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RESUMO

Introducédo: As doencas cardiovasculares sdo as maiores causas de morte no
mundo, e a maior prevaléncia em homens na idade adulta que se iguala apés a
menopausa em mulheres indica a possibilidade de protecdo do sistema
cardiovascular exercida provavelmente por acdo dos horménios sexuais
femininos. A exposicdo ao cadmio (Cd) esta associada a diversas doencas
cardiovasculares, como aterosclerose e hipertensao arterial, provavelmente por
induzir estresse oxidativo e disfuncdo vascular. Como a totalidade dos estudos
experimentais dos efeitos do Cd sobre a vasculatura tém sido feitos em machos,
nao se sabe se fémeas teriam a funcéo vascular afetada pela exposicédo a esse
metal. A hipotese desse estudo é que a exposicdo ao Cd interfere de forma
distinta nas respostas vasculares da aorta de ratos machos e fémeas, devido a
acdo protetora do estrogénio sobre a funcdo vascular. Objetivo: Comparar
efeitos da exposi¢cdo crénica ao cloreto de cadmio 100 ppm sobre a fungéo

vascular de artérias de condutancia de Wistar machos e fémeas. Material e



Métodos: os experimentos foram realizados em Wistar machos e fémeas com 3
meses de idade que receberam cloreto de cadmio (CdCl> 100 mg/L em &gua
potavel durante 30 dias) ou veiculo (dgua filtrada). Antes do inicio da exposicéo
e ao final desta, foram registrados pressao arterial sistélica e o peso dos animais.
Apés os 30 dias de exposicao ao metal, os animais foram eutanasiados e foram
coletados sangue para a dosagem de cadmio e estrogénio, e aorta toracica para
a avaliagdo da reatividade vascular. Resultados: Wistar fémeas expostas ao Cd
tiveram menor ganho de peso sem alteragfes significativas da pressao arterial
sistélica apds exposicdo ao metal. A exposicdo ao Cd também néo alterou o nivel
de estrogénio nas ratas, em comparacdo as fémeas do grupo controle. Na
analise da mieloperoxidase (MPO) foi encontrado aumento da atividade dessa
enzima em ambos 0s grupos expostos ao metal. A exposi¢éo ao cadmio produziu
uma concentracao do metal no sangue de 2,89 ug/L contra 0,27 pg/L encontrada
nas fémeas néo expostas, nos machos foi observado aumento da concentragcéo
do metal em relacdo as fémeas, machos expostos tiveram 4,7 pg/L e nao
expostos 0,3 pg/L. Os machos tiveram reducédo da resposta vasodilatadora na
curva de ACh e nao foi observado alteracdo ao NPS. Na curva dose-resposta a
Fe teve aumento da resposta contratil. N&ao foi encontrada alteracéo na resposta
vascular a Fenilefrina (Fe), Acetilcolina (ACh) e ao Nitroprussiato de sodio (NPS)
nas fémeas. Aincubacdo com L-NAME deslocou a curva concentragao-resposta
a Fe nos dois grupos, mas esse efeito foi menor em machos expostos ao Cd,
sugerindo reducdo da biodisponibilidade de oOxido nitrico. Além disso, a
incubacdo com apocinina e catalase, reduziu a resposta a Fe em machos
expostos ao Cd, sugerindo participacdo de anion superoxido e peroxido de
hidrogénio, respectivamente, na hiper-reatividade produzida pela exposicdo ao
metal. Conclusdo: Os resultados do presente estudo demonstram que a
exposicao por 30 dias ao Cd produz aumento de pressao arterial e alteracbes
vasculares em machos, mas ndo em fémeas, sugerindo que as anormalidades

cardiovasculares induzidas pelo metal sdo sexo-dependentes.

Palavras chaves: reatividade vascular, diferencas sexuais e exposi¢cao ao

cadmio.



ABSTRACT

Introduction: Exposure to Cd is associated with several cardiovascular diseases,
such as atherosclerosis and arterial hypertension, probably by inducing oxidative
stress and vascular dysfunction. Cardiovascular diseases are the major causes
of death in the world and the higher prevalence in men increased the possibility
of women of childbearing age to present a protection of the cardiovascular
system, probably due to the action of female sex hormones. As studies of the
effects of Cd on the vasculature were carried out in males, it is not known whether
females would have vascular function affected by exposure to this metal.
Objective: To analyze the effects of chronic exposure to 100 ppm cadmium
chloride on the vascular function of male and female Wistar conductance arteries.
Material and Methods: The experiments were performed on 3-month-old male
and female Wistar who received cadmium chloride (CdCI2 100 mg/L in drinking

water for 30 days) or vehicle (filtered water). Before the start of exposure and at



the end of it, data on systolic blood pressure and weight of the animals were
recorded. After 30 days of exposure to the metal, the animals were euthanized
and blood was collected for the dosage of cadmium and estrogen, and thoracic
aorta, for the evaluation of vascular reactivity. Results: Wistar females exposed
to Cd had a reduction in weight gain and systolic blood pressure did not change
significantly after exposure to the metal. No difference was found in estrogen
dosage between control and cadmium-exposed rats. In the analysis of
myeloperoxidase (MPO) an increase in the activity of this enzyme was found in
both groups exposed to the metal. Exposure to cadmium produced a
concentration of the metal in the blood of 2.89 pg/L against 0.27 pg/L found in
unexposed females, in males an increase in the concentration of the metal was
observed in relation to females, exposed males had 4, 7 ug/L and unexposed 0.3
pg/L. There was no change in the vascular response to Phenylephrine (Fe),
Acetylcholine (ACh) and Sodium Nitroprusside (NPS) in females, however males
had changes in ACh and Fe curves. Incubation with L-NAME shifted the
concentration-response curve to Fe in both groups, but this effect was smaller in
males exposed to Cd, suggesting reduced nitric oxide bioavailability. In addition,
incubation with apocynin and catalase reduced the response to Fe in males
exposed to Cd, suggesting the release of superoxide anion and hydrogen
peroxide, respectively. Conclusion: The results of the present study demonstrate
that exposure for 30 days to Cd produces an increase in blood pressure and
vascular changes in males, but not in females, suggesting that the cardiovascular

abnormalities induced by the metal are sex-dependent.

Key words: vascular reactivity, sex differences and cadmium exposure.



1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS SOBRE O CADMIO

O cadmio € um metal classificado na tabela peridédica no grupo 1B, sendo
identificado através do simbolo Cd, com peso molecular de 112.411 e nimero
atbmico 48. Na forma metdlica, sua coloracdo € branco prateado e possui
caracteristicas como ductilidade, maleabilidade e resisténcia quimica e
mecanica (DUFFUS, 2002).

Sendo considerado um dos metais toxicos langados no meio ambiente, sua
liberag&o ocorre através de atividades vulcanicas, das profundidades oceénicas,
remobilizacdo de fontes antigas, como a poluicdo das aguas subterraneas
causadas por drenagem de minas, derretimento das calotas polares e a queima
de combustiveis fosseis (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

O Cd foi descoberto em 1817, quando o médico Johann Roloff encontrou
irregularidades em um lote de Oxido de zinco produzido na fabrica de produtos
farmacéuticos de Karl Hermann. Karl Hermann preocupado com a situacéo que
sua empresa estava enfrentando realizou experimentos e afim de descobrir qual
seria a substancia que estava causando os efeitos adversos, e descobriu que os
lotes estavam contaminados por Cd (TARAKINA; VERBERCK, 2017).

Ha relatos que foram encontradas particulas de Cd nas telas de Claude
Monet, e com isso se associa possivel intoxicacdo do pintor com o metal
(ATSDR, 2012).

O cadmio comecou a ser utilizado de forma industrial em tintas de pintura,
mas com o passar dos anos ganhou novas utilidades e passou a ser empregado
em materiais de policloreto de vinila (PVC) e em baterias recarregaveis de
niguel-cadmio, que é sua maior utilizacao na inddstria atualmente.

Sua extracao ocorre através do refino de metais nao ferrosos, visto que, €
considerado um contaminante desses metais. A liberacdo na atmosfera ocorre
através da queima de combustiveis fosseis e incineracdo e eliminacdo de
residuos. Através dessas fontes, 0 metal acumula-se em ambiente aquatico e no
solo (ATSDR, 2012).



Por ndo ser considerado um metal essencial ao organismo, como o ferro e
zinco, a exposi¢do ao Cd aumenta o risco de doencas em érgdos como 0s rins,
figado, 0ssos e no sistema cardiovascular; possui relacédo direta com cancer de
pulmao e rins, além de estar associado a mortes prematuras (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

O National Health and Nutrition Examination Surveys realizou um estudo
entre 1999 a 2004 e associou 0 uso do tabaco a exposicdo ao Cd, devido a
maiores concentracbes desse metal no sangue e na urina dos individuos
tabagistas que participaram da pesquisa. Além disso, estabeleceu uma
associacdo entre as concentracdes sanguineas de Cd e hipertensdo arterial
sistémica (HAS) (TELLEZ-PLAZA et al., 2008).

1.2. EXPOSICAO AO CADMIO

A populacdo esta exposta ao metal através da fumaca do tabaco, alimentos
(especialmente frutos do mar, carnes, vegetais e graos), agua potavel e ar
atmosférico, especialmente nas areas urbanas e industriais (ATSDR, 2012,
SATARUG; MOORE, 2004).

Um dos motivos para a presenca do Cd nos alimentos agricolas € a adubacao
da terra com utilizacdo de fertilizantes fosfatados, que apresentam Cd em sua
constituicdo. As plantas, através de suas raizes, absorvem este metal presente
no solo, que entdo, vai se concentrar nas folhas e nos frutos utilizados de
alimentos para animais, se acumulando na cadeia alimentar. Ao consumir esses
alimentos, o metal € absorvido, e depositado principalmente nos rins e no figado
(ATSDR, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

O ar também apresenta particulas de Cd, que s&o transportadas e
depositadas no solo e na agua. As concentracdes totais de Cd no ar dependem
da proximidade com a fonte de emisséo, e podem variar entre 0,1 ng/m?3 até 100
ng/m3, em éareas remotas e préximo a emissdo, respectivamente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010). Os oceanos apresentam quantidade de Cd
gue variam de <5 a 110 ng/L. Essa concentracdo deriva de fenbmenos naturais
de erosdo e intemperismo e da precipitacdo atmosférica de emissdes naturais e
antropicas (DE ANGELIS et al., 2017; OECD, 1995).



Os tabagistas sao parte da populacdo que é significantemente exposta ao
Cd, visto que cada cigarro contém 0,5 a 2 ng/m3 de Cd. Individuos que convivem
com tabagistas, fumantes passivos, também estdo expostos e podem inalar
guantidades significativas de Cd (ELINDER et al., 1985). Em 2011, Viana e
colaboradores realizaram analise de 20 diferentes marcas de cigarros
comercializados no Brasil e encontraram uma média de 0,65 pug de Cd por grama
de tabaco (DE SOUSA VIANA; GARCIA; MENEZES-FILHO, 2011). Esse
acumulo nas folhas de tabaco justifica o fato de fumantes apresentarem maiores
concentragfes sanguineas de Cd (1,4 - 4 pg/L) do que individuos ndo-fumantes
(0,4 -1 pg/L). Ja individuos que residem em regides contaminadas apresentam
concentracfes sanguineas de Cd maiores que 10 pg/L (DE ANGELIS et al.,
2017).

A exposicao ocupacional ocorre principalmente por inalagdo de vapores e
poeiras que contém particulas de Cd, e ingestdao do metal através das maos
contaminadas. A concentracdo sanguinea de Cd dos individuos expostos de
forma ocupacional pode ser até 50 ug/L (DE ANGELIS et al., 2017).

Os niveis de exposicdo ao Cd podem ser mensurados tanto no sangue
guanto na urina. Essas duas formas de medida trazem conclusdes diferentes,
visto que a exposicao aguda é melhor investigada nos exames de sangue, e,
como o cadmio é lentamente eliminado pela urina, a exposi¢ao croénica ao metal

€ melhor analisada por urinalise (JARUP, 2003).

