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RESUMO

A exposicdo ao cadmio tem sido associada a diversas doencas
cardiovasculares. Estudos experimentais, desenvolvidos em machos,
demonstram que esse metal induz importante disfungéo vascular. J& em fémeas,
um estudo recente verificou que a exposi¢ao subcronica ao CdCl2 ndo modifica
pressdo arterial e a reatividade vascular a fenilefrina em aorta isolada. No
entanto, efeitos induzidos pela exposicao in vitro ao Cd em fémeas néo foram
descritos até o momento. Portanto, objetivamos investigar os efeitos in vitro do
cloreto de cadmio (CICdz, 5 pM) na reatividade vascular em aorta isolada de
ratas Wistar. As ratas foram anestesiadas, eutanasiadas e a aorta toracica foi
removida para avaliacdo da reatividade vascular. Anéis controle e anéis
previamente incubados com 5uM de Cd foram submetidos a diferentes
protocolos experimentais. Nossos resultados demonstram que a exposigéo in
vitro ao CICd2 em baixa concentracédo foi capaz de danificar a arquitetura do
endotélio vascular e reduzir a modulacdo anticontratii do tecido adiposo
perivascular (TAP) sobre a reatividade vascular a fenilefrina. Na auséncia do
TAP, embora o Cd ndo tenha modificado a reatividade a fenilefrina, foi observado
aumento da producéo e da liberacdo basal de Oz™, reducéo da participagcéo dos
canais para K*, aumento da participacdo da via da Ang Il e aumento da liberacéo
de PGI2 e/ou reducdo de prostandides constrictores. Além disso, foi possivel
observar que na presenga de Cd, os receptores ERa modulam negativamente a
reatividade vascular a fenilefrina. Em conjunto, esses resultados demonstram
gue a exposicao in vitro ao Cd, promove importante disfuncéo vascular em aorta
isolada associada a alteracéo de sua arquitetura e de vias vasoativas endoteliais,
0 que poderia contribuir para as vasculopatias associadas a exposi¢cado por esse

metal.

Palavras-chave: céadmio, reatividade vascular, disfuncdo endotelial, wistar

fémeas.



ABSTRACT

Cadmium exposure has been linked to several cardiovascular diseases.
Experimental studies, carried out in males, demonstrate that this metal induces
important vascular dysfunction. In females, a recent study found that subchronic
exposure to CdCI2 does not modify blood pressure and vascular reactivity to
phenylephrine in isolated aorta. However, effects induced by in vitro exposure to
Cd in females have not been described so far. Therefore, we aimed to investigate
the in vitro effects of cadmium chloride (CICd2, 5 uM) on vascular reactivity in
isolated aorta of Wistar rats. The rats were anesthetized, euthanized and the
thoracic aorta was removed to assess vascular reactivity. Control rings and rings
previously incubated with 5uM of Cd were submitted to different experimental
protocols. Our results demonstrate that in vitro exposure to CICd2 at low
concentrations was able to damage the vascular endothelium architecture and
reduce the anticontractile modulation of perivascular adipose tissue (PVAT) on
vascular reactivity to phenylephrine. In the absence of PVAT, although Cd did not
modify the reactivity to phenylephrine, an increase in the production and basal
release of O2™, a reduction in the participation of K* channels, an increase in the
participation of the Ang Il pathway and an increase in the release of PGI2 and/or
reduction of constricting prostanoids. Furthermore, it was possible to observe that
in the presence of Cd, ERa receptors negatively modulate vascular reactivity to
phenylephrine. Taken together, these results demonstrate that in vitro exposure
to Cd promotes important vascular dysfunction in isolated aorta associated with
changes in its architecture and endothelial vasoactive pathways, which could

contribute to vasculopathies associated with exposure to this metal.

Keywords: Cadmium, vascular reactivity, endothelial dysfunction, female wistar.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORIA E PROPRIEDADES DO CADMIO

No inicio do século XIX no Reino da Prussia, um médico chamado Johann
Roloff, um dos responsaveis pelo controle de qualidade de produtos
farmacéuticos, encontrou irregularidades em um lote de 6xido de zinco. As
analises preliminares do material, indicaram que as amostras continham
arsénico, mas logo verificaram que na realidade, se tratava de um outro metal
ainda nao identificado (TARAKINA; VERBERCK, 2016).

Ainda em 1817, Friedrich Stromeyer, um professor da universidade de
Gottingen no reino de Hanover, analisava que ao aguecer algumas amostras de
carbonato de zinco, uma cor amarelada surgia. Ap0s isso, outros pesquisadores
publicaram relatorios sobre o novo elemento. Se tratava entdo, da descoberta de
um novo metal, hoje conhecido como Cadmio (Cd) (TARAKINA; VERBERCK,
2016).

O Cd é um metal ndo essencial, sendo considerado toxico para muitas
plantas e animais. Na classificacdo perioddica esta localizado no grupo IIB e é um
metal que possui como caracteristicas: maleabilidade, ductilidade, resisténcia
quimica e mecanica, além disso, possui coloracdo branco prateado (DUFFUS,
2002).

1.2 ROTAS DE EXPOSICAO

O Cd é obtido principalmente como subproduto dos minérios de Zinco
(Zn), Cobre (Cu) e Chumbo (Pb). As fontes naturais de contaminacgéo de Cd nos
solos, ar a e agua, ocorrem pela atividade vulcanica, pela erosao de rochas
sedimentares e por incéndios florestais. Ja as fontes antropogénicas de
contaminagao por Cd, incluem a contaminacao do solo pela mineracéo e refino
de metais néo ferrosos, pela queima de combustiveis fésseis e de lixo eletrénico,
e também da fabricag&o de fertilizantes fosfatados (FAROON O, ASHIZAWA A,
WRIGHT S, 2012; JACOBSON; TURNER, 1980; SRIPADA; LAGER, 2022).
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Em todo o mundo é estimado que cerca de 15.000 toneladas de Cd séo
produzidas por ano. Em relacdo a liberacdo de Cd do meio ambiente, cerca de
25.000 toneladas de Cd sao liberadas anualmente, o que somado a producao
industrial do metal, tornam o Cd um contaminante ambiental de alta relevéancia.
O Cd é utilizado principalmente na producdo de baterias de niquel-cadmio, em
pigmentos, na producéo de cloreto de polivinil (PVC) e é um contaminante de
fertilizantes fosfatados (FATIMA et al., 2019; HENGSTLER et al., 2003).

O Cd é também comumente utilizado na fabricagcéo de joias e brinquedos
de baixo custo, fabricados em paises de baixa e média renda, como a Nigéria e
a China (ADIE et al., 2020; CUI et al., 2015). Devido a utilizacdo do Cd na
producdo de baterias de niquel-cadmio por exemplo, sabe-se que o lixo
eletrbnico pode ser um potencial contaminante para o solo a depender da
infraestrutura do gerenciamento do lixo eletrénico, que frequentemente acabam
em aterros. A queima desse material ao ar livre € um potencial contaminante do
solo devido a sua toxicidade, sendo o Cd entdo considerado um metal de alto
risco ambiental (SRIPADA; LAGER, 2022).

As fontes antropogénicas séo as principais fontes de contaminacao da
populacdo ao Cd. As indlstrias sd@o as principais responsaveis pela
contaminagao da populagéao ao seu entorno. Em 1910, no acidente ocorrido nas
margens do rio Jintsu na regido de FunchuMachi, no Japao, plantadores de arroz
e pescadores foram acometidos por mialgias que acometiam principalmente a
regido lombar. Esses trabalhadores foram vitimas dos despejos industriais de
jazida de zinco e chumbo denominada de Kamioka e da usina de processamento
de chumbo e zinco, que atingiram o rio Jintsu. A doenca, causada pelo Cd, ficou
conhecida como Itai-Itai e tem como caracteristicas: dores subitas na regido
lombar e nas articulagdes. A doenca de ltai-ltai inclui danos renais graves,
osteomalacia, osteoporose, podendo levar a mdultiplas fraturas Osseas
(FRIBERG. L.; PISCATOR. M.; NORDBERG. M.B, 1974; SATARUG, 2018).

No Sudeste do Brasil, o rompimento da barragem de Fundao, fez com que
cerca de 50 milhdes de m?3 de rejeitos de minério de ferro fossem despejados no
Rio Doce, percorrendo cerca de 650 km até atingir o oceano atlantico. Dados

apontam que os teores de Cd nos sedimentos avaliados aumentaram para niveis
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acima dos limites permitidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(DUARTE et al., 2021).

Devido a alta toxicidade do Cd, a Norma Regulamentadora 7 (NR 7),
criada com o objetivo de proteger e preservar a saude de empregados em
relacdo aos riscos ocupacionais, estabelece alguns parametros de controle da
exposicdo ocupacional ao Cd. Segundo a NR 7, a dosagem de Cadmio na urina
é indicador bioldgico e o indice Biologico Maximo Permitido (IBMP) é de 5 pg/g
de creatinina (NR 7, 2022).

Os principais marcadores de exposi¢cdo ao cadmio sao as concentracdes
de cadmio na urina e no sangue total. A concentracao de cadmio na urina de 24
horas € utilizada como marcador para a exposicdo crbnica ao Cd. Ja a
concentracdo sanguinea de cadmio reflete exposicdo mais recente (aguda),

decorrentes dos ultimos meses (Handbook on the toxicology of metals, 1981).

O Cd, em sua forma idnica (Cd?*) é considerado um elemento altamente
téxico ao ambiente, por ser um metal que possui altas taxas de transferéncia do
solo para os vegetais, quando comparado a outros metais pesados toxicos, como
Pb e o mercurio (Hg), o que torna a intoxicacao ao Cd via cadeia alimentar uma
preocupacdo de saude publica (ATSDR, 2012; SATARUG, 2018). Quando se
trata do ambiente aquatico, 0s crustaceos, 0s caranguejos, 0s moluscos e as
ostras sdo os seres mais acumuladores de Cd (SATARUG; VESEY; GOBE,
2017).

Sendo assim, a exposicao populacional ao Cd ocorre principalmente por
contaminagao do solo e de fontes de alimentos. Os vegetais e as folhas de
tabaco acumulam altos niveis de Cd do solo, sendo fontes de contaminagéo por
ingestdo de alimentos contaminados e pela inalacdo da fumaca do tabaco
(ATSDR, 2012; HENGSTLER et al., 2003; SATARUG et al., 2003). Fumantes
apresentam aproximadamente o triplo da concentracdo sanguinea de cadmio
encontrada na populacdo nao-fumante, 1.58 pg/L para fumantes vs 0.47 ug/L
para ndo-fumantes (ATSDR, 2012). O teor de cadmio quantificado em aortas de
humanos aumenta em proporcao direta aos anos/macgo de cigarros fumados,

com o acumulo seletivo na camada meédia da aorta. Essa concentracéo de Cd
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aumentada tem sido associada ao aumento do risco de hipertensao e doengas
relacionadas (ABU-HAYYEH et al., 2001; AFRIDI et al., 2010).

