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RESUMO

Estudos demonstram que a exposicdo ao Cadmio esta associada a alteracdes
vasculares importantes, frequentemente relacionadas ao aumento da presséo arterial.
Entretanto, ndo se sabe se os efeitos da exposicéo a baixa concentracdo, por curto
periodo poderiam incluir disfuncdo vascular, e quais seriam 0S mecanismos
envolvidos nesse processo. O objetivo deste estudo foi descrever os efeitos
pressoricos e vasculares da exposicéo por 7 dias ao CICd2 em ratos. Para isso, ratos
Wistar receberam agua potavel (Ct) ou solucédo de CICd2 100 mg/L (Cd) via agua de
beber por 7 dias. Foram analisados o peso, concentracdo plasmatica de Cadmio,
pressao arterial sistolica (PAS) e respostas de anéis de aorta a agentes vasoativos.
Mesmo em baixa concentracéo plasmética (1,66 + 0,38 ug/L), 0s animais expostos ao
metal apresentaram aumento da PAS (141,5 + 3,0 mmHg vs 128,7 = 1,84 mmHgQ) e
da resposta contratii a Fenilefrina (Fe) em anéis de aorta isolados, quando
comparados ao grupo Ct. A remocao do endotélio vascular e a inibicdo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), através do L-NAME (100 uM), aumentaram de maneira
semelhante a contracdo dos anéis a Fenilefrina. Apesar disso, houve aumento da
expressdo proteica da peNOS Se'177 e da producéo basal de 6xido nitrico (NO) nos
animais expostos. A remogéo do H20:2 através da incubacdo de Catalase (1000 U/ml-
D reduziu a resposta contratil apenas no grupo Cd que, além disso, apresentou menor
expressado da Catalase e aumento da producéo basal de H202em segmentos de aorta.
Em anéis pré-contraidos com Fe (1 pM), o grupo Cd apresentou reducdo no
relaxamento dependente (ACh) e independente (NPS) do endotélio quando
comparado ao grupo Ct. No entanto, em anéis pré-contraidos com KCI (60 mM) a
resposta ao NPS foi similar entre os grupos. Juntos, os resultados indicam que 7 dias
de exposi¢do ao Cadmio levaram ao aumento da pressao arterial e da contragdo da
aorta a Fe e reducado do relaxamento. Esses efeitos vasculares parecem envolver a
reducdo da defesa antioxidante da catalase contra o H202, com provavel reducéo da
ativacado de canais para potassio, equilibrado por um aumento da atividade da eNOS.

Palavras-chave: Cadmio - Estresse oxidativo - Pressao arterial - Disfuncéo vascular

- Canais para potassio



ABSTRACT

Studies have shown that Cadmium exposure is associated with important vascular
changes, often related to increased blood pressure. However, it is not known whether
the effects of exposure to low concentrations for a short period could promote vascular
dysfunction, and what are the mechanisms involved in this process. The aim of this
study was to describe the pressoric and vascular effects of 7-day exposure to CICd2
in rats. For this, Wistar rats received drinking water (Ct) or 100 mg/L CICd2 solution
(Cd) via drinking water for 7 days. Weight, plasma cadmium concentration, systolic
blood pressure (SBP) and aortic ring responses to vasoactive agents were analyzed.
Even at low plasma concentration (1.66 + 0.38 ug/L), the animals exposed to the metal
showed an increase in SBP (141.5 + 3.0 vs 128.7 = 1.84 mmHg) and in the contractile
response to Phenylephrine (Phe) in isolated aortic rings. Removal of vascular
endothelium and inhibition of the enzyme nitric oxide synthase (NOS) through L-NAME
(100 uM) similarly increased contraction to Phenylephrine. Despite this, there was an
increase in the protein expression of peNOS Ser!!’” and in the basal production of
nitric oxide (NO). Removal of H202 through Catalase incubation (1000 U/ml-1) reduced
the contractile response only in the Cd group, which showed lower expression of
Catalase and increased basal production of H202. In Phe (1 uM) pre-contracted rings,
Cd group showed a reduction in endothelium-dependent (ACh) and independent
(SNP) relaxation when compared to Ct group. However, in KCI (60 mM) pre-contracted
rings, the response to SNP was similar between groups. Together, the results
demonstrate that 7 days of exposure to Cadmium lead to increased blood pressure
and aortic contraction to Phe and reduced relaxation. These vascular effects seem to
involve reduced Catalase antioxidant defense against H202, with probable reduced
activation of potassium channels, balanced by an increase in eNOS activity.

Keywords: Cadmium - Oxidative stress - Blood pressure - Vascular damage -

Potassium channels
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1 INTRODUCAO

1.1 CADMIO

Os registros relacionados a descoberta do Cadmio descrevem acontecimentos
no século XIX, em dois reinos diferentes da antiga Alemanha. Em 1817, no Reino da
Prussia, o médico Johann Roloff encontrou irregularidades em um lote de éxido de
zinco provenientes da fabrica de produtos farmacéuticos de Karl Hermann. Os testes
realizados por Johann sugeriram que as amostras continham arsénico. Karl ficou
preocupado com a imagem da sua empresa e decidiu investigar melhor, descobrindo

gue néo se trava de arsénico, e sim outro metal.

No mesmo ano, no reino vizinho de Hanover, Friedrich Stromeyer, professor da
Universidade de Goéttingen, percebeu que ao aquecer carbonato de zinco surgia uma
coloracdo amarelada, o qual ele posteriormente comprovou se tratar de um novo
metal, o CaAdmio (TARAKINA; VERBERCK, 2017).

O Cadmio esta localizado no grupo 12 ou IlIB da tabela periddica e é
simbolizado pela sigla Cd. Apresenta peso molecular de 112,411 u e ndmero atdmico
48. Tem como principais caracteristicas: maleabilidade, ductilidade, resisténcia
mecanica, e coloracao branco prateado (DUFFUS, 2002). Além de nao possuir funcao
biolégica conhecida nos seres humanos, este metal € altamente toxico, o que tem
motivado sua substituicdo por outros compostos e tornado sua regulamentacdo cada
vez mais rigorosa (TARAKINA; VERBERCK, 2017).

1.2 ROTAS DE EXPOSICAO

O Cadmio é obtido da natureza através de fontes geogénicas, tais como a
erosdo e abrasdo gradual de rochas, erupc¢des vulcanicas e incéndios florestais. E
antropogénicas, que derivam da fundicdo e refino de chumbo, cobre e zinco,
combustéo de combustiveis fosseis e do uso de fertilizantes fosfatados (FAROON,
2012). Ele também é utilizado na producao de cloreto de polivinil (PVC), pigmentos e

baterias. Estimava-se que em 2000, na Unido Europeia, 73% do consumo de Cadmio
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seria destinado para a producéo de baterias niquel-cadmio (NORDIC COUNCIL OF
MINISTERS, 2003).

Em funcéo de sua alta toxicidade, foram estabelecidos alguns parametros de
controle biolégicos para exposicdo ocupacional ao Cadmio através da Norma
Regulamentadora 7 (NR 7). Segundo esta, a dosagem de Cadmio na urina serve como
indicador biolégico e o indice Bioldgico Maximo Permitido (IBMP) é de 5 pg/g de
creatinina, e pode ser colhido a qualquer momento desde que o trabalhador esteja

trabalhando nas ultimas semanas (NR 7, 2022).

Além da contaminacao ocupacional, as industrias também s&o responsaveis
pela contaminacdo do solo e agua de regifes vizinhas. Em geral, em aguas nao
poluidas, a concentracdo de Cadmio é inferior a 1 pg/L (COMPANHIA DE
TECHNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2009).

Durante séculos no Japéao, eram extraidos metais das minas de Kamioka, na
Prefeitura de Toyama. L4 os trabalhadores fundiam o zinco extraido da mina e
despejavam a suspensdo com Cadmio no chéo. Isso fez com que o Cadmio chegasse
aos lencois freaticos e atingisse o rio Jintsu e seus afluentes, contaminando
plantacdes de arroz a 50km de distancia da usina. Apenas a partir de 1910, a
populacdo comecou a relatar fortes dores articulares e musculares, provenientes de
uma doenca até entdo desconhecida e que posteriormente receberia 0 nome de Itai-
Itai, caracterizada por osteomalacia, osteoporose, disfuncao tubular renal e anemia.
(BULMER, F. M. R.; ROTHWELL, H. E.; FRANKISH, 1938; HAGINO, N.; YOSHIOKA,
1960; NORDBERG et al. , 2007)

Apesar da &gua potavel apresentar baixas concentracbes de Cadmio,
normalmente entre 0,01 e 1 pg/L, leitos contaminados podem aumentar esses niveis
exponencialmente (COMPANHIA DE TECHNOLOGIA DE SANEAMENTO
AMBIENTAL, 2009).

Em 2015, o rompimento da barragem de Funddo em Mariana, Minas Gerais
despejou mais 50 milhdes de m? de rejeito de minério no Rio Doce, importante rio que
abastece cidades do estado de Minas Gerais e do Espirito Santo. O fluxo de lama foi
transportado por mais 650km até chegar ao Oceano Atlantico. Uma pesquisa recente
revelou que o conteudo de Cadmio e outros metais na dgua aumentou em niveis

acima dos limites permitidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
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para materiais sedimentares (DUARTE et al., 2021). Dois anos ap0s o desastre,
peixes demersais comestiveis foram capturados do Rio Doce, em Linhares, e
analisados. As concentracdes de Cadmio e outros metais pesados no figado e
musculos estavam acima tanto das diretrizes brasileiras, quanto das internacionais

para Limite Maximo de Residuos em alimentos (GABRIEL et al., 2020).

Uma das fontes de exposicdo ndo-ocupacional ao Cadmio é a ingestédo de
alimentos contaminados. No ambiente aquatico, os maiores acumuladores de Cadmio
sao crustaceos, cefaldépodes, caranguejos, moluscos bivalves e ostras. (SATARUG,
2018). Ostras provenientes de areas contaminadas da costa da Nova Zelandia
apresentam concentracdes de Cadmio duas vezes maiores do que ostras de areas
ndo contaminadas do Oceano Pacifico (COPES et al., 2008).

Além disso, vegetais enriquecidos com fertilizantes fosfatados se tornaram uma
importante fonte de exposi¢cdo ao metal. Alguns deles tendem a acumular altos niveis
de Cadmio em suas folhas, como os vegetais folhosos, sementes oleaginosas e as
folhas de tabaco (WHO, 1992), assim, a exposicao ocorre tanto através da ingestéo
de alimentos contaminados, quanto pela inalacdo da fumaca do tabaco (SATARUG et
al., 2003). Estima-se que a concentracdo sanguinea de Cadmio em fumantes seja de
1,58 pg/L, em comparagao com 0,38 ug/L em ndo-fumantes. (FAROON, 2012).

. Nao
Ocupacional Ocupacional
Industri Fertilizantes
ndustria fosfatados
Exposicao dos Contaminagao Vegetais e folhas
trabalhadores ambiental V“ de tabaco

Seres
aquaticos

[ Aumento dos niveis de Cadmio no organismo ]

I
- _ Sistema Sistema Sistema
Figado Pulm&es Rins Ossos Reprodutor Neuroldgico  Cardiovascular

Figura 1: Principais rotas de exposigcdo ao Cadmio e seus efeitos toxicos nas
diferentes partes do corpo (Figura criada a partir do servidor Smart Servier, 2022).
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1.3 MECANISMOS DE ABSORCAO E TRANSPORTE DE CADMIO

O Céadmio € absorvido principalmente pelo trato respiratorio e em menor
proporcao pelo trato gastrointestinal. A absor¢do cutédnea é relativamente rara. Ao
entrar no corpo, ele € transportado pela corrente sanguinea através de eritrécitos e
albumina e entdo se acumula nos rins, figado e intestino (SATARUG, 2018; TINKOV
et al., 2018)

Estima-se que cada cigarro contenha 1-2 ug de Cadmio, destes, cerca de 10%
€ inalado com uma taxa de absorcédo de 40-50% nos pulmdes (TAHA et al., 2018).
Pela via gastrointestinal a absorcéo fica em torno de 5% (WHO, 1992). Assim, na
populacdo fumante, os niveis de Cadmio sanguineo aumentam em até trés vezes,
quando comparados a populacao ndo-fumante (ATSDR, 2008) e esse aumento tem
sido associado a desordens cardiovasculares, como dano no endotélio vascular e
hipertensédo (AFRIDI et al., 2010).

O Céadmio utiliza o transportador de metais divalentes 1 (DMT1) como
mecanismo de transporte, mesmo utilizado pelo ferro, zinco, magnésio e calcio
(KLASSEN et al., 2009). Apdés a sua absorcao, ele circula pelo sangue ligado a
metalotioneina (MT), através de quatro grupos tiol de cisteinas em uma ligacéo
particularmente forte, formando um complexo, o MT-Cd?*, que funciona como um
guelante do metal, impedindo seus efeitos deletérios sobre as células. No entanto,
esse complexo, apos ser filtrado e reabsorvido pelos tubulos proximais renais, tem
essa ligacdo quebrada fazendo com que os ions Cd?* sejam liberados e promovam
sua acao téxica (FRIBERG et al., 2019).

O figado é 6rgéo alvo primario na toxicidade aguda ao Cadmio, enquanto que
0s rins sdo o alvo principal na toxicidade crbnica. Acredita-se que na intoxicacéo
cronica o Cadmio estimula a producdo de mais MT e o efeito toxico comece a surgir
quando a quantidade de fons Cd?* excede a capacidade do quelante (SABOLIC et
al., 2010).