1.3. ABSORCAO DO CADMIO PELO ORGANISMO

As principais formas de absor¢cdo do metal sdo através do sistema
respiratério e do sistema digestivo. O sistema respiratorio absorve em torno de
50% do cadmio inalado, ja o sistema digestorio, cerca de 5%, podendo chegar
de 20 a 30% em alguns individuos, dependendo do seu estado nutricional. Com
iss0, 0 uso do tabaco se torna muito prejudicial a saude, pois além das folhas de
tabaco acumularem grandes quantidades de Cd absorvido do solo, 50% do que
estd presente no cigarro pode ser absorvido pelo organismo (SATARUG;
MOORE, 2004; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).



O Cd ndo é um metal essencial para os organismos, pois ndo apresenta
funcdo conhecida, com isso ndo apresenta mecanismos especificos conhecidos
para regulagdo da sua absor¢éo, transporte e entrada/saida das células. Entéo,
sua passagem através das membranas celulares ocorre através de mecanismos
utilizados para a absor¢cdo de metais essenciais, como o ferro e o calcio, como
por exemplo o transportador de metais divalentes 1 (DMT1). A quantidade desse
transportador pode ser alterada conforme as condi¢des de saude do individuo,
visto que, em individuos com anemia ferropriva, ha aumento na expressao do
DMT1. Nesse caso, 0 aumento da expressao de DMT1 promove aumento da
absorcdo ndo s6 de ferro, mas de outros metais divalentes, a exemplo do
cadmio, caso o individuo seja exposto a esse metal (KLASSEN et al., 2004).

Satarug e Moore (2004), demonstraram esse efeito em mulheres tailandesas,
ao observarem que mulheres com deplecéo de ferro apresentavam contetdo de
Cd de 3 a 4 vezes maior que o observado em mulheres de mesma idade e com
concentragcdes sanguineas normais de ferro (SATARUG et al., 2004). As maiores
consequéncias da exposicédo ao Cd podem ser devido a diferencas na absorcéo,
uma vez que, mulheres absorvem via trato gastrointestinal 10% ou mais do metal
engquanto os homens absorvem em torno de 5% (DE ANGELIS et al., 2017).

Apoés o Cd ser absorvido, ocorre ligacdo com as proteinas; albumina e a
metalotioneina (MT), que possuem afinidade por metais e impedem a acao do
Cd no organismo. Quando se liga a MT, forma o complexo MT-Cd?*, que ao
passar pelos rins é filtrado, porém é reabsorvido pelas células dos tubulos
proximais, onde a ligacdo desse complexo é rompida, fazendo que o Cd seja
liberado para a circulacdo sanguinea, podendo entdo agir sobre os tecidos
(KLASSEN et al., 2004).

Além desse mecanismo, o Cd livre pode se acumular nos tecidos através de
células do sistema imune (neutrdfilos, eosindfilos, baséfilos, linfocitos T, linfocitos
B, células NK, macréfagos, mastocitos e mondcitos) que atravessam a parede
vascular por meio de diapedese (STEFFENSEN et al., 1994). Com isso, pode
atingir varios orgaos e se acumular nos tecidos causando efeitos deletérios.

Sua excrecdo renal é baixa, sendo calculada como 0,007% do conteudo
corporal de Cd, mas essa eliminacdo apresenta grande variagdo na populacdo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Essa lenta eliminagdo pela via

urinaria torna a concentracdo de caddmio na urina um marcador de exposicado



cronica ao metal (JARUP, 2003), além de fazer com que sua meia-vida no
organismo varie de 10-35 anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Os
principais 6rgdos de acumulo de Cd sdo o figado e rins, mas 0s vasos
sanguineos também acumulam esse metal em sua parede (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). Broseguini-Filho et al. (2015), exp6s ratos Wistar ao
Cd de forma aguda e realizou a dosagem da deposicdo do metal na aorta
abdominal, pulm&o e rim, os autores demonstraram que ocorre uma grande
deposicdo de Cd nesses tecidos mesmo em curto tempo de exposicao (120
minutos) (BROSEGHINI-FILHO et al., 2015).

1.4. EFEITOS DO CADMIO NO SISTEMA CARDIOVASCULAR

Estudos com populac¢des expostas ao Cd demonstraram que individuos que
tiveram baixa ou moderada exposicdo ao metal apresentaram hipertenséo
arterial sistémica (HAS), aterosclerose em carotida, doenca arterial periférica,
doencas do miocardio, acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca
(TELLEZ-PLAZA et al., 2008). Além disso, pesquisa realizada por Menke e cols
(2009) encontrou associacao entre exposicdo ao Cd e aumento de mortes por
doencas cardiovasculares (DCV) na populacdo americana (MENKE et al., 2009).

De fato, a HAS é reportada tanto em estudos experimentais quanto em
humanos. Eum et al. (2008), estudou a concentracdo de Cd na populacao
Coreana e concluiu que os individuos que tinham maior concentracdo de Cd na
corrente sanguinea tinha a prevaléncia de HAS 1.51 vezes maior que 0 grupo
com menor concentracdo (EUM; LEE; PAEK, 2008). Tellez-plaza et al. (2008),
também encontrou correlacdo positiva entre niveis de Cd sanguineos e o0
aumento da pressao arterial realizado na populacéo norte-americana (TELLEZ-
PLAZA et al., 2008).

Os mecanismos propostos para explicar como a exposicdo ao Cd podem
causar aumento da pressao arterial incluem: dano tubular renal com retencao de
sais, aumento da atividade do sistema nervoso simpatico e estimulo ao ténus
vascular devido ao desequilibrio de agentes vasoconstrictores e vasodilatadores
(DONPUNHA et al., 2011; FADLOUN, Z; LEACH, 1979; KOLLURU et al., 2006;
MARTYNOWICZ et al.,, 2004; SATARUG et al.,, 2005; SKOCZYNSKA, A;
MARTYNOWICZ, 2005).



Além disso, o Cd pode reduzir a atividade da bomba de Na*/K* (TOKUSHIGE
et al., [s.d.]; VASSALLO et al., 2017), o que leva ao aumento intracelular de Na*,
como consequéncia o trocador Na*/Ca?* tem sua atividade reduzida, com isso
ocorre aumento da concentracdo intracelular de Ca?* e aumento do ténus
vascular. A inibicdo bomba de Na*/K* pode estar relacionada com a afinidade
dos metais pesados com o grupo sulfidrila (JACOBSON; TURNER, 1980).
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Figura 1: Formas de exposi¢cdo ao Cd e supostos mecanismos que estdo associados ao
desenvolvimento da hipertenséo arterial. Com o aumento da concentracdo de Cd na corrente
sanguinea ocorre; 1- 2- aumento da atividade do sistema nervo simpatico, 3- aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), 4- reducéo da biodisponibilidade do éxido
nitrico (NO) e 5- aumento da proteina 1 de adeséo celular vascular (VCAM1) e chaperonina 60
(HSP60). O aumento das ERO e a reducdo do NO induz disfuncdo endotelial. Almenara et al.
(2020).

Além das DCV citadas acima, o Cd pode causar alteracdes metabdlicas como
diabetes, dislipidemia e doencga renal crénica (EDWARDS; PROZIALECK, 2009).

Esses fatores sao de suma importancia, visto que aumentam o risco das DCV, e



em pacientes diabéticos aumentam a taxa de mortalidade e morbidade
(OZTURK et al., 2009).

Essa acdo do cadmio sobre o sistema cardiovascular pode ocorrer em
decorréncia de sua deposi¢cdo nos vasos sanguineos. Abu-Hayyeh et al. (2001)
demonstraram que tabagistas apresentaram concentragdo média de 7 pymol/L
Cd na tanica média da aorta (ABU-HAYYEH et al., 2001). Além disso, estudos
apontam que a exposicao ao Cd também é toxica ao endotélio vascular, com
isso, favorecendo o desenvolvimento das DCV (ALMENARA et al.,, 2013;
ANGELI et al., 2013; FUJIWARA; WATANABE; KAJI, 1998; KAJI et al., 1996;
KISHIMOTO et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2018).

Estudos de reatividade vascular realizados em nosso laboratorio
encontraram disfuncdo endotelial na aorta de ratos Wistar (ALMENARA et al.,
2013) e de camundongos ApoE” (OLIVEIRA et al., 2018), tanto em exposi¢io
cronica (30 dias), como em exposicao in vitro (ANGELI et al., 2013) ao Cd.

1.5 DISFUNCAO ENDOTELIAL E CADMIO

Os vasos sanguineos sdo constituidos de trés tunicas, a mais interna é
formada por uma monocamada denominada endotélio (Moncada et al. 1977). O
endotélio tem importante funcdo para o equilibrio da funcdo vascular, visto que
suas células séo responsaveis pela producéo e liberacdo de substancias que
sdo vasoativas e ajudam no controle do ténus vascular, manutencao da fluidez
do sangue, regulacdo da inflamacao, resposta imune e a neovascularizacéo
(MONCADA; PALMER; HIGGES, 1991; PALMER; FERRIGE; MONCADA,
1987).

As substancias produzidas pelo endotélio exercem funcéo vasoconstritora ou
vasodilatadora. Dentre as substancias vasodilatadoras podemos citar o 6xido
nitrico (NO), prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante do endotélio (EDHF)
(FELETOU; HUANG; VANHOUTTE, 2011). Ja4 as substancias que atuam
promovendo a contracdo do musculo liso vascular citamos, o tromboxano
(TXA2), angiotensina 2, endotelina e algumas substancias derivadas do
metabolismo do oxigénio (CAHILL; REDMOND, 2016).



O NO € um dos principais vasodilatadores liberados pelo endotélio e tem
funcdo fundamental na regulacdo do tonus basal, resisténcia vascular, inibicdo
da agregacao plaquetaria e adesao a parede vascular (RUBANYI; VANHOUTTE,
1986; VANHOUTTE; EBER, 1991). Por essas fun¢gBes o NO é considerado o
principal produto derivado do endotélio responsavel pelo controle da homeostase
vascular (SNYDER; BREDT, 1992). Sua biodisponibilidade pode ser reduzida
por reacdo com espécies reativas de oxigénio (EROs) (FORSTERMANN, 2008).

A disfuncdo endotelial é definida como desequilibrio entre a producao e
biodisponibilidade de fatores relaxantes e contrateis derivados do endotélio
vascular, estando relacionada ao aumento da producédo de EROs ou nitrogénio
e diminuicdo da capacidade antioxidante (SILVA, B. R.; PERNOMIAN;
BENDHACK, 2012).

As EROs séo geradas pelo metabolismo do oxigénio e possuem importantes
funcdes fisiolégicas como segundo mensageiro e sinalizagao intracelular. Nos
vasos sanguineos as principias fontes geradoras de EROs séo: xantina oxidase,
mieloperoxidase, o desacoplamento da enzima oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS), a NADPH oxidase e enzimas mitocondriais (FORSTERMANN;
MUNZEL, 2006).

O anion superoxido possui um papel muito importante na disfuncéao vascular,
visto que, ao reagir com o NO, forma o peroxinitrito, que € uma potente espécie
reativa de nitrogénio, que pode causar peroxidacdo lipidica. Assim, grandes
concentracdes de anion superoxido associada a reducéo da biodisponibilidade
de NO, sao frequentemente encontrados em diversas doengas que cursam com
vasculopatias (FORSTERMANN, 2008). De fato, diversos trabalhos na literatura
associam a exposicao ao Cd com disfuncao endotelial, pois a exposicdo ao metal
aumenta a producdo de EROs (ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013;
DONPUNHA et al., 2011; KUKONGVIRIYAPAN; APALJIT;
KUKONGVIRIYAPAN, 2016; OLIVEIRA et al., 2018).