Assim como o tabaco, espinafre e a alface romana (devido a
caracteristicas filogenéticas) acumulam Cd de forma mais eficiente que outras
hortalicas. Sabe-se que graos como 0 arroz e sementes de girassol, assim como
diferentes tipos de batatas, sdo acumuladores de Cd do solo (SCOTT et al.,
2019). Em 1989, a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) adotou como limite de
seguranca, a ingestdo semanal tolerdvel de Cd para 7 pg/semana/kg de peso
corporal, correspondendo a 1 pg/kg de peso corporal/dia, ou 70 pg/dia
(SATARUG; MOORE, 2004; World Health Organization, 1992). J4 em 2010, com
base na meia vida longa do Cd, a OMS passa a considerar que um valor mensal
para limite de ingestao seria mais adequado. Sendo assim, o nivel de ingestédo
mensal toleravel para Cd foi alterado para 25 ug/més/kg de peso corporal. Este
nivel de ingestdo é equivalente a 0,83 ug/kg de peso corporal por dia (WHO,
2010).

Devido a sua baixa taxa de excrecédo renal e sua meia vida bioldgica longa
(décadas), o Cd pode sofrer bioacumulacdo em varios tecidos e com isso,
ocasionar varias doencas (FRIBERG, LARS; KJELLSTROM, 1992). Estudos
correlacionam a exposicao crénica ao Cd com diversas disfuncdes, sendo elas
principalmente acometendo o sistema cardiovascular, os rins, pulmdes, figado,
0Ss0S, 0 sistema reprodutivo, o sistema nevoso central e ao surgimento de
cancer em diversos tecidos (Figura 1) (BRANCA et al., 2020; HENGSTLER et
al., 2003; JACOBSON; TURNER, 1980; KUMAR; SHARMA, 2019; THOMPSON;
BANNIGAN, 2008).
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Figura 1: Principais rotas de exposi¢cdo ao Cadmio e seus efeitos tdxicos nas diferentes partes
do corpo (ROSSI, 2022)

1.3 MECANISMOS DE ABSORCAO E TRANSPORTE DE CADMIO

Em humanos, as principais vias de exposi¢cdo ao cadmio sdo a via
respiratOria e em menor proporcao, o trato gastrointestinal. O sistema respiratorio
€ considerado uma via de alta taxa de absor¢ao (25-50% do total de Cd inalado),
quando comparada a absorcéo pelo trato gastrointestinal (5% da ingestao total
de Cd) (FRIBERG, LARS; KJELLSTROM, 1992).

Apos absorvido, o Cd se liga a metalotioneina (MT), uma proteina de baixo
peso molecular, rica em cisteina, com grande afinidade por metais, formando o
complexo MT-Cd2+. Esse complexo funciona como um quelante do metal,
impedindo seus efeitos deletérios sobre as células (KLAASSEN; LIU; DIWAN,
2009; NORDBERG, 2004). No entanto, quando o complexo MT-Cd2+ chega aos
rins, é filtrado e reabsorvido pelas células dos tubulos contorcidos proximais,
onde essa ligacao é quebrada, liberando o cadmio bivalente para a circulacao.
A quantidade aumentada de Cd livre na circulacdo passa a ser a causa seus
efeitos deletérios sobre diversos tecidos (FRIBERG et al., 1985).
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O Cd livre na circulacao pode afetar imediatamente as func¢des celulares.
Na toxicidade aguda ao Cd, o figado é o 6rgao alvo primario, jA em casos de
toxicidade cronica, os rins sdo 0s 6rgdos mais acometidos pelo Cd, pois séo
orgados capazes de conter até 50% da carga corporal total desse metal
(Handbook on the toxicology of metals, 1981; SABOLIC et al., 2010).

1.4 ACOES DO CADMIO SOBRE OS DIVERSOS SISTEMAS

Estudos correlacionam a exposicdo crbnica ao Cd com diversas
disfuncbes, sendo elas principalmente nos rins, pulméao, figado, 0ssos e ao
surgimento de cancer em diversos tecidos (HENGSTLER et al.,, 2003;
JACOBSON; TURNER, 1980).

O Cd é um metal de potencial nefrotoxicidade. Sabe-se que exposi¢cdes
cronicas ao metal e sua deposi¢éo nos rins, levam a disfungdo dos mecanismos
de filtragdo glomerular. Podem levar a disfuncéo tubular proximal, caracterizada
por polidria, glicosuria e proteinaria (BERNARD, 2004; SATARUG; MOORE,
2004).

Devido a sua meia vida bioldgica longa, o Cd também pode se depositar
no figado. Estudos em modelos animais relatam que a exposi¢cdo ao Cd pode
levar a lesGes hepaticas, agudas e cronicas. O nivel sérico de Cd também foi
associado a fibrose e a esteatose hepética (HAN, S. et al., 2022; YAMANO;
DECICCO; RIKANS, 2000).

Como citado anteriormente, apds a doenca de lItai-itai, onde o arroz
contaminado por Cd foi ingerido pelos agricultores locais, os agricultores locais
apresentaram osteoporose, osteomalacia e consequentemente, um aumento no
risco de fraturas. Ao nivel 6sseo, o Cd afeta a densidade mineral 6ssea que
associado a deplecéo de célcio (Ca*?) 6sseo e de vitamina D ativada pelos rins,
favorece o processo de reabsor¢cdo Ossea. A inflamacdo causada pelo Cd
também esta correlacionada com o desenvolvimento de Osteoartrose (AO), por
desencadear estresse oxidativo e a inflamacao, favorecendo a descontinuidade
da cartilagem articular (FATIMA et al., 2019; FERNANDEZ-TORRES et al., 2022;
FRIBERG. L.; PISCATOR. M.; NORDBERG. M.B, 1974). Ja é sabido que o Cd
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pode alterar a homeostase intracelular do Ca*?, pois um dos mecanismos de
captacado do Cd é via canais de calcio dependentes de voltagem (VDCC), sendo
um metal capaz de competir com a entrada de Calcio nesses canais (BLAZKA;
SHAIKH, 1991).

A exposicao ao Cd também pode induzir a leséo das células do Sistema
Nervoso Central (SNC). O metal € capaz de aumentar a permeabilidade da
Barreira Hematoencefélica (BHE), facilitando a sua entrada e desencadeando
uma cascata pro-inflamatoria nas células neuronais, podendo levar a danos
celulares irreversiveis. A exposicdo ao metal estd relacionada ao
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como a Esclerose Multipla
(EM), a Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) e a doenga de Parkinson (BRANCA
et al., 2020).

Em mulheres, a exposi¢cdo do Cd pode afetar o ciclo menstrual, atraso na
puberdade e na menarca, o equilibrio hormonal e afetar a gestacdo (HENSON,
MICHAEL C; CHEDRESE, 2004). Estudo realizado em ratas Wistar expostas de
forma subaguda a 100 ppm de Cd através da agua de beber, verificaram que o
metal foi capaz de causar alteracdes no eixo Hipotalamo-Hipoéfise-Gonadal
(HHG), levando a Sindrome do ovario policistico (SOP) e a faléncia ovariana (DA
COSTA et al., 2021). O Cd também ¢é capaz de promover a proliferacao
aumentada de células cancerosas de mama dependentes de estrogénio, dano
ao DNA e aumento do peso uterino devido a proliferacdo do endométrio
(GAUDET et al., 2018; SIEWIT et al., 2010; ZANG; ODWIN-DACOSTA; YAGER,
2009). Além disso, a exposi¢do ao metal durante a gestacéo esta associada ao
parto prematuro e ao baixo peso ao nascer (FRERY et al., 1993; SHIVERICK;
SALAFIA, 1999). Quanto ao sistema reprodutor masculino, a exposicédo ao Cd
mesmo em baixas doses, pode afetar a qualidade do sémen, a motilidade
espermatica e prejudicar a espermatogénese. (HENSON, MICHAEL C;
CHEDRESE, 2004; KUMAR; SHARMA, 2019; THOMPSON; BANNIGAN, 2008).

1.5 ACOES DO CADMIO SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR

Diversos trabalhos tem associado exposicdo ao Cd e doengas

cardiovasculares. No sistema cardiovascular, o principal alvo do Cd parece ser
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o endotélio. De fato, diversos estudos experimentais realizados em machos,
evidenciaram importante disfuncéo vascular apds exposi¢cao aguda e cronica ao
metal (ALMENARA, C. C. P. et al., 2013; OLIVEIRA, T. F. et al.,, 2022;
DONPUNHA et al., 2011; OLIVEIRA, T. F. et al., 2019; SOMPAMIT et al., 2010;
TZOTZES et al., 2007). Outro estudo anterior realizado em machos, demonstrou
gue a exposicao in vitro de cloreto de cadmio (10 uM) em anéis aérticos isolados
aumentou a resposta maxima a fenilefrina através de efeitos deletérios sobre o
endotélio vascular (ANGELI et al., 2013). E importante ressaltar que Angeli e
colaboradores, utilizaram a concentracdo de 10 uM baseados no estudo de Abu-
Hayyeh e colaboradores, que encontraram aproximadamente 7uM de Cd na
camada média da aorta de fumantes (ABU-HAYYEH et al., 2001).

O endotélio vascular é formado por um conjunto de células localizadas na
camada intima dos vasos, que participam ativa e reativamente da hemostasia e
das reacdes inflamatérias (CARVALHO et al.,, 2001; GALLEY; WEBSTER,
2004). Em condicdes fisiologicas, a principal funcéo do endotélio é a regulacao
do tbnus vascular, que se d& pelo equilibrio da liberacdo de fatores
vasorrelaxantes e vasoconstrictores. Dentre as substancias vasodilatadoras
liberadas pelo endotélio podemos citar éxido nitrico (NO), a prostaciclina (PGI2)
e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Ja a endotelina, as
espécies reativas de oxigénio (EROs), o tromboxano, a angiotensina Il (Ang Il) e
os prostandides derivados da via da ciclooxigenase (COX) sédo as substancias
derivadas do endotélio, que promovem a vasoconstriccdo (CARVALHO et al.,
2001; GALLEY; WEBSTER, 2004; SANDOO et al., 2015; VANHOUTTE, 2009).
A disfuncdo endotelial se da pelo desequilibrio da producédo e da liberacao
dessas substancias pelo endotélio (VANHOUTTE, 2009).