Apés sua absorcdo, o Cadmio pode permanecer no organismo por longos
periodos, tendo sua meia vida estimada entre 15 a 30 anos em humanos (NIGRA et
al., 2016). Apesar do grande acumulo no figado, é nos rins que esta contido até 50%
da carga corporal total desse metal (NORDBERG et al., 2007).
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Em fumantes, observou-se um acumulo progressivo deste metal na aorta
(NORDBERG; KJELLSTROM, 1979). Inclusive, ha evidéncias de que o Cadmio se
acumula seletivamente na camada média dos vasos, formada por células musculares
lisas, e que a quantidade do metal na aorta esta intimamente relacionada com a
guantidade de macos de cigarro fumados ao ano (ABU-HAYYEH et al., 2001). Além
disso, a exposicdo ao Cadmio também parece promover efeitos deletérios sobre a
camada intima, formada pelo endotélio vascular, um importante modulador do tdnus
vascular (ALMENARA et al., 2013; MAJUMDER et al., 2008; YOOPAN et al., 2008).

Na prética clinica, a concentracdo de Cadmio na urina de 24 horas € um
marcador para a exposicdo de longo prazo (cronica), devido a lenta excrecdo do
Céadmio pela via urinaria; enquanto a concentracdo sanguinea de Cadmio reflete a
exposicao mais recente (aguda), decorrente dos ultimos meses (NORDBERG et al.,
2007).

1.4 ACOES DO CADMIO SOBRE OS DIFERENTES SISTEMAS

A exposicdo crbnica ao Cadmio provoca diversas disfungfes, incluindo
anormalidade na atividade dos tubulos renais e pulmonar, osteomalacia, osteoporose
e o surgimento de cancer em diversos tecidos (JACOBSON; TURNER, 1980).

Estudos epidemiolégicos demostraram que a exposicdo ao Cadmio pode
promover o desenvolvimento de doencas musculoesqueléticas, como: osteoporose,
osteoartrite e artrite reumatdide (REYES-HINOJOSA et al., 2019). O Cadmio causa
desmineralizacdo 6ssea através de interacdo direta com células ésseas, inibicdo de
proteinases C de procolageno e da producdo de colageno. Assim, osteomalécia e
osteoporose podem ser observados em envenenamentos graves (STAESSEN et al.,
1999).

Nos rins, o acumulo desse metal causa disturbio na integridade funcional dos
tubulos proximais, reduzindo assim a capacidade de reabsorver nutrientes, vitaminas

e minerais, o que leva a proteinuria (BERNARD, 2004).

Trabalhadores expostos ao Cadmio também apresentaram disfuncao olfatoria

e alteracbes neurocomportamentais na memdria, atencéo e velocidade psicomotora
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(KIM et al., 2005). Além disso, doencas neurodegenerativas estdo associadas a
exposicdo ao metal, tais como: Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA), Esclerose
Multipla (EM), Parkinson e Alzheimer (BRANCA; MORUCCI; PACINI, 2018).

Nos pulmdes, a inalacdo de Cadmio pode provocar reducdo da capacidade vital
e aumento da espessura da parede alveolar, favorecendo o surgimento de doencas
pulmonares como Doenca Obstrutiva Pulmonar Cronica (DPOC) e enfisema (LAMPE
et al., 2008).

Quanto ao seu potencial carcinogénico, este ocorre pela capacidade do Cadmio
de promover alteracdes na sinalizacdo e diferenciacéo celular, proliferacao celular e
apoptose (WAALKES, 2003). Mesmo em baixas doses, a exposicdo ao Cadmio
promove efeitos mutagénicos e teratogénicos, além de alteracbes na fertilidade
masculina e feminina (KUMAR; SHARMA, 2019).

Em mulheres, a alteracdo na producdo hormonal pode causar distarbios no
ciclo menstrual, dificuldade de engravidar ou manter uma gestacéo e reducdo do peso
do bebé ao nascer (THOMPSON; BANNIGAN, 2008).

Todos esses efeitos deletérios do Cadmio sobre o organismo forcaram as
autoridades sanitarias a adotar um limite de tolerancia biolégica de Cadmio no sangue,
estabelecido em 5 pg/L pela American Conference Of Governmental Industrial
Hygienists - ACGIH (2007).

1.5 ACOES DO CADMIO SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR

A exposicdo cronica ao Cadmio tem sido associada a disfuncdo cardiaca,
aterosclerose e hipertensdo (LIN; HAO; CHU, 2021). Estudos epidemioldgicos
relacionaram o aumento da concentracdo de Cadmio na urina com o aumento da
incidéncia de doencas cardiovasculares e da mortalidade (TELLEZ-PLAZA et al.,
2013).

Em 1919, pesquisadores observaram que ratos expostos agudamente ao
Cadmio apresentavam coloracdo arroxeada nos testiculos. (ALSBERG,;
SCHWARTZE, 1919). Mais tarde, outros pesquisadores observaram o0 mesmo

fendmeno, e perceberam que era proveniente de uma hemorragia (HOEY, 1966; KAR,;
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DAS, 1960; PARIZEK, 1956). Alguns anos depois, a causa dessa hemorragia foi
identificada: o Cadmio causava quebra nas juncdes entre as células endoteliais de
capilares e vénulas do testiculo, provocando aumento da permeabilidade vascular,
edema, hemorragia e necrose (AOKI; HOFFER, 1978; FENDE; NIEWENHUIS, 1977,
SACERDOTE; CAVICCHIA, 1983)

Por revestirem a superficie luminal dos vasos, as células do endotélio vascular
estdo expostas a agentes toxicos circulantes na corrente sanguinea. Os mecanismos
envolvidos na toxicidade do Cadmio sobre o endotélio vascular estdo relacionados
ao aumento na expressao da NOX2, com concomitante aumento de espécies reativas
de oxigénio e reducéo da biodisponibilidade de NO (ALMENARA et al., 2013) bem
como com a reducédo da expressao da eNOS (KUKONGVIRIYAPAN et al., 2014;
YOOPAN et al., 2008) e do seu estado de fosforilacdo (MAJUMDER et al., 2008); e
diminuicao da atividade da Na+/K+ ATPase (VASSALLO et al., 2018).

A interrupcao da integridade endotelial gerada pelo metal, promove formacao
de lacunas entre as células, o que permite que o Cadmio atinja a camada média dos
vasos, onde ficam as células musculares lisas (PROZIALECK; EDWARDS; WOODS,
2006). No masculo liso vascular (MLV), a exposicdo ao Cadmio promove o
crescimento, proliferacdo, remodelamento vascular e enrijecimento arterial
(SANGARTIT et al.,, 2014), além de causar aumento na producdo de matrizes
extracelulares, especialmente glicosaminoglicanos (FUJIWARA; WATANABE; KAJI,
1998).

Essas alteracdes podem levar a diversas disfuncfes cardiovasculares, dentre
elas, a hipertensao arterial, onde a pressao exercida pelo sangue para circular nas
artérias do corpo aumenta. Atualmente, de acordo com European Society of
Cardiology (ESC) e a European Society of Hypertension (ESH), o ideal, para todos os
pacientes, incluindo aqueles com diabetes mellitus ou insuficiéncia renal, é que a
pressao arterial seja < 140 mmHg para pressao sistélica, e < 90 mmHg para diastélica
(WILLIAMS et al., 2018).

Além de induzir disfuncdo no endotélio e no MLV, a hipertensdo arterial
promovida pela exposicdo ao Cadmio também esta associada ao dano no tubulo renal

proximal, retencéo de sal e consequente aumento do volume sanguineo (SATARUG
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et al., 2005), interacdo com canais de Ca?* (BALARAMAN et al., 1989) e estimulo ao
sistema nervoso simpéatico (FADLOUN; LEACH, 1980).

A principal via de entrada do Cadmio na célula é através de canais i6nicos
presentes nas células endoteliais, no musculo liso e nos fibroblastos. As propriedades
quimicas do Cadmio sdo muito semelhantes as do Célcio, assim, o metal pode
mimetizar a entrada de Calcio por canais de calcio dependentes de voltagem (VDCC),
alterando a homeostase intracelular do Ca*?. De fato, pesquisadores constataram que
a absorcédo de Cadmio pode ser inibida por bloqueadores de canais de Ca*?, (BLAZKA,
SHAIKH, 1991).

Outros processos intracelulares que dependem do Ca*? também séo alterados
com a interferéncia do Cadmio, como a producéo de IP3, e ativacdo da PKC, proteina
qguinase envolvida na sensibilizacdo da contracdo ao Calcio (PROZIALECK et al.,
2008).

Diversos estudos tem demonstrado que as disfun¢des vasculares provocadas
pela exposicdo ao Cadmio vao depender do tempo e do modelo de exposi¢do
(ALMENARA et al., 2013; BILGEN et al., 2003; SANTAMARIA-JUAREZ et al., 2020 ;
TZOTZES et al.,, 2007; DONPUNHA et al., 2011; SOMPAMIT et al., 2010). Esses
estudos demonstraram os efeitos de exposi¢cdes consideradas de médio a longo
prazo. Entretanto ndo existem na literatura estudos com curto tempo de exposi¢cao
que possibilitem verificar os efeitos da exposicdo ao Cadmio sobre a pressao arterial

e a funcao vascular a curto prazo.

1.6 TONUS VASCULAR

1.6.1 Caracteristicas da artéria aorta

A artéria aorta € considerada uma artéria de condutancia elastica, por ser rica
em elastina na camada média. Sua proximidade com o coracdo torna essa
caracteristica muito importante, pois permite a acomodacéo de grandes mudancas de
volume sanguineo. Isso possibilita o amortecimento das oscilagbes do fluxo
sanguineo tornando o movimento mais homogéneo nos vasos distais (PUGSLEY;
TABRIZCHI, 2000)
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As paredes da artéria aorta sdo formadas por trés camadas: a tunica intima,
mais interna, composta por uma unica camada de células endoteliais e sustentada por
uma membrana basal. A tunica média, composta principalmente por elastina e fibras
elasticas, com células musculares lisas intercaladas e fibras de colageno. E a tunica
adventicia, composta principalmente por miofibroblastos e fibroblastos, encarregados
pela sintese da matriz extracelular fibroelastica, caracteristica da adventicia. A aorta
possui ainda componentes responsaveis por nutrir e inervar sua parede, sédo eles:

vasa vasorum, nervi vasorum e vasos linfaticos, Fig. 2 (MUNJAL; BORDONI, 2021).

«~=> Célula endotelial
===, Célula muscular lisa

Q Célula de tecido adiposo perivascular

< Fibroblastos

Colageno

Q/ Terminagdes nervosas

Figura 2: Representacdo das camadas que compfe a parede da artéria aorta
(modificado de ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015).

Selecionamos a artéria aorta como objeto de estudo levando em consideragao
0 seu papel fisiol6gico e as evidéncias de que a exposicdo ao Cadmio promove
acumulo deste metal na camada média da aorta com uma propor¢ao diretamente
relacionada a quantidade de macos de cigarro fumados ao ano (ABU-HAYYEH et al.,
2001). Além de observacdes em estudos anteriores que demonstraram alteracdes na
reatividade adrtica em animais expostos ao Cadmio em diferentes concentracdes e
tempos de exposicdo. (ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2019; SANTAMARIA-JUAREZ et al., 2020; TZOTZES et al., 2007).
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O estresse oxidativo induzido pelo Cadmio pode provocar peroxidacgao lipidica
e promover a formacédo de aterosclerose, e um dos principais locais afetados € a
artéria aorta (MANCA et al., 1994; MEIJER et al.1996).

1.6.2 TOnus vascular e sua regulacao

Em homeostase, o tbnus vascular € equilibrado por estimulos vasodilatadores
e vasoconstrictores que adaptam fluxo e pressdo sanguinea as condi¢cfes necessarias
naquele momento. Esses estimulos s@o provenientes de neurotransmissores,
hormonios, variagbes de pressdo sanguinea e fatores derivados do endotélio
(JACKSON, 2000; RAMESHRAD et al., 2016; STURTZEL, 2017)

1.6.3 Vasoconstricao

A modulacdo mediada pelo endotélio vascular ocorre através da producéo de
substancias vasoativas que desencadeiam diversas vias que irdo promover
relaxamento ou contracdo do musculo liso vascular. Dentre as substancias
vasoconstritoras estdo: a Endotelina-1 (ET-1) (YANAGISAWA et al.,, 1988), a
Angiotensina Il (SKEGGS et al., 1954), o anion superoxido (RUBANYI; VANHOUTTE,
1986) e produtos derivados do acido araquidénico como Prostaglandinas Hz (PGH2)
e F2q (PGF2q) € 0 Tromboxano A2 (TXA2) (FROLICH; FORSTERMANN, 1989).

Na célula muscular lisa vascular (CMLV), a contracdo depende do aumento da
concentracédo de Ca?* citosolico, que ocorre através do influxo deste ion por meio de
canais de Ca?* operados por voltagem (VOCs), por receptores (ROCs), por estoque
(SOC) ou ativados pelo estiramento (SAC), e também pela liberacdo de Ca?* de
estoques intracelulares (reticulo sarcoplasmatico). (BLAUSTEIN; HAMLYN, 2010;
GHOSH et al., 2017; KIM et al., 2008)

O Ca?* entdo se liga a Calmodulina formando o complexo Ca?* - CaM que ativa
a quinase de cadeia leve de miosina (MLCK), responséavel por fosforilar a cadeia leve
da miosina (MLC2o0), 0 que permite que a cabeca da miosina se ligue ao filamento de
actina e promova a contracao (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). Essa contragéo
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pode ser mediada por acoplamento eletromecanico ou farmacomecanico
(LAMOUNIER-ZEPTER; BALTAS; MORANO, 2003).

Um exemplo de acoplamento eletromecéanico é a contragédo promovida pelo KCI
através da despolarizacdo da membrana, onde o aumento da concentracdo de K*
extracelular, promove influxo de Ca?* para dentro da CMLV através da abertura de
canais de Ca?* operados por voltagem tipo L (VOCC). O KCI também age como
sensibilizador de calcio na contracdo do musculo liso (Fig. 3) (RATZ et al., 2005).