Em nosso laboratério o efeito do cadmio sobre a reatividade de segmentos
de aorta de ratos Wistar e em camundongos ApoE™ ja foi estudado em um
contexto de exposi¢ao ao Cd in vitro durante 40 minutos e in vivo durante 30 dias
via dgua de beber (ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2018).



O estudo de Angeli et al (2013), demonstrou que a exposi¢cédo ao Cd in vitro
aumentou as EROs e reduziu a biodisponibilidade do NO em anéis de aorta de
ratos Wistar (ANGELI et al., 2013). Almenara et al. (2013) também utilizou Wistar
machos, porém estes expostos por 30 dias na agua de beber, e também
observou aumento da liberacdo de EROs, e reducdo da biodisponibilidade de
agentes vasodilatadores, intensificando as respostas vasoconstritoras induzidas
pela fenilefrina (ALMENARA et al.,, 2013). Oliveira et al. (2018), observou
reducdo do relaxamento vascular a ACh em aorta de camundongos ApoE™"
expostos por 30 dias ao cadmio e tal alteracdo também foi explicada pela
reducédo da biodisponibilidade do NO (OLIVEIRA et al., 2018).

1.6 RELACAO ENTRE ESTROGENIO E CADMIO

O Cd pode se ligar e ativar os receptores de estrogénio (E2), sendo entéo
classificado como metaloestrogeno (SILVA, N. et al., 2013). Metaloestrégeno é
um grupo de ions metalicos que possuem “atividade estrogénica” (JURKOWSKA
et al.,, 2019). Como consequéncias, o Cd tem sido associado a patogenia de
doencas que sao dependentes de E2, mioma uterino e endometriose (SILVA, N.
et al., 2013).

A exposicdo ao Cd e a reducdo dos niveis de E2 em fémeas é
controversa. Estudos demonstram que o Cd promove reducdo de E2 (BARON;
VECCHIA; LEVI, 1990; CHEDRESE, 2004; MASSANYI et al., 2000) e pode
contribuir para o desenvolvimento de canceres relacionados ao E2, como o de
ovario, o cancer mais letal em mulheres (ATAEl; AGHAEI, PANJEHPOUR,
2018). Entretanto, Da Costa et al. (2021), expuseram ratas Wistar a 100 ppm de
CICd: por 30 dias e ndo observaram diferenca na concentracéo plasmatica de
E2 entre ratas expostas ou ndo ao metal (DA COSTA et al., 2020).

Cabe destacar que o E2, nas mulheres, exerce efeito cardioprotetor. No
sistema cardiovascular, o E2 aumenta o relaxamento vascular por aumentar a
atividade e expressdo da eNOS (MACRITCHIE et al., 1997; KLEINERT et al.,
1998). O E2, através de seus receptores acoplados a proteina G (GPER)
expressos na membrana das células endoteliais, estimula agudamente a

atividade da eNOS, através do mecanismo classico dependente de



calcio/calmodulina que envolve fosfatidilinositol 3-quinase / fosforilagdo mediada
por AKT na Serll77 (FLORIAN; FREIMAN; MAGDER, 2004; HAYNES et al.,
2000). Assim, a atividade do E2 sobre eNOS possui efeito imediato no ténus
vascular (CHAMBLISS; SHAUL, 2002; HAYNES et al., 2003).

O E2 também estimula o aumento da biodisponibilidade de NO, pela
reducdo da producado de espécies reativas de oxigénio, como o anion superéxido
(GUETTA et al., 1997; WASSMANN et al., 2001). Essa reducao da producéo de
anion superoxido se da pela reducdo da NAD(P)H-oxidase nas células
endoteliais (WAGNER; SCHROETER; HECKER, 2001). Justamente por essas
propriedades protetoras do estrogénio sobre a func&o vascular, a maioria dos
modelos experimentais usados em investigacdes vasculares excluem as fémeas

dos estudos.

1.7 RELACAO ENTRE INFLAMACAO E CADMIO

A exposicdo ao Cd também estd associada ao aumento dos niveis
inflamatorios no organismo, tanto em machos quanto em fémeas (SAPMAZ-
METIN et al., 2017).

O estudo de Kataranovski et al. (2009), analisou a exposi¢cédo aguda ao Cd
em roedores fémeas e machos com aproximadamente 12 semanas de idade. Os
autores do trabalho dividiram os animais em 3 grupos, com doses de 0,5, 1 e 2
mg de CICd2 por kg de peso corporal, e demonstraram que a resposta
inflamatoria sistémica foi maior em machos do que em fémeas. Um dos
mecanismos propostos para que as fémeas tenham menor resposta inflamatoria
€ gue o estrogénio pode suprimir a producao de interleucina 6, um importante
fator pro-inflamatorio (KATARANOVSKI et al., 2009).

O estudo de Angeli et al. (2013), demonstrou que a exposi¢ao in vitro de
segmentos de aorta ao CICd. promoveu aumento da reatividade vascular, mas
na presenca da indometacina, inibidor inespecifico da enzima cicloxigenase
(COX), houve reducédo da contratilidade sugerindo que, agudamente, o cadmio
pode ativar esse sistema, induzindo inflamacdo (ANGELI et al., 2013).

Ainda, Knoflach et al. (2011), estudaram a exposicdo ao Cd em aorta de

fémeas ApoE™ e observaram maior expressdo de VCAM-1 e HSP60 nas fémeas



que foram expostas ao Cd, sugerindo aumento da atividade inflamatéria
(KNOFLACH et al., 2011).



2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Um grande numero de evidéncias indicam que o Cd € um metal altamente
toxico que predispdem a diversas doencas cardiovasculares. Como mencionado
anteriormente, o cadmio pode se acumular nos vasos sanguineos e isso pode
estar relacionado as vasculopatias induzidas pelo metal. De fato, o cadmio
promove aumento de presséo arterial e disfungcédo vascular em ratos machos,
como evidenciado por estudos conduzidos pelo nosso laboratério (ALMENARA
et al., 2013; ANGELI et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2018). No entanto, os efeitos
do metal sobre a funcéo vascular de fémeas nao foram elucidados. Além disso,
os estudos a respeito do efeito da exposicdo ao cadmio sobre os niveis de
estrogénio, que possui efeito vasculoprotetor, S&o controversos.

A hipdtese do presente estudo € que a exposi¢cdo ao cadmio interfere de
forma distinta nas respostas vasculares da aorta de ratos machos e fémeas,

devido a acao protetora do estrogénio sobre a funcao vascular.



3.

3.1.

OBJETIVOS

Objetivos gerais

Comparar os efeitos da exposicao cronica ao cloreto de cadmio 100 ppm

sobre a pressao arterial e reatividade vascular em aorta isolada de ratos Wistar

machos e fémeas.

3.2.

Objetivos especificos

Determinar o nivel de cadmio no plasma de ratos Wistar machos e fémeas
apos a exposicao por 30 dias ao metal,

Determinar a influéncia do cadmio sobre a presséao arterial de ratos Wistar
machos e fémeas;

Descrever os efeitos da exposicéo crénica ao cadmio sobre as respostas
vasculares de ratos Wistar fémeas e machos e as vias de agentes
vasoativas envolvidas nas possiveis alteracfes encontradas nessas
respostas.

Definir os efeitos da exposicdo ao cadmio sobre o conteudo plasmatico
de estrogénio em fémeas;

Determinar o nivel inflamatério sanguineo dos animais machos e fémeas

expostos ao metal.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus) tanto machos como fémeas, com idade aproximada de trés
meses com peso entre 200 a 300g. 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 coletivas (com no maximo quatro
individuos por gaiola) sob condicbes controladas de temperatura e um ciclo
claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a agua tratada e a racao especial
para roedores.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatros grupos,
denominados: Controle fémeas (CtF), Cadmio fémeas (CdF), Controle machos
(CtM) e Cadmio machos (CdM). Os grupos Ct ingeriram agua potavel e aos
grupos Cd foi fornecida apenas solucéo de Cloreto de Cadmio (CICd2) 100 ppm
como agua de beber, por periodo de 30 dias. Utilizamos este modelo de
exposicao pois os efeitos vasculares e pressoricos do cadmio nestas condi¢des
em ratos machos ja tinham sido descritos em estudo anterior de nosso
laboratério (ALMENARA et al., 2013).

O uso e cuidado desses animais experimentais estiveram de acordo com
0s principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pela Diretriz
Brasileira para Cuidado e Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), sendo aprovado pelo CEUA-UFES, numero 33/2018.

4.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Peso dos animais antes e apds a exposicao ao Cadmio

Os animais foram pesados e tiveram sua pressao arterial sistélica aferida
antes de iniciar o tratamento (Ct ou Cd) e ao final dos 30 dias de exposi¢ao. Apos

30 dias, sob anestesia com quetamina e xilazina (91 e 9,1 mg/kg,



respectivamente, via intraperitoneal), o sangue foi coletado e os animais foram
eutanasiados por exsanguinagdo. As aortas foram coletadas para as andlises de

reatividade vascular e expresséo proteica.

4.2.2 Dosagem do Cadmio e do estrogénio

O sangue coletado foi armazenado em tubo heparinizado e centrifugado
por 10 minutos, 6000 rpm a 4°C. Em seguida, o plasma foi retirado e armazenado
em eppendorf a -80°C, para posterior determinacdo dos niveis de Cd e de
estrogéncio. A determinacdo de Cd foi realizada por um espectrofotdmetro de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), modelo NexION 300
(PerkinElmer, Estados Unidos), pelo Departamento de Quimica da UFES no
Centro de Ciéncias Exatas, em parceria com a Profa Dra Maria Tereza W D
Carneiro e com a mestranda Maiara Krause.

A concentracdo plasmatica de estrogénio foi determinada apenas nas
ratas Wistar fémeas utilizando-se o kit E2 ELISA (EIA-2693, DRG Instruments
GmbH, Germany).

4.2.3 Verificacdo da pressao arterial sistolica

A medida indireta da pressao arterial sistolica (PAS) foi realizada pelo
método de pletismografia de cauda, de acordo com Grizzo et al., (2008)
(GRIZZO; CORDELLINI, 2008). As medidas foram realizadas nos animais antes
e apos 30 dias de protocolos, através de um pletismégrafo de cauda (Modelo v
1.2 — monocanal, Bonther). Os animais foram previamente climatizados ao
aparelho, nos trés dias anteriores a mensuracao da PAS para adaptarem-se e,
desta forma, prevenir estresse do animal frente ao procedimento. No dia da

afericdo foram obtidas 4 a 5 medidas e realizado a média dessas medidas.

4.2.4 Obtencdo dos anéis isolados de aorta toracica

Apbés a eutanasia dos animais, a aorta toracica descendente foi

cuidadosamente removida e imersa rapidamente em uma placa de Petri



contendo solucdo de Krebs-Henseleit, composta por (em mM): NaCl 127; KCI
4,7; CaCl2.2H20 2,5; MgS04.7H20 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose 11,
EDTA 0,01, aerada com mistura carbogénica de 5% de CO. e 95% de O:
conferindo o pH em 7,4. Apés a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta
toracica foi dividida em seis segmentos cilindricos de aproximadamente 3 a 4
mm de comprimento.

Cada anel vascular foi colocado em uma cuba contendo 5 ml de solucéo
de Krebs-Henseleit aquecida a 36 + 0,5 °C, continuamente gaseificada com
mistura carbogénica, mantendo o pH estavel em 7,4. Dois fios de aco inoxidavel,
em forma de triangulos, foram passados através do limen dos segmentos de
forma que ficassem paralelos a luz do vaso. Um fio foi fixado a parede inferior do
banho e o outro conectado verticalmente a um transdutor de tensé@o isométrica.
Assim, qualquer alteragcéo do tdnus do vaso foi captada pelo transdutor de forca
(TSD 125) conectado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac
Systems, Inc; Santa Barbara, CA - USA) e este a um computador.