O NO é um importante regulador homeostatico da vasculatura. Sua
biodisponibilidade esta associada a reducédo na sua producédo ou a sua maior
degradacdo (MONCADA; HIGGS, 2006). As enzimas responsaveis pela
producdo de NO a partir da L-arginina no organismo sdo as Oxido Nitrico
Sintases (NOSs) (FORSTERMANN; SESSA, 2012; NATHAN; XIE, 1994). Sédo
descritas pela literatura trés isoformas da NOS e estas sédo agrupadas em duas
categorias: NOS constitutiva (c-NOS) e a NOS induzivel (i-NOS). Ha dois tipos
de c-NOS, a NOS endotelial (e-NOS) e a NOS neuronal (n-NOS) sendo ativadas
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em condicbes saudaveis (FORSTERMANN; SESSA, 2012; MARLETTA, 1994;
MONCADA; HIGGS, 2006; XIA; M. VANHOUTTE, 2011). Ja a i-NOS, é induzida
por estimulos inflamatérios (DIPAK K. GHOSH; J.C. SALERNO, 2003).

Um dos mecanismos envolvidos na toxicidade do Cd em machos sobre o
endotélio vascular estédo relacionados a reducdo da biodisponibilidade de NO
(ALMENARA, C. C. P. et al., 2013; ANGELI et al., 2013; OLIVEIRA, T. F. et al.,
2019; SANTAMARIA-JUAREZ et al., 2022) e a redugéo da expresséo da eNOS
e do seu estado de fosforilacdo (KUKONGVIRIYAPAN et al., 2014; MAJUMDER
et al.,, 2008; YOOPAN et al.,, 2008). Além do reducdo do NO, na disfuncdo
vascular induzida pela exposicdo ao Cd em modelos experimentais em machos
observa-se aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ALMENARA, C.
C. P. et al, 2013; ANGELI et al.,, 2013; OLIVEIRA, T. F. et al.,, 2019;
SANTAMARIA-JUAREZ et al., 2022), aumento da liberacdo de Ang Il tecidual e
de prostandides COX (ALMENARA, C. C. P. et al., 2013; ANGELI et al., 2013) e
diminuicao da atividade da Na+/K+ ATPase (VASSALLO et al., 2018).

As EROs sdo atomos ou moléculas reativas que possuem namero impar
de elétrons em sua ultima camada eletronica. Em condigbes normais, baixos
niveis de EROs estdo presentes nas células e desempenham fung¢des na
ativacdo de vias de sinalizacdo celular (LASSEGUE; SAN MARTIN;
GRIENDLING, KATHY K, 2012; PARAVICINI; TOUYZ, 2008; VAZIRI,
RODRIGUEZ-ITURBE, 2006). Normalmente o equilibrio entre a liberacdo das
EROs e sua degradacdo pelo sistema antioxidante sdo suficientes para a
manutencdo do equilibrio oxidativo. As principais defesas enzimaticas
envolvidas nesse processo sdo a superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e a catalase (CAT) (HE et al., 2017). O estresse oxidativo se
da pelo desequilibrio entre a formacdo de EROs e a sua eliminacdo por esses
sistemas (KUNSCH; MEDFORD, 1999). As EROs incluem moléculas e radicais
livres derivados do oxigénio molecular (Oz2). O 02", € o precursor da maioria das
EROs, como o H202, que ao reagir com o NO podem formar o radical hidroxila
('OH). A interacao do O2* com o NO provoca a formacgéao de peroxinitrito (ONOO-
), que promove degradacao oxidativa do cofator BH4 (tetrahidrobiopterina) da
NOS tornando-a desacoplada, o que induz a producdo de mais espécies reativas
de oxigénio (EROs) (APEL; HIRT, 2004; MILSTIEN; KATUSIC, 1999).
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No que tange ao sistema vascular, ainda dentro do contexto do estresse
oxidativo, ja é sabido que a angiotensina Il local desempenha um importante
papel no tbnus do musculo liso vascular, ndo so6 pela via vasoconstritora direta,
mas também por meio da producdo de EROs devido ao aumento da atividade
e/ou expressao de NADPH oxidase (NGUYEN DINH CAT et al., 2013). A Ang Il
também possui acdes mitogénicas, pro-inflamatérias e pro-fibroticas. Esses
efeitos sdo provocados vias de sinalizacao que envolvem EROs, particularmente
0 0%~ e 0 H202. Em um cenério de estresse oxidativo, a sinalizacdo da Ang Il é
alterada, levando a um ciclo vicioso de disfuncdo endotelial e inflamacéo
(HORIUCHI; MOGI; IWAI, 2010; MEHTA; GRIENDLING, 2007). Além do
estresse oxidativo, a angiotensina-Il também regula as respostas inflamatorias
gue contribuem para a lesdo arterial e afetam a funcéo vasomotora (LOPES et
al., 2022). A Ang Il regula a expressao de COX-2 e a produgdo de
prostaglandinas em células do musculo liso vascular (CMLV) de ratos. A ativacdo
de COX-2 induzida por Ang Il pode desempenhar um papel significativo na
mediacdo do crescimento celular e na proliferacdo dessas células (HU et al.,
2002; OHNAKA et al., 2000). Estudos tem associado exposicdo ao cadmio a
alteracdes no sistema renina angiotensina aldosterona local (ANGELI et al.,
2013; BROSEGHINI-FILHO et al., 2015). Um estudo anterior demonstrou que a
exposi¢cdo aguda ao Cd (0.32 mg/kgti.v., em um volume de 5 uL/100g de peso)
exerce efeitos inibitorios (dependentes da concentracdo) na atividade da enzima
conversora de angiotensina (ECA) na aorta, no pulmdo e no plasma de ratos
Wistar machos. Esses efeitos parecem ser parcialmente revertidos por
suplementac¢des com zinco (BROSEGHINI-FILHO et al., 2015).

Quanto aos prostanoides, sdo eicosanoides derivados da catalizacdo da
via COX pela conversédo do acido araquidénico, conhecidos por se tratarem de
importantes mediadores da resposta inflamatéria. A producdo endotelial de
prostanoides contribui para a manutencéo do ténus vascular (PECANHA et al.,
2010; VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998). A COX possui duas isoformas: COX-
1 (isoforma constitutiva e expressada em condi¢des basais) e a COX-2 (isoforma
induzida relacionada principalmente aos processos inflamatoérios) (VANE;
BAKHLE; BOTTING, 1998). A ativacédo da via da COX resulta do equilibrio na

producdo de prostandides vasoconstritores e vasodilatadores através do
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metabolismo do acido araquiddnico. As substancias mais comuns sdo a
prostaglandina (PGE2) e o tromboxano (TXA:2), substancias que levam ao
aumento da expressdo da NADPH oxidase e a PGIl2 que se opondo as
substancias anteriores, leva a redugdo da expressdao da NADPH oxidase,
reduzindo a producédo de EROs (ALVAREZ et al., 2005; DAVIDGE, 2001). A via
da COX apresentou-se comprometida em aorta de machos apds exposicdo ao
Cadmio in vitro (ANGELI et al., 2013), assim como em artérias de resisténcia
(EUDES et al., 2020), resultando em uma maior participagéo dos prostanoides

constrictores derivados da COX.

O Cd também é capaz de levar a disfuncdo vascular, por alterar a
estrutura e a funcédo dos vasos promovendo a formacdo de lacunas entre as
células endoteliais, contribuindo para a ocorréncia das vasculopatias. Ao atingir
o musculo liso vascular (MLV), a exposicdo ao Cd promove remodelamento
vascular, enrijecimento arterial, podendo também levar a reorganizacdo da
matriz extracelular, através da sintese e degradacdo de proteinas
(PROZIALECK; EDWARDS; WOODS, 2006; SANGARTIT et al., 2014). Tais
alteracbes podem ocasionar injuria vascular e predispor a formacédo de

aterosclerose.

Em um estudo realizado em camundongos ApoE -/-, onde os animais
foram expostos de forma crénica ao cadmio através da agua de beber (100
mg/L), demonstraram que o0 aumento do estresse oxidativo e reducdo da
biodisponibilidade de NO apds a exposicdo ao cadmio estad intimamente
associado a aterosclerose (OLIVEIRA, T. F. et al., 2019). Ja se sabe que 0s
mecanismos envolvidos com a formacgéo da placa aterosclerose apés exposi¢cao
do Cd podem envolver inflamacédo, disfuncdo endotelial, estresse oxidativo,
sintese aumentada de lipidios, regulacdo positiva de moléculas de adesao e
desequilibrio entre fatores vasodilatadores e vasorrelaxantes (KNOFLACH et al.,
2011; TINKOV et al., 2018).

Tanto os achados do estudo in vitro, quanto da exposicédo crbnica ao
cadmio supracitados, foram encontrados em ratos ou camundongos machos.
Um estudo do nosso grupo observou, no entanto, que a exposi¢cao subcrdnica
ao cadmio ndo modifica a pressao arterial em ratas. Além disso, ndo se observou

alteracdes de reatividade vascular a fenilefrina em aorta isolada (OLIVEIRA, T.
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F. et al.,, 2022). Embora ndo se tenha observado alteracdes na reatividade
vascular de ratas expostas subcronicamente ao Cd, efeitos agudos induzidos
pelo metal ndo foram descritos em fémas até o momento. Ademais, € descrito

que o cadmio pode atuar como um metaloestrégeno.

1.6 RECEPTORES DE ESTROGENIO E FUNCAO VASCULAR

As doengas cardiovasculares (DCV) ainda tém sido uma das principais
causas de morte em ambos 0s sexos, e ja existem estudos que apontam que
mulheres na pré-menopausa estdo mais protegidas de doencas
cardiovasculares do que os homens da mesma idade. Tal protecdo se deve ao
efeito cardioprotetor do estrogénio no sistema cardiovascular, dentre eles:
producdo de NO endotelial, reducéo do estresse oxidativo, reducdo da producdo
de citocinas pré-inflamatérias miocardicas, melhora da funcdo mitocondrial,
atenuacgdo da hipertrofia cardiaca e estimulagéo da angiogénese (ARYAN et al.,
2020; KIM; YOUNG; BENDER, 2014; PEREZ-CREMADES et al., 2018).

O 17beta-estradiol (E2) é o principal horménio feminino e € a forma mais
comum de estrogénio circulante. Estudos demonstraram que os niveis de E2
circulantes sdo inversamente proporcionais ao numero de eventos

cardiovasculares em mulheres na p6s menopausa (ARYAN et al., 2020).

A modulagéo vascular ocorre por acédo do estrogénio em seus receptores,
exercendo seus efeitos por meio de agbes gendmicas e ndo genomicas. O E2 se
liga aos receptores classicos de estrogénio: receptor alfa de estrogénio (ERa) e
receptor beta de estrogénio (ERB) no citosol, que estéo ligados aos efeitos de
transcricdo de longo prazo. Tais receptores sao distribuidos amplamente pelo
sistema cardiovascular, sendo expressos no endotélio, CMLV e na camada
adventicia dos vasos sanguineos (BOLEGO et al., 2006; ROSS; SEROCK;
KHALIL, 2008). O E2 também se liga ao receptor de estrogénio acoplado a
proteina G (GPER) no reticulo endoplasmatico e na membrana plasmatica, que

medeia os efeitos agudos do estrogénio.

