al., 2017). A capacidade
desses hormonios de promover a inflamacdo vascular (CUSHMAN, 2002;
KASSI et al.,, 2015) sugere que 0 estrogénio e seus respectivos receptores
também podem desencadear efeitos deletérios complexos, mas ainda pouco

compreendidos, no sistema cardiovascular.

Os estrogénios podem atuar por meio de mecanismos gendmicos e nao

genbmicos. Ag¢des gendmicas ocorrem através de ERa e ERB, sendo a
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primeira mais amplamente expressa do que a segunda nos tecidos
(HAMILTON et al., 2017). As a¢Bes ndo gendmicas sdao mediadas pelo GPER,
que medeia eventos rapidos de sinalizagdo através da membrana celular
(PROSSNITZ; BARTON, 2011). Por serem amplamente expressos tanto no
musculo liso quanto no endotélio, seu papel fundamental na regulacao do ténus
vascular (LI; KUO; STALLONE, 2008) ocorre pela ativacdo de enzimas
antioxidantes com consequente reducédo do estresse oxidativo (IORGA et al.,
2017), fosforilagédo de eNOS e aumento da producao de NO (GUO et al., 2005).

Esses receptores também respondem aos metaloestrégenos, e entre eles o
mercurio merece mencgdo devido & sua persisténcia no meio ambiente
(GAUDET et al., 2018) e sua capacidade de bioacumulagcédo (RIZZETTI et al.,
2013). Zhang et al. (2008), em seu estudo sobre células de cancer de mama
humano, mostraram que o cloreto de mercurio expressa efeitos semelhantes
ao estrogénio ao ativar seus receptores nucleares e cascatas de sinalizacéo
(PREDIK; SARKAR., 1992; ZHANG, et al., 2008; Li et al., 2018).

Sabendo que o mercurio pode ativar ERa e ER, esse aumento na reatividade
vascular pode ser devido a uma possivel inibicdo da Na'/K*-ATPase através
desses receptores, bem como pela reducdo da biodisponibilidade de NO
encontrada em nosso estudo. Estudos prévios relataram atividade e expressao
reduzida de Na'/K'-ATPase por estrogenos no cérebro e no (tero, e esta
resposta foi mediada por receptores nucleares de estrogénio (TSAI et al., 2003;
ZHENG; RAMIREZ, 1999). Sobre o NO, ele é considerado um modulador
endogeno através da estimulacdo da atividade da Na'/K*-ATPase (DOS
SANTOS et al., 2003). No entanto, se a biodisponibilidade do NO diminui, pode
haver uma reducéo na atividade dessa bomba (GUPTA et al.,, 1994). Além
disso, a Na'/K'-ATPase também é um importante local de ligacdo para o
mercurio ja que possui cisteinas em seu dominio extracelular e pode ser inibida
por este metal (ANNER; MOOSMAYER, 1992; WANG E HORISBERGER,
1996).

Além dos mecanismos propostos anteriormente, a Na'/K*-ATPase também
pode ser inibida pelos produtos da COX (DOS SANTOS et al., 2003) e pela
atividade aumentada de PI3K (YUDOWSKI et al., 2000). Quando a PI3K é



63

hiperestimulada, ela pode interagir diretamente com um sitio rico em prolina na
subunidade a da Na'/K*-ATPase (YUDOWSKI et al., 2000) resultando na
inibicdo de sua atividade (CHIBALIN et al., 1998). Isso resulta no aumento da
concentracdo de célcio intracelular (BLAUSTEIN, 1993) que aumenta a
contracdo das células musculares lisas. Sabendo que o mercurio também pode
inibir esta enzima, apos o bloqueio da via de sinalizacdo PI3K/Akt, observamos
um importante relaxamento no grupo incubado com HgCl,. Este resultado
sugere que esta via tinha atividade aumentada e participou diretamente do
aumento da reatividade vascular. Corroborando nossos achados Chen et al.
(2006) mostraram gue a exposi¢cdo ao mercurio em baixas concentracdes pode
aumentar a fosforilagdo da Akt aumentando o estresse oxidativo nas células
beta pancreaticas. Além disso, o estresse oxidativo também pode estimular a
ativacdo de PI3K/Akt (ZHANG; YANG, 2013) e aumentar os niveis de ROS
intracelular, amplificando o consumo de oxigénio e o0 metabolismo oxidativo nas
mitocondrias (KARIMIAN et al., 2018).

