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RESUMO

Os compostos triorganoestanicos, como o tributilestanho (TBT) s&o utilizados em
tintas antiincrustantes por empresas maritimas, prejudicando o0 ecossistema
marinho. O TBT inibe a aromatase, provocando o desenvolvimento do imposex que
€ a masculinizacdo de fémeas de moluscos. O estrogénio confere protecdo ao
sistema cardiovascular, atuando nos receptores de estrogénio presentes no
endotélio e no musculo liso vascular. Neste estudo avaliamos os efeitos da
exposicdo por 15 dias ao TBT (100 ng/kg, via oral) sobre a reatividade vascular a
fenilefrina (FE) em anéis isolados de aorta de ratas Wistar (n=10, 230-250 g),
divididas em grupos CONT (néo tratado) e TBT. Anéis isolados de aorta, com e sem
endotélio, foram utilizados para avaliacdo da reatividade vascular a FE (doses
cumulativas 10*° — 10 M). Os dados foram expressos como erro padrdo da média
(xEPM) da resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD2) foram analisados por
teste t de Student (ndo-pareado), as diferencas foram consideradas significantes
guando p<0,05. Os animais TBT apresentaram reducdo nas concentracbes
plasmaticas de estrogénio (CONT: 47,2+ 7 pg/mL vs TBT: 32,3+ 4,3* pg/mL,
*p<0,05) e aumento nas concentracdes plasmaticas de progesterona (CONT: 4,0 £
0,7 ng/mL TBT: 7,0 £ 1,2* ng/mL, *p<0,05). A exposi¢cdo ao TBT por 15 dias diminuiu
a espessura e a area vascular dos anéis de aorta (CONT: 0,46 + 0,06 vs. TBT: 0,19
+ 0,04* um; CONT: 361,3 + 27,8 vs TBT: 241,8 + 11,2* pm? x 10° *p<0,01,
respectivamente). O TBT aumentou a deposicdo de colageno nos anéis aorticos
(CONT: 7,2 + 1,0 vs TBT: 24,8 + 0,9* %, *p<0,05). A intensidade da fluorescéncia,
produzida pela oxidacdo do dihidroetideo, foi maior no grupo TBT indicando um
aumento na producao de O,- vs CONT, *p<0,01. A expressao da proteina alfa actina
de musculo liso reduziu nos anéis que sofreram exposi¢cdo ao TBT (CONT: 1,00 +
0,03 vs TBT: 0,67 £ 0,06*, *p<0,05). O tratamento com TBT reduziu a Rmax a FE
(CONT: 143,4 = 6,1 vs TBT: 119,1 + 8,5* % de contracdo ao KCI, *p<0,05). A
remocao do endotélio promoveu resposta constritora maior no TBT (CONT: 152,6 +
8,27 vs TBT: 194,7 £ 17,98* % de contracdo ao KCI, *p<0,05. A Rmax obtida durante
a incubacédo com L-NAME foi maior no TBT (CONT: 139,9 + 12,15 vs TBT: 150,9 +
6,85* % de contracdo ao KCI *p<0,05). O bloqueio dos canais para K* promoveu
uma resposta de maior intensidade nos animais TBT do que nos CONT,
comprovado pela dAUC (area sobre a curva) (CONT: 27,35 + 6,25 vs TBT: 72,9 +



14,10* % de contracdo ao KCI, *p<0,05). A inibicdo da NADPH oxidase com
apocinina reduziu a resposta contratil a FE em ambos os grupos, porém no grupo
TBT a redugao foi maior (dAUC: CONT: -52,7 + 5,2 vs TBT: -68,1 £ 4,5* de
contracdo ao KCI, *p<0,05). No grupo TBT a sensibilidade ao nitroprussiato de sodio
foi maior do que no CONT (pD2: -7,76 = 0,00, vs TBT: -7,43 % 0,14*, *p<0,05). O
grupo TBT apresentou aumento tanto da sensibilidade como da resposta maxima a
acetilcolina (CONT: pD2: -6,07 + 0,01 vs TBT: -5,62 + 0,02*; Rmax: CONT: -105,3
0,15 vs TBT: -99,17 = 1,09*, *p<0,05). Em conclusédo, o tratamento de ratas com
TBT durante 15 dias modificou a morfologia e reduziu a reatividade vascular a FE
nos anéis isolados de aorta de ratas através de mecanismos dependentes da
biodisponibilidade de NO, dos canais para K* e aumento do estresse oxidativo.

Palavras chave: Tributilestanho, reatividade vascular, endotélio, musculo liso

vascular, estresse oxidativo.



ABSTRACT

The organotin compound such as tributyltin (TBT) is used in antifouling paints for
marine businesses, damaging the marine ecosystem. TBT inhibits aromatase, the
enzyme that converts testosterone to estrogen, causes imposex phenomenon that is
the masculinization of females of marine animals. The estrogen confers protection to
the cardiovascular system, acting on estrogen receptors present on endothelial and
vascular smooth muscle. This study evaluated the effects of exposure to TBT for 15
days (100 ng / kg, orally) on vascular reactivity to phenylephrine (PHE) in isolated
aorta rings of female Wistar rats (n = 10, 230-250 @), divided in CONT (untreated)
and TBT groups. Isolated aortic rings with and without endothelium, were used to
evaluate the vascular reactivity to PHE (cumulative doses 10™° - 10 M). Data were
expressed as mean standard error (+ SEM) and analyzed by unpaired Student t test,
differences were considered significant when p<0.05. The TBT animals showed a
decrease in the 17 B-estradiol plasma levels CONT (47.2 + 7 pg/mL vs. TBT: 32.3 £
4.3* pg/mL, *p<0.05) and progesterone levels were increased compared to the
CONT (4.0 £ 0.7 ng/mL TBT: 7.0 £ 1.2* ng/mL, *p<0.05). The aortic rings exhibited
signs of atrophy after exposure for 15 days to TBT. (CONT: 0.46 + 0.06 vs TBT: 0.19
+ 0.04* mm; CONT: 361.3 + 27.8 vs TBT: 241.8 = 11.2* ym® x 10° *p<0.01
respectively). TBT damaged the morphology of aortic tissue by increasing collagen
deposition compared to CONT (17.2 £ 1.0 vs TBT: 24.8 + 0.9%**p<0.05). The
fluorescence intensity produced by the oxidation of dihidroetideo was higher in the
TBT group showing an increase in production of O,.compared to CONT *p<0.01. The
expression of a-SMA protein were decreased in rings exposed to TBT (CONT: 1.00 +
0.03 vs TBT: 0.67 £ 0.06*, *p<0.05). Treatment with TBT decreased the maximal
response (Emax) to PHE compared to CONT (143.4 + 6.1 vs TBT: 119.1 + 8.5* % of
contraction to KCl, *p<0.05). Removal of the endothelium promoted higher constrictor
response at TBT than CONT group (152.6 £ 8.27 vs TBT: 194.7 = 17.98* % of
reduction to KCI, *p<0.05). The Emax at incubation with L-NAME was higher
compared to the TBT CONT group (139.9 + 12.15 vs TBT: 150.9 + 6.85* % of
contraction to KCI, *p<0.05). The blocking of channels for K" promoted a response of
greater intensity in animals TBT than in CONT, evidenced by dAUC (area under the
curve) (CONT: 27.35 £ 6.25vs TBT: 72.9 £ 14.10*, % of contraction to KCI, *p<0.05).