Tradicionalmente, E2 ¢é conhecido por exercer seus efeitos

cardioprotetores ligando-se aos receptores nucleares ERa e ERB (ARYAN et al.,
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2020; LINDSEY et al., 2013). Tal protecdo, é atribuida principalmente pelas
acOes diretas do E2 sobre os vasos sanguineos, estimulando a liberagéo de
substancias vasoativas, regulacédo dos canais i6nicos nas CMLV e por seu efeito
antiproliferativo (HAN, G. et al, 2007; MENDELSOHN; KARAS, 2005;
ODENLUND; EKBLAD; NILSSON, 2008). Ja se sabe que o E2 previne disfungéo
endotelial pelo aumento da expressédo de enzimas antioxidantes e pelo aumento
da biodisponibilidade de NO, o que leva a uma reducao na liberacdo de EROS
(MEYER; HAAS; BARTON, 2006; STREHLOW et al., 2003). O E2 também age
no leito vascular estimulando a sintese de substancias vasodilatadoras, como a
PGl2 e diminuindo a sintese de Ang Il (TEP-AREENAN; KENDALL; RANDALL,
2003; WANG et al., 2013). Além disso, exerce efeito benéfico sobre a funcéo
endotelial por estimular hiperpolarizacao derivada do endotélio (HDE) (HAYNES
et al., 2000).

1.7 O CADMIO COMO LIGANTE DOS RECEPTORES DE ESTROGENIO

Alguns metais pesados, como o Cd e o Niquel (Ni) podem se ligar aos
receptores de estrogénio e agir como desreguladores enddcrinos. Os
xenoestrogenos ou metalestrégenos, como sdo conhecidos, sdo entédo
pequenos metais ibnicos que ativam os receptores de estrogénio na auséncia de
estrogénio. Esse metais podem ser encontrados em pesticidas, fumaca de
cigarro, em plantas e em pilulas anticoncepcionais (AQUINO et al., 2012; BYRNE
et al., 2013; GAUDET et al., 2018).

Os xenoestrégenos podem ser classificados em duas categorias:
oxianions e cations bivalentes. Os oxianions incluem o nitrito, 0 arsenito, o
selenito, enquanto os cétions bivalentes incluem o cadmio, o cobre, o niquel, o
chumbo e o mercurio (GAUDET et al., 2018).

Os estudos sobre a acdo metaloestrogena do Cd sdo ambiguos. Alguns
deles indicam atividade estrogénica (BRAMA et al., 2007; JOHNSON et al., 2003;
STOICA; KATZENELLENBOGEN; MARTIN, 2000), outros que tal atividade seria
dose e/ou tempo-dependente (DENIER et al., 2009; NASIADEK et al., 2019), ja
outros estudos demonstram uma atividade antiestrogénica (DIPAK K. GHOSH
AND J.C. SALERNO, 2003; HOFER et al., 2009). Estudos demonstram que o Cd
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pode ativar os ERa por meio de interagdes de alta afinidade com o dominio de
ligacdo do receptor ao hormdnio, podendo mudar a conformacédo do receptor
(FECHNER,; DAMDIMOPOULOU; GAUGLITZ, 2011; STOICA,;
KATZENELLENBOGEN; MARTIN, 2000).

1.8 JUSTIFICATIVA

Diversos estudos encontraram alteragbes importantes na funcao vascular de
ratos machos expostos ao CICd2 tanto de forma aguda (10 uM), como de forma
subcronica através da agua de beber (100 mg/L) (ALMENARA, C. C. P. et al.,
2013; ANGELI et al., 2013; OLIVEIRA, T. F. et al., 2019). No entanto, estudo
realizado por nosso grupo em ratas Wistar, verificou que a exposi¢cao subcronica
ao Cd ndo modifica pressao arterial; além disso, ndo se observaram alteracdes
de reatividade vascular a fenilefrina em aorta isolada (OLIVEIRA, T. F. et al.,
2022).

Embora ndo se tenha observado alteracdes na reatividade vascular de ratas
expostas subcronicamente ao Cd, efeitos agudos induzidos pelo metal ndo foram
descritos até o momento. Ademais, sabe-se que esse metal pode atuar como um
metaloestrogeno, o que poderia, em exposi¢des in vitro, modificar a funcéo
vascular (BRAMA et al., 2007; GAUDET et al., 2018; JOHNSON et al., 2003;
NASIADEK et al., 2019). Portanto, a hipotese desse estudo é que baixa
concentracdo de Cd (5 uM), préximo aquela encontrada na camada média de
individuos fumantes (ABU-HAYYEH et al., 2001), pode causar disfuncéo
vascular em aorta isolada de ratas. Sendo assim, para verificar nossa hipotese,
anéis aodrticos de ratas Wistar foram expostos ao CICd2 in vitro (5 uM) e a

reatividade vascular foi avaliada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da exposicédo in vitro ao CICd2 5 uM, na reatividade

vascular em aorta isolada de ratas Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se a exposicao in vitro ao cadmio afeta o relaxamento dependente

e independente do endotélio em ratas;

Verificar as possiveis vias de agentes vasoativos afetadas pela exposicao
in vitro ao cadmio, em especial do NO, Ang Il, de EROs, dos prostanoides
derivados da COX e do ERa na reatividade vascular em segmentos de
aorta isolados de ratas;

Determinar o efeito da exposicéo in vitro ao caAdmio sobre a acao do tecido
adiposo perivascular (TAP) e do endotélio na modulacao das respostas

contrateis de aorta de ratas;

Avaliar se a incubacdo com baixa concentracdo de cadmio altera a

producgao “in situ” de anion superoxido e de NO;

Verificar se a incubacdo com baixa concentracdo de cadmio altera a

arquitetura da superficie endotelial da aorta de ratas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus), com idade aproximada de 12 semanas (200-300 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 (trés individuos por gaiola) sob condicGes controladas de temperatura
23°C e ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a agua potavel e a
ragéo padrao para roedores. O manejo dos animais foi realizado de acordo com
0s principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA-1991). O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacado e Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES - CEUA 10/2020).

O estudo foi desenvolvido em ratas e os anéis de aorta isolada foram
definidos em: controle (Ct) e cadmio (Cd). Os animais foram anestesiados com
ketamina (50mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) administrada por via intraperitoneal e
eutanasiados. As artérias aorta foram entdo coletadas para avaliacdo da
reatividade vascular e amostras de tecido foram armazenadas para posteriores

analises histoquimicas.

3.2 OBTENCAO DA AORTA

As ratas foram anestesiadas, e em seguida, eutanasiadas. A aorta
torécica descendente foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente em
solucdo de Krebs modificada, composta por (mM): NaCl 127; KCl 4,7;
CaCl2.2H20 2,5; MgS0a4.7H20 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCOs3 24; Glicose 11; EDTA
0,01, aerada com mistura carbogénica contendo 5% de CO2 e 95% de Oz, em
uma placa de Petri. Esta solucdo foi mantida a pH 7,4. Apds a coleta do anel
aortico com TAP, o tecido conectivo e adiposo foi removido. A aorta toracica foi
entdo dividida em mais cinco segmentos cilindricos de aproximadamente 3 a 4
mm de comprimento (Figura 2). Alguns anéis tiveram seu endotélio removido

mecanicamente atraves da friccdo do Ilimen com uma haste metélica.
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Figura 2: Esquema ilustrativa do processo de obtencdo da aorta toracica de rato e montagem
dos anéis isolados para avaliacdo da reatividade vascular “in vitro”. Modificado de
(NASCIMENTO, 2022)

Cada anel foi colocado em cubas contendo 5 ml de solucdo 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 tridngulos, foram passados através do limen dos segmentos de forma
gue ficassem paralelos a luz do vaso. Um fio foi fixado a parede do banho e o
outro conectado verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica. Assim,
qualquer alteracédo do diametro do vaso era 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 (Figura 3). A
tensdo dos anéis era ajustada para 1g apés as lavagens com a solucao de Krebs

modificada.
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Figura 3: Preparagao dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade vascular “in

vitro”. Sistema de aquisi¢cdo de dados Biopac Systems (ROSSI, 2022)

3.2.1 Avaliacdo da integridade do musculo liso vascular

ApoOs montagem e a estabilizacdo da tensdo das artérias, os anéis foram
incubados com 75 mM de KCI até que sua tensdo fosse dobrada. Apés a
lavagem dos anéis e sua estabilizacao, foi avaliada a capacidade contrétil dos
segmentos de aorta através de uma segunda incubacdo com solucéo de Cloreto

de Potassio 75 mM (KCI), para obtencdo da contracdo maxima exercida pelo

anel (Figura 4).
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80.000 160.00 240.00
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Figura 4: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso vascular
com KCIl e avalia¢do da integridade funcional do endotélio. Avaliagdo da viabilidade do musculo
liso vascular com KCI: A) Periodo de estabilizac&o inicial (45 min permanecendo na tenséo de



41

1g); B) Adigdo de KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit;
D) Periodo de estabilizacéo (30 min); E) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platd da contracéo
induzida pelo KCI (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de
estabilizacdo (30 min). Avaliacdo da integridade funcional do endotélio: 1) Précontracdo com
fenilefrina (Fe) 10-4 M; J) Platd da contracdo induzida pela Fe; L) Adicao de acetilcolina (ACh)
10-3 M. O tempo foi registrado em minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forca em
gramas (g), eixo vertical (MOURA et al., 2011).

3.2.2 Avaliacdo do endotélio vascular

Apoés a lavagem e estabilizacdo, foi testada a integridade funcional do
endotélio, com a avaliagdo da vasodilatagdo em resposta a Acetilcolina 10 yM
(ACh) apés contracéo com Fenilefrina 100 nM (Fe). A integridade funcional do
endotélio foi considerada apenas nos anéis onde a ACh foi capaz de induzir
relaxamento igual ou superior a 85% de relaxamento a Fe. Em alguns anéis, o
endotélio foi removido mecanicamente e foi considerado habil para realizacédo
dos protocolos experimentais aqueles que nado relaxaram, ou relaxaram no

maximo 10% a 10 uM de ACh, apos pré-contracdo com 100 nM de Fe.

3.2.3 Protocolos experimentais

ApoOs a realizacdo do teste de integridade do endotélio os anéis foram
lavados trés vezes com solucdo de Krebs-Henseleit para que retornassem a
tensdo basal. Posteriormente, esses anéis foram submetidos aos diferentes
protocolos experimentais, objetivando o estudo dos efeitos a exposi¢cao in vitro
ao cadmio (5 uM) na reatividade vascular.