A

Figura 2: (A) Aorta toracica imersa na placa de petri, banhada com solu¢éo de Krebs, momentos
antes da remocao do tecido adiposo perivascular (TAP). (B) Apés a extracéo do TAP o segmento
de aorta sendo cortado em anéis de 4 mm aproximadamente (Angeli, 2009).
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Figura 3: Esquema ilustrativo de preparacdo dos segmentos isolados de aorta para analise da
reatividade vascular “in vitro”. Sistema de aquisicdo de dados Biopac System (Angeli, 2013).

Para testar a viabilidade do musculo liso vascular, os segmentos de aorta
foram expostos por 30 minutos ao KCI (75 mM) e os anéis que tiveram sua
tensdo dobrada apos a incubacédo do KCl foram atestados com o muasculo liso
integro. A variacdo de tensao obtida por esta incubagcdo com KCI foi usada para
normalizar os resultados das curvas de contracdo posteriores.

A integridade funcional do endotélio foi testada por meio do relaxamento
a acetilcolina (ACh) apés pré-contracdo com fenilefrina (Fe). Uma vez atingido o
platdé de contracdo a Fe, uma dose Unica de ACh foi adicionada ao banho e o
relaxamento de 85% em relacdo a pré-contracdo com fenilefrina foi o limite
minimo estabelecido para atestar a integridade endotelial. Apesar de todos os
anéis de aorta serem submetidos ao teste da integridade funcional muscular e
endotelial, nenhum anel foi descartado caso ndo passasse nos testes. Essa
deciséo foi tomada uma vez que essa possivel alteracdo na funcdo dos vasos
poderia ocorrer em decorréncia da exposicdo ao cadmio e ndo a manipulacao

do operador.
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Figura 4. Registro grafico com curvas representando os testes realizados para avaliacdo do
musculo liso vascular e a integridade funcional do endotélio vascular. (A) periodo inicial de 30
min de estabilizagcdo, com tensado proxima a 1g. (B) 1° dose de KCI (75 mM). (C) Troca de solugéo
de Krebs- Henseleit para remover o KCI. (D) Periodo de estabilizagdo ap6s o 1° KCI. (E) 2° KCI.
(F) Periodo de 30 min onde ocorre a contracdo maxima ao KCI. (G) Troca de solucdo de Krebs-
Henseleit para remover o KCI. (H) Periodo de 30 min de estabilizacéo (l) Pré contracdo do anel
de aorta com Fe (10 M). (J) Periodo onde ocorre estabilizacéo a contracéo a Fe. (L) Adicdo da
ACh (10 M). No eixo das abscissas observamos o tempo e no eixo das ordenadas a tensdo em
g que o0s anéis estavam expostos (Dias, 2011).

Apo6s 30 minutos do teste do endotélio e trocada a solucao de Krebs, foi
realizada a curva concentracédo-resposta a Fe (10° a 3x10* M) de maneira
cumulativa nos quatro grupos estudados. As tensdes obtidas apds o platé de
cada incubacédo de nova concentracdo Fe, foram subtraidas pela tenséo basal e
normalizadas pela contracdo obtida pela incubacdo com KCI.

Nos anéis que foram realizadas as curvas concentracdo resposta a ACh
e NPS, nado foi realizada a curva de Fe. Para a realizacdo da curva de
relaxamento vascular foi realizada uma pré-contracdo com Fe apés a formacéo
de um plat6 estavel, foi realizada a curva de ACh (101° a 3x10* M) para avaliar
o relaxamento dependente do endotélio. Outro segmento foi submetidos a curva
de relaxamento ao nitroprussiato de sédio (NPS) em concentragées de 10! a
3.10° M, para avaliar a vasodilatacdo independente do endotélio. Nestas curvas,
a tensdo apols estabilizacdo de cada concentracdo de vasodilatador, foi
subtraida da tenséo do final da curva de Fe e normalizada pela variacdo de
tensao induzida pela Fe ao final da curva.

Para avaliacdo da participacdo de vias de agentes moduladores da
funcao vascular, alguns segmentos foram expostos a farmacos inibidores destas
vias durante 30 minutos, antes da realizagdo das curvas concentragéo-resposta

a Fe.



4.2.5 Efeitos da exposigéao por trinta dias ao CICd; sobre a via do NO

Com o intuito de verificar a participagcdo do NO na resposta contratil a Fe,
segmentos de aorta foram incubados com o inibidor n&do-seletivo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), o N G -nitro-L-arginina metil éster (LNAME, 100 uM,
Sigma).

4.2.6 Participacdo das espécies reativas de oxigénio na exposicado por
trinta dias ao CICd, sobre a resposta contratil a Fe

Para analisar a participacdo das EROs na resposta contratil a Fe de
segmentos de aorta expostos ao CICd, foram utilizadas: a apocinina (30 pM,
Sigma), um inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase e a catalase (1000 U/ml,

Sigma), um varredor enzimatico de H>O».

4.3 Dosagem do mieloperoxidase (MPO)

Com objetivo de avaliar os niveis inflamatorios foi realizado o estudo da
atividade da MPO. Aproximadamente 100 microlitros de serum sanguineo foram
misturados em buffer 1 (NaCl 0,1 M, NasPO4 0,02 M e Na:EDTA 0,015 M),
centrifugados a 9000 G por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e foi
realizada nova suspenséao do pallet com solucdes geladas de NaCl 0,2 % e NaCl
1,6 % + 5 % de glicose. Foi realizada nova homogeneizacdo da amostra para
gue novamente fossem centrifugadas a 9000 G por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o pallet foi suspendido com buffer 2, contendo NasPOs e
Brometo de Hexa-1,6-bisdeciltrimetilaménio 0,5 % p/v) (HETAB, importante
detergente idnico que ajuda na solubilizacdo e extracdo da MPO).

Apés o0 processamento da amostra, em uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos foi pipetada amostra em duplicata e 25 pL do
substrato TMB (tetrametilbenzidina) diluido em DMSO (dimetil sulféxido; Sigma-
Aldrich, St Loius, USA), seguido de incubagé&o por 5 minutos a 37°C. Por seguinte

adicionou-se 100 pL de H20O2 a 0,002 % e incubou-se novamente a 37 °C por 5



minutos. Apés a incubacédo, paralisou-se a reacdo com 100 pL de H2SOa. Apds
a interrupcdo da reacao, foi feita a leitura da absorbancia em 450 nm. A média

dos valores da duplicata foi usada para determinacdo da atividade da enzima.

4.4 Andlise proteica através do Western Blotting

Amostras de segmentos da aorta de ratas Wistar fémeas, expostas ou
ndo ao cadmio, foram congeladas a -80°. No dia da andlise pelo método de
Western Blotting, essas amostras foram trituradas e sonificadas em tampéo
RIPA (Sigma Aldrich, St Louis, EUA) e, em seguida, centrifugadas a 1200g. O
sobrenadante foi coletado para a determinacdo da concentracdo de proteina
através do método de Bradford (1976).

A solucdo de Laemmli foi acrescentada a aliquotas contendo 40 pg de
proteina de cada amostra e foram carregadas em geéis de 7,5, 10 ou 12%
acrilamida (TGX Stain-Free Gels, Bio-Rad). As proteinas foram separadas por
eletroforese por um sistema de células MiniPROTEAN Tetra (Bio-Rad) por 2 h a
100 V em tampéo contendo 140 mM de glicina, 37 mM Tris base e 1% de dodecil
sulfato de sodio (Sigma Aldrich, St Louis, EUA). As membranas foram ativadas
através de radiacao ultravioleta (Sistema de Imagiologia ChemiDoc XRS +, Bio-
Rad) pelo periodo de 1 minuto. Essa radiacéo, produziu sinal florescente devido
aos residuos de triptofano presentes nas proteinas e foi registrada uma imagem
do gel emitindo essa fluorescéncia.

As proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(BioRad) durante 18 h a 40 V, numa solucéo de transferéncia contendo glicina
140 mM, base Tris 37 mM e 20% de metanol em banho de gelo. O total de
proteina de cada amostra foi definido pela emissédo de fluorescéncia pelos
residuos de triptofano das proteinas separadas (ChemiDoc XRS+, Bio-Rad). As
membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5% (Molico, Nestlé) em
solucéo Tris-tamponada (25 mM, NaCl 137 mM) com Tween 20 (0,2%, TBST)
por 1 h sob agitacdo a temperatura ambiente e, entdo, incubadas com anticorpo
primario diluido em TBST anti-eNOS fosforilada (anti-peNOS (Ser1177, 1:200,
Millipore, San Francisco, EUA).

Posteriormente, foram cuidadosamente lavadas e incubadas com

conjugado de StrepTactin-HRP (1:5000) e anticorpo secundéario anti-



camundongo (1:5000, SigmaAldrich, St. Louis, EUA) diluidos em albumina de
soro bovino a 3% (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) em TBST durante 1 h com
agitagdo antes de serem novamente lavadas com TBST. Um substrato
quimioluminescente (acido cumarico 0,2 mM, luminol 1,25 mM, Tris-HCI 0,1 M e
peréxido de hidrogénio a 0,06%) foi acrescentado as membranas e as imagens
foram obtidas com um sistema ChemiDoc XRS+. A intensidade da luminescéncia
foi quantificada e normalizada pelo contetdo total de proteinas da amostra
usando o Image Lab 6.0.1 Software (Bio-Rad).

4.5 Expressao dos resultados e analise estatistica

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

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média
(EPM) e as diferencas entre 0s grupos experimentais e tratamentos foram
consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.

Para testar diferencas foi realizado teste t de Student ndo pareado.
Andlise de variancia (ANOVA) de uma e duas vias para medidas repetidas ou
completamente randomizadas foram utilizadas quando foi necessario comparar
trés ou mais médias. Quando o teste ANOVA duas vias detectou significancia,
foi realizado o pds-teste (pos-hoc) de Tukey.

Para a determinar a resposta maxima (Rmax) e pD2 (-log EC50), foi
realizada analise de regressao nao-linear, obtida por meio da analise das curvas
concentragdo-resposta utilizando-se Graph Prism Software (San Diego, CA,
USA).



5 RESULTADOS

5.1 Concentracdo plasmética de cadmio e estrogénio

Ratas que foram expostas ao cadmio tiveram concentragéo plasmatica do
metal de 2,89+0,74 pg/L (n=4), enquanto as fémeas do grupo controle
apresentaram concentracdo de cadmio de 0,27 + 0,10 ug/L (n=4), p<0,05, por
ANOVA 1 via. Ja os ratos machos expostos ao metal apresentaram
concentracdo sanguinea de 4,7+1,3 pg/L, enquanto 0s ndo expostos ao metal
apresentaram 0,31£0,4 ug/L, (p<0,05, ANOVA 1 via). Ao comparar fémeas e
machos expostos ao metal foi possivel observar que os machos apresentaram
menor concentracdo de Cd no sangue que as fémeas (p<0,05, por ANOVA 1
via).

A dosagem plasmatica de estrogénio das fémeas expostas ao cadmio foi
de 33,20+£1,59 pg/ml (n=5), enquanto as fémeas do grupo controle tiveram a
dosagem 33,00+6,69 pg/ml (n=5) (p>0,05).

5.2 Peso dos animais

Antes do inicio da exposicdo ao cadmio, o peso das ratas (tabela 1) do
grupo Controle e Cadmio foram similares. Apds os 30 dias de exposicdo ao
metal, as fémeas do grupo Cadmio apresentaram menor peso corporal quando
comparados ao grupo Controle (p<0,05), indicando que a exposi¢cdo ao metal
pode reduzir o ganho de peso (Tabela 1). O mesmo resultado também foi
observado em machos expostos ao metal (Tabela 1). Os ratos machos que foram
expostos ao Cd durante 30 dias tiveram menor ganho de peso que 0s animais

do grupo controle.