Inhibition of NADPH oxidase with apocynin reduced the contractile response to PHE



in both groups, but the TBT group the reduction was greater (dAUC: CONT: -52.7 *
5.2 vs TBT: -68.1 £ 4.5* contraction to KCI, *p<0.05). On TBT group the sensitivity
(pD2) to sodium nitroprusside was higher than in the CONT group (pD2: -7.76 = 0.00
vs TBT: -7.43 = 0.14* *p<0.05). The TBT group showed an increase in both
sensitivity and maximal response to acetylcholine, compared to CONT (pD2: -6.07
0.01 vs TBT: -5.62 + 0.02*; Rmax: CONT: -105.3 + 0.15 vs TBT: -99.17 + 1.09*, *p
<0.05). In conclusion, the treatment of rats for 15 days with TBT altered morphology,
and reduced vascular reactivity in isolated aorta rings by mechanisms dependent on
NO bioavailability, channels for K" and increased oxidative stress rings.

Keywords: Tributyltin, vascular reactivity, endothelium, estrogen receptors, vascular

smooth muscle.
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1. INTRODUCAO

1.1 A descoberta dos compostos organoestanicos e a utilizacdo antropogénica

Em 1853 Sir Edward Frankland, iniciou um estudo sistemético sobre os compostos
organoestanicos como o di-iodeto de dietilestanho e tetraetilestanho, porém néo
conseguiu determinar a funcionalidade de tais compostos. Em 1925 uma patente
designou os COE’s como agentes anti-tracas apesar de nao terem sido utilizados
para tal funcionalidade e por volta de 1940, na Europa, o tributilestanho ficou
conhecido gracas a expanséao da industria de plastico e o cloreto de polivinila (PVC)
passou a ser amplamente utilizado, pois tal composto era utilizado como
estabilizador e inibidor da degradacédo do PVC, pelo efeito da luz e calor (Godoi;
Favoreto; Silva 2003).

A utilizac&o dos triorganoestanicos como biocidas iniciou-se por volta de 1950, apos
o Instituto de Quimica Orgéanica de Utrecht ter realizado um estudo sistematico sobre
a acao dos trialquilestanicos e triarilestanicos em fungos, bactérias, organismos
aquaticos, parasitas e insetos, descobrindo entdo as propriedades biocidas e
passando a explora-las comercialmente. Desta forma a partir d meados de 1960, os
compostos triorganoestanicos passaram a ser utilizados também em lavouras como
pesticida, na fabricacdo de materiais de construcdo civil, em esmaltes e em tintas

antiincrustantes. (Kimbrough, 1976).

Os compostos organoestanicos, como o Tributilestanho (TBT) e o Trifenilestanho
(TPT) sao utilizados como biocidas, fungicidas, na preservacdo de madeira, como
agente desinfetante e também em tintas antiincrustantes em embarcacdes (Piver,
1973). Os niveis de toxicidade estdo relacionados a concentracdo, tempo de
exposicao, biodisponibilidade e sensibilidade da biota, como também a persisténcia
dos compostos organoestanicos no meio ambiente (De Carvalho Oliveira; Santelli,

2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kimbrough%20RD%5Bauth%5D
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1.2 Biodisponibilidade e bioacumulagéo do TBT ao longo da cadeia alimentar

O acumulo dos compostos organoestanicos no ambiente é regulado pelos processos
de degradacdo bidtica e abidtica. O processo béasico de degradacéo do TBT consiste
na perda progressiva do grupo butil ligado ao &tomo de estanho originando os seus
derivados dibutilestanho (DBT) e monobutilestanho (MBT), essa remoc¢édo dos
grupos organicos pode ser provocada pela radiagdo ultravioleta, ou por processos
biolégicos ou quimicos. A degradacdo bioldgica € promovida principalmente por
microalgas e bactérias, enquanto que a degradac¢do quimica pode ser provocada por
alguns &cidos e alquilmetais (Gadd, 2000; Hoch, 2001).

O tempo de meia vida (T1/2) e biodisponibilidade do TBT na agua variam de alguns
dias a algumas semanas e depende de varios parametros ambientais tais como: pH,
temperatura, turbidez e luminosidade (Sarradin et al., 1995; Fent, 1996). A
bioacumulacdo nos organismos deve-se ao fato do TBT ser lipofilico. Diversos
organismos na base da cadeia tréfica que vivem na agua tém capacidade de
acumular TBT e transferi-lo para os predadores e/ou consumidores, homeadamente
mamiferos e aves marinhas, conduzindo a uma acumulacdo ao longo das teias
alimentares (lwata et al., 1995; Tanabe et al., 1998; Takahashi et al., 1999;).

Nos organismos superiores, a acumulagcédo ocorre preferencialmente através da dieta
(Alzieu et al., 1998). A acumulacdo ao longo da cadeia alimentar pode ser
influenciada pela capacidade que alguns organismos, tais como as bactérias, algas,
crustaceos e peixes, tém de degradar o TBT em DBT e MBT. No entanto, 0s
mecanismos de desintoxicacdo promovidos por estes organismos podem ser

inibidos a elevadas concentracdes ambientais de TBT (Alzieu, 2000).

A acumulacdo destes compostos ao longo da cadeia alimentar pode ter impactos
sobre o homem através da ingestao de peixe e marisco contaminado [...]” (Chien et
al., 2002). Estudos revelaram a existéncia de TBT, DBT e MBT em amostras de

sangue e figado humanos (Kannan; Falandysz, 1997; Takahashi et al., 1998).
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Em &guas estuarinas o T1/2 é aproximadamente 6-7 dias a 28°C; nas aguas
oceéanicas o T1/2 aumenta para 17 dias a mesma temperatura. Os processos de
degradacéao do TBT em sedimentos sdo mais lentos e o T1/2 pode variar entre 1.9 e
3.8 anos nos sedimentos profundos, de tal forma que os sedimentos foram
apontados como o maior reservatério ambiental de TBT no ambiente marinho e

estuarino (De Carvalho Oliveira; Santelli, 2010).