Por outro lado, a contracdo a Fenilefrina € um exemplo de acoplamento
farmacomecanico. Esta se liga ao receptor al-adrenérgico acoplado a uma proteina
G que ativa a Fosfolipase C (PLC), que por sua vez estimula a sintese de IP3 e DAG.
O IP3 age nos receptores IP3R no reticulo sarcoplasmatico promovendo a liberacao
de Ca*?intracelular. O DAG ativa a proteina quinase C (PKC) que promove a abertura

de canais de Ca*?na membrana, aumenta a sensibilidade das proteinas contrateis ao

2+
CaZ KClI
. VOCC ; |
+
|.
+
Ca?* - CaM v ¥
| Despolarizagéo
MLCK \\
Contracido

Figura 3: Mecanismo de contracéo da célula muscular lisa vascular (CMLV) induzida
pelo Cloreto de Potassio (KCI) (Figura criada a partir do servidor Smart Servier, 2022).

Ca*? e fosforila a cadeia leve da miosina (MLC20). Além disso, o aumento do Ca*?
intracelular ativa a quinase de cadeia leve da miosina (MLCK) promovendo contracao
do MLV. Outros exemplos de agonistas contrateis sdo a norepinefrina, endotelina,
angiotensina Il e a serotonina (Fig. 4) (BARANY, 1996; FUKATA et al., 2001).
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Figura 4: Mecanismo de contracdo da célula muscular lisa vascular (CMLV) induzida
pela Fenilefrina (Figura criada a partir do servidor Smart Servier, 2022).

1.6.4 Vasodilatacao

As substancias vasodilatadoras produzidas no endotélio sdo: o éxido nitrico
(NO), o Fator Hiperpolarizante derivado do Endotélio (EDHF) (FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980) e a Prostaciclina (MONCADA et al., 1977). Sendo NO mais
significativo em artérias de grande calibre, como a aorta, do que em artérias de
resisténcia (BOHLEN, 2015).

A producao dessas substancias vasodilatadoras pela célula endotelial pode
ocorrer por estimulos fisicos (estiramento, shear stress) ou quimicos (acetilcolina,
bradicinina, histamina, adenosina disfosfato (ADP), entre outras) (MATLUNG;
BAKKER; VANBAVEL, 2009).

A inducao do relaxamento a Acetilcolina (Ach) ocorre através do estimulo ao
receptor muscarinico (M) acoplado a uma proteina G na célula endotelial, que ativa a
Fosfolipase C (PLC). Esta tem como mensageiro secundario o trifosfato de inositol
(IP3). O IP3 promove abertura dos canais de Ca?* no reticulo endoplasmatico, o que
aumenta a concentracdo de Ca?* no citosol. O Ca?* forma um complexo com a
Calmodulina (Ca*2-CaM), que regula positivamente a atividade da enzima oxido nitrico

sintase (NOS), responsavel pela producdo de NO e L-Citrulina a partir de O? e L-
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arginina. O NO produzido € facilmente difundido para o MLV, promovendo
vasodilatacao (Fig. 5) (SAHRAWAT; CHATTERJEE, 2016).

Além disso, a Acetilcolina também estimula a producdo de EDHF's e
Prostaciclina (PGI2). Esta ultima é um prostandéide derivado da via da Ciclo-oxigenase
(COX). Nesse caso, fosfolipideos de membrana sofrem acéo da fosfolipase A2 (PLA2)
e liberam acido aracdonico, este sofre acdo da enzima ciclioxigenase (COX) ou da
peroxidase e forma prostaglandina H2 (PGH2) que ao sofrer isomerizacao ou reducao,
produz protandides vasonstritores como tramboxano (TxAz2) e outras PG’'s e

vasodilatadores, como é o caso da prostaciclina (PGl2), (DAVIDGE, 2001).

A COX possui duas isoformas: a COX-1, constituitiva e expressada em
condicBes basais e a COX-2, induzivel por citocinas pro-inflamatérias e fatores de
crescimento, e geralmente expressa em processos inflamatorios (VANE; BAKHLE;
BOTTING, 1998). Normalmente existe um equilibrio entre a producdo de
vasodilatadores e vasoconstrictores derivados da COX, entretanto, disfuncdes

vasculares podem provocar um desbalanco nessa via.

A vasodilatacédo induzida pela prostaciclina ocorre por meio da ativacao de
receptores G na membrana celular do MLV, aumentando a concentracdo de AMPc no
citosol que por sua vez ativa a PKA, que impede a interacdo entre a actina e a miosina
(KONUKOGLU; UZUN, 2016). Enquanto que a vasodilatacdo induzida pelos EDHFs
ocorre através da abertura de canais de potassio dependentes de Ca*? de baixa e
intermediaria conduténcia (SKca e IKca) presentes no endotélio que promovem
hiperpolarizacéo da célula endotelial, esta é difundida para o MLV através de juncbes
mioendoteliais. Além disso, o efluxo de K+ ativa a Na+ /K+ ATPase e canais de
potassio retificantes (Kir), hiperpolarizando a célula muscular lisa e promovendo
vasodilatacéo (FELETOU; VANHOUTTE, 2009).
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Figura 5: Mecanismo de relaxamento induzido pelo 6xido nitrico no musculo liso
vascular (MLV) (Figura criada a partir do servidor Smart Servier, 2022).

A vasodilatacdo produzida pelo oxido nitrico ocorre através da estimulacdo da
guanilato ciclase soltuvel (GCs) que converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina
monofosfato ciclica (GMPc), este dltimo ativa a proteina quinase G (PKG) que
promove: recaptacdo do Ca*? pelo reticulo sarcoplasmatico (RS) através da SERCA
(Ca*? ATPASE), impede o influxo de Ca*? pelos canais de célcio dependentes de
voltagem (VDCC) e pelos receptores IP3R no reticulo, e promove a remogéo do Ca*?
através da abertura de canais de potassio dependentes de Ca*? (KCa*?). Com a
reducdo de Ca*?intracelular, reduz-se também o complexo Ca*2-CaM, o que impede
a MLCK de fosforilar a miosina. A reducédo do calcio citosélico também ativa a
fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP), inibindo a interacdo da miosina com a

actina e provocando relaxamento (Fig. 5).

Além disso, na presenca de um receptor de elétrons, o NO reage com tiois de
cisteina e forma proteinas S-nitrosiladas, essa reacdo ocorre apenas em algumas
proteinas e também desempenha um papel na regulacdo do tdnus vascular (ZHAO;
VANHOUTTE; LEUNG, 2015)

O estresse de cisalhamento (shear stress) também pode estimular a eNOS

através da inducdo das vias da proteina quinase A (PKA) e B (Akt), que promovem
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fosforilacdo dos sitios de ativacdo da enzima (Serll77 e Ser635) e inibicdo da
fosforilacdo de seu sitio inibitério (Thr495) (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015).

A proteina quinase C (PKC) é responsavel pela fosforilacdo do residuo Thr495,
que promove inibicdo da atividade da eNOS. Estudos sugerem que o0 estresse de
cisalhamento reduz a atividade da PKC (KUMAR et al., 2010)

1.6.5 Biodisponibilidade do 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio

A biodisponibilidade do NO pode ser atribuida a reducdo na sua produgcédo ou
em sua maior degradacdo. Sabe-se que a interacdo dessa molécula com anion
superoxido (O2*) provoca a formacdo de peroxinitrito (ONOO-), que promove
degradacdo oxidativa do cofator BH4 (tetrahidrobiopterina) da NOS tornando-a
desacoplada, o que induz a producao de mais espécies reativas de oxigénio (EROS)
(MILSTIEN; KATUSIC, 1999). Além disso o H202 pode reagir com metais de transicao,
através de reacdo de Fenton, e formar radical hidroxila (OHe) (KAJARABILLE;
LATUNDE-DADA, 2019).

Em condi¢cdes normais, baixos niveis de EROs estdo presentes nas células e
desempenham func¢des na ativacéo de vias de sinalizacao celular. Normalmente o
equilibrio entre a formacao de EROs e sua degradacao pelo sistema antioxidante séo

suficientes para a manutenc¢ao do equilibrio oxidativo.

As principais defesas enziméticas envolvidas nesse processo sao a superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). A SOD é
responsavel por degradar O2* em H202, e a GPx e a CAT catalisam a transformacéao
de H202 em H20 + O2 (Fig.6) (HE et al., 2017).

Os principais responsaveis pela formacéo de EROs nos vasos sao a respiracao
celular, processos metabdlicos e algumas enzimas, tais como, a xantina oxidase,
oxido nitrico sintase, citocromos p450 e a principal delas, a NADPH oxidase (NOX),
que catalisa a producédo de O2* apds a reducdo de O2 usando NADPH como doador
de elétrons (BRIEGER et al., 2012).
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Figura 6: llustracdo do principal sistema antioxidante responsavel pela degradacéo
de 0% e H202 em H20 + O2 (Figura criada a partir do servidor Smart Servier, 2022).

Existem sete isoformas diferentes da NADPH oxidase presentes em
mamiferos, apenas algumas delas s&o expressas no sistema cardiovascular. Nos
vasos, sao expressas nas células endoteliais (NOX-1, NOX-2, NOX-4 e NOX-5), nas
células do musculo liso vascular (NOX-1, NOX-4 e NOX-5) e nas células adventicias
(NOX-2 e NOX-4) (GARCIA-REDONDO et al., 2016). Quanto & producéo de ERO’s,
as NOX-1, 2 e 4 produzem O2*, enquanto a NOX-4 produz principalmente H202.

O ndcleo catalitico das NOX’s é formado por seis dominios transmembrana e
um dominio citosoélico C-terminal que possui locais de ligagdo de NADPH e cofator
FAD. A atividade das NOX-1, 2 e 3 dependem de subunidades organizadoras
(p47phox ou NOXO01), estabilizadoras (p22phox) e ativadoras (p67phox ou NOXA1),
além de uma proteina com afinidade a GTP (Racl ou Rac2). Além disso, a NOX2
também possui a subunidade reguladora p40phox. E no caso dessa isoforma
especifica, a subunidade gp91phox representa o ndcleo catalitico da enzima e esta

diretamente envolvida no transporte de elétrons.

A NOX4 é composta apenas pela sua unidade catalitica e uma subunidade
estabilizadora (p22phox), e sua atividade ndo depende de subunidades citosdlicas,
como também € o caso da NOX5, essa ultima dependente da ligacdo com calcio
intracelular (BUVELOT; JAQUET; KRAUSE, 2019).

Todos as estruturas e mecanismos elucidados até aqui participam do processo
de regulacdo da reatividade vascular. E sdo de grande importancia para a

compreensao das analises realizadas neste estudo.
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1.7 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Diversos estudos realizados com exposi¢do ao Cadmio ja demonstraram suas
repercussoes negativas sobre a funcdo vascular e a pressao arterial (ALMENARA et
al., 2013; BILGEN et al., 2003; KUKONGVIRIYAPAN et al., 2014; SANGARTIT et al.,
2014; SANTAMARIA-JUAREZ et al., 2020; SOMPAMIT et al., 2010; YOOPAN et al.,
2006). De acordo com esses estudos, exposi¢cdes a longo prazo levam ao aumento

da pressao arterial.

E sabido que a hipertenséo arterial afeta tanto as artérias elasticas quanto as
musculares, provocando alteragbes a nivel molecular e celular que desregulam a
funcdo e estrutura vascular (TOUYZ, 2000). Além disso, essas alteracbes estdo

associadas a formacao de aterosclerose (LI & CHEN, 2000).

Quanto a hipertensdo promovida pela exposicdo ao Cadmio, dentre os
mecanismos propostos, estdo: a ativacdo simpatica (FADLOUN; LEACH, 1980) e a
disfuncdo endotelial, com aumento do estresse oxidativo e reducdo da
biodisponibilidade de NO (ALMENARA et al., 2013; KUKONGVIRIYAPAN et al., 2014;
SANTAMARIA-JUAREZ et al., 2020), indicando a importancia dos vasos sanguineos
como alvos da acdo deletéria do Cadmio. Esses efeitos se tornam preocupantes,
especialmente em um contexto de exposi¢do ocupacional ou em tabagistas, visto que
o Cadmio pode permanecer no organismo por longos periodos, tendo sua meia vida
estimada entre 15 & 30 anos (NIGRA et al., 2016).

Apesar do grande volume de estudos sobre as implicacdes do Cadmio nos
vasos sanguineos, esses se limitam a efeitos a longo prazo e pouco se sabe sobre os
impactos desse metal que podem surgir mais precocemente. De fato, um estudo
anterior do nosso laboratério identificou que em apenas 7 dias de exposicdo ao
Cadmio ja foi possivel observar aumento da presséao arterial em ratos (ALMENARA et
al., 2013). No entanto, a fungéo vascular ndo foi avaliada neste cenario. Assim, a
literatura carece de estudos que determinem os efeitos iniciais da exposicdo ao
Cédmio na fungéo vascular, questao importante tanto do ponto de vista fisiopatolégico,
afim de esclarecer a progressdo das vasculopatias induzidas pelo metal, como
também do ponto de vista clinico, para sugerir terapias que visem a redu¢cédo do dano

em exposi¢cdes por curtos periodos. Diante disso, o objetivo desse estudo foi
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determinar os efeitos precoces (7 dias) da exposicédo ao CdCl2 sobre a presséo arterial

e funcéo vascular de ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os efeitos da exposicao por 7 dias ao Cloreto de Cadmio (CICd2)

sobre a presséo arterial e reatividade vascular da aorta de ratos machos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Definir a concentracao plasmatica de Cadmio atingida apos o periodo de 7 dias
de exposicao;

e Avaliar se a exposicdo aguda ao CICd: altera a presséo arterial sistolica de
ratos;

e Descrever os efeitos da exposicdo aguda ao CICd2 sobre a funcéo contratil e

relaxante da aorta de ratos e as vias de agentes vasoativos envolvidas;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Utilizamos neste estudo ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus)
machos, com idade aproximada de 12 semanas (250 e 350 g). Esses animais foram
fornecidos pelo biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo - UFES. Tais animais foram mantidos em gaiolas (quatro individuos por
gaiola) sob condicfes controladas de temperatura (23°C) e ciclo claro-escuro de 12

horas, tendo livre acesso a agua e racao padrao para roedores.

O manejo dos animais foi realizado de acordo com os principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1991). O
projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo e Uso de
Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES - CEUA 09/2020).