Tabela 1: Peso corporal no inicio e no término dos trinta dias de exposi¢do ao
CICd2

Peso (g)
CtF(4) CdF(5) CtM(4) CdM(5)
Dia 0 215,25+5,8 212,2+3,0 1922 + 4,6 193,9+4,2
Dia 30 250+ 5,2 234 + 3* 333,4+85 301 + 9,3#

Tabela 1: Os valores estdo expressos em média e EPM. ANOVA 2 vias e poshoc de
Tukey*p<0,05 comparacéo do dia 30 entre o grupo controle fémeas e grupo cadmio fémeas.
#p<0,05 comparacado do dia 30 entre o grupo controle machos e grupo cadmio machos. Entre
paréntese a amostra de cada grupo.

5.3 Mieloperoxidase

Ao final da exposicao ao Cd foi coletado o sangue e fracionado em soro
para analise da atividade da MPO. Os grupos experimentais que foram
expostos ao Cd por 30 dias tiveram aumento da atividade da MPO (p<0,05),
independente do sexo do animal. Esse aumento foi similar em machos e em

fémeas (figura 5).
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Figura 5: Média (e EPM) das atividade da MPO no sangue de Wistar machos e fémeas do grupo
Ct e do grupo Cd ap6s 30 dias de exposicdo ANOVA 2 vias e poshoc de Tukey. *P <0.05 Controle
macho. #P <0.05 Controle fémeas. Amostra: CdM (13); CtM (14); CdF (17) e CtF (10).

5.4 Avaliacdo da presséo arterial sistolica



A pressao arterial sistdlica (PAS), foi avaliada em ratos machos e fémeas,
antes e apos 30 dias de exposicdo ao caddmio. Para efeito de comparacao
realizamos a diferenca da PAS no inicio e ao final dos 30 dias de exposicéo ao
Cd. Como podemos observar na figura 6, ndo foram observadas diferencas na
PAS (p>0,05) em ratas expostas ao caddmio quando comparadas ao grupo
controle. J& em ratos machos, € possivel observar que a exposi¢cao ao metal
promoveu aumento da PAS quando comparado ao grupo controle (p<0,05)

Quando analisamos a diferenca da PAS comparando o inicio da
exposicdo ao Cd e o final do periodo de 30 dias em Wistar machos, podemos
observar que houve aumento significativo da PAS (P<0,05).
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Figura 6: Valores expressos em média e EPM; ANOVA 2 Vias. n= 9 para controle e n=6 para
cadmio. *p<0,05 comparacgéo do dia 30 entre o grupo controle machos e grupo cadmio machos,
#p<0,05 comparacgédo do dia 30 entre o grupo cadmio macho e grupo cadmio fémea. Valores em
mmHg.

5.5REATIVIDADE VASCULAR

5.5.1 Resposta Vascular ao KCl

Nao foi observada diferenca nas respostas contrateis ao KCl (75 mM)
entre os grupos CtF e CdF, bem como CtM e CdM, guando comparado por Teste
t Student (tabela 2). Portanto, uma vez que essas contracdes foram similares, as
respostas produzidas por concentracdes crescentes de fenilefrina foram
normalizadas pela contracdo maxima induzida pelo respectivo KCI do segmento

aortico.



Tabela 2: Contragdo ao KCl de segmentos de aorta de ratos e ratas expostas ou

nao ao cadmio

Contracdo ao KCl (g)

Fémeas Machos
CtF (32) CdF (32) CtM (8) CdM (8)
1,74 + 0,06 1,86 + 0,07 2,24 £ 0,29 2,33+0,22

Valores expressos em média + EPM, com o nimero de amostra entre parénteses; Teste t
Student ndo pareado, entre as contracfes das artérias dos grupos. p>0,05 para todas as
comparacgoes.

5.5.2 Efeito da exposicao cronica ao CICd, por 30 dias sobre o
relaxamento dependente do endotélio em anéis isolados de aorta

O relaxamento dependente do endotélio foi estudado através de curva
concentragao-resposta a ACh. Nao foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05)
na pD2 ou resposta maxima entre as curvas de ACh nos segmentos de aorta de
ratas expostas ou ndo ao Cd por 30 dias (Figura 7A, Tabela 3). Entretanto, foi
possivel observar alteragao tanto na resposta maxima como na sensibilidade dos
segmentos de aorta de ratos machos expostos ao Cd em comparacao com 0s

gue nao foram expostos ao metal (p<0,05). (Figura 7B, Tabela 3)
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Figura 7: Os simbolos representam media + EPM, e o nimero de medidas esta representado
entre parénteses. A curva de ACh foi iniciada apds contragdo méaxima a fenilefrina. Nao ha
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de Rmax e pD2. Molar (M)

Tabela 3: Resposta maxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) a ACh de aorta de
animais expostos ou ndo ao cadmio

Rmax (%) pD2
Fémeas
CtF (10) 86,1+4,3 6,9+04
CdF (13) 86,8 + 3,7 6,8+0,2
Machos
CtM (8) 96,8+7,2 7,2+0,2
CdM (6) 58,2+7,6* 6,6+0,3*

Valores expressos em média + EPM; ANOVA 2 vias com poshoc de Tukey Rmax: resposta
méaxima, expressa como porcentagem da resposta induzida por 75 mM de KCI. pD2: -log EC50.
O numero de animais esté representado entre parénteses.

O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através de curva

concentragéo-resposta ao nitroprussiato de sodio (NPS), doador de 6xido nitrico



(NO), em anéis previamente contraidos com Fe. N&o foi encontrada diferenca

estatistica nas respostas maximas e sensibilidade do relaxamento independente

do endotélio entre o grupo Controle e o grupo Cadmio, tanto em machos quanto

nas fémeas (Figura 8, Tabela 4).
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Figura 8: Os simbolos representam media +/- EPM, expressos como percentual de relaxamento
ao NPS apos a pré-contracdo com fenilefrina. O nimero de animais esta representado entre
parénteses. ANOVA 2 vias e poshoc de Tukey e Teste t Student ndo-pareado para comparacgao

de Rmax e pD2. Molar (M)

Tabela 4: Resposta maxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) das curvas de
concentragao-resposta ao NPS em segmentos isolados de aorta

Rmax (%) pD2
Fémeas
CtF (4) 103,1+2,3 8,2+0,1
CdF (4) 102,6 +1,1 8,1+0,1
Machos
CtM (5) 103,9+ 2,7 79+0,1
CdM (5) 106,4 + 2,6 75+0,1

Valores expressos em média e EPM; Teste t-Student ndo-pareado. Rmax: resposta maxima,
expressa como porcentagem da resposta induzida por 75 mM de KCl. pD2: -log EC50. O
ndamero de animais esta representado entre parénteses.



5.5.3 Efeito da exposi¢éo ao CICd, por 30 dias sobre a reatividade a
fenilefrina em anéis isolados de Wistar

Ao realizar a curva contragéo-resposta a Fe, agonista dos receptores a-1
adrenérgico, observamos que nos segmentos de aorta de ratas expostas ao Cd
ndo houve alteracdo da resposta maxima e/ou da sensibilidade quando
comparado as ratas controle (Figura 9A, Tabela 5). Nos segmentos de aorta
ratos machos expostos ao Cd foi possivel observar que houve aumento da

resposta maxima a Fe, mas sem alteracdo na sensibilidade (Figura 9B, Tabela
5).
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Figura 9: Os simbolos representam media + EPM expressos como percentual de contragcao apés
a pré-contracdo com fenilefrina. O nimero de animais estd representado entre parénteses.

ANOVA 2 vias e poshoc de Tukey e Teste t Student ndo-pareado para comparacdo de Rmax e
pD2. Molar (M)



Tabela 5: Resposta méxima (Rmax) e sensibilidade (pD2) das curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina

Rmax (%) pD2
Fémeas
CtF (20) 98,8 + 3 6,6 £0,1
CdF (20) 944+2.2 6,6 +0,1
Machos
CtM (8) 97,3+3,1 6,7+0,1
CdM (8) 137,4 + 3,8* 6,5+0,1

Valores expressos em média e EPM; Teste t Student. Rmax: resposta maxima, expressa como
porcentagem da resposta induzida por 75 mM de KCI. pD2: -log EC50. O ndmero de animais
esta representado entre parénteses. P<0,05 CtM vs CdM

5.5.4 Participacdo davia do 6xido nitrico na exposicao por 30 dias com
CICd, sobre a resposta vasoconstritora em aorta toracica

Para estudar a participacdo da via do NO nas respostas contrateis a Fe,
utilizamos o inibidor ndo-seletivo da NOS, L-NAME (100 pyM). Os segmentos de
aorta de ratas incubados com o inibidor responderam aumentando a resposta a
Fe, de maneira semelhante entre expostas e ndo-expostas ao Cd (Figura 10A,
B, C e Tabela 6), sugerindo que esta via néo foi afetada pela exposicédo ao metal.

Quando analisado o efeito da incubacdo do L-NAME em ratos machos,
podemos observar aumento da reatividade a Fe em ambos os grupos Ct e Cd
(Figura 10 D e E). No entanto, quando analisado a porcentagem da diferenca da
area abaixo da curva, foi observado que os animais expostos ao Cd tiveram
reducdo da resposta a Fe, apos incubacdo com L-NAME, sugere a reducao da
participacéo da via do NO em comparacdo com os animais controles (Figura 10
F e Tabela 6).



2001 %
[
5} 150+
X #
8
oo i
.g e 100
<
8 50
< CIF (20)
CtF LNAME (8)
0% T T T T T T

10 9 8 7 6 5 4 3
Fenilefrina (log mol.L™)

2001
150+

100+

% Contragéo ao KCI 75
mol

CdF (20)
CdF LNAME (11)

O T T T T T T 1
10 9 -8 7 -6 5 -4 -3
Fenilefrina (log mol.L™%)

C %dAUC L-NAME FEMEAS

150
o oo
2
<
3
°© 50
0- T
& &
&
P o

% Contracgéo ao KCI 75
mol

% Contracéo ao KCI 75
mol

%dAUC

2001

1501

1004

504

-©- CtM (8)
-e- CtM LNAME (6)

2001

150+

100+

50

v T T T T T 1

Fenilefrina (log mol.L™)

-~ CdM (6)
-e- CdM LNAME (6)

-10

9 8 -7 -6 5 -4 -3
Fenilefrina (log mol.L™)

%dAUC L-NAME MACHOS

100+

80

60

40

20

Figura 10: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina na presenca ou ndo de L-NAME em
segmentos de aorta de ratas dos grupos Controle e Cadmio. O nimero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; ANOVA 2 vias e poshoc
de Tukey e Teste t Student ndo-pareado para comparac¢éo de Rmax e pD2.



Tabela 6: Sensibilidade (pD2) e resposta maxima (Rmax) das curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina na presenca ou ndo de L-NAME em
segmentos da aorta obtidos dos grupos Controle e Cadmio.

Rmax (%) pD2
Sem L-NAME L-NAME Sem L-NAME L-NAME
Fémeas
CtF 98,8 + 3,0 176 + 6,2 6,6 +0,1 72+0,1
CdF 944+22 166,4+ 7,4 6,6 +0,1 7,3+0,2
Machos
CtM 97,3+3,1 147,8 £ 2,8* 6,7+0,1 7,1+0,1
CdM 137,4+ 3,4 150 £+ 4,5 6,5+0,1 74+0,1

Valores expressos em média e EPM; Teste t Student ndo pareado. Rmax: resposta maxima,
expressa como porcentagem da resposta induzida por 75 mM de KCI. pD2: -log EC50. P>0,05

5.5.5 Participacdo de espécies reativas de oxigénio na exposicao por 30
dias com CICd;, sobre a resposta contrétil a fenilefrina em aorta
toracica

O peroxido de hidrogénio (H202) é uma ERO que pode atuar em vias
moduladoras do ténus vascular (HAMILTON et al. 2001). Com isso, investigamos
a participagédo do H>O:2na reatividade vascular a Fe de aorta de Wistar machos
e fémeas expostos ou ndo ao cadmio. Os anéis foram incubados com enzima
catalase (1000 U/ml), que promove a degradacdo do H>O2, formando H20 e O..