1.3 A causa da toxicidade dos COE’s e suas diferentes a¢gdes no organismo

Os compostos organoestanosos atinguem sua toxicidade maxima quando o0s
radicais organicos estao ligados ao atomo de estanho formando os compostos
toxicos, com atividade biolégica aumentada como no caso dos triorganoestanosos,
como o TBT (Snoeij; Penninks; Seinen, 1987). A toxicidade dos compostos
organoestanicos em vertebrados tem sido objeto de estudo, como o estudo em que
o TBT e TPT, foram absorvidos pelo trato gastrointestinal dos roedores expostos.
Além disto, altas concentracbes de TBT e seus metabdlitos foram encontrados no
figado e rins, estas concentragdes foram maiores do que as encontradas no sangue
e em outros tecidos, demonstrando que os COE’s sdo potentes fontes de
contaminacdo prevalentes em alimentos como peixes, frutos do mar, além de
verduras e legumes onde os COE’S sao utilizados como pesticida (Ohhira; Matsui;
Watanabe, 1999).

O estudo de Cook, Jacobs e Reiter (1984) demonstrou que 0S compostos
triorganoestanicos, como o trimetilestanho e trietilestanho, podem se distribuir no
cérebro, rim, figado, coracédo, sangue, bem como atravessar a barreira placentaria,
acumulando-se no tecido fetal de ratas. Em 1993, Penninks, prop6s o nivel de
tolerancia diaria ao TBT para os seres humanos de 0,25 pg/kg baseados em estudos
de imunotoxicidade. Este valor foi adotado pela Organizacdo Mundial de Saude-
OMS, e o valor de 0,3 ug/kg foi proposto pela agéncia de protecdo ambiental dos
Estados Unidos-EPA/USA em 1997.

Dentre os diversos grupos de contaminantes organicos presentes em ecossistemas

aquaticos, os COE’s despontaram nos ultimos anos com funcéo biocida utilizados
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como principio ativo de tintas antiincrustantes. Essas tintas foram desenvolvidas com
a finalidade de prevenir a incrustagdo em cascos de embarcacdes e em estruturas
gue necessitam estar em contato com a agua do mar. Varios compostos tém sido
utilizados como componentes ativos dessas tintas, entre eles podemos citar 0s

compostos derivados de estanho (Almeida; Diamantino; De Sousa, 2007).

Os triorganoestanicos, como TBT e TPT, induzem a uma sindrome endd6crina em
varias espécies de gastropodes, que € caracterizada pela superimposicdo da
genitalia masculina em fémeas, alterando suas fun¢fes reprodutivas. A exposicdo
aos COE’s pode causar distirbios no sistema reprodutivo de mamiferos do sexo
feminino (Ogata et al., 2001; Omura et al., 2001; Grote et al., 2004). O TBT reduziu o
numero de células germinativas em aproximadamente 45% e induziu alteracdes
morfofuncionais nos ovarios de ratas (Kishta et al., 2007, Podratz et al., 2012),
provocou falhas de implantacdo do Ovulo e diminuiu o peso uterino (Ema et

al.,1997).

Os compostos organoestanicos inibem de forma direta a enzima citocromo P450
aromatase que converte testosterona em estradiol, contribuindo para o aparecimento
do aparato reprodutor masculino em fémeas de gastropodes (Snyder et al., 1999).
InvestigacBes ecotoxicologicas feitas por Smith em 1981 descreveram o imposex
como um fenbmeno onde ocorre a superimposicdo da genitalia masculina em
fémeas; e em 1986 Gibbs e Bryan descreveram o mesmo fendmeno em suas
pesquisas e Matthiessen e Gibbs (1998) demonstraram alteracbes no
desenvolvimento sexual e reprodutivo de algumas espécies de gastropodes
expostos ao TBT. O tributilestanho inibe a producdo da enzima aromatase
responsavel por converter testosterona em estrogénio, ocorrendo entdo um aumento
na producdo de testosterona que explica a masculinizacdo de fémeas de varias
espécies aquaticas, porém este mecanismo de inibicdo por competicao pelo sitio de

ligacdo ainda ndo é bem compreendido (Nakanishi, 2008).

O mecanismo de acdo do TBT que induz ao imposex permanece pouco claro, porém
existem trés hipdtese que tentam explicar o fenbmeno: (1) inibicdo da enzima

aromatase do citocromo P450, que converte a testosterona em estradiol (Snyder et
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al., 1999), (2) a inibicdo da excrecdo de testosterona e (3) a teoria dos efeitos
neuroenddcrinos. Segundo a hipdtese da inibicdo da aromatase o imposex ocorre
devido ao aumento dos niveis de hormdnios andrégenos nos organismos da
seguinte forma: o TBT provoca disturbios na sintese dos horménios esteroides por
intermédio da inibicAo da aromatizacdo dos andrégenos (androstenodiona
etestosterona) a estrogénos (estrona e 17p estradiol) através de uma inibicao
competitiva do citocromo P450 (Bettin; Oehlmann; Stroben, 1996).

Ja a hipotese da inibicdo da excrecdo da testosterona descreve que 0 imposex
ocorre devido ao aumento de niveis circulantes de testosterona devido a inibicdo da
transferases e criptases (Ronis; Mason, 1996). Ja a teoria dos efeitos
neuroendocrinos o TBT atua diretamente nos neurohormdénios que controlam o
desenvolvimento sexual e a reproducao, ou seja, o TBT atua como uma neurotoxina
provocando a liberacdo anormal de neuropeptidios que séo fatores morfogenéticos
do pénis, conduzindo ao desenvolvimento de Orgdos sexuais masculinos em

fémeas. (Oberdorster; Mcclellan-Green, 2000).

O TBT alterou o ciclo estral impedindo o desenvolvimento dos foliculos ovarianos,
levando a um desbalanco dos horménios ovarianos, reduzindo o numero de
gondcitos e células germinativas, afetando o desenvolvimento sexual (Wester et al.,
1990; Ogata et al., 2001).

Em recente estudo publicado por Dos Santos et al. (2012) os autores mostraram que
o tratamento com TBT prejudicou a resposta vasodilatadora induzida pelo 17pB-
estradiol em artérias coronérias de ratas. O efeito vasodilatador foi mediado tanto
por um mecanismo direto no musculo liso vascular quanto indireto, via endotélio, nos
grupos controle e tratado com TBT. Os autores mostraram que a pressdo de
perfusdo coronariana basal foi maior nos grupos tratados com TBT provavelmente

relacionado com a reducédo dos niveis circulantes de estrogénio.

O estudo de Dos Santos et al. (2012), foi o primeiro a demonstrar um prejuizo na

resposta vasodilatadora endotelial aguda apds administragdo de 17 (-estradiol em


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oberd%C3%B6rster%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11072118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McClellan-Green%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11072118
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coracdes isolados de ratas tratadas com TBT. Os autores propuseram que O
aumento da pressédo de perfusdo coronariana observado no grupo TBT pode ser
resultado de efeitos indireto do estrogénio sobre o sistema cardiovascular através de
interacdes com o sistema renina-angiotensina (Xu et al., 2006), bem como alteracéo
morfofuncional na estrutura endotelial, ap6s exposicdo ao TBT (Dos Santos et al.,
2012).