Os ratos foram inicialmente divididos em dois grupos: Controle (Ct) e Cadmio
(Cd). O grupo Cd foi exposto ao Cloreto de Cadmio (100 ppm) através da agua de

beber por 7 dias, enquanto o grupo Ct bebeu agua potavel sem o acréscimo da

substancia.
SEI‘T]“Z;I'IH 7 dias
Exposigao ao CICd,
Nascimento 18 Pletismografia 22 Pletismografia
Eutanasia

Dosagem de Cadmio
Reatividade vascular
DHE e DAF

Western Blot

Figura 7: Representacdo do cronograma de experimentos realizados nos animais
utilizados neste estudo (Figura criada a partir do servidor Smart Servier, 2022).

Antes e apos os 7 dias de exposicdo, a pressao arterial sistolica foi aferida.
Apés a ultima afericdo de pressdo, os animais foram anestesiados com quetamina

(50mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) administrada por via intraperitoneal, o sangue foi
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coletado e os animais foram eutanasiados. As artérias aorta foram entdo coletadas
para avaliacdo da reatividade vascular e amostras de sangue e tecido foram

armazenadas para analises posteriores, conforme a Figura 7.

3.2 VERIFICACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A medida indireta da pressao arterial sistélica (PAS) foi realizada pelo método
de pletismografia de cauda modificado, descrito por Plehm et al. (2006). As medidas
foram realizadas nos animais dos grupos Ct e Cd antes e apés os 7 dias de exposicao
ao metal, através de um pletismografo de cauda (IITC Life Science, Inc.). Os animais
foram previamente aclimatados para se adaptarem as condicdes de medida do
pletismografo, e desta forma, prevenir alteracfes pressoricas devido ao estresse do
animal frente ao procedimento. Foram coletadas trés medidas de pressao para cada
animal, antes e apds o tratamento, e o valor referente a presséao sistélica do animal foi

calculado como média aritmética dessas trés medidas.

3.3 DOSAGEM SANGUINEA DE CADMIO

O sangue de animais de ambos os grupos foi coletado através de puncéo na
artéria aorta abdominal. Essas amostras foram armazenadas em tubos heparinizados
e posteriormente centrifugadas a 6000 rpm, 4°C durante 20 minutos para obtencéo do
soro plasmatico que foi armazenado a -80°C para posterior dosagem. A determinacéo
dos niveis Cadmio no soro foi realizada através de espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Nexlon 300-D, Perkin Elmer, Germany) (da
Costa et al., 2021) com limite de detec¢édo de Cadmio 0,20 pg/L, no Centro de Ciéncias

Exatas — Departamento de Quimica (Universidade Federal do Espirito Santo).

3.4 OBTENCAO DA AORTA

Imediatamente apos a remocao, a aorta toracica descendente foi imersa em
solugéo de Krebs-Henseleit, composta por (mM): NaCl 127; KCI 4,7; CaCl2.2H20 2,5;
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MgS0Oa4.7H20 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCOs3 24; Glicose 11; EDTA 0,01. A aorta foi entéo
dissecada de tecido conectivo e adiposo e dividida em seis anéis de aproximadamente
3 a 4 mm, resultando em 6 anéis por animal. Alguns desses anéis tiveram seu
endotélio removido mecanicamente através da friccdo do Ilimen com uma haste

metalica.

Figura 8: (A) llustracdo da artéria aorta. (B) Aorta toracica apds a disseccao para
remocdo do tecido conectivo e adiposo perivascular. (C) Corte dos anéis em
segmentos cilindricos de 3-4 mm (llustracéo criada a partir do servidor Smart Servier,
2022).

Os anéis foram colocados em cubas individuais, contendo 5ml de Krebs-
Henseleit aquecida a 36+0,5°C e continuamente aerada com mistura carbogénica
composta por 5% de CO:2 e 95% de Oz, mantendo o pH estavel em 7.4. Dois triangulos
de aco inoxidavel foram passados no lumen dos anéis de forma que ficassem
paralelos a luz do vaso. Um fio foi fixado na parte inferior da cuba, na parede do banho.
Enquanto o outro foi conectado verticalmente a um transdutor de tensédo isométrica
(TSD125C, CA, USA) que por sua vez era conectado a um sistema de aquisicdo de
dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa Béarbara, CA - USA), e este a um
computador (Figura 9).
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Figura 9: Preparacdo dos anéis isolados de aorta para avaliacdo da reatividade
vascular “in vitro”. Sistema de aquisicao de dados Biopac Systems.

Uma vez montados no aparato, os anéis aorticos foram submetidos a uma
tensdo de repouso de aproximadamente 1 g, que era reajustada quando necessario,

durante o periodo de 45 minutos de estabilizacéo.

3.4.1 Avaliacédo da integridade do musculo liso vascular

Depois de estabilizados, os anéis foram incubados duas vezes com 75 mM de
cloreto de potassio (KCI), primeiro até que sua tensdo fosse dobrada, afim de verificar
a integridade funcional do musculo liso vascular. Em seguida os anéis foram lavados
com solucéo de Krebs-Henseleit até retornar a tenséo de repouso. Entéo, foi realizada
uma segunda incubacdo com KCI, dessa vez por 30 minutos, para verificar a tensao

maxima desenvolvida pelo anel.

3.4.2 Avaliacdo do endotélio vascular

Apoés avaliar a integridade funcional do musculo liso vascular, os anéis foram
lavados trocando-se a solucdo de Krebs na cuba 3 vezes e esperado tempo de

estabilizacdo da tensédo. Em seguida, foi testada a integridade funcional do endotélio
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através da avaliacdo da vasodilatacdo em resposta a Acetilcolina (ACh) 10° M ap6s
pré-contracdo com Fenilefrina (Fe) 10°° M. Em alguns anéis, o endotélio foi removido
mecanicamente, o que foi comprovado pelo relaxamento maximo de 10%. Como é
sabido, a exposi¢cdo ao Cadmio pode afetar a funcao endotelial e alterar o relaxamento
a Acetilcolina, assim, ndo descartamos 0s anéis dos animais expostos que néo

atingiram valores similares aos animais do grupo controle (~90%).

3.4.3 Protocolos experimentais

3.4.3.1 Efeito da exposicdo ao Cloreto de Cadmio por 7 dias na resposta
vasoconstritora a Fenilefrina

Apbs o teste do endotélio, os anéis foram lavados e estabilizados novamente.
Em seguida, segmentos com endotélio preservado foram expostos aos seguintes
farmacos: L-NAME 100uM (inibidor ndo seletivo da oxido nitrico sintase), SOD 150
U.MIt (“scavenger” do anion superdxido — O%-), Catalase 1000 U/ml (“scavenger” do
peroxido de hidrogénio — H202), Apocinina 30 pM (inibidor da NADPH oxidase),
Losartan 10 uM (antagonista de receptor AT1), Alopurinol 100 uM (inibidor da Xantina
Oxidase), Indometacina 10 uM (inibidor ndo especifico da ciclooxigenase) e Verapamil
1 uM (blogueador de canais de calcio). Um dos anéis obtidos de cada animal nédo foi
incubado com qualquer farmaco, de modo a servir como controle a resposta obtida
pelos anéis incubados com os farmacos acima mencionados. Alguns anéis tiveram
seu endotélio removido para avaliar os efeitos da exposicdo ao CICdz sobre a

modulacao endotelial.

Trinta minutos apds as incubacgdes, foi realizada uma curva concentracdo-
resposta ao agonista alfa-adrenérgico Fenilefrina (Fe - 101° a 104 M) de maneira
cumulativa, com o objetivo de investigar o efeito da exposicdao ao CICd2 sobre a

resposta vasoconstritora a Fenilefrina.

3.4.3.2 Efeito da exposicdo ao Cloreto de Cadmio por 7 dias na resposta
vasodilatadora dependente do endotélio
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A funcao endotelial foi avaliada através da curva de concentracdo-resposta a
ACh, um agonista muscarinico. Para esse protocolo experimental, anéis de aorta com
endotélio preservado foram pré-contraidos com Fe 10 M, e ap6s obtido o plat, foi
realizada uma curva concentracéo resposta a ACh (1.10'1 a 1.10° M).

3.4.3.3 Efeito da exposicdo ao Cloreto de Cadmio por 7 dias na resposta

vasodilatadora independente do endotélio

A vasodilatacdo ndo mediada pelo endotélio foi avaliada, em anéis com
endotélio removido, através do Nitroprussiato de Sédio (NPS), ja que este é um doador
de 6xido nitrico. Um dos anéis foi incubado com Azul de metileno 10 uM (inibidor da
enzima Guanilato Ciclase soltvel) por 30 minutos e entdo os segmentos foram pré-
contraidos com Fe 10% M, e, uma vez atingido o platd, foi realizada uma curva
concentragdo-resposta ao NPS (1.10* a 1.10° M). Em alguns anéis, a pré-contracédo
foi realizada com KCI 60mM, para investigar a participacdo dos canais para K* no

relaxamento induzido pelo NPS.
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Figura 10: Representacdo dos registros de reatividade vascular: A) Contragcao
maxima do musculo liso vascular ao KCI (75 mM) e teste de integridade do endotélio.

B) Curvas concentragdo-resposta a Fe, Ach e NPS. (Modificado de Peganha, 2009).
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3.5 PROTOCOLOS DE FLUORESCENCIA

Os protocolos de fluorescéncia foram realizados no Laboratério Multiusuéario de
Histologia Molecular e Imunohistoquimcia (LHMI) - CCS/UFES.

Logo apos a eutanasia dos animais e disseccdo da aorta, alguns anéis foram
separados para realizagao de protocolos de fluorescéncia para deteccéo in situ de NO
e H202. Seccgbes de aorta previamente congeladas a -80°C em O.C.T
Compound,(Tissue-Tek ) foram cortadas em secc¢fes de 10um de espessura no
criostato (Killik ®, Easy Path) e colocadas em laminas previamente gelatinizadas.
Essas laminas foram entdo incubadas com tampao fosfato (0,1M) contendo CaCl2
(0,45M) e acomodadas em estufa a 37°C durante 30 minutos afim de remover o meio

de inclusao.

3.5.1 Quantificagao “in situ” de 6xido nitrico

Utilizamos 4,5-diaminufluoresceina (DAF-2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) para detecgao de 6xido nitrico “in situ” de acordo com método descrito por Rossi
et al., 2020. Apds remocdo do meio de inclusdo e secagem, as laminas foram
incubadas em camara escura com DAF (8uM) na presenca e na auséncia de L-NAME
(100pM) a 37°C por 30 min, para avaliar a fluorescéncia dependente da sintese do
oxido nitrico. Imagens digitais foram capturadas no microscopio de fluorescéncia Leica
DM 2500, camera Leica DFC 310 FX usando configuracdes de imagens idénticas em
ambos os grupos. A meédia amostral foi obtida através de quatro imagens de
segmentos de aorta por animal. A densidade de fluorescéncia média foi calculada

usando o software Image J.

3.5.2 Quantificagao “in situ” de peréxido de hidrogénio

Analisamos a producdo de H202 por meio da 2,7 Diclorodihidrofluoresceina-
diacetato (DCF-DA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) através de protocolo

adaptado, previamente descrito por Somberg et al., 2017. Apos a remog¢édo do meio
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de inclusdo e secagem das laminas, elas foram incubadas em camara escura com
DCF-DA (10uM) na presenca ou auséncia de Catalase (1000u/mL) a 37°C por 30 min,
que foi utilizada como controle negativo para a producao basal de H202. As imagens
foram obtidas no microscopio de fluorescéncia Leica DM 2500, camera Leica DFC 310
FX usando as mesmas configuraces de imagem em ambos 0s grupos. A média
amostral foi obtida através de quatro imagens de segmentos de aorta por animal. A

densidade de fluorescéncia média foi calculada usando o software Image J.

3.7 EXPRESSAO PROTEICA

Amostras de aorta foram trituradas com tampéo RIPA gelado (Sigma Aldrich)
com inibidor de protease (Sigma Aldrich), NaF (10mM) e NavO 3 (1ImM) e
centrifugadas a 6000 RPM a 4° C, durante 15 minutos. A concentracao proteica do
sobrenadante recolhido foi definida através de ensaio de Bradford (Bio-rad). As
amostras de proteinas foram homogeinizadas com solugdo de Laemmli (Dodecil
Sulfato de Sddio 10%, 10 mM DTT, glicerol 20%, Tris HClI 200mM e azul de
bromofenol 0,075%) e carregadas em géis de acrilamina TGX StainFree FastCast
10% (BioRad), juntamente com uma escala padrdo de peso (Protein Unstained
Standard, Bio-rad), e separadas por eletroforese (Mini-PROTEAN Tetracell, Bio-rad)
durante 2,5-3h a 80V em tampéao de corrida contendo 140mM de glicina, 37mM de
Tris-Base e 1% de Dodecil Sulfato de Sédio (Sigma Aldrich). Os géis foram ativados
com irradiacdo UV (ChemiDoc XRS + Image System, Bio-rad) durante 1 minuto, para
deteccdo da fluorescéncia emitida pelos residuos de triptofano presentes nas
proteinas.

As proteinas, ja separadas, foram entdo transferidas para membranas de
nitrocellulose (Bio-rad) por 18h a 0,02A em solucéo de transferéncia gelada contendo:
140mM de glicina, 37mM de Tris-base e 20% de methanol. Essas membranas foram
entdo bloqueadas com leite desnatado 5% (Molico, Nestlé) em uma solugéo TBST,
contendo 20mM Tris HCI, 150 mM NacCl e 0,1% de Tween 20, por 1h. Em seguida, as
membranas foram incubadas com anticorpos primarios para as proteinas de interesse:
Anti-phospho-NOS3 (Serl1177, 1:250, Santa Cruz), anti-catalase (1:10000, Sigma
Aldrich, Alemanha) ou anti-gp91phox (1:2500, BD transductions Laboratories, San
Jose, CA, EUA) em solucéo de 3% albumina de soro bovino em TBST. As membranas

foram entdo lavadas com TBST e incubadas com anticorpos anti-camundongo
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(1:5000, Amersham, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) ou anti-coelho (1:5000,
Amersham, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) acoplados a peroxidase, em
solucdo de albumina de soro bovino a 3% em TBST, por 1h, sob agitacdo. Apds
lavagem com TBTS, as membranas foram finalmente incubadas com solucdo ECL
contendo 0,1M Tris-HCI, 1,25mM Iluminol, 0,2mM &cido p-cumarico e 0,01% de
peréxido de hidrogénio. As bandas das proteinas de interesse foram detectadas e
registradas por fotodocumentador ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, EUA).