Apbs o periodo de lavagem e estabilizacao, os segmentos foram expostos
aos farmacos: L-NAME 100 pM (inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase —
NOS), Enalapril 10 uM (inibidor da enzima conversora da angiotensina — ECA),
Indometacina 10 uM (inibidor ndo especifico da ciclooxigenase — COX), SOD
150 U.MI-1 (“scavenger’ do anion superoxido — Oz~ ), Catalase 1000 U/ml
(“scavenger” do peroxido de hidrogénio — H202), Apocinina 30 uM (inibidor da
NADPH oxidase), Tetraetilamonio (TEA) 1mM (inibidor ndo especifico dos canais
para potassio ativados por célcio — KCa), Fulvestrant 1uM (degradador do
receptor a de estrogénio) e Azul de metileno (AM) 10 uM (inibidor da guanilato

ciclase soluvel — GCs). Um anel com endotélio e um sem endotélio ndo foram
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incubados com qualquer droga, de modo a servir de referéncia de resposta para
cada um dos grupos experimentais. Apds a incubacéo, foi realizada a curva
concentragdo-resposta a Fe (1071° a 107*M) na presenca ou auséncia do Cd. O
tempo de incubagdo/exposicéo para este metal foi 45 minutos antes do inicio da
curva de concentragdo-resposta (Figura 5). Também foram avaliadas as
respostas vasodilatadoras dependente de endotélio através de curvas
concentragdo-resposta a Ach (10! a 10°M) e independente do endotélio
através do Nitroprussiato de sédio (NPS) (10! a 10°°M) em anéis de aorta

toracica pré-contraidas com Fe.

Incubagéio do Cd
Inicio das curvas
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Figura 5: Esquema representativo da ordem e tempo de exposi¢éo ao cloreto de cadmio (CdCI2)

e aos farmacos. Fonte prépria a partir do servidor Canva.

3.2.4 Quantificagao “in situ” de 6xido nitrico

Para a deteccdo de Oxido nitrico “in situ” foi utilizado 4,5-
diaminufluoresceina (DAF-2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), através de
meétodo descrito previamente por Lobato e colaboradores (LOBATO etal., 2011).
Apos disseccado as aortas foram imersas em solugéo tampéao de Krebs-HEPES
com 30% de sacarose durante uma hora e a seguir foram embebidas em meio
de congelamento de tecidos para criostomia Tissue-Tek - OCT (Bayer) e
mantidas a —80°C até o momento da realizagdo dos cortes com criostato (Killik
®, Easy Path). Os segmentos de aorta foram cortados com 10 um de espessura
e transferidas para laminas gelatinizadas. Os cortes nas laminas foram

incubados com tampéao fosfato (0,1M) contendo CaClz (0,45M) e mantidos em
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estufa a 37°C por 30 minutos para retirar o meio de inclusdo (Tissue-Tek®,
Compound, Sakura — OCT), apos secagem foram incubadas em camara escura,
laminas do grupos Controle: DAF (8uM) e Controle: DAF+L-NAME (100uM),
Céadmio: DAF (8uM) e Cadmio: DAF+LNAME (100uM) a 37°C por 30 min com a
finalidade de avaliar a fluorescéncia do NO e a inibicdo da sintese de Oxido
nitrico. As imagens foram coletadas no microscépio de fluorescéncia invertido
Leica DM 2500, usando filtro 568nm e com camera Leica DFC 310 FX, usando
configuracdes iguais de imagem tanto para o grupo Ct quanto para o grupo Cd.
Para quantificacdo, quatro imagens de segmentos de aorta por animal foram
utilizadas para obter a média amostral. A densidade de fluorescéncia média foi

calculada usando o software Metamorph.

3.2.5 Quantificacao de anion superoéxido “in situ”

A producdo “in situ” de O?" foi avaliada pela fluorescéncia por
dihidroetideo (DHE, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), como previamente
descrito por Nunes e colaboradores (NUNES et al., 2014). Segmentos de aorta
foram submersos em solucédo de Krebs-HEPES com sacarose 30% por uma hora
e congeladas em meio de inclusdo (OCT) a -80°C. Estas artérias congeladas
foram cortadas em criostato com espessura de 10 um e os anéis colocados em
laminas gelatinizadas. As laminas foram incubadas por 30 minutos em solucéo
de Krebs-HEPES a 37°C e ap06s periodo de secagem, incubadas em camara
escura por 30 minutos com o0s seguintes farmacos: grupo Controle: DHE (2uM)
e Controle: DHE+Tiron (1mM), Cadmio: DHE (2uM) e Cadmio: DHE+Tiron
(ImM), aplicado as solugdes diretamente sobre os anéis. As imagens foram
detectadas utilizando microscopio de fluorescéncia invertido Leica DM 2500 com
camera Leica DFC 310X. As configuragfes de analise foram as mesmas tanto
no grupo Ct quanto no grupo exposto ao Cd. A média da densidade das
fluorescéncias foi calculada a partir de quatro imagens de segmentos de aorta

de cada animal, utilizando o software ImageJ (National Institutes of Health, EUA).
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3.2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Aortas dos diferentes grupos experimentais, Ct e Cd, foram coletadas,
cortadas para expor a superficie endotelial e fixadas em solucdo de 39
Karnovsky (glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 2% e tampéao de cacodilato
a 0,1 M). Posteriormente, as amostras foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio
e desidratadas com etanol em diferentes concentragdes (30%, 50%, 70%, 90%
e 100%). Apos periodo de desidratacdo foram submetidas ao procedimento de
secagem em ponto critico e uma camada de ouro de 10nm foi evaporada na
superficie do tecido conforme descrito por estudo de Friques e colaboradores
(FRIQUES et al., 2015). As micrografias eletronicas dos dois grupos foram
obtidas em um microscopio eletrénico de varredura (JEOL JEM6610 LV, Inc.

EUA) com ampliacdo de 1000x.

3.3 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

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). Os resultados estdo expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). Para normalizar as forcas obtidas
de cada preparacdo, as respostas vasoconstritoras induzidas pela Fe foram
expressas como uma porcentagem da contracao induzida pelo KCI 75 mM. A
resposta vasodilatadora foi expressa como uma porcentagem da contracao
prévia de fenilefrina. O nimero de animais utilizados em cada experimento
encontra-se entre parénteses nos graficos.

As curvas concentracdo-resposta foram analisadas através de ANOVA duas
vias e quando detectada significancia estatistica era realizado po6s-teste de
Bonferroni. Com o objetivo de comparar o efeito da remoc¢éo do endotélio ou de
alguns farmacos sobre a resposta vasoconstritora a fenilefrina dos grupos
estudados, os resultados foram expressos como porcentagem da diferenca da
area abaixo da curva (dAUC) nas situacdes controle (sem farmaco) e nas

situacdes experimentais (remocéo do endotélio ou na presenca de farmacos).
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Para a avaliacdo da intensidade de fluorescéncia de éxido nitrico e &anion
superoéxido foi utilizado ANOVA uma via e para as demais analises foi utilizado
Teste t de Student ndo pareado para comparacao de duas médias. As diferencas

foram consideradas significantemente estatisticas quando P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 REATIVIDADE VASCULAR

4.1.1 Avaliacéo da resposta vasodilatadora dependente (ACh) do endotélio

nos segmentos isolados de aorta torécica

Foi avaliado se a exposic¢éo in vitro ao Cd poderia alterar o relaxamento
dependente do endotélio, por meio de curvas concentracdo-resposta a
acetilcolina (1012 a 10“M) em segmentos de aorta de ratas. A ACh promoveu
relaxamento dos anéis de aorta de maneira semelhante em ambos 0s grupos

como indicado na Figura 6. O Cd néo foi capaz de alterar essa resposta.
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Figura 6: Resposta dilatadora induzida pela ACh em segmentos de aorta de ratas dos grupos Ct
e Cd. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como porcentagem da pré-contracao a Fe.
O numero de animais usados esta indicado entre parénteses. ANOVA (duas vias) P > 0,05.

4.1.2 Avaliacdo da resposta vasodilatadora independente (NPS) do

endotélio nos segmentos isolados de aorta toracica

Para verificar se a exposicao in vitro ao Cd poderia alterar o relaxamento

independente do endotélio em segmentos de aorta de ratas, o endotélio de
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alguns anéis aérticos foi removido e a avaliacdo do relaxamento ao nitroprussiato
de sédio (NPS - 10?2 a 104 M), um doador de NO, foi realizada.

Anéis de aorta que tiveram seu endotélio removido mecanicamente foram
pré-contraidos com Fe. A adicdo de NPS induziu o relaxamento dos anéis
isolados de aorta em ambos 0s grupos. Entretanto, a curva de relaxamento ao
NPS do grupo Cd se mostra deslocada para a esquerda, sugerindo maior

sensibilidade ao NPS no grupo Cd (Figura 7).
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Figura 7: Resposta dilatadora induzida pelo NPS em segmentos de aorta de ratas dos grupos
Ct e Cd. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como porcentagem da pré-contracdo a
Fe. O numero de animais usados esta indicado entre parénteses. ANOVA (duas vias) *P < 0,05.

4.1.3 Participacdo da enzima guanilato ciclase solavel no relaxamento
independente do endotélio nos segmentos isolados de aorta toracica

O aumento do relaxamento ao Nitroprussiato de sodio no grupo Cd pode
ser decorrente de alteracdes na atividade da enzima GCs. Por isso, avaliamos a
participacdo da GCs no aumento do relaxamento ao NPS através da incubacéo

do Azul de metileno (10 puM), um inibidor dessa enzima.
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A adicdo de Azul de metileno reduziu a resposta ao NPS em ambos os

grupos experimentais, indicando participacdo similar da Guanilato Ciclase no

relaxamento induzido pelo NPS em ambos os grupos (Figura 8).
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Figura 8: (A-B) Resposta dilatadora induzida pelo NPS na presenca ou ndo de azul de metileno
em segmentos de aorta de ratas dos grupos Ct e Cd. Os resultados (média + EPM) estdo
expressos como porcentagem da pré-contragdo a Fe. O nimero de animais usados esta indicado
entre parénteses. ANOVA (duas vias) *P < 0,05. (C) Diferenca percentual da &rea abaixo da
curva (dAUC%) para comparacao entre os grupos. Teste-t ndo pareado foi usado na dAUC, P >

0,05.



49

4.1.4 Contracdo do musculo liso vascular ao Cloreto de Potéssio (KCI)

A exposi¢cdo dos anéis de aorta ao KCI (75 mM) provocou resposta
contratil similar em ambos o0s grupos experimentais (Controle 1,70 £ 0,13g, n=
34; vs Cadmio 1,84 + 0,08g, n=35, teste t-Student ndo pareado), por isso, a
resposta contratii a Fe foi normalizada pela contracdo maxima ao KCI, em

porcentagem (Figura 9).
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Figura 9: Avaliagdo da fungdo muscular lisa dos segmentos de aorta (A Contragdo ao KCL).
Valores expressos em média e EPM; p > 0,05, Teste t de Student ndo pareado.