1.4 Regulamentacdo mundial do uso do TBT como antiincrustante e o
biomonitoramento no litoral do Espirito Santo

Com a compreensédo dos efeitos téxicos do TBT, as primeiras regulamentacées no
uso do mesmo como biocida nas tintas antiincrustantes foram adotadas pelo
Ministério Francés do Ambiente em 19 de Janeiro de 1982, em consequéncia do
declinio na producédo de ostras na Baia de Arcachon. Varios governos de outros
paises adotaram medidas internas apdés a divulgacdo dos efeitos nocivos deste
xenocomposto sob a biota aquatica (Sousa et al., 2009). A Tabela 1 mostra o

sumario de algumas medidas legislativas:

Tabela 1.Resumo de medidas legislativas de alguns paises sobre o uso do TBT

Pais Ano Legislacao

Franca 1982 Proibicdo do uso de TBT em
embarcacfes com comprimento

inferior a 25 m;

Reino Unido 1986/87 Proibicdo da comercializagao de
tintas com mais de 7,5% de
COE’S copolimerizados ou mais
de 2,5% de COE’'S livre;
proibicdo do uso de TBT em
embarcacfes com comprimento
inferior a 25 m e no material de

aquicultura;



Estados Unidos 1988
Australia 1988
Canada 1989
Nova Zelandia 1993
Portugal 1993
Brasil 2005

Fonte: Adaptada de Alzieu, 2000
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Proibicdo do uso de TBT em
embarcagfes com comprimento
inferior a 25 m; proibicdo do uso
de tintas antiincrustantes com
uma taxa de lixiviagdo do TBT

superior a 1,6pg Sn L™ dia;

Proibicdo do uso de TBT em
embarcagfes com comprimento

inferior a 25 m;

Proibicdo do uso de TBT em
embarcagfes com comprimento

inferior a 25 m;

Proibicdo do uso doméstico de

tintas com TBT;

Proibicio do uso de TBT em
embarcacfes com comprimento
inferior a 25 m; proibicdo do uso
de tintas antiincrustantes com
uma taxa de lixiviagdo do TBT

superior a 1,6pg Sn L™ dia;

Permitido o uso de 10 ng.L™ a
370 ng.L! de TBT em &guas

salinas.

Um estudo mostrou que concentracdes na ordem de 1 ng.L™ ja sdo suficientes para

induzir a disfuncdes em organismos marinhos (Alzieu, 2000). No Brasil apesar de

haver legislacdo, as concentracdes permitidas sdo muito acima das preconizadas

como seguras, além de ndo existir fiscalizacdo especifica sobre a regulamentagéo
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do uso dos compostos triorganoestanicos, o0 que torna nossa costa contaminada. No
estado de Sao Paulo algumas medidas de restricdo sobre o uso do tributilestanho
vém sendo tomadas, porém o aparente desconhecimento dos efeitos nocivos e a
falta de fiscalizacdo efetiva € um dos entraves encontrados por 6rgdos federais e
estaduais (Castro; Bemvenuti; Fillmann, 2007).

O Estado do Espirito Santo possui um extenso litoral, e o monitoramento da
contaminacdo maritima por organoestanicos ainda ndo havia sido sistematizado. O
Laboratorio de Malacologia da Universidade Federal do Espirito Santo, sob a
coordenacdo da Dra. Mércia B. Costa, iniciou estudos de biomonitoramento em
alguns pontos do litoral capixaba e observou grande contaminagcdo por
organoestanicos, encontrando diversas fémeas de gastropodes imposexuadas
(Costa et al., 2008).

1.5 O estrogénio e seus efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular

Estudos epidemioldgicos realizados pela Sociedade Brasileira de Hipertenséo
descrevem uma maior prevaléncia de doencas cardiovasculares em homens de 30 a
45 anos e em mulheres na menopausa ndo submetidas a terapia hormonal,
comprovando um efeito protetor do estrogénio sobre o sistema cardiovascular e

sugerindo diferencas sexuais na reatividade vascular (Ceravolo et al., 2007).

O estrégeno pode alterar o ténus do MLV indiretamente por modular a liberacdo e a
atividade de fatores relaxantes e contrateis das células endoteliais. Além disso, o0 estrégeno
exerce efeitos diretos sobre o MLV. Estudos em células de MLV isoladas de ratos
demonstram que [Ca2+]i € menor em fémeas do que em machos, sugerindo que existam
diferencas sexuais nos mecanismos envolvidos no aporte de Ca2+ em células de MLV. [...]
Esta diferenca nas [Ca2+]i ndo estaria relacionada com mecanismos que envolvam
liberacdo de Ca2+ dos estoques intracelulares, mas sim com a entrada de Ca2+ nas células
de MLV. De fato, o aumento de [Ca2+]i apds contracdo com fenilefrina é maior em ratas
overectomizadas do que em fémeas intactas e € reduzido pelo tratamento com estrégeno.
Esse efeito do estrégeno sobre o aporte intracelular de Ca2+ pode ser explicado pelo fato
de esse hormdnio alterar a densidade e a permeabilidade dos canais de Ca2+ nas células
de MLV (MURPHY; KHALIL, 2000, p. 834).

Em estudos experimentais (Kanashiro; Khalil, 2001) e clinicos (Crews; Khalil, 1999)

foram descritos que a reatividade vascular a agentes contrateis € maior em homens



25

do que em mulheres da mesma idade, e que a castracdo dos ratos ndo altera a
reatividade vascular. Em um passado recente os efeitos protetores do estrogénio
eram atribuidos principalmente as suas acdes sobre as concentracdes seéricas de
lipidios, que diminuia o colesterol total e as concentracdes de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), aumentando as concentracdes de lipoproteinas de alta densidade
(HDL). Entretanto, revisdes literarias sugerem que o estrogénio atua diretamente
sobre o sistema cardiovascular, modulando o ténus vascular, inibindo a migracéao e
proliferacdo de células do musculo liso vascular, acelerando o crescimento das
células endoteliais, inibindo agregacdo plaquetaria, provocando relaxamento de

segmentos arteriais, causando um efeito protetor (Abou-Mohamed et al., 2003).

1.6 O endotélio vascular como um érgéo funcionalmente ativo

O sistema vascular sanguineo encontra-se revestido internamente por um epitélio
simples pavimentoso originado do mesénquima, o endotélio, que €& forrado por
células musculares lisas e matriz extracelular. As acdes dos hormoénios sexuais na
parede dos vasos incluem alteracdo ou modulacéo de fluxo idnico e de receptores
nas ceélulas musculares lisas e modulacdo da producdo e ativacdo dos fatores
derivados do endotélio (Furchgot; Zawadzki, 1988; Jiang et al., 1991).