A intensidade de luminescéncia de cada banda de interesse foi normalizada
pela luminescéncia referente as proteinas totais da amostra, por meio do software
Image Lab 6.0.1 (Bio-rad).

3.8 RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estéo expressos como media + erro padréo da média (SEM). As
respostas ao KCI estdo expressas pelo A KCI, calculado subtraindo a tensdo apos a
incubacdo com o segundo KClI pela tenséo basal (registrada imediatamente antes da
incubacédo), em gramas.

As respostas induzidas pela Fenilefrina foram calculadas diminuindo-se a
tensdo obtida ap6s cada incubacdo da tensdo basal e normalizadas pela resposta
maxima ao KCI (75mM). O relaxamento dependente (ACh) e independente do
endotélio (NPS) foram expressos como porcentagem do relaxamento (tensdo da dose
— tensdo basal) em relagcdo ao aumento de tensdo registrado na pré-contracao a
Fenilefrina (1 uM) ou ao KCI (60mM).

A contracdo ao KCIl e o peso foram comparados por Teste t Student néo
pareado. As curvas de reatividade vascular, pressao arterial sistolica (PAS) e a
densidade média de fluorescéncia nas analises in situ foram comparados por ANOVA
duas vias seguida de poés-teste de Bonferroni. Nas curvas que apresentaram
diferencas estatisticamente significantes em ambos os grupos, foi calculada a
diferenca das areas abaixo da curva (dAUC) afim de comparar a magnitude do efeito
dos farmacos entre 0s grupos, expressas como a porcentagem da dAUC (% dAUC)

do anel sem incubacé&o de mesmo animal. A expressao proteica foi expressa como a
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razao entre 0s sinais correspondentes a proteina estudada e a proteina total no
immunoblot e foram comparados através de Teste t Student ndo pareado.

Para andlise dos dados e aplicacdo das andlises estatisticas foram utilizados
os programas Microsoft Office Excel (Redmond, Washington, EUA) e GraphPad Prism
Software 8.0 (San Diego, Califérnia, EUA). Foi considerado estatisticamente

significante p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 PESO DOS ANIMAIS E GANHO PONDERAL

Ao comparar o peso inicial e apds os 7 dias de exposi¢ao, os animais do grupo
Controle e Cadmio apresentaram peso semelhante (Tabela 1).

Tabela 1: Peso corporal antes e ap0s a exposicao por 7 dias ao CdCI2.

Peso corporal (g)

Inicial Final
Controle (n=7) 279,28 +11,6 328,07 £ 14,3
Cadmio (n=7) 282,57 + 8,08 321,85+12.8

Valores expressos em média e EPM; Teste t-Student. p > 0,05

Quanto a variacdo de ganho de peso ponderal, esta também ndo apresentou
diferenca entre os grupos (Tabela 2). Indicando que um curto periodo de exposicao

ao CdClz, ndo houveram grandes repercussoes relativas ao ganho de peso.

Tabela 2: Variagcdo de ganho ponderal ap6s a exposi¢éo por 7 dias ao CdCI2.

Variacdo de Ganho Ponderal (g)

Ganho ponderal
Controle (n=7) 48,7 £ 5,6

Cadmio (n=7) 38,1+5,9

Valores expressos em media e EPM; Teste t-Student. p > 0,05
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4.2 CONCENTRACAO DE CADMIO NO SORO SANGUINEO

Apoés 7 dias de exposicdo ao Cadmio, os animais de ambos os grupos foram
eutanasiados e 0 sangue coletado para quantificacdo de C&dmio no plasma
sanguineo. O grupo Controle expressou uma concentracdo de Cadmio inferior ao
limite de quantificacdo do método (< 0,2 ug/L, n=4), enquanto o grupo Cadmio

apresentou 1,66 £ 0,38 pg/L (n=9) de Cadmio plasmaitico.

4.3 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

Os animais do grupo Controle (Ct) e do grupo Cadmio (Cd) apresentaram
pressdo arterial sistélica (PAS) semelhante antes da exposicdo ao metal, no dia O.
Porém, apds 7 dias de exposicdo, a pressao sistolica do grupo Cd apresentou-se
significativamente maior quando comparada a do grupo Ct (Figura 11, Tabela 3).
Esses dados sugerem que sete dias de exposi¢cao ao Cadmio (100 ppm, via 4gua de

beber) séo suficientes para elevar a pressao arterial sistolica de ratos.

Tabela 3: Valores médios da Presséao Arterial Sistélica (PAS) dos animais dos grupos
Controle e Cadmio antes e ap0s 7 dias de exposicao.

Pressédo Arterial Sistolica (PAS)

Inicial Final
Controle (n=7) 126,0+ 1,4 128,7 +1,84
Cadmio (n=7) 125,3+2,4 1415+ 3,0 T

Valores expressos em média e EPM; ANOVA 2 vias e pés-teste Bonferroni. *p < 0,05
vs Cadmio dia 0. T p < 0.05 vs Controle dia 7
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Figura 11: Média da pressao arterial sistélica (PAS, mmHg) medidos por meio de
pletismografia de cauda em ratos dos grupos Controle e Cadmio, antes e apés 7 dias
de exposicdo. Os resultados estdo expressos como meédia + EPM. ANOVA (duas
vias). *p < 0,05 vs Controle, dia correspondente, Tp < 0,005 vs Cadmio dia O.

4.4 REATIVIDADE VASCULAR

4.4.1 Contracdo do musculo liso vascular ao Cloreto de Potéassio (KCI)

A exposicao dos anéis de aorta ao KCI (75 mM) provocou resposta contratil
similar em ambos os grupos experimentais (Controle 2,14 + 0,11 g, n=31; vs Cadmio
2,02 £ 0,11 g, n=33, teste t-Student ndo pareado), por isso, a resposta contratil a Fe

foi normalizada pela contracdo maxima ao KCI, em porcentagem.
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Figura 12: Avaliagdo da fungdo muscular lisa dos segmentos de aorta (A Contragéo
ao KCL). Valores expressos em média e EPM; p > 0,05, Teste t de Student néo
pareado.

4.4.2 Reatividade a Fenilefrina de segmentos isolados de aorta

A incubacdo com concentracdes crescentes de Fenilefrina, um agonista a1-
adrenérgico, foi capaz de produzir contracao nos anéis aorticos de ambos 0s grupos.
No entanto, a curva do grupo Cadmio apresentou-se deslocada para a esquerda em
relacdo a do grupo Controle, demonstrando aumento na resposta contratil a
Fenilefrina (Figura 13).
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Figura 13: Curvas concentracdo-resposta a Fe em segmentos adrticos dos grupos
Controle e Cadmio apds 7 dias de exposicao ao CICd2. Valores expressos em média
e EPM, o numero de animais esta representado entre parénteses; ANOVA duas vias,
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pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs contracdo do Controle a mesma dose de
Fenilefrina.

4.4.2.1 Efeitos da exposicdo por 7 dias ao Cadmio sobre a modulagdo endotelial na
resposta vasoconstritora a fenilefrina

Para definir se haveria alguma participacdo do endotélio no aumento da
resposta contratil a Fenilefrina, removemos o endotélio de alguns anéis e analisamos
0 comportamento das curvas de ambos os grupos. Observamos que a remogao
mecanica do endotélio aumentou a resposta contratil a Fenilefrina tanto do grupo
Controle quanto do grupo Cadmio (Figura 14). Isso acontece, pois no endotélio sdo
produzidos fatores vasodilatadores que contrabalanceiam a contracdo do musculo liso

vascular.

Entretanto, ndo houve diferenca na magnitude dessa resposta entre 0s grupos
(dAUC%). Indicando que provavelmente, o aumento da resposta contratil a Fenilefrina

nao se deve a altera¢des produzidas no endotélio vascular.
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Figura 14: Curvas concentracao-resposta a Fe de segmentos adrticos dos grupos:
(A) Controle e ap6s remocgédo do endotélio (E-); (B) Cadmio e ap6s remocgdo do
endotélio (E-); *p < 0,05 vs Controle ou Cadmio por ANOVA duas vias com pos-teste
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de Bonferroni. (C) Diferenca percentual da area abaixo da curva (dAUC%) para
comparacao entre 0os grupos. Teste-t ndo pareado foi usado na dAUC, p > 0,05.
Valores expressos em média e EPM, o nimero de animais esta representado entre
parénteses.

4.4.2.2 Efeitos da exposicao por 7 dias ao Cadmio sobre as espécies reativas de
oxigénio na resposta vasoconstritora a fenilefrina

Investigamos algumas vias de agentes vasoativos relacionados com o estresse
oxidativo, afim de verificar a influéncia dessas vias no aumento da resposta contrétil a

Fenilefrina no grupo exposto ao Cadmio.

4.4.2.2.1 Participacdo da via do Oxido nitrico na resposta contratil a Fenilefrina em
aorta toracica

O 6xido nitrico desempenha um importante papel como agente vasodilatador,
sendo produzido no endotélio e posteriormente difundido para o MLV. Por esse
motivo, decidimos avaliar a participacdo do NO na resposta contratil a Fenilefrina.
Para isso, utilizamos o L-NAME (100uM), que é um inibidor ndo seletivo da 6xido

nitrico sintase (NOS), enzima responsavel pela producéo de 6xido nitrico.

Observamos que ao inibir a NOS, ambos 0s grupos tiveram um aumento da
resposta contratil a Fenilefrina. Entretanto, a magnitude desse efeito ndo foi diferente
entre os grupos (Figura 15), indicando que provavelmente a biodisponibilidade do
oxido nitrico ndo seria a responsavel pelo aumento da resposta contratil a Fenilefrina

Nno grupo exposto ao Cadmio.



56

2007 o Controle (17) 2009 o Cadmio (12)
m Controle + L-MANME (186) & Cadmio + L-MAME (11} s ox 0z

L

1501

-

()]

=
1
-

1004

% Contragdo (KCI)

g

% Contragdo (KCI)
=
(=]

504

(=]
&=

-10 -8 -6 -4 -0 -B -6 -4
Fenilefrina { log mal, L) Fanilefrina { log mal, L)

c

150

w100 1
o |

o

# 5

Controle  Cadmio

Figura 15: Curvas concentracdo-resposta a Fe na presenca ou ndo do L-NAME em
segmentos aorticos dos grupos (A) Controle vs L-NAME e (B) Cadmio vs L-NAME.
ANOVA duas vias poOs-teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs Controle ou Cadmio. (C)
Diferenca percentual da area abaixo da curva (dAUC%) para comparacao entre 0s
grupos. Teste-t ndo pareado foi usado na dAUC, p > 0,05. Valores expressos em
média e EPM, o nimero de animais esta representado entre parénteses.

Entretanto, ao avaliarmos a expressao proteica da isoforma endotelial da éxido
nitrico sintase fosforilada (p-eNOSse177) observamos um aumento da expressdo no
grupo exposto ao Cadmio quando comparado ao grupo Controle (Figura 16).
Indicando que haveria uma maior ativacdo da eNOS nesses animais, com uma
possivel maior producéo de NO.
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Figura 16: Resultados da expresséao proteica da isoforma endotelial da 6xido nitrico
sintase fosforilada (p-eNOS-serll177) por meio da técnica de Western Blot, em
segmentos de artéria aorta toracica em ratos dos grupos Controle e Cadmio. Valores
expressos em média e EPM como relacéo entre a densidade das bandas da p-eNOS
e das proteinas totais. Teste t ndo pareado: *p < 0,05 vs Controle.

Como a atividade da eNOS se mostrou afetada pela exposicdo ao Cadmio,
decidimos verificar se a producao basal de NO também estaria aumentada. Para isso,
realizamos um ensaio de deteccdo “in situ” de NO através de sonda DAF-2
fluorescente em sec¢cbes de 10 um de anéis isolados de aorta. Como podemos
observar na Figura 17, o grupo Cadmio apresentou fluorescéncia aumentada em
relacdo ao grupo Controle. A inibicdo da NOS através da incubacéo de L-NAME inibiu
complemente a formacédo de NO em ambos 0s grupos experimentais indicando que a
diferenca expressa representa de fato a producao basal de NO, o que demonstra a
especificidade do método. Esses dados corroboram com o0 aumento na expressao

proteica da isoforma endotelial da éxido nitrico sintase ativada (p-eNOSse"™177),
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Figura 17: Deteccao de NO “in situ” em secgdes de aorta. (A) Imagens representam
0s segmentos de aorta marcados com a sonda fluorescente DAF-2 no grupo Controle
e Cadmio na presenca e auséncia de L-NAME. (B) Gréfico demonstrando a analise
semi-quantitativa dos niveis de fluorescéncia. Dados expressos em média + EPM da
densidade de fluorescéncia. Analise comparativa realizada através de ANOVA duas
vias e poés-teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs Ct, Ct+L-NAME e Cd+L-NAME.

4.4.2.2.2 Participacdo do anion superdxido (O%-) na resposta contratil a Fenilefrina em
aorta toracica

Os resultados apresentados até entdo indicam que a exposicdo ao Cadmio
aumentou a sintese de NO, no entanto sua acdo modulatéria sobre a contratilidade a
Fenilefrina foi igual entre os grupos. Essa biodisponibilidade do éxido nitrico pode ter

sido equilibrada por reacdo com espécies reativas de oxigénio, em especial, o anion
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superéxido. Por esse motivo, investigamos a participacdo do anion superoxido na
resposta contratil a Fenilefrina. Para isso, utilizamos um scavenger do O?", a enzima
SOD (150 U/ml).