4.1.5 Reatividade a fenilefrina de segmentos isolados de aorta

A incubacdo com concentracdes crescentes de Fe, um agonista a1l-
adrenérgico, foi capaz de produzir contragdo nos aneéis adrticos de ambos os
grupos. A exposicéo in vitro ao Cd 5 uM néao foi capaz de alterar essa resposta
(Figura 10).
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Figura 10: Curvas concentragao-resposta a Fe em segmentos adrticos dos grupos Ct e Cd apds
exposi¢éo in vitro ao CICd2. Valores expressos em média e EPM, o numero de animais esta
representado entre parénteses; ANOVA duas vias, pos-teste de Bonferroni. P > 0,05.

4.1.6 Participacdo do tecido adiposo perivascular (TAP) na resposta a

fenilefrina de segmentos isolados de aorta

Para avaliar a participacdo do TAP na reatividade a fenilefrina apds a
exposicao in vitro ao Cd, os anéis com TAP foram dissecados da aorta, antes da

remocao completa desse tecido nos demais segmentos da aorta.

A presenca do TAP foi capaz de reduzir a reatividade vascular a Fe
(desvio da curva para direita) somente no grupo controle (Figuras 11A, B e C),
indicando seu papel anticontratii. No entanto, apdés exposicdo ao Cd, a

modulacao anticontratil do TAP sobre a reatividade a Fe foi abolida (Figura 11C).
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Figura 11: (A-C) Curvas concentracdo-resposta a Fe em segmentos aorticos dos grupos Ct, Cd,
Ct TAP e Cd TAP. Valores expressos em média e EPM, o nUmero de animais esta representado
entre parénteses; ANOVA duas vias, pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05 vs contragdo do Controle
a mesma concentracao de Fe.

4.1.7 Efeitos da exposic¢dao in vitro ao Cadmio sobre a modulagao endotelial

naresposta vasoconstritora a fenilefrina

Para definir se haveria alguma alteracdo na participacdo do endotélio na
resposta contratil a Fe, o endotélio de alguns anéis foi removido e as curvas de
ambos os grupos foram analisadas. Observou-se que a remo¢do mecanica do
endotélio aumentou a resposta contratil a Fe tanto do grupo Ct quanto do grupo
Cd (Figuras 12A, B e C). Entretanto, ndo houve diferenca na magnitude dessa

resposta entre os grupos (Figura 12D).
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Figura 12: (A-C) Curvas concentragio-resposta a Fe em segmentos aorticos dos grupos Ct, Cd,
Ct E- e Cd E- ap6s a remocdao do endotélio. Valores expressos em média e EPM, o numero de
animais esta representado entre parénteses; ANOVA duas vias, pOs-teste de Bonferroni. *P >
0,05 vs contracao do Controle & mesma concentracéo de Fe. (D) Diferenca percentual da area
abaixo da curva (dAUC%) para comparacdo entre os grupos. Teste-t ndo pareado foi usado na
dAUC, p > 0,05.
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4.1.8 Efeitos da exposi¢cdo in vitro ao Cadmio sobre vias vasoativas

endoteliais na resposta vasoconstritora a fenilefrina

Embora a exposicao in vitro ao cadmio ndo tenha modificado a reatividade
vascular a Fe ou a modulacédo endotelial, ndo se pode descartar os possiveis
efeitos do metal em vias endoteliais que induzem relaxamento e/ou contragao.
Portanto, mesmo diante dos resultados acima, algumas vias endoteliais alvo do

Cd, ja reportada em trabalho anterior (ANGELI et al., 2013), foram investigadas.

4.1.8.1 Participacéo da via do éxido nitrico na resposta contratil a Fenilefrina em

aorta toracica

Para avaliar a participacdo do NO na resposta contratil a Fe, utilizamos o
L-NAME (100uM), que € um inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase (NOS),

enzima responséavel pela producéo de NO.

Observamos que ao inibir a NOS, ambos 0s grupos tiveram um aumento
da resposta contrétil a Fe (Figuras 13A, B e C). Entretanto, a magnitude desse
efeito ndo foi diferente entre os grupos (Figura 13D).
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Figura 13: (A, B e C) Curvas concentragdo-resposta a Fe na presen¢a ou ndo do L-NAME em
segmentos aodrticos dos grupos Ct, Cd, Ct L-name e Cd L-name. Valores expressos em média e
EPM, o nimero de animais esta representado entre parénteses; ANOVA duas vias, pés-teste de
Bonferroni. *P < 0,05 vs contracdo do Controle & mesma concentracdo de Fe. (D) Diferenca
percentual da area abaixo da curva (dJAUC%) para comparagdo entre os grupos. Teste-t ndo
pareado foi usado na dAUC, P > 0,05.
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Corroborando os achados funcionais, a producéo basal de NO, avaliada
através de sonda DAF-2 fluorescente, também se manteve inalterada em ambos
0S grupos. Esses dados, em conjunto, indicam uma producéo similar de NO em

ambos os grupos, corroborando com andlise funcional da NOS.
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Figura 14: Detecgdo de NO “in situ” em secc¢des de aorta. (A) Imagens representam o0s
segmentos de aorta marcados com a sonda fluorescente DAF-2 no grupo Controle e Cadmio na
presenca e auséncia de L-NAME. (B) Grafico demonstrando a analise semi-quantitativa dos
niveis de fluorescéncia. Dados expressos em média + EPM da densidade de fluorescéncia. Para
analise comparativa foi usado o Teste-t ndo pareado. P > 0,05.
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4.1.8.2 Participagdo da via da enzima ciclooxigenase (COX) na resposta contratil
a Fenilefrina em aorta toracica

Para avaliar a participacdo da via da COX na resposta contratil a Fe apés

a exposicao in vitro ao Cd, utilizamos um inibidor ndo seletivo da COX, a
Indometacina.

A incubacédo com o farmaco no grupo Controle reduziu a resposta contratil
a Fe sugerindo liberacdo de prostanodides constrictores. No entanto, no grupo
exposto ao Cd, essa resposta foi abolida sugerindo uma redugéo da modulacéo
positiva dos prostandides derivados da COX na resposta contratil a Fenilefrina
de ratas expostas ao Cd. (Figura 15A-C).
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Figura 15: (A-C) Curvas concentracdo-resposta a Fe na presenc¢a ou ndo de Indometacina em
segmentos adrticos dos grupos Ct, Cd, Ct indometacina e Cd indometacina. 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 contragdo do Controle & mesma concentragdo de Fe.
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4.1.8.3 Participacdo da via da Angiotensina Il na resposta contratil a Fenilefrina

em aorta toracica

Para avaliar a participacdo da via da Ang Il na resposta contratil a Fe apds

a exposicao in vitro ao Cd, utilizamos um inibidor ndo seletivo da ECA, o

Enalapril.
A
150 -8 Controle (9)
-@- Cédmio (6)
o -8~ Enalapril Ct (9)
@ 100 & Enalapril Cd (6)
©
c
S
9 504
0
-10 -8 6 4
Fenilefrina (log mol. L™
B C
1501 admi
1507 _e- controle ) ; Cadmlo.(G)
- Enalapril (9) Enalapril (6)

Fenilefrina (log mol. L) Fenilefrina (log mol. L'

D 0-
_20_

o

=

< -40

3

>
60 %
-80 T T

Ct Cd

Figura 16: (A-C) Curvas concentracdo-resposta a Fe na presenca ou ndo de Enalapril em
segmentos adrticos dos grupos Ct, Cd, Ct Enalapril e Cd Enalapril. Valores expressos em média

e EPM, o nimero de animais esta representado entre parénteses; ANOVA duas vias, pés-teste
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de Bonferroni. *P < 0,05 vs contragdo do Controle a mesma concentragdo de Fe. #P < 0.05 Ct
Enalapril vs Cd Enalapril. (D) Diferenca percentual da area abaixo da curva (dAUC%) para

comparacao entre os grupos. Teste-t ndo pareado foi usado na dAUC, *P < 0,05.

Ao inibir a ECA, observamos uma reducédo da reatividade vascular a
fenilefrina em ambos os grupos (Figuras 16A, B e C), sugerindo modulacdo da
Ang Il na reatividade a Fe. Porém, os valores da dAUC demonstram que a
participacdo da via da Ang Il na resposta contratil a fenilefrina estd aumentada
em aneéis de aorta expostos ao cadmio. A diferenca da participacédo da via da
Ang |l nos dois grupos estudados pode ser claramente observada através da
diferenca de area abaixo da curva (Fig. 16D).

4.1.8.4 Participacdo dos canais para potassio (K*) na resposta contratil a

Fenilefrina em aorta toracica

Para avaliar a participacdo dos canais para K* na resposta contratil a
Fenilefrina apds a exposicédo in vitro ao Cd, utilizamos um inibidor ndo seletivo

desses canais, o TEA.

Ao inibir os canais para K*, observamos um aumento da reatividade
vascular a Fe em ambos os grupos (Figuras 17A, B e C), sugerindo a
participacdo desses canais na modulacdo da reatividade a Fe. No entanto, a
magnitude desse efeito, evidenciado pelo dAUC (Figura 17D), foi menor no grupo
exposto ao Cd.
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Figura 17: (A-C) Curvas concentracdo-resposta a Fe na presenca ou ndo de TEA em segmentos
aorticos dos grupos Ct, Cd, Ct TEA e Cd TEA. 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 contrac¢d@o do Controle & mesma concentracéo de Fe. #P < 0.05 Ct TEA vs Cd TEA. (D)
Diferenca percentual da area abaixo da curva (dAAUC%) para comparacao entre 0s grupos. Teste-
t ndo pareado foi usado na dAUC, *P < 0,05.
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4.1.8.5 Participacdo do anion superoéxido (O2") na resposta contratil a Fenilefrina

em aorta toracica

Para investigar a participacao do anion superoxido na resposta contratil a

Fe, utilizamos um scavenger do Oz™, a enzima SOD (150 U/ml).

Observamos que a incubagdo com essa enzima reduziu a resposta
contratil apenas no grupo Cd (Figura 18A-C). Esse resultado sugere que ha
participagéo do O2" na modulacdo da reatividade vascular a Fenilefrina dos anéis

expostos ao Cd.
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Figura 18: (A-C) Curvas concentracdo-resposta a Fe na presenga ou ndo de SOD em segmentos
aorticos dos grupos Ct, Cd, Ct SOD e Cd SOD. 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 contragdo do Controle @ mesma concentragdo de Fe.