O endotélio vascular constitui uma interface ativa, situada entre a circulacdo e o
restante da parede vascular. O endotélio intacto controla a permeabilidade vascular,
regulando o trafego de moléculas pequenas e grandes e mesmo de células. Prové
uma interface ndo trombogénica entre 0 vaso e 0S componentes sanguineos,
mantém a fluidez do sangue e modula a vasomotricidade, ajustando o calibre dos
vasos as constantes alteracbes hemodinamicas e humorais locais e a propria

estrutura vascular (Batlouni, 2001).

Local ativo de sintese, o endotélio pode ser considerado um verdadeiro sistema
autécrino, paracrino e endocrino do organismo dos mamiferos que responde a varios
estimulos, produzindo e secretando um grande numero de compostos
metabolicamente ativos, além de modular ou inibir os efeitos de substéncias

circulantes. Sua integridade € essencial a regulacdo do tono vascular, do fluxo

sanguineo, da perfusdo tissular e a prote¢éo contra espasmo, trombose e a prépria
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aterogénese. Entre as multiplas fun¢bes biolégicas do endotélio, as relacionadas a
vasomotricidade incluem liberagcdo tanto de Fatores Relaxantes Derivados do
Endotélio (EDRFs), tais como NO (Oxido Nitrico), prostaglandinas (PGI2),
bradicinina e o Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF), como também
a liberacdo de Fatores de Contragdo Derivado do Endotélio (EDCFs) como
endotelina-1 (ET-1), endoperéxidos (prostaglandina H2 e tromboxano A2),
Angiotensina Il, tromboxano A2 e espécies reativas de oxigénio (Martin et al., 1986;
Coats et al., 2001).

Grande parte da vasodilatacdo causada pelos hormdnios sexuais envolve a
liberacdo de fatores derivados do endotélio, via acho em seus receptores e/ou
diretamente (independente dos receptores) Os hormoénios sexuais podem causar
vasodilatacdo por liberarem os EDRFs como também por aumentarem sua
biodisponibilidade de NO e/ou reduzirem a producdo de ROS. Em mulheres na
menopausa, 0 estrogeno aumenta a vasodilatacdo dependente do endotélio

mediada pelo fluxo (Dantas et al., 1999).

Embora, outros estudos mostram que ocorre também acéo direta do estrogénio no
leito vascular, modulando canais de potassio e célcio, ocasionando vasodilatacdo. O
estrogénio ovariano possui um efeito protetor, causando vasodilatacdo dependente e
independente do endotélio em coracfes isolados de ratas normotensas e SHR

(espontaneamente hipertensas) (Santos et al., 2010).

Embasados no conhecimento de que o estrogénio pode promover vasodilatacdo de
forma dependente e independente do endotélio e que o TBT causa uma disfuncéo
ovariana com reducdo do estrogénio, nossa hipotese foi de que o tratamento de
ratas por 15 dias com TBT poderia modificar a reatividade vascular dos anéis

isolados de aorta.
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2. OBJETIVO

Investigar se o tratamento com 100 ng/Kg de Tributilestanho por 15 dias modifica a
reatividade vascular de ratas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS:

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Eletromecanica Cardiaca e
Reatividade Vascular do Programa de P4s-Graduagcdo em Ciéncias Fisiolégicas do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Foram
utilizadas ratas fémeas da linhagem Wistar (Ratus novergicus albinus) fornecidas
pelo biotério do Programa de P6s-Graduacédo, pesando entre 230 e 250 g, idade de
12 semanas, armazenadas em gaiolas com no maximo quatro animais, em
temperatura entre 23-25° C, em ciclo claro/escuro de 12:12 horas fornecidos pelo
biotério do Programa de Pds-Graduacao, onde tiveram livre acesso a ingestado de
agua e racao. Todos os protocolos desenvolvidos foram aprovados pela Comissao
de Etica-UFES para pesquisa com animais (CEUA-UFES 020/20009).

3.1.1 Grupos experimentais:

Os animais foram separados, aleatoriamente nos seguintes grupos:

Grupo Controle: Nao tratado (CONT, n=10), este grupo de animais foi submetido a
gavagem, diariamente, com solucdo de etanol a 0,4 % diluida em agua durante 15

dias.

Grupo TBT: Tratado com TBT (100 ng/Kg) (96% de pureza) pm = 325,5, Aldrich
Milwaukee, USA), (TBT, n=10), este grupo de animais foi submetido a gavagem com

solucéo de TBT durante 15 dias.

Todos os animais receberam agua e racao ad libitum até o dia do sacrificio.

3.1.1.1 Determinacao das fases do ciclo estral

O ciclo estral foi determinado uma vez por dia por exame citoldgico do esfregaco

vaginal obtido durante 2 semanas consecutivas antes de comecar 0s experimentos e

durante 15 dias do tratamento com o TBT como descrito por Marcondes et al.,
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(2002). Todas as manhas os animais eram levados a sala de experimento, onde a
secrecdo vaginal era coletada com uma ponta que foi inser¢cdo na vagina das ratas
(ndo profundamente), libertando solucao salina, e, subsequentemente, aspirando o

mesmo volume.

O fluido vaginal de cada rata foi coletado com uma ponta limpas e colocado em
laminas. Sendo uma lamina diferente para cada gaiola de animais. O material n&o
corado foi observado sob um microscopio de luz (Bel Photonics FLUO-2), sem 0 uso
de lentes do condensador, com 10 x 40 x e lentes objetivas. A fase do ciclo estral foi
determinada por citologia: predominio de células epiteliais nucleadas (proestro);
predominio de células epiteliais cornificadas (estro); a presenca de células e
leucocitos (metaestro) epiteliais cornificadas e nucleadas; e predominancia de

leucacitos (diestro).

A frequéncia total de cada fase para cada animal observado neste periodo foi usado
para calcular o comprimento total do proestro, estro, metaestro e diestro (em dias) e
a duracao do ciclo estral (Akamine et al., 2010;. Guerra et al. 2010;. Marcondes et al
2002). O percentual da ciclicidade estral foi determinado pelo numero de ciclo estral
regular/série do ciclo estral x 100. O programa de imagem Pro-plus 4.5.1(Media
Cybernetics) foi usado para medir o niumero de células de esfregaco vaginal com
320 imagens de alta poténcia 320 capturadas (160 do grupo controle e 160 do grupo
TBT) de cada esfregaco vaginal diariamente nos diferentes grupos experimentais.

Todas as quantificacbes foram realizadas por um Unico observador.