Observamos que a incubacédo com essa enzima reduziu a resposta contratil em
ambos os grupos (Figura 18). Entretanto, ndo observamos diferenca na magnitude
dessa resposta entre os grupos. O que sugere que ndo haveria participacdo do 0%~

no aumento da resposta contratil & Fenilefrina.
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Figura 18: Curvas concentracao-resposta a Fe na presenca ou ndo da SOD em
segmentos aodrticos dos grupos (A) Controle e (B) Cadmio. ANOVA duas vias pos-
teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs Controle ou Cadmio. (C) Diferenca percentual da
area abaixo da curva (dAUC%) para comparacdo entre os grupos. Teste-t néo
pareado foi usado na dAUC, p > 0,05. Valores expressos em meédia e EPM, o numero
de animais esta representado entre parénteses.

4.4.2.2.3 Participacdo do anion superédxido (O?-) sobre o papel do 6xido nitrico na
resposta contratil a Fenilefrina em aorta toracica

Para investigar a contribuicdo do anion superéxido (O?-) na biodisponibilidade

do 6xido nitrico nos vasos expostos ao Cadmio, realizamos uma co-incubacéao de
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SOD + L-NAME. Observamos que a incubacéo com os farmacos aumentou a resposta

contratil & Fenilefrina em ambos os grupos, sem diferenca significativa em suas
magnitudes.

Assim, além de n&o observarmos participagdo do anion superéxido (O%-) no
aumento da reatividade, também identificamos que n&o houve contribuicdo desta

espécie reativa de oxigénio sobre o papel do 6xido nitrico nos anéis de aorta expostos
ao Cadmio.
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Figura 19: Curvas concentracdo-resposta a Fe na presenca ou ndo de SOD+L-NAME
em segmentos adrticos dos grupos (A) Controle e (B) Cadmio. ANOVA duas vias p0s-
teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs Controle ou Cadmio. (C) Diferenca percentual da
area abaixo da curva (dAUC%) para comparacdo entre oS grupos. Teste-t néo
pareado foi usado na dAUC, p > 0,05. Valores expressos em média e EPM, o niUmero
de animais esta representado entre parénteses.

4.4.2.2.4 Participacdo do peréxido de hidrogénio (H202) na resposta contratil a
Fenilefrina em aorta toracica
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Como observado anteriormente, a exposi¢cao por 7 dias ao cadmio promoveu
aumento da resposta a FE. Isso pode dever-se ao aumento da liberacdo de fatores
contrateis e/ou reducao de fatores relaxantes. Conforme dados publicados pelo nosso
laboratorio, tanto a exposicdo cronica (ALMENARA et al, 2013) quanto a
administracdo in vitro de Cadmio (ANGELI et al., 2013), promoveram aumento da
liberacdo de espécies reativas de oxigénio na aorta, dentre elas, o peroxido de
hidrogénio. Cabe ressaltar que a depender da concentracao de H202 formada em um
vaso, esse agente pode atuar produzindo contragdo (altas concentracdes) ou

relaxamento (baixas concentracfes) (GAO et al., 2003).

Assim, anéis isolados de aorta de ratos expostos ou ndo ao Cadmio por 7 dias,
foram incubados com a enzima Catalase (1000U/ml), responsavel pela degradacdo
de H202 em H20 e Oz, previamente a curva concentracdo-resposta a FE, para
investigar a participagdo do H202 nas respostas contrateis das artérias. A adicdo da
Catalase reduziu a resposta contratil a Fenilefrina apenas no grupo Cadmio (Figura
20), ndo alterando a resposta no grupo Controle. Esses resultados sugerem que a
exposicdo ao Cadmio promove aumento de H202, o que contribui para o aumento da

resposta a Fenilefrina no grupo exposto.
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Figura 20: Curvas concentracdo-resposta a Fe na presenca ou ndo de Catalase em
segmentos adrticos dos grupos (A) Controle e (B) Cadmio. Valores expressos em
média e EPM, o nimero de animais esta representado entre parénteses. ANOVA duas
vias pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs Cadmio.
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Avaliamos também a expressao proteica da Catalase através da técnica de
Western blot, e observamos que o grupo exposto ao Cadmio apresentou reducao na
expressdo dessa enzima (Figura 21), o que corrobora com os dados de reatividade

acima mencionados.
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Figura 21: Resultados da expresséo proteica da Catalase, por meio da técnica de
Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica em ratos dos grupos Controle
(n =7) e Cadmio (n = 6). Valores expressos em média e EPM como relacdo entre a
densidade das bandas da Catalase e das proteinas totais. Teste t ndo pareado: *p <
0,05 vs Controle.

Também avaliamos a producdo in situ de H20: através da sonda de
fluorescéncia DCF-DA e pudemos observar que houve um aumento na producéo
basal de H202 no grupo exposto ao Cadmio (Figura 22). A incubacdo com Catalase
reduziu a marcacdo com a sonda e igualou as respostas entre 0S grupos, 0 que
demonstra a especificidade do método. Esses dados corroboram com as andlises
reatividade e também com a expresséao proteica reduzida da Catalase.
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Figura 22: Deteccdo de H20:2 “in situ” em secg¢des de aorta. (A) Imagens de
fluorescéncia representam os segmentos na presenca da sonda fluorescente DCF-DA
no grupo Controle e Cadmio na presenca e auséncia de Catalase. (B) Grafico
demonstrando a andalise semi- quantitativa dos niveis de fluorescéncia. Dados
expressos em meédia + EPM da densidade de fluorescéncia. Analise comparativa
realizada através de ANOVA duas vias e p0Os-teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs Ct,
Ct+Catalase e Cd+Catalase.

4.4.2.3 Participacdo da Xantina Oxidase na resposta contratil & Fenilefrina em aorta
toracica

Sabe-se que o principal oxidante produzido pela Xantina Oxidase (XO) € o

H202. Desta forma, investigamos a participacdo desta enzima na reatividade vascular
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de anéis de aorta de ratos expostos ou ndo ao cadmio. Para isso, utilizamos o
Alopurinol, um inibidor da XO.
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Figura 23: Curvas concentracao-resposta a Fe na presenca ou ndo de Alopurinol em
segmentos adrticos dos grupos dos grupos (A) Controle e (B) Cadmio. Valores
expressos em média e EPM, o numero de animais esta representado entre
parénteses. ANOVA duas vias p0Os- teste de Bonferroni. p > 0,05.

Os resultados demonstraram reatividade vascular similar antes e apés a
incubacdo com o farmaco em ambos 0s grupos experimentais, descartando a xantina

oxidase como fonte do excesso de H202 observado nos ratos Cadmio (Figura 23).

4.4.2.4 Participagdo da NADPH oxidase na resposta contratil a Fenilefrina em aorta
toracica

Um trabalho anterior do nosso laboratério, observou aumento da expressao
proteica da NOX2, uma isoforma da NADPH oxidase, e aumento da liberacéo de anion
superéxido em aorta isolada de ratos expostos cronicamente ao Cadmio (ALMENARA
et al., 2013). A NADPH oxidase € a principal enzima produtora de espécies reativas
de oxigénio vascular. Essa enzima catalisa a producdo de anion superéxido (0%)
apos a reducao do O2 utilizando a NADPH* como doador de elétrons (GRIENDLING;
SORESCU; USHIO-FUKAI, 2000). Um aumento desta enzima poderia contribuir para
o aumento da formacao de H202, uma vez que, ap0s a quebra do anion superoxido
(O%) pela SOD, ocorre a formacéo de H202. Para investigar a contribuicdo desta

enzima no aumento da resposta a Fe no grupo Cadmio, utilizamos a Apocinina (30
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KUM), que impede a translocacdo das subunidades citosélicas da NADPH oxidase,
inibindo-a.
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Figura 24: Curvas concentracao-resposta a Fe na presenca ou ndo de Apocinina em
segmentos adrticos dos grupos dos grupos (A) Controle e (B) Cadmio. Valores
expressos em média e EPM, o numero de animais esta representado entre
parénteses. ANOVA duas vias p0Os- teste de Bonferroni. p > 0,05.

A adicdo da apocinina ndo alterou a resposta contrétil a Fenilefrina em ambos
os grupos (Figura 24).

Também avaliamos a expressdo proteica da subunidade gp91P"* (NOX2) e
observamos que o grupo exposto ao Cadmio apresentou uma reducao na expressao
dessa subunidade (Figura 25), sugerindo uma reducdo na expressdo da NOX2,

embora seu efeito sobre a modulacao das respostas contrateis a fenilefrina tenha sido
similar entre os grupos.
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Figura 25: Resultados da expressao proteica da subunidade gp91phox (NOX2) por
meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica em ratos dos
grupos Controle (n = 7) e Cadmio (n = 7). Valores expressos em média e EPM como
relacdo entre a densidade das bandas da gp91P"* e das proteinas totais. Teste t ndo
pareado: *p<0,05 vs Controle.

4.4.2.5 Participacdo da Angiotensina Il na resposta contratil a Fenilefrina em aorta
toracica

A administracdo de Cadmio in vitro aumentou a participacdo da Angiotensina Il
local no aumento da resposta contratil a Fenilefrina (ANGELI et al., 2013). Apesar de,
em nosso estudo, ndo termos observado alteracdo na reatividade a Fenilefrina que
indicasse participagdo da NADPH Oxidase, houve porém, uma reducao na expressao
proteica da subunidade gp91Phox (NOX2). Assim, sabendo que Angiotensina Il € um
potente estimulador da NADPH oxidase, seu desbalanco poderia reduzir o estimulo
da NOX2. Dessa forma, avaliamos a participacdo da Angiotensina Il na reatividade a
fenilefrina em anéis de aorta dos grupos Controle e Cadmio através da adicao de

Losartan (10 uM), um antagonista de receptor AT1.

A adicao de Losartan nao alterou a resposta contratil a Fenilefrina em nenhum
dos grupos (Figura 26), indicando a nao participacdo da Angiotensina Il via receptores

AT1 na modulacéo da resposta contratil & Fe nos grupos Controle e Cadmio.
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Figura 26: Curvas concentracdo-resposta a Fe na presenca ou ndo de Losartan em
segmentos adrticos dos grupos dos grupos (A) Controle e (B) Cadmio. Valores
expressos em média e EPM, o nimero de animais esta representado entre
parénteses. ANOVA duas vias p0Os- teste de Bonferroni. p > 0,05.

4.4.2.6 Participacdo da via da enzima Ciclooxigenase (COX) na resposta contratil a
Fenilefrina em aorta toracica

A via da Ciclo-oxigenase apresentou-se comprometida apds exposicdo ao
Céadmio in vitro em artérias de condutancia (ANGELI et al., 2013) e também pela via
intraperitoneal (14 dias - 1 mg/kg) em artérias de resisténcia (JUNIOR et al., 2020).
Assim, para avaliar a participacdo da via da Ciclooxigenase no aumento da resposta
contratil a Fenilefrina nos animais expostos ao Cadmio, utilizamos um inibidor nao

seletivo da COX, a Indometacina.

A incubacdo com o farmaco no grupo Controle reduziu a resposta contratil a
Fenilefrina, 0 mesmo ndo ocorreu no grupo Cadmio. Os resultados sugerem uma
reducdo da modulacdo positiva dos prostanodides derivados da COX na resposta

contratil a Fenilefrina de ratos expostos ao Cadmio.
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Figura 27: Curvas concentracao-resposta a Fe na presenca ou ndo de Indometacina
em segmentos aorticos dos grupos (A) Controle e (B) Cadmio. Valores expressos em
média e EPM, o nimero de animais esta representado entre parénteses. ANOVA duas
vias pos- teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs Controle.

4.4.2.7 Participacdo dos canais para Ca?* na resposta contratil a Fenilefrina em aorta
toracica

Os canais para Ca?* participam da contracdo das células musculares lisas
aumentando o calcio intracelular, o que desencadeia a cascata que resulta na
contracdo do musculo liso vascular (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015).

Por serem cations bivalentes, os ions Cd?* podem ser transportados pelos
canais de calcio dependentes de voltagem. Em células eletricamente excitaveis, 0s
canais para Ca?* parecem ser a principal via de entrada do Cadmio (MARTELLI et al.,
2006)

Por isso, decidimos avaliar se haveria alguma alteracdo na funcdo desses
canais na contragdo a fenilefrina. Para isso, utilizamos o Verapamil, farmaco
bloqueador de canais de Ca?*tipo L (VOCs). Observamos que o blogueio dos canais
de Ca?*reduziu significativamente a reatividade a Fenilefrina em ambos os grupos com
magnitude semelhante (Figura 28). Isso indica que os canais de Ca?* ndo estariam

influenciando no aumento da reatividade a Fenilefrina no grupo Cadmio.
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Figura 28: Curvas concentracdo-resposta a Fe na presenca ou ndo de Verapamil em
segmentos adrticos dos grupos (A) Controle e (B) Cadmio. ANOVA duas vias pos-
teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs Controle ou Cadmio. (C) Diferenca percentual da
area abaixo da curva (dAUC%) para comparacdo entre os grupos. Teste-t ndo
pareado foi usado na dAUC, p > 0,05. Valores expressos em média e EPM, o nUmero
de animais esta representado entre parénteses.

4.4.3 Relaxamento dependente do endotélio nos segmentos isolados de aorta

toracica

Trabalhos anteriores do nosso laboratdrio com exposicéo crénica ao Cadmio
verificaram redugéo do relaxamento a ACh em aorta isolada de ratos (ALMENARA et
al., 2013) e também de camundongos ApoE -/- (OLIVEIRA et al., 2019). Assim,
avaliamos o relaxamento dependente do endotélio através da incubagdo de um
agonista dos receptores muscarinicos, a Acetilcolina (ACh). Esse farmaco age,
principalmente, estimulando a producéo de oxido nitrico no endotélio, que se difunde

para o musculo liso vascular para promover vasodilatacdo (RATTMANN, 2009).
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Anéis com endotélio preservado foram pré-contraidos com Fenilefrina, e ndo
houve diferenca na pré-contracdo entre os grupos. A adicdo de acetilcolina induziu
relaxamento nos dois grupos. Entretanto, o grupo Cadmio apresentou a curva de
relaxamento a ACh deslocada para a direita, indicando menor resposta a ACh em

relacdo ao grupo Controle (Figura 29).