Com o objetivo de confirmar 0 aumento na producao de anion superoxido

pela exposicdo ao Cd observada nos dados funcionais, foi realizada a técnica de
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deteccdo in situ de O por meio de fluorescéncia oxidativa ao DHE. A Figura 19
demonstra que segmentos de aorta de ratas expostas ao Cd apresentaram maior

fluorescéncia quando incubadas com DHE, quando comparado ao grupo

controle.
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Figura 19: Detecgdo “in situ” da producdo de anion superdoxido em segmentos de aorta.
Microfotografias de fluorescéncia representando seccdes transversais de aorta toracica na
presenca de DHE de animais do grupo Controle (Ct) e Cadmio (Cd). A especificidade do método
foi avaliada pela incubagé@o das aortas com o Tiron (1mM). Gréfico de barras demonstrando a
andlise semiquantitativa. Os dados estdo expressos em média + EPM da densidade de
fluorescéncia. O nimero de animais esta indicado entre parénteses. Para analise comparativa

foi usado o Teste-t ndo pareado. *P < 0,05 vs Cd.
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4.1.8.6 Participagdo da NADPH oxidase na resposta contratil a Fenilefrina em

aorta toracica

A NADPH oxidase ¢é a principal enzima produtora de espécies reativas de
oxigénio vascular. Para investigar a contribuicdo desta enzima, utilizamos a
Apocinina (30uM), que impede a translocagdo das subunidades citosélicas da
NADPH oxidase, inibindo-a.

Os resultados demonstraram reatividade vascular similar antes e apos a
incubacdo com o farmaco em ambos 0s grupos experimentais, sugerindo que
essa enzima ndo € a fonte do excesso de O2" observado nos anéis Cd (Figura
20A-C).
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Figura 20: Curvas concentrac@o-resposta a Fe na presencga ou ndo de Apocinina em segmentos
aorticos dos grupos Ct, Cd, Ct apocinina e Cd apocinina. Valores expressos em média e EPM, o
namero de animais esta representado entre parénteses; ANOVA duas vias, pés-teste de
Bonferroni P > 0,05.
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4.1.8.7 Participacdo do peroxido de hidrogénio (H202) na resposta contrétil &

Fenilefrina em aorta toracica

Para investigar a participacdo do peréxido de hidrogénio na resposta
contratil a Fenilefrina, os anéis foram incubados com a enzima Catalase

(1000U/ml), responséavel pela degradacéo de H202 em H20 e Oa.

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

participagéo do H202 na reatividade vascular de ambos os grupos (Figura 21).
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Figura 21: Curvas concentracéo-resposta a Fe na presenca ou nao de Catalase em segmentos
aorticos dos grupos Ct, Cd, Ct catalase e Cd catalase. Valores expressos em média e EPM, o
namero de animais esta representado entre parénteses; ANOVA duas vias, pls-teste de
Bonferroni P > 0,05.
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4.2 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES ERA DE ESTROGENIO NA
RESPOSTA CONTRATIL A FENILEFRINA EM AORTA TORACICA

Sabendo que o Cd €& um metaloestrogeno decidimos explorar o
desempenho dos receptores ERa na exposigcédo a esse metal pesado através do

Fulvestrant (1 uM), que nesta dose age como um degradador desses receptores.

Observamos que a incubacéo com o Fulvestrant aumentou a reatividade
vascular a Fe apenas no grupo Cd (Figura 22A-C), sugerindo uma maior
modulagao dos receptores ERa apds a exposicdo in vitro ao Cd, fortalecendo

esse metal pesado como um metaloestrégeno.

A
200
-~ Ct(27) P
-8 Cd(33) *
_| & Fulvestrant Ct (4)
,8 150 -~ Fulvestrant Cd (4)
(&4
s
= 1004
o
O
(=]
C\ 50_
0
-10 -8 6 4
Fenilefrina (log mol. L™}
B C
2007 o Ct(27) 2007 o cd(33) -
-0 Fulvestrant (4) -0 Fulvestrant (4) *
o 1504 o 1504
o T
(&4 (&4
o o
‘E 1004 ‘€ 1004
o o
O O
S 50+ E
0 T 1 0 T 1
-10 -8 -6 -4 -10 -8 -6 -4
Fenilefrina (log mol. L’l) Fenilefrina (log mol. L’l)

Figura 22: (A-C) Curvas concentragdo-resposta a Fe na presenca ou ndo de Fulvestrant em
segmentos aorticos dos grupos Ct, Cd, Ct fulvestrant e Cd fulvestrant. Valores expressos em
média e EPM, o nUmero de animais esta representado entre parénteses; ANOVA duas vias, pos-
teste de Bonferroni *P < 0,05.
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4.3 ANALISE DA ARQUITETURA ENDOTELIAL POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

Para verificar se ha dano estrutural na superficie endotelial de aorta de
ratas apos a exposi¢ao in vitro ao Cd, foi realizada a MEV. As imagens adrticas
toracicas de fémeas do grupo Controle mostram uma superficie escamosa
normal com uma camada celular endotelial confluente. Em contraste, o grupo
Cadmio exibe um dano endotelial da superficie estrutural com evidente

irregularidade na superficie endotelial e perda da estrutura normal (Figura 23).

/7

x1,000 _AOum  — x1,000  10pm  e—

Figura 23: Microscopia eletrénica de varredura mostrando fotomicrografia representativa da
estrutura endotelial de aorta de ratas Controle (Ct) e Cadmio (Cd). Barra de escala 10um
(ampliacao de x1000). Asterisco: superficie endotelial; seta branca: célula endotelial.
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6 DISCUSSAO

Embora o nimero de estudos sobre a funcédo vascular induzida pela
resposta ao Cd seja crescente nos ultimos anos, até o presente momento, pouco
se sabe sobre os efeitos desse metal em fémeas. Decerto, avangamos no
conhecimento dos efeitos do Cd in vitro em baixa concentracdo, sob a funcéo

vascular de ratas Wistar.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram pela primeira vez,
gue a exposicao in vitro a 5 uM de Cd, concentracéo abaixo daquela encontrada
na camada média da aorta de fumantes (ABU-HAYYEH et al., 2001), foi capaz
de lesionar a arquitetura do endotélio vascular, podendo levar a ocorréncia de
vasculopatias. Estudos prévios demonstraram que tanto a exposi¢cao aguda,
como a exposicao crbénica ao Cloreto de Mercurio (ClzHg) também séo capazes
de danificar a camada endotelial de aorta de Wistar machos e fémeas, expondo
a membrana elastica interna do vaso (CORDEIRO et al., 2019; SCHEREIDER;
VASSALLO; SIMOES, 2021). Sendo assim, nossos achados demonstram que
assim como o Hg, o Cd é um metal que mesmo em exposic¢des in vitro, é capaz

de danificar a estrutura do endotélio vascular em fémeas.

O Cd foi capaz de alterar a reatividade vascular a Fe na presenca do TAP,
promover disfuncdo endotelial por aumento da producdo de Oz, pelo aumento
da participacdo da via da Ang Il e por reducado da participacdo dos canais para
K*. Apesar da manutencao da reatividade vascular na auséncia de TAP apés a
exposi¢cdo in vitro ao Cd, a disfuncdo vascular observada nos anéis de aorta
dessas ratas, também parece envolver a participacdo dos receptores ERa,
fortalecendo o papel desse metal pesado como um metaloestrogeno. Estudos
demonstram a capacidade do estrogénio em desempenhar sua funcao
cardioprotetora, através da ativacdo dos ER (CHAMBLISS; SHAUL, 2002;
PEREZ-CREMADES et al., 2018). A regulacdo da reatividade vascular
associada ao estrogénio, se da pela manutencéo da funcdo endotelial normal,
que por ativacao dos ER aumentam a biodisponibilidade de NO e de prostaciclina
(GEARY etal., 2000; NOVELLA et al., 2013; SOBRINO et al., 2010, 2017). Sabe-
se gque a expressdo de ER nas artérias € menor nos homens, do que nas

mulheres pré e pds-menopausa, assim como o nivel de secrecao de estrogénio



67

(HAYASHI et al., 2007; ORSHAL; KHALIL, 2004). Oliveira e colaboradores
(2022) demonstram que a exposi¢cado subcrénica ao Cd nédo altera os niveis
circulantes de E2 em ratas (OLIVEIRA, T. F. et al., 2022). Silva e colaboradores
(2013), j& haviam descrito a capacidade do Cd, como metaloestrégeno, induzir
a proliferacéo de células do estroma, derivadas do endométrio de mulheres com
endometriose, fortalecendo essa acédo do metal (SILVA et al., 2013). Portanto, a
elucidacdo dessa acdo do Cd sobre os receptores de estrogénio, € importante

para identificar o mecanismo de acao do Cd no sexo feminino.

De fato, evidenciamos que a exposicao in vitro ao Cd 5 uM num vaso
integro, altera a reatividade vascular, porém na auséncia do TAP, ndo ha
alteracdo da reatividade vascular a Fe. Esses resultados sdo compativeis com
os observados em exposicao subcrénica durante 30 dias com cadmio (Cd 100
ppm) através da agua de beber em ratas, onde nao foi observada alteracdo de
reatividade vascular na auséncia de TAP (OLIVEIRA, T. F. et al., 2022). Tais
dados se opOe aos achados em ratos machos, onde verificaram que a exposi¢céo
tanto aguda (10 pyM), como subcrdnica ao cadmio (Cd 100 ppm) aumentou a
contratilidade vascular de aorta nesses ratos na auséncia de TAP (ALMENARA,
C.; PEREIRA, 2013; ANGELI et al., 2013; OLIVEIRA, T. F. et al., 2019). Esses
achados reforcam que a manutenc¢éo da reatividade vascular em fémeas ap0s a
exposicao ao Cd, em parte podem ser devidos a acéo do Cd sobre os ER.

Para verificar se a exposicdo in vitro ao Cd poderia alterar a modulacéo
endotelial em ratas, a reatividade vascular a Fe foi testada em anéis isolados de
aorta na presenca (E+) e na auséncia do endotélio (E-). Embora ndo houvesse
diferenca na resposta de ambos os grupos, ndo foi descartado um desbalanco
entre fatores vasoconstritores e vasodilatadores induzidos pela exposicdo ao

metal, e algumas vias vasoativas endoteliais foram testadas.

Em machos, a reducdo da biodisponibilidade de NO apés exposi¢cdo ao
Cadmio ja é bem estabelecida na literatura (ALMENARA, C.; PEREIRA, 2013;
ANGELI et al., 2013; GOKALP et al., 2009; MAJUMDER et al., 2008;
NAGARAJAN et al.,, 2013; OLIVEIRA, T. F. et al., 2019). O unico trabalho
realizado em fémeas, expostas de forma subcrbénica ao Cd, demonstrou uma
preservacao de NO em aorta isolada (OLIVEIRA, T. F. et al., 2022). No entanto,

os efeitos diretos do Cd in vitro sob a vasculatura de fémeas, nao haviam sido
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estudados. De acordo com os resultados obtidos pela incubagdo com L-NAME,
também nao foi observada alteracdo da modulacdo do NO sobre a resposta a
Fe em anéis de aorta de ratas expostas ao Cd, quando comparados ao grupo
Ct, o que corrobora com os achados anteriores em fémeas. A andlise da
producdo basal de NO por DAF-2 confirma esse achado, indicando uma

producao similar de NO em ambos os grupos.