A incubacéo com a catalase ndo alterou de forma significativa a resposta
contratil dos anéis das ratas expostas ou ndo ao Cd (Figurall). Porém, quando
analisada a incubacédo com catalase em segmentos de aorta de ratos machos
expostos ao Cd por 30 dias, € possivel observar uma reducdo da resposta
induzida pela Fe, sugerindo que o Cd aumenta a liberacao de H.O: (figura 11D).
Este resultado sugere que o H2O. esta atuando como um fator contratil em
resposta a Fe em artérias de Wistar machos que foram expostos ao Cd (Figura
11, Tabela 7).
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Figura 11. Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina na presenca da enzima catalase em
segmentos de aorta de Wistar machos e fémeas dos grupos Controle e Cadmio. O ndimero de
animais esta demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM. ANOVA 2

vias e poshoc de Tukey e Teste t de Student ndo-pareado para comparacdo de Rmax e pD2. *p<
0,05. Molar (M)

Tabela 7: Sensibilidade (pD2) e resposta maxima (Rmax) das curvas
concentracao-resposta a fenilefrina na presenca ou ndo da catalase em anéis
aorticos obtidos dos grupos Controle e Cadmio.

Rmax (%) pD2
Sem Catalase Catalase Sem Catalase Calatase
Fémeas
CtF 98,8 +3,0 93,4+4,.8 6,6 +0,1 6,7+0,1
CdF 948+2.2 80,1 + 6,4* 6,6 +0,1 6,6 +0,1
Machos
CtM 97,3+3,1 97,8+5,9 6,7+0,1 6,1+0,1
CdM 1374+ 3,4 104,95 6,5+0,1 6,4+0,1

Valores expressos em média e EPM; ANOVA 2 vias com poshoc de Tukey Rmax: resposta
méaxima, expressa como porcentagem da resposta induzida por 75 mM de KCI. pD2: -log EC50.
Entre paréntese o nimero da amostra. *p< 0,05.

A NADPH oxidase é um complexo enzimatico e uma das mais importantes
fontes de geracdo de EROs no organismo. Para o estudo de sua participacdo na

resposta contréatil a Fe, foi utilizada a apocinina (30 uM), um inibidor ndo-seletivo



da NADPH oxidase. Apés incubacdo com apocinina, os anéis dos grupos fémeas
responderam de maneira semelhante a Fe (Figura 12A e B, Tabela 8).

No entanto, ao analisar a reatividade vascular a Fe apds incubacdo com
apocinina em aorta de ratos machos expostos ou ndo ao cadmio, foi possivel
observar uma reducao da reatividade a Fe em ambos grupos, sendo que este

efeito foi maior em ratos expostos ao metal (Figura 12 C e D, Tabela 8).
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Figura 12: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina na presen¢ca ou ndo da apocinina em
segmentos de aorta de ratas Wistar dos grupos Controle e Cadmio. O nimero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média £+ EPM. ANOVA 2 vias com
poshoc de Tukey e Teste t Student ndo-pareado para comparac¢éo de Rmax e pD2. Molar (M)

Tabela 8: Sensibilidade (pD2) e resposta maxima (Rmax) das curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina na presenca ou ndo de apocinina em anéis
aorticos obtidos dos grupos Controle e Cadmio.

Rmax (%) pD2




Sem Apocinina Apocinina Sem Apocinina Apocinina

Fémeas
CtF 98,8+ 3 98,6 + 3,7 6,6 +0,1 6,77+0,1
CdF 94,4 +2,2 89,7+3,3 6,6 +0,1 6,65+0,1
Machos
CtM 97,3+3,1 77 +5,4 6,7+0,1 6,48+0,1
CdM 137,4+3,4 85,7+4,1 6,5+0,1 6,34+0,1

Valores expressos em média e EPM; ANOVA 2 vias com poshoc de Tukey. Rmax: resposta
maxima, expressa como porcentagem da resposta induzida por 75 mM de KCI. pD2: -log EC50.

5.6 Expresséao proteica

5.6.1 Expressao proteica da eNOS

A fosforilagdo da eNOS no residuo de SER 1177 ativa a enzima e a analise
semi-quantificagdo desta na aorta foi analisada pela técnica de Western Blot.
Nao foi possivel observar diferenca significativa na expressdo da peNOS

(Serl1177) nos segmentos de aorta dos grupos de fémeas analisados (p>0,05).
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Figura 13: Expresséao proteica da eNOS, por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de
aorta abdominal de fémeas dos grupos Controle (n=5) e Cadmio (n=3). Os resultados estéo
expressos pela média + EPM, como relagdo entre a densidade das bandas da eNOS e da
proteina total. Teste-t Student ndo pareado, p>0,05.

6 DISCUSSAO

Esse estudo demonstra pela primeira vez que a exposi¢cdo crbnica ao
cadmio afetou as respostas vasculares e a pressao arterial de forma dependente

do sexo. Além disso, a concentracao plasmatica de cadmio foi duas vezes maior



em ratos machos que em fémeas que foram expostas ao metal. Em ratos
machos a exposicdo ao cadmio aumentou a pressao arterial e as respostas
contrateis em segmentos de aorta, além de reduzir a vasodilatacdo mediada pelo
endotélio. A disfuncdo endotelial induzida pela exposicdo ao cadmio em ratos
machos parece estar envolvida no aumento do anion superéxido e H>O2, o que
provavelmente reduziu da biodisponibilidade do 6xido nitrico. Por outro lado, ndo
houve alteragcdo na presséo arterial e na resposta contratil e vasodilatadora em
ratas.

Ademais a exposicdo ao cadmio em machos e fémeas reduziu o ganho
de peso, mas nao alterou a concentracao de estrogénio no sangue das fémeas.
Tanto machos quanto fémeas expostas ao metal tiveram aumento similar da

MPO, que € uma enzima pro-inflamatoria e pro-oxidativa.

6.1 CONCENTRACAO SANGUINEA DE CADMIO

Nesse estudo ratos machos e fémeas foram expostos por 30 dias a uma
solucédo de CICd2na concentragdo de 100 ppm na agua de beber. De fato, os 30
dias de exposicdo sao suficientes para aumentar a concentracdo de Cd
plasmatico em roedores machos e fémeas para niveis observados em estudos
clinicos que variam de 2,74 a 4,72 ug/L (SADEGHI et al., 2014).

A ATDRS preconiza concentracfes sanguineas de até 5 pg/L de cadmio
como seguras (ATSDR, 2012). Nosso estudo encontrou, em média, 2,89 ug/L no
plasma em Wistar fémeas apos exposicao por 30 dias ao cadmio. J& em machos,
observou-se que a exposicao por 30 dias ao metal, alcangcou um valor médio de
4,7 + 1,3 pg/L. A concentracdo plasmatica de Cd reflete o quanto o individuo foi
exposto ao metal de forma recente e pode ser afetada pela quantidade de Cd
ingerida, sua taxa de absorcao e distribuicdo aos 6rgaos (ADAMS; NEWCOMB,
2014).

Em humanos, a absorcdo de Cd via trato gastrointestinal é influenciada
por alguns nutrientes essenciais, incluindo metais como o ferro, e o sexo
feminino tende a ter maior absorcdo de Cd do que o masculino, conforme
estudos anteriores (BERGIUND et al., 1994; WHANGER, 1979). No entanto,

ratas fémeas expostas de forma oral ao Cd parecem ter maior distribuicdo do



metal nos 0rgéos, principalmente rins e figado, que ratos machos, o que justifica
a maior concentragdo plasmética de Cd nos machos em nosso estudo
(NWOKOCHA; OWU; STEPHEN UFEARO, 2011).

Outra forma de absorcéo € através do sistema respiratério, e a principal
fonte € o tabagismo (DE SOUSA VIANA; GARCIA; MENEZES-FILHO, 2011) .
Satarug et al. (2018), estudaram a concentracdo de Cd no sangue de 200
individuos, 100 homens e 100 mulheres, e encontraram uma concentracao de
0.79 pg/L no plasma de homens e em mulheres foi de 0.47 pg/L (SATARUG et
al.,, 2018). Importante ressaltar que esses individuos ndo tinham histérico de
exposicado a metais no local de trabalho e que a prevaléncia de tabagista entre
os homens era de 30% e que nenhuma das 100 mulheres que participaram eram
tabagistas (SATARUG et al., 2018).

Uma vez absorvido, o Cd se liga a metalotioneina e se acumula em érgaos
e tecidos (Huang et al., 2006). Alguns trabalhos demonstram o papel do
complexo cadmio-metalotioneina na deposicdo e eliminacdo do metal do
organismo (THIRUMOORTHY et al., 2011). Portanto as diferencas sexuais na
expressdo da metalotioneina podem explicar as diferencas entre a concentracéo
de Cd em 6rgéos, tecidos e no sangue entre ratos fémeas e machos, observados
em diversos estudos. No entanto, o progresso no conhecimento da fisiopatologia
especifica ao sexo sobre os efeitos dos metais pesados, incluindo o Cd, ainda é
escasso. A maior parte dos estudos experimentais e clinicos foram realizados
em apenas um sexo (principalmente em machos), e os autores extrapolam os

resultados encontrados ao sexo oposto.

6.2EFEITO DA EXPOSICAO AO CICd; NO GANHO PONDERAL

Ao final dos 30 dias, as ratas que foram expostas ao Cd apresentam
menor ganho de peso em comparacdo as ratas do grupo Controle. O menor
ganho de peso pela exposicdo ao Cd em machos € bem estabelecida na
literatura e também foi observado no presente estudo. O trabalho realizado em
nosso grupo de pesquisa por Almenara e cols (2013), também encontrou menor
ganho de peso, porém em ratos Wistar machos expostos ao CICdz por 30 dias
(ALMENARA et al., 2013). Além disso, Oliveira e cols (2018), encontraram menor



ganho de peso em animais ApoE’ machos expostos ao metal por 28 dias, e
associaram esse resultado a reducdo do consumo de ragdo (OLIVEIRA et al.,
2018). Sompamit e colaboradores (2010), também encontraram restricdo no
ganho ponderal de camundongos machos ICR expostos por 8 semanas ao Cd,
mas ndo houve diferenca entre a ingestao de agua e alimentos entre 0s grupos
(SOMPAMIT et al., 2010). Os trabalhos citados acima utilizaram o mesmo modo
de exposi¢cdo e a mesma concentragcdo de CdClz que o nosso trabalho. Porém,
essa reducdo do peso corporal também foi associada a outros modelos de
exposicdo ao cadmio. Wang et al (2017), também exp0s ratos Wistar machos ao
CICd. (0.4 mg/kg), entretanto, via intraperitoneal, cinco vezes na semana,
durante cinco semanas e encontraram reducédo do peso nos animais expostos
ao Cd quando comparados ao grupo controle (WANG, Y.-J. et al., 2017).
Nossos resultados e os trabalhos citados acima demonstram que a
exposicao ao Cd esta associada a restricdo do ganho ponderal, entretanto ainda
nao se sabe qual(ais) o(s) possivel(eis) mecanismos induzidos pela exposi¢céao
ao cadmio. O trabalho de Oliveira et al. (2018), associou a redu¢do do consumo
de racdo com a reducdo do ganho de peso pelos animais, mas nem todos o0s

trabalhos encontram resultado similar, com isso, S0 necessarios mais estudos.