Essa alteracdo poderia ser decorrente de uma reducdo da producao de
vasodilatadores derivados do endotélio, induzidos pela ACh, ou pelo impedimento da

acao desses vasodilatadores sobre o musculo liso vascular subjacente.
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Figura 29: Curvas concentragcdo-resposta a Ach de segmentos aorticos dos grupos
Controle e Cadmio apés 7 dias de exposicao ao CICdz. Valores expressos em média
e EPM, o nimero de animais esta representado entre parénteses; ANOVA duas vias
pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs contracdo do Controle a mesma dose de
Acetilcolina.

4.4.4 Relaxamento independente do endotélio nos segmentos isolados de aorta

toracica

Para verificar se a reducdo do relaxamento a ACh poderia ser decorrente de
alteracdes na via de sinalizacdo do oxido nitrico (NO) no musculo liso vascular, o
endotélio de alguns anéis aorticos foi removido e a avaliacdo do relaxamento ao

Nitroprussiato de sédio (NPS), um doador de NO, foi realizada.
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Anéis de aorta que tiveram seu endotélio removido mecanicamente foram preé-
contraidos com Fenilefrina, e ndo houve diferenca na pré-contracdo entre 0s grupos.
A adicdo de NPS induziu o relaxamento dos anéis isolados de aorta em ambos os
grupos. Entretanto, da mesma forma que no relaxamento a ACh, a curva de
relaxamento ao NPS do grupo Cd se mostra deslocada para a direita, sugerindo menor
resposta ao NPS no grupo Cadmio (Figura 30). Esse resultado sugere que o prejuizo
do relaxamento no grupo Cd também envolve o downstream do NO no musculo liso

vascular.
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Figura 30: Curvas concentracao-resposta ao NPS de segmentos aorticos dos grupos
Controle e Cadmio apés 7 dias de exposicdo ao CICd2. Valores expressos em média
e EPM, o numero de animais esta representado entre parénteses; ANOVA duas vias
pés-teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs contracao do Controle a mesma dose de NPS.

4.44.1 Participagdo da enzima Guanilato Ciclase soluvel no relaxamento
independente do endotélio nos segmentos isolados de aorta toracica

O oxido nitrico produzido e liberado pelo endotélio se difunde para as células
do musculo liso vascular, onde, dentre outros mecanismos, age estimulando a
Guanilato Ciclase soluvel (GCs), o que desencadeia uma cascata intracelular que
resulta na vasodilatacdo (LINCOLN; DEY; SELLAK, 2001)
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Assim, a reducao do relaxamento ao Nitroprussiato de sédio no grupo Cd pode
ser decorrente de alteracdes na atividade dessa enzima. Por isso, avaliamos a
participacdo da GCs na reducdo do relaxamento ao NPS através da incubagéo do
Azul de metileno (10 uM), um inibidor da GCs.

A adicédo de Azul de metileno reduziu a resposta ao NPS em ambos 0s grupos
experimentais (Figura 31), indicando participacdo similar da Guanilato Ciclase no
relaxamento induzido pelo NPS em ambos os grupos.
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Figura 31: Curvas concentracdo-resposta ao NPS na presenca ou ndo de Azul de
Metileno em segmentos adrticos dos grupos (A) Controle e (B) Cadmio. ANOVA duas
vias poés-teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs Controle ou Cadmio. (C) Diferenca
percentual da area abaixo da curva (dAUC%) para comparacao entre 0S grupos.
Teste-t ndo pareado foi usado na dAUC, p > 0,05. Valores expressos em média e
EPM, o numero de animais esta representado entre parénteses.

4.4.4.2 Participacdo dos canais para K* no relaxamento independente do endotélio
nos segmentos isolados de aorta toracica
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Além da via da GCs, a vasodilatacdo mediada pelo NO também envolve outras
vias, dentre elas a ativacao de canais para K* (IRVINE; FAVALORO; KEMP-HARPER,
2003).

Para avaliar a participacdo dos canais para K* na reducdo do relaxamento
induzida pelo NPS, aguns anéis foram pré-contraidos com KCI (60mM) ao invés de
Fenilefrina, em seguida, foram desenvolvidas curvas concentracao-resposta ao NPS
no grupo Controle e Cadmio.

Observamos que a pré-contracdo com KCI aboliu a diferenca da resposta
independente do endotélio ao NPS entre os grupos quando comparados aos anéis
pré contraidos com Fenilefrina. Isso sugere que a exposicdo ao Cadmio alterou a
atividade dos canais para K* voltagem dependentes e pode justificar o menor

relaxamento ao NPS.
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Figura 32: Curvas concentracdo-resposta ao NPS em segmentos adrticos dos grupos
Controle e Cadmio (A) Anéis pré-contraidos com Fe 1 uM (B) Anéis pré-contraidos
com KCI 60 mM. Valores expressos em meédia e EPM, o nUmero de animais esta
representado entre parénteses. ANOVA duas vias pis-teste de Bonferroni. *p < 0,05
vs Controle a mesma dose de NPS.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que curtos periodos de
exposicdo a baixa concentracdo de Cadmio (100 ppm), similar aquelas encontradas
no plasma de fumantes, foi capaz de promover aumento da pressdo arterial e
disfuncdo vascular na aorta de ratos. A disfuncdo observada parece envolver o
aumento da biodisponibilidade de H202 e a reducéo da ativacao dos canais para K-,
acompanhada de aumento da atividade da eNOS

5.1 EFEITO DA EXPOSICAO DE CURTO PRAZO AO CADMIO SOBRE O PESO
DOS ANIMAIS E O GANHO PONDERAL

Apds serem expostos por 7 dias ao Cadmio os animais ndo apresentaram
diferenca significativa de peso e ganho ponderal quando comparados ao grupo

Controle.

Outras exposi¢coes em tempos maiores, com a mesma concentragéo utilizada
nesse estudo, relataram reducéo do peso dos animais apés 30 dias (ALMENARA et
al., 2013) e 8 semanas (SOMPAMIT et al., 2010) de exposicao. Este ultimo estudo
também avaliou o consumo de 4gua e alimentos dos animais, e apesar da redu¢ao no
peso, ndo houve alteracdo no consumo. Entretanto, no estudo de Oliveira e
colaboradores (2019), apesar de ndo terem observado reducdo no peso dos
camundongos, estes apresentaram menor ganho ponderal, justificado pelo consumo

de racédo reduzido apdés 28 dias de exposicao.

Exposicao a concentracdes menores de Cadmio (32 ppm) durante 2 meses nao
afetaram o0 peso dos animais (SANTAMARIA-JUAREZ et al., 2020) ao final do
tratamento. No estudo de Zhang e colaboradores (2019), exposi¢cdes em diferentes
concentracdes (1, 10, ou 100 ug/L) durante a gestacao associado a mais 10 semanas
apos o nascimento da prole ndo demonstraram alteragdes nos parametros de peso
corporal. Isso indica que as alteracdes induzidas pelo Cadmio parecem ser tempo e

concentracdo dependentes.
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5.2 CONCENTRACAO DE CADMIO NO SORO SANGUINEO.

Neste estudo, a concentracdo plasmética de Cadmio encontrada nos animais
expostos foi de 1,66+0,38ug/L pg.Lt. Essa concentracdo é relevante pois mesmo nos
paises onde a populacdo tem niveis mais elevados de Cadmio no sangue, a média
ainda é inferior a 4 pg/L no sangue total. Vale ainda ressaltar que os niveis plasmaticos
de Cadmio sdo considerados relacionados a exposi¢ao recente e sdo menores do que
a concentracdo no sangue total ja que a maior parte do Cadmio no sangue se encontra
nos eritrécitos. No plasma, o Cadmio circula inicialmente ligado a metalotioneina e a
albumina (WHO, 1992).

Um estudo realizado em doadores de sangue em uma cidade do noroeste do
Brasil identificou que a média dos niveis séricos de Cadmio em fumantes e nao-
fumantes era de 0,92ug/L e 0,30 pg/L, respectivamente (FARO et al.,, 2014).
Concentracdes ainda maiores sdo relatadas ema uma investigagdo sobre os niveis
plasmaticos de cadmio em mulheres fumantes, no qual estas apresentaram média de
298 + 0,12 ng/ml (SADEGHI et al., 2014). Outro estudo, dessa vez com
trabalhadores de oficinas automobilisticas, identificou niveis séricos significativamente
mais elevados em mecanicos do que no grupo controle (1,17 + 0.52 pg/L vs 0,41 £
0.09) (ISHOLA et al., 2017). Assim, as concentragdes encontradas em nosso estudo
sao similares as concentracdes encontradas principalmente em populacdes fumantes

e expostas ocupacionalmente.

5.3 EFEITO DO CADMIO SOBRE A PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

Os animais expostos por 7 dias ao Cadmio apresentaram aumento da presséo
arterial sistolica em relacédo ao grupo Controle. Assim como observado neste estudo,
0 aumento da PAS apods 7 dias de exposicdo (100ppm) j& havia sido reportado
anteriormente por um estudo anterior do nosso laboratorio (ALMENARA et al., 2013).
Outros estudos com diferentes dosagens e vias de exposicdo ao Cadmio também
relataram aumento da pressado arterial sistélica apés o tratamento (BILGEN et al.,
2003; KUKONGVIRIYAPAN et al., 2014; SANGARTIT et al., 2014; SANTAMARIA-
JUAREZ et al., 2020; SOMPAMIT et al., 2010; YOOPAN et al., 2006), reforcando o

importante efeito do cadmio sobre a pressao arterial.
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O aumento da presséao arterial provoca disfuncao na camada intima é média
das artérias, provocando alteracfes associadas a aterogénese (TOUYZ, 2000; LI &
CHEN, 2000). Na literatura, a hipertenséo arterial promovida pela exposicdo ao
Cadmio esté associada a danos renais (SATARUG et al., 2005), interagdo com canais
de Ca?* (BALARAMAN et al.,, 1989), estimulo do sistema nervoso simpatico
(FADLOUN; LEACH, 1980) e disfuncdo no endotélio (ALMENARA et al., 2013;
KUKONGVIRIYAPAN et al., 2014; YOOPAN et al., 2008) e do musculo liso vascular
(FUJIWARA; WATANABE; KAJI, 1998; SANGARTIT et al., 2014).

Sabe-se que disfuncéo vascular em aorta € considerada um ponto de partida
para doencas como a aterosclerose. Por isso, também investigamos se a exposi¢ao
por curto periodo ao Cadmio poderia promover disfuncao vascular precoce em aorta

isolada de ratos.

5.4 EFEITO DO CADMIO SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR

De fato, evidenciamos que a exposicéo por 7 dias e em baixa concentracdo de
Cadmio, foi capaz de aumentar a resposta contratii a Fe. Esses resultados sao
compativeis com os observados em exposi¢des por 30 dias (ALMENARA et al., 2013;
BILGEN et al., 2003). No entanto, outros estudos com tempo de exposi¢cao maior, 60
dias (SANTAMARIA-JUAREZ et al., 2020) e 120 dias (TZOTZES et al., 2007), nao
relataram diferenca nessas respostas. Inclusive, alguns trabalhos demonstraram que
a exposicao por 8 semanas na agua de beber em camundongos reduziu a reatividade
a Fenilefrina (DONPUNHA et al., 2011; SOMPAMIT et al., 2010). Essas diferencas
observadas entre os dados da literatura, podem sugerir que as alteracdes vasculares
causadas pelo Cadmio sdo tempo-dependentes. Uma alteracdo nas concentracfes
de agentes moduladores da resposta contratil poderia justificar essa alteracao na
resposta a fenilefrina observada nas aortas de ratos expostos ao Cadmio.

Para avaliar se o curto periodo de exposi¢cdo ao Cadmio poderia ter alterado a
modulagdo endotelial, a reatividade vascular a Fe foi comparada em anéis isolados
de aorta na auséncia (E-) e na presenca do endotélio (E+). Embora a magnitude das
respostas tenha sido similar entre os grupos, néo foi descartado um desbalanco entre
fatores relaxantes e contrateis induzidos pela exposicdo ao metal, e algumas vias

vasoativas endoteliais foram testadas.
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Como estudos anteriores ja evidenciaram que a exposi¢ao crénica ao Cadmio
pode reduzir a participacdo do NO em resposta a Fe (ALMENARA et al., 2013), essa
via também foi avaliada. No entanto, de acordo com os resultados obtidos pela
incubacdo com L-NAME, néo foi observada alteracdo da modulacdo do NO sobre a
resposta a Fe em anéis de aorta de ratos exposto ao Cadmio, quando comparados ao
grupo Ct. Contudo, a expressédo proteica da eNOS fosforilada (Ser!’”) e a producéo
basal de NO se mostraram aumentadas em aorta de ratos expostos ao Cadmio
quando comparados ao grupo Ct. Em outros contextos relativos a 30 e 60 dias de
exposicdo ou incubacao in vitro, o Cadmio parece alterar a reatividade vascular
através de mecanismos dependentes do endotélio, diminuindo a biodisponibilidade do
NO através do aumento do estresse oxidativo (ALMENARA et al., 2013; ANGELI et
al., 2013; SANTAMARIA-JUAREZ et al., 2020)

Analises da exposicéo in vitro ao Cadmio em anéis de aorta, demonstraram
reducado da biodisponibilidade do NO sem alteracédo na expressdo da eNOS (ANGELI
et al., 2013). Em exposicao por 30 dias em ratos, o aumento da producéo de anion
superoxido reduziu a biodisponibilidade do NO, apesar do aumento da expressao
proteica da eNOS e da producéo basal de NO (ALMENARA et al., 2013). Em nosso
estudo o aumento da ativacdo eNOS e da producédo NO poderia ser decorrente de um
mecanismo compensatorio em resposta ao estresse oxidativo induzido pelo Cadmio.