3.1.2.1 Avaliacdo hormonal

Para avaliacdo das concentracdes circulantes dos esteroides sexuais no plasma, o
sangue coletado centrifugado a 825 x g a 4° C por 10 minutos para a obtencédo do
plasma. Este foi estocado a -20°C para avaliacdo das concentracbes séricas de
progesterona, estradiol e testosterona por radioimunoensaio (Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, USA). A analise das concentracfes plasmaticas dos

hormbnios sexuais foi realizada no Laboratério de Patologia Celular da UFRJ.
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3.2 PREPARACAO DOS TECIDOS DA AORTA PARA ANALISE HISTOLOGICA

Os animais foram perfundidos com solugéo salina 0,9% heparina (10 U/mL) via
ventriculo esquerdo seguido de PBS-formalina (PBS-PF 4%). A aorta foi removida,
dissecada manualmente fixada em PBS-PF 4%, em pH de 7.4, de 24 a 48 horas em
temperatura ambiente. ApGs a fixacdo, os tecidos foram desidratados em etanol
graduado, limpos em xilol, embebidos em parafina a 60°C e cortados em 5um. Os
cortes foram corados com Hematoxina & Eosina para visualizacdo das tunicas
vasculares da aorta (Barreira et al., 2009). O processamento e andlise microscopica
foram realizados no Laboratério de Morfologia da Universidade Federal do Espirito
Santo, Brasil.

3.2.1 Histomorfometria da parede dos anéis de aorta

O sistema de andlise de imagem foi composto por uma camera digital (Axio-Cam
ERC 5S) acoplada a microscépio de luz (Olympus AX70; Olympus, Center Valley,
PA). Imagens de alta resolucdo (2048 x 1536 pixels) foram capturadas com Carl
Zeiss AxioVision Rel. 4.8. Fotomicrografias foram obtidas usando objetiva de 10x. A
espessura da parede da aorta (que incluia todas as tunicas/campo vascular) e a
area da parede da aorta foram calculados com a ferramenta de medida de
espessura/ area de AxioVision Rel. 4.8. Os resultados foram expressos como *
EPM.

3.2.2 Densidade da superficie de colageno

Os cortes corados com tricomio de Mallory foram utilizados para obter 15
microfotografias de tecido adrtico com resolucédo de objetiva de 20x. As areas foram
escolhidas aleatoriamente, e areas sem todas as tunicas vasculares foram
cuidadosamente evitadas. As imagens foram convertidas em alto contraste em plano
de fundo e imagens brancas para visualizar as fibras de colageno coradas pelo
programa Image J. Os resultados representam a porcentagem de colageno na
superficie total da parede da aorta, e € expressa como a média + EPM, como

descrito por Dos Santos et al. (2012).
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3.3 ESTUDO DA EXTRACAO DE PROTEINAS E IMUNOBLOTTING

3.3.1 Preparacdao do tecido e quantificacdo das proteinas

As aortas foram removidas e manualmente dissecadas como descrito previamente
por Fiorim et al. (2011). Os tecidos foram homogeinizados com tampé&o de Lise (250
mmol/L de sacarose, 1 mmol/L EDTA, 20 mmol/L imidazol, pH 7.2, seguido de
inibidores de protease: 1 mmol/L 4-(2-aminotil)- fluoreto de sulfonibenzeno, 1 mmol/L
benzamida, 10 mg/L leupeptina, 1 mg/L pepstatina A, 1 mg/L aprotinina, e 1 mg/L
quimostatina). A homogeinizacao foi realizada usando um homogeinizador Potter 0 °©
C. O homogeinato foi centrifugado a 1000xg por 10 minuto. O sobrenadante foi
salvo e o sedimento foi suspenso em trés volumes do tampéo de lise, e a
centrifugagdo foi repetida. Ambos o0s sobrenadantes foram misturados e
centrifugados a 10,000xg por 20 minutos. O sobrenadante foi guardado e o
sedimento foi descartado. A concentracdo de proteinas foi determinada usando o

ensaio de Lowry (1951).

3.3.1 Western Blot para deteccéo de alfa actina de musculo liso (a-AML)

As proteinas foram solubilizadas a 100° C durante 5 minuto em tampao de amostra
(62,5 mM Tris-HCI, pH de 6.8, 2% de dodecilsulfato de sodio (SDS), 5% de glicerol,
0,01% azul de bromofenol, e 1,7% de mercaptoetanol), separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) com quantidades iguais de proteina por
poco (20 g). As proteinas foram transferidas para as membranas de nitrocelulose

(Bio-Rad, Hercules, CA) em tampao de Tris-glicina.

As membranas foram bloqueadas com 5% de albumina de soro bovino (BSA,
Sigma-Aldrich) em solucéo salina a 0,05% tamponada com solucdo de Tris Tween
20 (TBS-T) durante 1 hora, lavada uma vez durante 5 minutos em TBS-T e, em
seguida, incubadas com anticorpo monoclonal de camundongo criado contra o
dominio do terminal-C da a-actina de muasculo liso-1 (a-AML diluida de 1:500 em
BSA a 3% em TBS-T “overnight” a 4°C, Santa Cruz Biotechnology, INC) e/ou um
anticorpo policlonal de coelho contra regido C-terminal da B-actina de ratos (B-
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Actina, diluida de 1:1000 em BSA a 3% em TBS-T “overnight” a 4 °© C, Santa Cruz
Biotechnology, INC).

Ap0s a incubagdo com o anticorpo priméario, as membranas foram lavadas trés vezes
com TBS-T, durante 10 minutos. A proteina a-AML foi detectada utilizando anticorpo
anti-coelho-lgG conjugado secundariamente a fosfatase alcalina (diluido a 1:1000
em BSA a 3% em TBS-T durante 1 hora, Sigma Immuno-chemicals), enquanto que a
deteccéo d B-actina foi realizada utilizando um anticorpo 1gG anti-rato conjugado
com fosfatase alcalina (diluido a 1:4000 em BSA a 3% em TBS-T durante 1 hora

Sigma Immuno Chemicals).

As bandas de a-AML e suas respectivas B-actinas (usadas como controle interno)
foram visualizadas cloreto de tetrazolio nitroazul (NBT) e 50 mg/mL de 5-bromo-4-
cloro-3-indolilo p-toluidina sal (BCIP) (Life Technologies, Rockville, MD), durante 5
minutos. As bandas de a-AML e B-actina foram analisadas por densitometria
utilizando o software Image J. A expressao relativa foi normalizada, dividindo o valor

da a-AML pelos correspondentes valores de controle interno (B-Actina).

3.4 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DO ANION SUPEROXIDO (O»-) “in situ”.