6.3 EFEITO DA EXPOSICAO AO CADMIO NA PRESSAO ARTERIAL
SISTOLICA

O presente estudo ndo encontrou mudanca significativo da PAS de
fémeas Wistar expostas ao CdCl. por 30 dias. Entretanto, os machos expostos
ao metal tiveram aumento em comparacdo ao grupo controle. Seguindo o
mesmo modelo de exposi¢do do presente estudo, Almenara e cols (2013), ao
realizarem avaliacdo da PAS de Wistar machos por pletismografia de cauda
encontraram aumento desde a primeira semana de exposicdo ao CICd, (100
ppm via agua de beber), sendo sustentada durante o restante da exposicado ao
metal por 30 dias (ALMENARA et al., 2013). O estudo de Donpunha e cols
(2010) demonstrou que camundongos machos IRC (Institute Cancer Research)
expostos a solugéo oral de 100 ppm de CdCl., por 8 semanas, apresentaram
aumento da PAS e PAD em comparagao ao grupo controle. Essa mensuracao
foi realizada através de medida direta (DONPUNHA et al., 2011).



Perry e Erlanger (1981), demonstraram através de mensuracgdo direta de
pressado, que ratas da espécie Long-Evans desenvolveram hipertensédo arterial
sistolica e diastdlica apds exposicao ao acetato de cadmio na agua de beber (1
ppm de acetato de Cd) e através da dieta a base de centeio com 0,014 mg de
Cd (PERRY; ERLANGER, 1981). Em 1979, Perry, Erlanger e Perry, expuseram
fémeas roedoras de espécies diferentes a varias concentracbes de Cd e
observaram que independente do sexo ou da linhagem do animal ocorreu
aumento da pressao arterial sistolica de forma significativa, que chegavam a 50
mmHg de aumento em comparac¢ao ao animal controle. Importante salientar que
esse estudo foi realizado durante um longo periodo de tempo, com exposi¢ao
com duracao de 18 meses.

Quando analisados humanos expostos ao Cd, Tellez-Plaza e cols (2008)
encontraram associagado entre os niveis de Cd sanguineo com elevacdo dos
niveis da pressao arterial, ndo atingindo, no entanto, valores de pressdo que
caracterizam hipertensao arterial sistémica, ou seja, PAS igual/acima de 140
mmHg e PAD igual/acima de 90 mmHg (TELLEZ-PLAZA et al., 2008).

Gallagher and Meliker (2010), concluiram que havia evidéncias de uma
associacao positiva entre o0 Cd sanguineo e a hipertensao entre mulheres, mas
nao entre homens (GALLAGHER; MELIKER, 2010). J& Garner e Levallois
(2017), estudaram os niveis de Cd na urina e no sangue na populacao
canadense com hipertensdo. Os autores observaram uma correlacdo positiva
entre os niveis de Cd sanguineo e valores de presséao arterial (PAS e PAD), e
maior possibilidade de hipertensdo em individuos com niveis aumentados de
cadmio no sangue. A mesma associacao nao foi encontrada para os niveis de
Cd na urina. Além disso, ao analisarem as mulheres fumantes, ndo encontraram
associacao entre aumento de pressao e os niveis de Cd na urina (GARNER;
LEVALLOIS, 2017).

A metandlise realizada por Caciari e cols (2013), também encontrou maior
prevaléncia de hipertensdo nos individuos expostos ocupacionalmente ao Cd do
gue os nado expostos ao metal (CACIARI et al., 2013).

Assim, os resultados da literatura demonstram que, em roedores machos,
a exposicao ao Cd induz aumento de pressao arterial, resultado similar
encontrado em nosso trabalho, porém Wistar fémeas expostas ao Cd néao

demonstraram aumento da PAS. Uma das possiveis causas para o hdo aumento



da presséo pode ser o efeito cardioprotetor do estrogénio, uma vez que nao foi
observado alteracdo de seus niveis no presente trabalho, além do nivel
plasmético do Cd ser quase a metade em fémeas do que foi encontrado nos
machos. Os efeitos cardioprotetores do estrogénio incluem: regulacdo da
expressdo e atividade de enzimas antioxidantes, inibicdo da expressao da
NADPH oxidase, aumento da producédo de PGI2, aumento da biodisponibilidade
de NO e diminuicéo da producao de substancias como endotelina e angiotensina
Il (STREHLOW et al., 2003; WAGNER; SCHROETER; HECKER, 2001; WHITE,
2002).

6.4 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

A MPO é uma enzima pro-inflamatoria e pro-oxidativa, e sua atividade é
uma medida da infiltragdo de células inflamatérias polimorfonucleares
(principalmente neutrofilos) (ZHAO et al., 2006). Em nosso estudo, a exposicéo
ao Cd por 30 dias aumentou a atividade da mieloperoxidase, tanto em fémeas
guanto em machos, em semelhante magnitude.

Kataranovski et al., (2009), classificaram roedores machos e fémeas em
4 grupos, onde 3 grupos foram expostos ao Cd em concentracdes diferentes e
concluiram que a exposicdo ao metal induziu maior inflamacéo sistémica em
machos do que em fémeas (KATARANOVSKI et al., 2009).

Kataranovski, et al., (2010), mensuraram a atividade da MPO em tecido
pulmonar de roedores apos exposicdo ao CICd». Nesse estudo néo foi observado
diferenca na atividade da MPO em relacéo a quantidade de tecido pulmonar de
fémeas apos a exposicdo Cd, porém machos tiveram aumento significativo
(KATARANOVSKI et al., 2010). Entretanto, também foi analisado a atividade da
MPO nas células pulmonares, onde foi observado aumento da enzima em ambos
0s sexos, sendo que machos expostos ao Cd apresentam maiores niveis da
atividade da MPO intracelular do que as fémeas (KATARANOVSKI et al., 2010).
Uma das possiveis explicacdes para que tenha ocorrido aumento da atividade
da MPO é que metais pesados sédo estimuladores da atividade de neutrofilos
(MUSHTAKOVA; FOMINA; ROGOVIN, 2005).



Da Costa et al. (2020), expuseram Wistar fémeas por 30 dias ao CICd2 na
mesma concentragcao que nosso estudo e observaram que a MPO estava em
maior concentragdo no tecido ovariano, devido a presenca de neutrofilos. No
tecido uterino nédo foi observado alteragéo na atividade da MPO (DA COSTA et
al., 2020). Portanto, o presente trabalho reforca que a exposicdo ao cadmio
possui acdo pré-inflamatéria.

6.5 CONCENTRACAO DE ESTROGENIO

O cadmio é considerado um metaloestrégeno devido sua capacidade de
se ligar e ativar os receptores alfa e beta de E2 e, simultaneamente, pode
estimular a expressao de receptores de progesterona (JOHNSON et al., 2003;
SILVA, N. et al., 2013).

Nasiadek et al. (2011), demonstraram que baixos niveis de Cd no sangue
(0.33-3,5 pg/L) reduziram significantemente a concentracdo de estradiol no
plasma (NASIADEK et al., 2011). J& Fittipaldi et al. (2019), demonstram que
células endoteliais de veias umbilicais humanas expostas in vitro ao Cd
apresentaram alteracéo na funcéo e na expressao dos receptores de estrogénio.
Isso resulta em aumento da sinalizacéo dos receptores estrogénicos, que estao
ligados ao estado proé-inflamatério, o que pode levar a lesdo endotelial e
disfuncéo vascular (FITTIPALDI et al., 2019).

Um estudo recente de da Costa et al. (2020), demonstrou que ratas Wistar
exposta ao Cd por 30 dias também né&o tiveram alteracdo da concentracao de
estrogénio sanguineo em relacdo ao grupo nao exposto ao metal. No entanto,
as fémeas expostas ao Cd tiveram alteracdo no ciclo estral (DA COSTA et al.,
2020).

Nesse estudo nao foi observado alterac6es nos niveis do estrogénio em
ratas expostas ao Cd, mesmo com a suposta atuacao do Cd sobre os receptores
de estrogénio e como consequéncia induzir inflamacao e estresse oxidativo. I1sso
sugere que o papel cardioprotetor de estrogénio pode nao ser alterado em ratas

expostas ao Cd e pode ajudar a prevenir altera¢des no sistema cardiovascular.



6.6 EFEITO DA EXPOSICAO AO CADMIO SOBRE REATIVIDADE VASCULAR
A ACETILCOLINA E AO NITROPRUSSIATO DE SODIO

Nosso estudo demonstrou que a exposi¢cao ao CdCl, por 30 dias em ratas
ndo alterou a resposta vasodilatadora tanto & ACh como ao NPS, porém quando
analisamos os machos Wistar, reportamos reducdo da resposta dilatadora
vascular a ACh e ndo houve alteracdo significativa na resposta ao NPS.
Resultados contraditrios sdo encontrados na literatura sobre o efeito do cadmio
na vasodilatacéo.

Tzotzes et al. (2007), também encontraram diferenca na resposta
vasodilatadora da aorta a ACh em machos Wistar expostos ao Cd através de
inje¢cdes com Cd (0.5 mg/kg/i.m.) por 120 dias (TZOTZES et al., 2007). Sompamit
et al. (2010) e Donpunha et al. (2011), quando expuseram camundongos machos
IRC ao CICd> (100 mg/L), encontraram reducédo da resposta vasodilatadora,
tanto pela via dependente do endotélio como pela independente do endotélio na
reatividade pressorica (DONPUNHA et al.,, 2011; SOMPAMIT et al., 2010).
Oliveira e cols. (2018), encontraram reducéo da resposta vasodilatadora a ACh
em camundongos machos ApoE” expostos por 30 dias a 100 ppm de CICds,
entretanto aresposta ao NPS ndo foi alterada (OLIVEIRA et al., 2018). Almenara
et al. (2013), encontraram reducéo da resposta maxima a ACh, sem modificacédo
da resposta ao NPS, em ratos machos expostos a 100 ppm por 30 dias na agua
de beber, resultado muito similar ao que foi encontrado em nosso estudo
(ALMENARA et al., 2013).

Ronco et al. (2011), expuseram roedoras gravidas ao Cd e analisaram a
reatividade vascular e a morfologia cardiaca da prole adulta. Observaram
reducédo da reatividade vascular a ACh na prole de ambos os sexos (RONCO et
al., 2011). O mesmo estudo também avaliou a reatividade vascular ao NPS e
verificou um prejuizo da resposta vasodilatadora somente em machos (RONCO
et al., 2011).

Observamos, portanto, que os dados da literatura divergem quanto ao
efeito da exposicdo ao cadmio sobre a vasodilatacdo mediada ou ndo pelo
endotélio, principalmente em ratos machos. Uma das possiveis explicacdes para

tal divergéncia pode ser pelo modelo de exposi¢éo e o tempo de exposi¢cdo que



0S animais estdo em contato com o metal o e nivel da concentracdo de
exposicao.

Porém, os estudos com fémeas expostas ao caddmio ainda ndo foram
descritos. Assim, sugere-se que a auséncia de alteracdes nas ratas expostas
ao cadmio possa, pelo menos em parte, dever-se ao papel protetor do estrogénio
no sistema cardiovascular. Cabe ressaltar que além do papel do estrogénio como
protetor, a concentracdo de Cd encontrada em machos foi quase o dobro em
comparacao com a fémeas. Essa diferenca na concentracdo pode ser um dos
motivos pelos quais as fémeas ndo apresentaram nem reducdo de resposta a

ACh, nem aumento da reatividade a Fe.

6.7 EFEITO DA EXPOSICAO AO CADMIO SOBRE REATIVIDADE VASCULAR
A FENILEFRINA

Nosso estudo demonstrou que a resposta contratil a Fe em aorta de ratas
expostas ao Cd por 30 dias foi semelhante quando comparadas as ratas nao
expostas ao metal. Resultado diferente foi observado em aorta de ratos machos,
onde a exposi¢do ao cadmio promoveu aumento da contracdo induzida pela Fe
guando comparado ao grupo controle.