De fato, diversos trabalhos tém associado os danos cardiovasculares causados
pela exposicdo ao Cadmio ao aumento do estresse oxidativo provocado pelo metal
(ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2019; SANTAMARIA-
JUAREZ et al., 2020). As espécies reativas de oxigénio (EROs) de maior relevancia
relacionadas a doencas cardiovasculares sdo o anion superéxido (O%") e o peréxido
de hidrogénio (H202). (DHALLA; TEMSAH; NETTICADAN, 2000). Além de inibir a
atividade da enzima Guanilato Ciclase soltvel (BRUNE; SCHMIDT; ULLRICH, 1990),
aumentando a vasoconstricdo, o O?- também reduz a biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO) ao combinar-se com ele, formando ONOO- (peroxinitrito). (KAWASHIMA,
YOKOYAMA, 2004). O H202 também pode reagir com metais de transicdo, atraves de
reagao de Fenton, e formar radical hidroxila (OHe) (KAJARABILLE; LATUNDE-DADA,
2019). O Cadmio, entretanto, ndo tem capacidade de gerar radicais livres diretamente,
pois ndo € um metal de Fenton (JOMOVA,; VALKO, 2011).

O estresse oxidativo pode ser compensado pela acdo de enzimas

antioxidantes. Enquanto a Superoxido Dismutase (SOD) catalisa a transformacéo de
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anion superoxido (0?%) em peréxido de hidrogénio (H202), a Catalase (CAT)
encarrega-se de transformar este ultimo em H20 + Oz (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2004).
Em nossos resultados ndo encontramos participacéo do anion superéxido no aumento
da reatividade vascular a Fe no grupo exposto, entretanto, a remoc¢ao catalitica do
peréxido de hidrogénio, através da incubacéo de Catalase, reduziu a resposta contratil
a Fenilefrina apenas no grupo Cd.

Esses dados sugerem uma maior biodisponibilidade de H202, atuando como
fator contrétil e contribuindo para o aumento da resposta a Fenilefrina. Essa hipétese
foi confirmada através do protocolo de fluorescéncia com a sonda DCF-DA, onde
observamos maior producéo H20:2 in situ. Além disso, expressao proteica da Catalase
também estava reduzida no grupo exposto ao Cadmio. De fato, um estudo anterior
demonstrou que o Cadmio pode interagir com o residuo GInl167 da Catalase
blogueando a passagem de H202 para o centro ativo da enzima, causando, assim, a
reducao da atividade da Catalase por impedimento estérico dos canais (WANG et al.,
2015), o que também justifica o aumento de H202 nos animais expostos ao metal.

Em exposicéo por 30 dias (100ppm) ao Cadmio, um estudo anterior do nosso
grupo também observou a participacdo da Catalase no aumento do estresse oxidativo,
sugerindo reducédo da atividade da enzima (ALMENARA et al., 2013). De fato, a
reducdo da atividade da Catalase € unanime na grande maioria dos estudos com
Céadmio, independente da dose, tempo de exposicao e 6rgao alvo, sendo evidenciado
nos rins, figado, testiculos e cérebro (CASALINO et al., 2002; SALOVSKY et al., 1992;
SHUKLA et al., 1989).

Zhen et al. (2008) demonstraram que o aumento de H202 em células endoteliais
da artéria coronaria humana levaram ao aumento compensatério da expressédo da
eNOS, o que poderia justificar 0 aumento da expressao proteica da eNOS fosforilada
(Ser1177) encontrado nos animais expostos ao Cadmio no presente estudo.

Para identificar se haveria outra fonte responsavel pelo aumento do H202, além
da reducéo da expressédo da Catalase, realizamos experimentos com inibidores da
Xantina oxidase (XO), a qual seu principal produto € o H202, e da NADPH Oxidase,
que catalisa a producéo de anion superdxido (O%) a partir da reducdo do Oz e elétrons
doados pela NADPH+ (GRIENDLING; SORESCU; USHIO-FUKAI, 2000). A SOD
enddgena entdo, transforma O? em H202. No entanto, ndo observamos alteracdes

significativas na reatividade vascular que indicassem alteracdes nestas enzimas.
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A exposicao cronica (30 dias - 100ppm) ao Cadmio identificou participacao da
NADPH oxidase no aumento do estresse oxidativo na aorta isolada de ratos
(ALMENARA et al., 2013). Em nosso estudo, no entanto, identificamos que a
expressao proteica da subunidade gp91Phox estava reduzida, sugerindo reducéo da

atividade da NOX2 em animais expostos em curto periodo.

Sabe-se que o0 NO reduz a atividade da NADPH oxidase em células endoteliais
através de S-nitrosilacdo da subunidade p47Phox (SELEMIDIS et al., 2007). Assim,
supomos que o aumento de NO observado nos animais expostos ao Cadmio em
nosso estudo tenha provocado reducéo da atividade da NOX2 por este mecanismo, o
que refletiu na reducdo da expressao proteica de seu sitio catalitico (gp91P"%).

Um estudo em aortas com exposicdo ao Cadmio in vitro evidenciou a
participacdo da Angiotensina Il (Ang Il) no aumento da resposta contratil a Fe. Além
disso, nas células musculares lisas a Ang Il é capaz de promover aumento nos niveis
de H20: via ativacdo da NADPH Oxidase, e esse aumento € inibido pelo antagonista
do receptor AT1, Losartan. (ZAFAR et al., 1998). No entanto, no presente estudo, nao
identificamos participacdo da Ang Il no aumento da resposta contratil a Fe em aorta

isolada de animais expostos em curto prazo ao Cadmio.

Estudo anterior identificou um aumento da liberacdo de prostandides
vasoconstrictores em aorta isolada de ratos apds exposicdo in vitro ao Cadmio
(ANGELI et al., 2013). Além disso, outro estudo também observou comprometimento
da via da ciclo-oxigenase em artérias de resisténcia apds exposicao intra-peritoneal
ao Cadmio (14 dias-1mg/kg) (JUNIOR et al., 2020). No presente estudo, verificamos
uma reducdo da modulacao positiva dos prostandides em resposta a Fe em aorta

isolada de animais expostos.

Essa reducdo na modulacdo positiva dos prostanéides, no entanto, ndo
contribuiria para o aumento da reatividade a Fe em aorta de animais expostos

verificado no presente estudo.

Além das vias vasoativas investigadas, sabe-se que por serem cations
bivalentes, os ions Cd?* podem ser transportados pelos canais de célcio dependentes
de voltagem (MARTELLI et al., 2006). Outrossim, um dos mecanismos envolvidos na
vasoconstricdo mediada pelo H202 também parece estar associado aos canais de
Ca?* dependentes de voltagem. (HOROWITZ et al., 1996)
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O envolvimento dos canais de Ca?* nas implicacdes promovidas pelo Cadmio
foram evidenciados num estudo onde verificou-se que a resposta hipertensiva
induzida pela administracdo aguda de Cadmio (1 a 10ug) intracerebroventricular foi
prevenida pela administracdo de Verapamil (MADEDDU et al., 1993). No entanto, de
acordo com nossos resultados, ndo evidenciamos a participacdo desses canais no
aumento da reatividade a Fe em aorta de animais expostos ao Cadmio por 7 dias.
Portanto, sugerimos que o aumento da reatividade a Fe parece estar associado ao
aumento da liberacdo de H202, como descrito anteriormente.

Trabalhos realizados em animais expostos cronicamente ao Cadmio,
demonstraram que o metal pode comprometer o relaxamento dependente do
endotélio, avaliado pela ACh, em aorta isolada de ratos e camundongos (ALMENARA
et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2019). A ACh age nos receptores muscarinicos do
endotélio vascular promovendo aumento da concentragdo de Ca?* intracelular, o que
leva a producao de prostaciclina, NO e hiperpolarizacédo dependente do endotélio, que
por sua vez irdo se difundir para o musculo liso vascular, causando relaxamento
(RATTMANN, 2009). Nossos resultados apontaram um prejuizo no relaxamento
induzido pela ACh no grupo exposto ao Cadmio, indicando provavel reducdo na
producdo dessas substancias ou em sua acao sobre o musculo liso vascular. Estudo
prévio do nosso laboratério (OLIVEIRA et al., 2019), verificou que o prejuizo do
relaxamento em aorta isolada de camundongos expostos ao Cadmio estava

associado a reducédo da biodisponibilidade do NO.

Como haviamos verificado maior producéo de NO nos animais expostos por 7
dias ao Cadmio, decidimos investigar se existia algum prejuizo na sua acao sobre o
musculo liso vascular, através do relaxamento independente do endotélio. De fato,
nosso estudo demonstrou uma reducgéo do relaxamento ao NPS em aorta de animais
expostos quando comparados ao grupo Ct.

Embora tenhamos evidenciado que em curto periodo de exposicdo ha um
comprometimento do relaxamento independente do endotélio, trabalhos realizados
com exposi¢ao cronica ao Cadmio (100 ppm (ALMENARA et al., 2013) e 15 ppm
(BILGEN et al., 2003)), ou via intraperitoneal por 15 dias (1 mg/kg/dia) (GOKALP et
al., 2009) ou in vitro (ANGELI et al., 2013), ndo observaram diferencas. Isso sugere
que um curto periodo de exposi¢cdo ao Cadmio pode promover alteracdes vasculares

distintas, contribuindo para a disfuncao vascular apos periodo crénico de exposicao.
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Como observamos reducéo no relaxamento ao NPS nos animais do grupo Cd,
decidimos avaliar a via downstream do NO. Apos ser liberado pelo endotélio, o NO
age no musculo liso vascular estimulando a enzima Guanilato Ciclase solavel (GCs),
0 que desencadeia uma cascata que resulta na vasodilatacdo (RATTMANN, 2009).
Para investigar se o Cadmio havia alterado o downstream do NO, avaliamos a
participacdo dessa enzima nas respostas ao NPS, através de seu inibidor, o Azul de
metileno. No entanto, ndo observamos diferencas que indicasse prejuizo na GCs.

De fato, a via da Guanilato ciclase nédo é a Unica via pela qual o NO promove
relaxamento do MLV. Por isso, além de induzir o relaxamento ao NPS em anéis pré
contraidos com Fenilefrina, também realizamos a mesma curva com 0S anéis pré
contraidos com KCI. Quando submetidos a altas concentra¢des de potassio, 0s canais
para K* sdo blogueados assim sendo possivel investigar sua participagdo no
relaxamento ao NPS. Observamos que as respostas ao relaxamento se igualaram,

indicando uma alteracdo dos canais para potassio (K*).

Em um estudo com ratos espontaneamente hipertensos (SHR) foi observado
que a reducgdo da resposta relaxante ao H20: estava associada a disfungdo na
atividade de canais para K*. (GAO et al., 2004)

Nossos achados demonstraram que mesmo em um curto periodo de exposicao
e em baixa concentracdo, o Cadmio produziu aumento da reatividade vascular a
Fenilefrina associado a reducao da expressao da Catalase e ao consequente aumento
do H202. Acreditamos que o bloqueio da Catalase foi induzido pelo Cadmio. Houve
ainda uma reducéo da atividade da NOX2 e um aumento da atividade da peNOS a da
liberacdo basal de NO, que mesmo se elevando, néo foi capaz de contrapor o estresse
oxidativo causado pelo Cadmio. Supomos que isso ocorreu em razédo de um prejuizo
nos canais para K* que participam ativamente no relaxamento do musculo liso
vascular ao NO (BOLOTINA et al., 1994). Como nosso estudo foi realizado com 7 dias
de exposicdo, consideramos que esse seria 0 mecanismo inicial pelo qual o Cadmio
produz disfuncéo vascular, predispondo, assim, ao aparecimento de diversas doengas

cardiovasculares (Figura 34).
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Figura 33: Resumo grafico dos achados do presente estudo com sugestdo de
mecanismos pelo qual a exposi¢cao aguda ao Cadmio leva a disfuncéo vascular apés
7 dias de exposicao. A interacdo do Cadmio inibindo a Catalase promoveu aumento
do estresse oxidativo induzido pelo H202, impossibilitando sua degradacéo em H20 +
O2. O H20:2 age de forma compensatoria estimulando a eNOS a produzir 6xido nitrico
(NO), que por sua vez pode atuar reduzindo a atividade do NOX2 através da S-
nitrosilacdo. Apesar do aumento da producdo basal de NO, um possivel
comprometimento dos canais de K+ na musculatura lisa vascular impede que o
relaxamento ocorra plenamente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados demonstraram que mesmo em um curto periodo de exposicao
(7 dias) e em baixas concentracdo plasmética (1,66 + 0,38 ug/L), o Cadmio foi capaz
de aumentar a pressao arterial sistdlica de ratos. Além disso, foi observado aumento
da resposta contratil a Fenilefrina, e reducéo da resposta vasodilatora dependente e
independente do endotélio em aorta isolada de ratos. Esses resultados foram
justificados pela inibicdo da Catalase induzida pelo Cadmio, que pode ter provocado
aumento do H202. O aumento de peroxido de hidrogénio e a redugéo do relaxamento
exercido pela abertura dos canais para potassio provocaram prejuizo no relaxamento
desses vasos. Com 0s canais menos ativos, a modulagédo da contratilidade exercida
pelo NO estaria prejudicada, mas foi balanceada por um aumento da atividade da
eNOS e da producéo basal de NO.

Nossos resultados evidenciam a toxicidade do Cadmio no sistema
cardiovascular e reforcam a hipétese de que individuos que possuem concentracdo
mais elevada de Cadmio no plasma, como os fumantes e pessoas expostas
ocupacionalmente, tem maiores chances de apresentar aumento da pressao arterial
e disfuncéo vascular.

Assim, compreendidos alguns dos mecanismos pelos quais a exposicao
Céadmio age na vasculatura da aorta em exposi¢des por curto periodo, sugerimos que
mais estudos sejam realizados a fim de identificar possiveis terapias que reduzam os

danos vasculares nesses casos.
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