3.4.1 Fluorescéncia produzida pela oxidacao do dihidroetideo (DHE)

Para verificar a influéncia da exposicdo ao TBT sobre a producdo de O,-, a
fluorescéncia produzida pela oxidacdo do dihidroetideo (DHE) foi utilizada como
ensaio. O DHE é um derivado do etidio que entra em contato com O,-, oxida-se e,
posteriormente se liga ao DNA das células emitindo fluorescéncia detectada pelo
filtro vermelho. Este método permite uma analise da producado “in situ” tecidual. Os
segmentos de aorta foram isolados, e mantidos por 1 hora em solucdo Krebs-
Henseleit com sacarose 30%. Posteriormente, estes segmentos foram congelados
em meio adequado (meio de congelamento, Tissue TeK-OCT). Assim, as amostras

foram mantidas a -80° C até o dia do experimento.
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Os segmentos de aorta foram cortados no criostato em anéis com 8 um de
espessura. Apos este procedimento, as laminas contendo os cortes foram lavadas e
posteriormente incubadas com Krebes HEPES (Para 100 ml de Krebs: 29,4 mg de
CaCl2, 759 mg de NaCl, 41,7 mg de KClI, 4,9 mg de MgCl2, 197,8 mg de HEPES e
198,2 de glicose) por 30 minutos em uma camara Umida a 37° C. Decorridos os 30
minutos, o Krebs foi escorrido e o0 excesso seco. Em seguida, foi realizada
incubac&o com dihidroetidio (DHE) por duas horas na estufa com camara fechada a
37°C.

A luminescéncia emitida foi visualizada com microscépio de fluorescéncia confocal
(Leica 2500 DM) e camera fotografica (NIKON digital sigth DS-U2) com filtro de
fluorescéncia para DHE (vermelho). O etideo unido ao nucleo das células foi
visualizado com Aexc= 585 nm e detectado com Aem= 600-700nm. As imagens
foram quantificadas pelo programa NISS Element - BR. A intensidade do sinal no
interior da camada média foi analisada em toda a circunferéncia das trés secdes do

vaso por um mesmo investigador.

3.5 OBTENCAO DOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA TORACICA

3.5.1 Preparacao dos anéis de aorta

Apos 15 dias de tratamento os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico
(35 mg/Kg, ip), aorta toracica foi retirada e colocada em uma placa de petri com
solucéo de Krebs (composicdo em mM: NaCl 118; KCI 4,7; CaCl,.2H,0 2,5; Mg SO,
1,2; KH,PO, 1, 17; NaHCOg3; 25; glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura
carbogénica contendo 5% de CO, e 95% de O,. Esta solucédo foi mantida com pH
7.4. As artérias foram divididas em segmentos cilindricos de 3-4 mm de
comprimento, livres dos tecidos conectivos e adiposo conforme Figura 1 (Angeli et
al., 2011).
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Fonte: Dissertacdo de Mestrado de Fiorim, 2011.

Figura 1: (A) Aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo solugéo de Krebs, antes da
manipulacdo para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Apos a retirada dos tecidos e sendo
dividida em seamentos cilindricos entre 3-4 mm.

3.5.2 Obtencao dos registros para estudo da reatividade vascular em anéis de
aorta.

Cada anel da aorta toracica foi colocado em um banho com temperatura constante a
37° C, contendo 5 mL de solucdo de Krebs continuamente aerada com mistura
carbogénica, mantendo um pH estavel de 7.4. Duas hastes metalicas foram
passadas através do lumen dos segmentos, sendo que uma foi fixada a parede da
cuba e outra conectada verticalmente a um transdutor de forca (TSD 125) conectado
a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac System, Inc; Santa Barbara,

CA-USA), e este a um computador (Figura 2).
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Fonte: Tese de doutorado de Dias, 2011.

Figura 2: Preparacdo dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade vascular “in
vitro”. Sistema de aquisi¢do de dados Biopac Systems (modificado de Dias, 2007).

Apds a montagem, os anéis aorticos foram submetidos a uma tenséo de repouso de

0,9 a 1,3 gramas, reajustada, quando necessario, durante 45 minutos de

estabilizacao (Figura 3 A).
3.5.3 Avaliacédo da reatividade vascular ao cloreto de potassio (KCI)

Apoés o periodo de 45 minutos de estabilizacédo, foi administrado ao banho KCI 75
mM para verificar a atividade contrati do musculo liso vascular induzida por
despolarizacdo. Apos atingirem uma variagdo de um grama de forca a partir do valor
basal, estes anéis eram lavados aproximadamente trés vezes com solucdo de
Krebs-Henseleit até retornar a tensdo de repouso (Figura 3 B, C). Assim, 0s anéis
gue nao obtiveram tal contracdo foram descartados. Apdés 30 minutos de
estabilizacao (Figura 3 D), uma nova dose de KCI (75 mM) era adicionada ao banho

para a aquisicdo de uma contracdo maxima do musculo liso vascular, aferida no
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periodo de aproximadamente 30 minutos, tempo necessario para atingir um platé no
registro da contracdo (Figura 3 E, F). ApGs este platd, os anéis foram novamente
lavados trés vezes para atingir o valor basal (0,9 a 1,3 gramas) e, depois de 30
minutos (Figura 3 G, H), esses anéis foram submetidos a avaliacdo da integridade
funcional do endotélio.

3.5.4 Avaliacéo daintegridade funcional do endotélio

A funcao endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraidos com
fenilefrina 10° M. Uma vez atingido o platd, uma dose Unica de acetilcolina (10° M)

foi aplicada (Figura 3 1, J, K). Os anéis que relaxaram menos que 80% do platdé eram

descartados. Os anéis sem endotélio relaxaram no maximo 10% ou até contrairam.

.............................................. 300000 o

- -

20,000 160,00 240,00
minutes

Fonte: Tese de doutorado de Dias, 2011.

Figura 3: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso vascular com KCI
e avaliacdo da integridade funcional do endotélio. Avaliacdo da viabilidade do musculo liso vascular
com KCI: A) Periodo de estabilizagao inicial (45 min permanecendo na tensdo de 1g); B) Adicao de
KCl (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit; D) Periodo de
estabilizacdo (30 min); E) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platé da contragéo induzida pelo KCI
(75 mM); G) Lavagem dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabilizacéo (30 min).
Avaliagdo da integridade funcional do endotélio: I) Pré-contragdo com fenilefrina (Fe) 10 M; J) Platd
da contracdo induzida pela Fe; K) Adicdo de acetilcolina (ACh) 2x10° M. O tempo foi registrado em
minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forca em gramas (g), eixo vertical (modificado de
Dias, 2011).
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3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.6.1 Efeito do tratamento por 15 dias com tributilestanho sobre a resposta
vasoconstritora a fenilefrina

ApOs a avaliagdo da integridade funcional do endotélio, a solu¢éo nutridora do banho
foi trocada trés vezes para que a tensdo basal fosse restabelecida. Apdés os 30
minutos de estabilizacdo foi realizada a curva concentracao-resposta a fenilefrina

(10° — 3x10™° M) de maneira cumulativa nos dois grupos estudados.

3.6.2 Efeito do tratamento por 15 dias com tributiestanho sobre a modulacéao
do endotélio naresposta vasoconstritora a fenilefrina

A fim de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta constritora a
fenilefrina, foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta com
endotélio integro (E+) e sem endotélio (E-). As células endoteliais foram removidas
mecanicamente através do uso de fios metéalicos. Estes foram inseridos na luz do
vaso e friccionados a sua intima, ocasionando lesdo do endotélio. A auséncia do
endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina 10° M induzir o
relaxamento, apos a pré-contracdo com fenilefrina. A preparacéao foi lavada e, apos
30 minutos de retorno a tensdo basal, foram realizadas as curvas concentracao-

resposta a fenilefrina (10™° a 3x10° M).