Diversos estudos tem associado a exposicdo ao Cd, com danos
cardiovasculares promovidos pelo aumento do estresse oxidativo causado pelo
metal (ALMENARA, C.; PEREIRA, 2013; ANGELI et al., 2013; OLIVEIRA, T. F.
et al., 2019). Ratos machos expostos de forma subcrénica ao Cd e que obtiveram
concentragdo sanguinea de Cd similar aquela encontrada em individuos
expostos ocupacionalmente, tiveram aumento da liberacéo de Oz, associado a
NADPH oxidade (isoforma NOX2) e participacdo do H202 como agente contratil
(ALMENARA, C. C. P. et al, 2013). Cabe ressaltar que a depender da
quantidade de H20: liberada, essa ERO pode agir como agente contratil ou
anticontratil (GAO et al., 2004). Em machos, a exposicdo ao Cd de forma aguda
(10uM), superior aquela encontrada na camada meédia de fumantes (ABU-
HAYYEH et al., 2001) também demonstrou aumento de O2" e H202, como
agentes contrateis (ANGELI et al.,, 2013). Em nossos resultados nédo
encontramos participacdo do H202 na modulagéo da reatividade vascular a Fe
no grupo exposto ao Cd, entretanto, a remocéo catalitica do Oz™, através da
incubacdo com SOD, reduziu a resposta contratil a Fe apenas no grupo Cd.
Esses dados sugerem uma maior biodisponibilidade de O2", atuando como fator
contrétil e contribuindo para a modulagédo da resposta a Fe. Essa hipotese foi
confirmada através do protocolo de fluorescéncia com a sonda DHE, onde
observamos maior producdo O™ in situ. Esse dado, se opde ao encontrado em
ratas expostas de forma subcronica ao Cd, onde nao foi observada alteracéo na
biodisponibilidade de O2" (OLIVEIRA, T. F. et al.,, 2022). Nossos resultados
demonstram que em fémeas, o Cd aumenta a liberacdo de O2" mesmo em baixa
concentracdo, mas que de forma crénica, mecanismos compensatorios podem

atuar de forma a se contrapor a esse efeito (OLIVEIRA, T. F. et al., 2022).

Para verificar se a NADPH oxidase seria fonte responsavel pelo aumento do

02, um inibidor dessa enzima foi utilizado. No entanto, ndo observamos
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alteracOes significativas na reatividade vascular que indicassem alteragdes na
mesma. Sabe-se interagcdo do Oz com o NO provoca a formagdo de ONOO-,
que por sua vez, pode promover o desacoplamento da eNOS e induzir a
producdo de mais EROs (APEL; HIRT, 2004; MILSTIEN; KATUSIC, 1999).
Sabendo que o Cd tem ac¢do direta no sitio catalitico da eNOS e pode desacopla-
la (MITTAL; HARRELL; MEHTA, 1995), acreditamos que essa via possa explicar
0 aumento de Oz observado apés a exposicdo in vitro ao Cd. Portanto, mais
estudos sdo necessarios para investigar o aumento do estresse oxidativo em

aorta de ratas ap0s a exposic¢éo in vitro ao Cd.

A Ang Il é considerada um potente vasoconstrictor, que induz disfuncéo
vascular via aumento da produgéo de EROs que induzem estresse oxidativo em
células do musculo liso vascular (CMLV) (NAZAREWICZ et al., 2014; ZAFARI et
al., 1998). Um estudo onde aortas de machos foram expostas ao Cd in vitro,
evidenciou a participacdo da Ang Il no aumento da resposta contratil a Fe e um
aumento na producgdo intracelular de EROs induzidos pela Ang I,
predominantemente derivados da NADPH oxidase (ZAFARI et al., 1998). Quanto
as alteracdes na via da Ang Il apés a exposicdo ao Cd, Almenara e
colaboradores (2013), ndo observaram alteracbfes nessa via na disfuncéo
endotelial promovida pela exposicdo subcrbnica ao Cd em machos
(ALMENARA, C. C. P. etal., 2013). No estudo de Angeli e colaboradores (2013),
onde machos foram expostos de forma aguda ao Cd, com o dobro da
concentracdo utilizada no nosso estudo (10 uM), foi observado um aumento da

participacdo da Ang Il na resposta contratil a Fe (ANGELI et al., 2013).

Ja se sabe também que em machos, o Cd exerce acao inibitéria direta sobre
a atividade da ECA sérica, aortica e pulmonar, efeito esse concentracao-
dependente (BROSEGHINI-FILHO et al., 2015). Nossos resultados demonstram
uma participacdo da via da Ang Il no grupo Cd, ndo observada no grupo Ct. Uma
maior participagdo do SRA, aumenta a liberagdo de Ang Il, que promove seus
efeitos classicos via receptor AT: (vasoconstricdo e producdo de EROS)
(SALAZAR, 2018; TOUYZ; TABET; SCHIFFRIN, 2003).

Quanto a participagdo dos prostanoides derivados da COX, um estudo
anterior identificou um aumento da liberagéo de prostanoides vasoconstrictores

em aorta isolada de ratos apos exposi¢do in vitro ao Cd, com o dobro da
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concentracéo utilizada no presente estudo (ANGELI et al., 2013). Os estudos
gue analisaram a via da COX na exposicdo ao Cd sdo escassos. Porém, a
exposicao ao Cd esta associada ao aumento do estresse oxidativo (ALMENARA,
C.C.P.etal, 2013; ANGELI et al., 2013; OLIVEIRA, T. F. et al., 2019), condic&o
gue aumenta a atividade/expressédo da via da COX-2 (BRIONES; HERNANZ;
PE, 2008; LIEBERT et al., 2004). Nossos resultados sugerem uma reducédo da
modulacao positiva dos prostandides derivados da COX na resposta contratil &
Fe de ratas expostas ao Cd. Esses dados sugerem que pode haver um aumento
da liberacdo de PGI2 e/ou reducdo de prostandides constrictores nessas ratas,
contribuindo como dos importantes contrabalanceadores da resposta ao Cd na
modulacado da reatividade vascular. Porém, para confirmar essa hipotese, mais

estudos sdo necessarios para investigar tal participacao.

Os canais para K* sdo importantes reguladores do ténus vascular, pois
participam do potencial de membrana das células excitaveis (NELSON;
QUAYLE, 1995). Ao serem ativados, esses canais permitem o efluxo de K* e
hiperpolarizagcdo da célula ao reduzir o potencial de membrana (FELETOU;
VANHOUTTE, 2006; NELSON; QUAYLE, 1995). Sua ativacdo promove
relaxamento do musculo liso vascular. Quando esses canais sao inibidos, a
reducdo no efluxo de K* aumenta o potencial de membrana da célula, abrem-se
0s canais de célcio, o que leva a despolarizacdo e contracdo do musculo liso
vascular (COLEMAN; TARE; PARKINGTON, 2004).

Dentre os tipos de canais para K* presentes no endotélio e nas CMLV,
podemos destacar os canais para K* voltagem dependentes (Kv), canais para K*
ativados por calcio (Kca) de baixa, intermediaria e alta condutancia (BKca),
canais para K* sensiveis ao ATP (Katp) e canais para potassio retificadores (Kir)
(JACKSON, 2006). Os canais BKca sdo os mais abundantes no musculo liso
vascular e podem ser ativados por Ca*?, por despolarizacdo, mondcito de
carbono (CO), entre outras substancias (FELETOU; VANHOUTTE, 2006;
JACKSON, 2006).

Um estudo anterior realizado em CMLV de artérias mesentéricas bovinas,
demonstrou que a exposi¢cao aguda ao Cd em concentragdes inferiores a 1 uM
podem inibir os BKca do musculo liso vascular (STOCKAND J. et al, 1993), pois
por ser um metal bivalente, o Cd poderia competir com o Ca*? pelo sitio de
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ligacdo (BLAZKA; SHAIKH, 1991). Nossos resultados sugerem uma reducéo da
participacdo dos canais para K* em ratas ap0s a exposicao ao Cd. Sabe-se que
as EROs podem modular negativamente a atividade desses canais nas curvas
de relaxamento (TANG et al., 2004; VASSALLO et al., 2018), o que também pode
contribuir para a reducdo da participacdo dos canais para K* encontrada no

nosso estudo nas curvas de reatividade a Fe em aorta isolada de ratas.

Nos anéis aorticos isolados de ratas, a exposi¢ao in vitro ao Cd néo alterou
o relaxamento dependente do endotélio, induzido pela ACh. Tal achado,
corrobora com o encontrados apds exposicdo subcrénica durante 30 dias em
fémeas (OLIVEIRA, T. F. et al., 2022 ). Quanto ao relaxamento independente do
endotélio, induzido por NPS, a exposicdo in vitro ao Cd aumenta a resposta
vasodilatadora nesse grupo. Estudos anteriores demonstram que tanto a
exposicdo aguda como a subcrdnica, ndo alteram a resposta vasodilatadora
independente do endotélio em machos (ALMENARA, C. C. P. et al., 2013;
ANGELI et al., 2013; ROSSI, 2022), assim como ndo se observam alteracoes
nessa via na exposi¢cao subcronica em fémeas (OLIVEIRA, T. F. et al., 2022).
Quando testada a participacdo da GCs através da incubacdo com AM, os
achados sdo similares, ndo observando diferencas entre 0s grupos que
indicassem alteracdes da GCs. Mais estudos sao necessarios para investigar o
aumento da resposta ao NPS em aorta de ratas ap0s a exposi¢ao in vitro ao Cd.



12
7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que a exposicao in vitro ao Cd 5 uM foi capaz
de danificar a arquitetura da superficie endotelial e de aumentar a reatividade
vascular a fenilefrina em aorta isolada integra, por reduzir a modulacdo
anticontratil do TAP. A exposicao in vitro ao metal induziu a alteracdes na funcéo
vascular, caracterizada por um desbalanco na liberacdo de substancias
vasoconstritoras e vasodilatadoras. O Cd foi capaz de aumentar a producao de
anion superoéxido, aumentar a participacdo da via da Ang Il na resposta a Fe e
de reduzir a participacdo dos canais para K*. Em contrapartida, o Cd também foi
capaz de reduzir a liberacao de prostanoides vasoconstritores e/ou de aumentar
a liberacdo de prostaciclina. Acreditamos, que o equilibrio na liberacdo desses
fatores, associado a participagdo do Cd como um metaloestrogeno, foram
capazes de manter a reatividade vascular inalterada na auséncia do TAP (Figura
24).

Assim, compreendidos alguns dos mecanismos pelos quais a exposi¢ao in
vitro ao Cadmio age na vasculatura da aorta de fémeas, sugerimos que mais
estudos sejam realizados a fim de entender como esse metal age na populacéo
feminina e identificar as possiveis terapias que reduzam os danos vasculares

nessa populacéo.
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Figura 24: Resumo grafico dos achados do presente estudo com sugestao de mecanismos pelos
guais a exposicdo in vitro ao Cadmio leva a disfungdo vascular em ratas. Fonte prépria a partir

dos servidores Canva e Server Medical Art.
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