Outra questdo a ser considerada € a associacdo do mercurio com o dano ao
DNA, aumentando o estresse oxidativo (CHEN, 2005; BHOWMIK; PATRA,
2015). Apos danos no DNA, a via de sinalizacdo PI3K/Akt também pode ser
ativada. O mercurio causa citotoxicidade em monocamadas de células
endoteliais (PARK; PARK, 2007) e apoptose em células epiteliais brébnquicas
(WOLF; BAYNES, 2007). Assim, com a disfuncdo endotelial sugerida pelos
extensos danos funcionais mostrados previamente associados as imagens de
MEV, podemos sugerir que 0 mercurio deteriora o endotélio. Em consequéncia,
essa deterioracdo resulta em denudacdo, causada pela citotoxicidade das
células endoteliais e possivel ativagdo da sinalizacdo apoptoética. Portanto, a
ativacdo da via de sinalizacdo PI3K/Akt pode ativar a transmissédo de sinais
apoptoticos, a fim de eliminar células danificadas para manter a homeostase do
tecido (KARIMIAN et al., 2018).

A apoptose também é induzida pela inflamacdo. Sabe-se que, com 0 aumento
da atividade da NADPH oxidase e da producédo de ROS, ocorre a ativacédo da
COX-2 (YIN et al., 2017). Somando-se isso a reducdo da biodisponibilidade do
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NO, o processo apoptotico nas células endoteliais pode ter sido induzido em
nosso estudo (INCALZA et al., 2018).

Embora o efeito anti-apoptético do estrogénio através de seus receptores
nucleares ja tenha sido mencionado em células endoteliais vasculares
(RAZANDI et al., 2000; SELI et al., 2006), sua associacdo com apoptose em
mielomas tem sido relatada (WANG et al., 2001), assim como em células
eritréides (BLOBEL; ORKIN, 1996), células germinativas (CORREIA et al.,
2015) e células musculares lisas (MORI-ABE, 2003).

Outro mecanismo proposto é que o efeito protetor anti-apoptético promovido
pela ativacdo de ERa e ERB mencionados acima possa ter sido abolido pelo
mercurio apO0s sua associacdo com esses receptores. Além disso, vale
ressaltar que o GPER também foi associado a ativacado de apoptose (DING et
al., 2015; YANG et al., 2017; he et al., 2018) e permaneceu ativo na presenca
de mercurio. Vale ressaltar que para confirmar nossa hipétese de possivel
ativacdo da cascata apoptédtica apds exposicdo aguda a mercuario, outros

experimentos seriam necessarios.

Em resumo, este estudo sugere que o mercurio reduz a biodisponibilidade de
NO, aumenta o estresse oxidativo e a participacdo de COX-2 e TXA,, bem
como a atividade da via de sinalizacao PI3K/Akt apds ativar mecanismos que
estimulam a vasoconstriccdo via receptores estrogénicos nucleares (ERa,
ERB), além de induzir uma possivel inibicdo da Na'/K*-ATPase. Também
mostramos pela primeira vez que a exposicdo aguda ao mercurio na aorta de
ratas, induz denudacdo endotelial por citotoxicidade através de possivel

ativacdo da cascata apoptotica.
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CONCLUSAO
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7. CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que a exposicdo aguda ao mercurio causa
efeitos deletérios importantes na funcdo vascular de ratas e que ha
participagdo dos receptores de estrogénio nesses efeitos. Nossos resultados
fortalecem a hipotese de que esse metal pesado deve ser considerado fator de
risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares no sexo feminino e
reforcam a necessidade de novos estudos que investiguem a fundo os

mecanismos envolvidos.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado" Efeitos da Exposic@o aguda ao Hgcl2 sobre a reatividade vascular em aorta de rata * ,

Protocolo n°.11/2018, sob a responsabilidade de Dalton Valentim Vassallo que envolve a produgio, manutengio e/ou

utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata(exceto o homem), para fins de pesquisa

cientifica(ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto

n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio
Animal(CONCEA), aprovado "Ad Referendum" e pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS(CEUA)
DO(A) Centro de Ciéncias da Saide-Maruipe-Vitéria-ES em 03-08-2018.

Vigéncia do Projeto |Inicio: Julho/2018 Término:Fevereiro/2019
Espécie/Linhagem | Rattus novergicus albinus(Linhagem:Ratos Wistar )
NO de Animais Experimento Piloto:0 Protocolo Experimental:40 Total:40 animais
Peso/Idade Pes0:250-300 g Idade: 4 meses
Sexo Fémea
Origem  |Mamiferos - IR———
o Vitéria (ES), 03 de agosto de 2018,
Presidente do
mitd de Etca no Uso de Animzs
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