A influéncia da exposicao ao Cd nas respostas vasculares aos agonistas
adrenérgicos em ratas ainda nao foi relatada. Porém, quando analisados estudos
realizados com ratos machos, Almenara e cols (2013) obtiveram aumento da
resposta contrétil & Fe pelo mesmo periodo de tempo e concentracdo do metal
utilizado nesse trabalho (ALMENARA et al., 2013). Sompamit et al. (2010) e
Donpunha et al. (2011) analisaram a reatividade pressoérica de camundongos
machos IRC expostos ao Cd e encontraram reducdo da resposta contratil
guando comparado aos do grupo controle (DONPUNHA et al., 2011; SOMPAMIT
et al., 2010). Oliveira et al (2018), também expuseram camundongos a 100 ppm
CdCl, via agua de beber, porém por 28 dias e camundongos das espécies
C57BL/6 e ApoE™ e ndo obtiveram alteragdo na resposta contréatil & Fe entre os
animais que foram expostos ao metal e os que nao foram expostos (OLIVEIRA
et al., 2013). Tzotzes et al. (2007), analisou a reatividade vascular de aorta de
Wistar machos expostos ao Cd (0,5 mg/kg/dia) por 120 dias e encontraram

aumento na resposta contratil ao KCl nos animais expostos ao metal quando



comparados aos animais ndo expostos. Quando analisada a resposta contratil a
Fe, ndo foi observada diferenca entre os grupos (TZOTZES et al., 2007).

Ja4 em um estudo agudo, quando analisada a reatividade dos segmentos
da aorta ap6s exposicao in vitro ao CICd2 (10 uM), foi observado aumento da
contrac@o a Fe em anéis de aorta de ratos machos (ANGELI et al., 2013).

Como podemos observar nos paragrafos acima, todos os estudos foram
realizados em machos e nenhum em fémeas. Esse é o primeiro trabalho a
verificar que a exposicao ao Cd pode trazer alteracfes aos vasos sanguineos
dependente do sexo. Provavelmente, a diferenca das respostas entre 0s sexos
pode ser explicada pela funcéo protetora que o estrogénio exerce no sistema
cardiovascular. As diferencas de concentracdo de Cd no sangue dos animais
também pode interferir na resposta vascular. Com isso, a diferenca das
respostas entre os estudos apresentados sugere que a forma de exposicao, o
modelo experimental e sexo utilizado para a realizacdo do estudo podem
interferir nas respostas vasculares a Fe.

O E2 tem um papel cardioprotetor, devido ao aumento da capacidade
antioxidante, estimulo do NO e entre outros (STREHLOW et al., 2003; WAGNER;
SCHROETER; HECKER, 2001; WHITE, 2002), uma das possiveis explicacdes
para o nosso resultado € que o E2 nédo foi alterado de forma significativa nas
ratas, com isso ele impediria prejuizo a funcao vascular de fémeas expostas ao
Cd.

6.8EFEITO DA EXPOSICAO AO CADMIO SOBRE A VIA DO NO

O estrogénio, principal horménio sexual das fémeas, atuando em seus
receptores especificos, pode estimular a producdo do NO. O estrogénio possui
trés principais receptores, ERa, ER[B, and G-protein-coupled estrogen receptor
(GPER). Algumas das fun¢des conhecidas do receptor ERa incluem a ativagao
da eNOS, prevencdo da proliferacdo de células do musculo liso vascular e
inibicdo da espessura da camada média vascular, contribuindo para uma
reducdo do ténus vascular. O ERP reduz a hipertrofia cardiaca e inibe a fibrose
cardiaca (DOS SANTOS et al., 2014).

Apesar de ndo termos encontrado alteragdo na reatividade a Fe em

fémeas, o papel modulatério do NO poderia ter sido modificado, uma vez que,



em machos houve reducdo do NO em resposta a Fe, como observamos nos
graficos, além do estudo de Almenara e cols., que corroboram com nossos
resultados (ALMENARA et al., 2013). Com isso, avaliamos a participagéo do NO
na curva concentracdo-resposta a Fe, por meio da incubacdo do L-NAME (100
pM), inibidor ndo-seletivo da NOS. O farmaco nao alterou a similaridade das
respostas entre as fémeas Wistar. Esses dados sugerem que a exposi¢cao ao
cadmio ndo alterou a modulagéo da resposta a fenilefrina mediada pelo NO nas
fémeas Wistar. Entretanto, quando realizado o bloqueio da NOS nos segmentos
de aorta dos machos foi possivel observar uma reducdo da modulacdo do NO
na resposta a Fe ap6s exposi¢cao ao cadmio.

Angeli e cols (2013) e Almenara e cols (2013), observaram reducgdo dessa
participacdo do NO na resposta contratil a Fe apds exposi¢cdo ao Cd in vitro e 30
dias de exposicao, respectivamente (ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al.,
2013). Além disso, Oliveira et al (2018), encontrou reducao da modulagéo do NO
no relaxamento induzido pela ACh em aorta de camundongos expostos ao Cd
(OLIVEIRA et al., 2018). Esses trés estudos realizados por nosso grupo de
pesquisa sugerem que a exposicdo do Cd reduz a biodisponibilidade de NO e
sua participacéo nas respostas vasculares em machos.

No trabalho desenvolvido por Almenara e cols (2013), a reducdo da
biodisponibilidade de NO foi acompanhada de aumento da expressao proteica
da eNOS em aorta de ratos expostos ao cadmio. Os autores sugeriram que 0
NO, nessa situacao, poderia estar atuando como um agente antioxidante, uma
vez que os autores também evidenciaram aumento do estresse oxidativo apos
exposicao ao cadmio.

Kukongviriyapan et al. (2014) expuseram ratos IRC machos ao CICd2 por
8 semanas e demonstraram reducéo de 70% da expressao na eNOS em aortas
dos machos que foram expostos ao metal (KUKONGVIRIYAPAN; APAIJIT;
KUKONGVIRIYAPAN, 2016). Embora o presente trabalho e outros apontados
na literatura tenham demonstrado que a exposicdo ao cadmio reduz a
biodisponibilidade de NO, o mesmo nao foi possivel observar em fémeas. Os
resultados do nosso estudo ndo evidenciaram alteracées na modulacdo do NO
nem na expressdo da eNOS em aorta de ratas expostas ao cadmio, quando

comparadas ao grupo controle.



6.9EFEITO DA EXPOSICAO AO CADMIO SOBRE A VIA DOS RADICAIS
LIVRES

No presente estudo, foi utilizada apocinina para avaliacdo da participacao
da NADPH oxidase na resposta contratii a Fe. Em segmentos de aorta de
machos foi observado que a droga reduziu a resposta contratil vascular em
ambos os grupos, controle e cadmio, entretanto em maior magnitude nas aortas
de animais expostos ao Cd por 30 dias, 0 que sugere aumento da atividade da
NADPH. O aumento da participacdo da NADPH oxidase e, portanto, aumento da
liberacdo de anion superdxido, pode estar associado a reducdo da
biodisponibilidade de NO, contribuindo para 0 aumento da reatividade a Fe e
reducédo do relaxamento a ACh observado na aorta de ratos expostos ao metal.

Em fémeas, no entanto, a incubacdo com apocinina ndo modificou a
reatividade a Fe em nenhum dos grupos estudados. Esses dados sugerem que
a exposicao ao Cd nao afeta a participacdo da NADPH oxidase na contratilidade
a fenilefrina de anéis isolados de aorta de ratas. Isso poderia ser explicado pelo
fato de que o estrogénio pode atuar como um scavenger de espécies reativas de
oxigénio produzidos pela NADPH oxidase, pois tem a capacidade de doar o ion
hidrogénio da sua estrutura molecular (DOS SANTOS et al., 2014). Além disso,
€ importante destacar que os niveis plasmaticos de Cd observados nas fémeas
foi menor do que aquela evidenciada em machos, e isso também poderia resultar
na diferenca das respostas do Cd em relacdo ao estresse oxidativo quando
comparados animais machos e fémeas.

Trés estudos do nosso laboratoério (Angeli et al, 2013, Almenara et al, 2013
e Oliveira et al, 2018) demonstraram que a exposicdo ao Cd foi capaz de
aumentar a producdo de EROs em segmentos de aorta isolados de ratos machos
(ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013). Além dessas pesquisas,
Sompamit et al. (2010) e Donpunha et al. (2011) também encontraram aumento
da producdo EROs em camundongos machos expostos ao metal (DONPUNHA
et al., 2011; SOMPAMIT et al., 2010).

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa, foi
demonstrado que ha uma exacerbacao da participacdo da NADPH oxidase na
geracao de anion superoxido em aorta isolada de ratos e camundongos machos

expostos ao cadmio quando comparados aos respectivos grupos controle



(Almenara et al., 2013; Oliveira et al., 2018). A NADPH oxidase € uma das
principais geradoras de anion superoxido em nivel vascular (Griendling et al,
2000). No estudo realizado por Almenara e cols (2013), os autores verificaram
um aumento da expressdo proteica da NOX2 e maior liberacdo de EROs
derivadas desta enzima em aorta de ratos machos expostos ao Cd.

Para avaliar a participacéo do peroxido de hidrogénio foi utilizada a
enzima catalase (1000 U/ml), que catalisa a degradacdo de H20. formando
oxigénio e 4gua. A incubacdo com catalase ndo alterou a resposta contratil a FE
nas fémeas expostas ao Cd quando comparadas ao grupo controle. No entanto,
em machos, foi encontrado reducéo na resposta constritora nos animais que
foram expostos ao metal, sugerindo que o cadmio aumenta a liberacéo de H-O-.
Resultado similar foi observado por Almenara et al. (2013).

Almenara e cols (2013), demonstraram que a incubagdo com o catalase
reduziu a resposta a Fe nos segmentos de aorta de ratos machos expostos ao
CdClz, alcancando os valores obtidos pelo grupo controle (ALMENARA et al.,
2013), sugerindo que a exposicao ao metal aumenta a liberacao de H20..

A NADPH oxidase € um complexo enzimatico que produz espécies
reativas, como o anion superoxido e o peroxido de hidrogénio (GRIENDLING;
SORESCU; USHIO-FUKALI, 2000). O H202 € capaz de modular o tdnus vascular,
visto que €é capaz de aumentar a expressao e a atividade NOS, assim, favorece
a vasodilatacdo (HAMILTON et al. 2001). Entretanto, Satoh et al. (2014),
analisou que altas concentra¢des do H202 pode causar disfuncdo endotelial e
aumentar a resposta contratil (SATOH et al., 2014), demonstrando assim um
efeito duplo do peréxido de hidrogénio sobre a funcéo vascular.

Ja em aorta isolada de ratas expostas ou nhdo ao cadmio, nao foi possivel
observar diferencas na resposta a Fe apés incubacdo com catalase, sugerindo
gue o Cd nédo altera a liberacéo de H202.

E importante reforcar que a exposicdo ao cadmio nio alterou os niveis
plasmaticos de estrogénio nas fémeas. Os alvos de acdo vasculoprotetora do
estrogénio em nivel vascular sdo similares aos alvos pelos quais o cadmio induz
injaria vascular (ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013; STOCKAND et
al.,, 1993), levantando a questdo se as fémeas sdo menos suscetiveis a

disfungao vascular induzida pelo Cd.



7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, que a exposicdo ao
cadmio por 30 dias promove alteracées na funcdo cardiovascular de maneira
sexo-dependente, embora o estado inflamatorio tenha ocorrido de forma similar
nos dois sexos. Em machos, observou-se aumento da pressao arterial e da
resposta contratil com reducdo do relaxamento dependente do endotélio em
aorta isolada. A disfuncéo vascular observada em machos apés exposicdo ao

cadmio, esta relacionada a reducao do NO e aumento do estresse oxidativo.



Ja4 em fémeas, tanto a pressao arterial como as respostas contrateis e
vasodilatadoras da aorta foram similares as encontradas em fémeas néao
expostas.

As diferencas sexo-dependentes em relacdo aos efeitos vasculares
induzidos pelo cadmio parecem ser devido ao efeito vasculoprotetor do
estrogénio, uma vez que o nivel hormonal ndo foi alterado pela exposicdo ao
metal, bem como a menor concentracdo plasmética de cadmio observada nas

fémeas.
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