3.6.3 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento por 15 dias com
tributilestanho sobre a resposta a fenilefrina na aorta

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram
realizados da mesma forma. Apos o teste do endotélio e dos 30 minutos de
estabilizacdo da preparacéo, o farmaco a ser estudado era incubado por 30 minutos,
e, logo apés, realizada a curva concentracdo-resposta a fenilefrina (10™° a 3x10™ M)
(Figura 4).
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Figura 4: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubacdo com o
farmaco a ser estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentragao-
resposta a FE (10™'° a 3x10™° M (Angeli, 2009).

3.6.4 Influéncia do tratamento por 15 dias com tributilestanho na via do 6xido
nitrico

Para estudar a participacdo do oxido nitrico (NO) na resposta contratil a fenilefrina,
0s anéis de aorta foram incubados com um inibidor ndo seletivo da enzima Oxido
nitrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 100 puM).

3.6.5 Influéncia do tratamento por 15 dias com tributilestanho sobre os canais
para K*

Com a finalidade de estudar a participacdo do fator hiperpolarizante derivado do
endotélio na resposta contratil induzida pela fenilefrina, os anéis foram incubados

com tetraetilamonio (TEA) (10 uM), um inibidor n&o especifico dos canais para K.

3.6.6 Envolvimento de radicais livres no tratamento por 15 dias com
tributilestanho sobre a resposta contrétil a fenilefrina

Para verificar o envolvimento de EROs sobre o tratamento por 15 dias na resposta
contratil a fenilefrina, apocinina (100 uM), um inibidor seletivo de uma das principais

enzimas formadoras de radicais livres, a NADPH oxidase foi utilizada.

3.6.7 Efeito do tratamento por 15 dias com tributilestanho na resposta ao
relaxamento dependente do endotélio
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A funcdo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-
contraidos com fenilefrina 10® M. Uma vez obtido o platd, foram realizadas as
curvas concentragio-resposta, cumulativas a acetilcolina (10™ a 3x10™ M).

3.6.8 Efeito do tratamento por 15 dias com Tributilestanho na resposta ao
relaxamento independente do endotélio

A avaliacdo da vasodilatacdo ndo mediada pelo endotélio foi analisada através do
relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio (NPS). Assim como para
acetilcolina, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina 10° M e, a seguir, foram
realizadas curvas concentracdo-resposta a esse agonista em concentracées de 10
a 3x10™ M.

3.7 ANALISE ESTATISTICA:

Todos os resultados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM).
Para a analise estatistica foi utilizado o teste t de Student ndo-pareado. Foram
calculadas as respostas maximas (Rmax) e o log da concentracdo necessaria para
produzir 50 % do efeito maximo a fenilefrina (pD,). Para comparar o efeito da
remocao do endotélio nas respostas a fenilefrina dos grupos, alguns resultados
foram expressos como diferencas das areas sob as curvas concentracao-resposta

(dAUC). O nivel de significancia foi considerado quando p<0,05.
3.8 DROGAS E REAGENTES UTILIZADOS:

Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

Bicarbonato de Sédio (Merck)

Citrato de Sédio (Reagen)

Cloreto de Magnésio Heptahidratado (Merck)
Cloreto de Potéassio (Merck)

Cloreto de Sédio (Merck)

Cloridrato de Tributilestanho (Sigma)

EDTA (Hoescht)

Etanol absoluto (Sigma)



Fosfato de Potassio Monobasico (Cinética)
Fosfato de Sédio Monobésico (Merck)
Glicose (Reagen)

L-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

40
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4. RESULTADOS

Os animais tratados com TBT apresentaram um decréscimo significante nos niveis
plasméticos de estrogénio comparado ao CONT (47,2 + 7 pg/mL vs TBT: 32,3 + 4,3*
pg/mL, *p<0,05). Adicionalmente os niveis de progesterona estavam aumentados
guando comparado ao CONT (4,0 £ 0,7 ng/mL vs TBT: 7,0 = 1,2* ng/mL, *p<0,05).
Os niveis de testosterona e peso corporal ndo apresentaram diferenca nos animais
TBT. Ademais o grupo TBT apresentou aumento na propor¢cao do peso do ventriculo
esquerdo/peso corporal (CONT: 0,020 = 0,01 vs TBT: 0,026 = 0,07* mg/g, *p<0,05),
mas néo alterou o peso do ventriculo direito/peso corporal (CONT: 0,055 + 0,004 vs
TBT: 0,066 + 0,004 mg/g). Conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Dados das concentracdes plasmaticas de hormoénios sexuais femininos, ingestdo de
alimentos, peso corporal e peso do coracao de ratas Wistar CONT e TBT (100 ng/kg). Os valores
sdo apresentados como a média + EPM. Teste t Student ndo pareado. * p <0,05. O 17-estradiol
(E2) e progesterona (P4) e o peso dos ventriculos direito e esquerdo (incluiu o septo).

Grupos CONT TBT

Ez, pg/mL 47,2 +7,0 32,3 +4,3*
Testosterona 4,8 +0,8 4,3+0,2
P4, ng/mL 4,0+0,7 7,0+1,2*
Ingestéo de racéo, g/dia 153+1,1 16,8 +1,3
Peso corporal inicial, g 226,8 +5,4 225,3+3,7
Peso corporal final, g 236,3+6,5 224,3+4,1
Ventriculo direito/peso 0,055 + 0,004 0,066 + 0,004
corporal mg/g

Ventriculo esquerdo/peso 0,020 £ 0,01 0,026 + 0,07*

corporal mg/g
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Andlise histolégica dos anéis de aorta

Os anéis de aorta exibiram sinais de atrofia ap6s a exposicdo ao TBT por 15 dias.
Conforme demonstrado na Figura 5 A-C nos animais tratados com TBT, tanto a
espessura quanto a area da parede da aorta foram reduzidos em comparacdo com
0s animais controle (CONT: 0,46 = 0,06 vs TBT: 0,19 £ 0,04** um; CONT: 361,3 +
27,8 vs TBT: 241,8 + 11,2** um? x10°, **p<0,01, n = 5, respectivamente).
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Figura 5: Fotomicrografias de anéis de aorta coradas com H&E dos
grupos d CONT e TBT (100 ng/Kg por 15dias). (A) Anel da aorta CONT
mostrando morfologia normal. (B) Anel de ratas tratadas com TBT
mostrando sinais de atrofia vascular. (C) Representacdo grafica da
espessura da parede da aorta em ambos 0s grupos experimentais
(média + EPM). * p<0,01 vs CONT. Bar = 20 uM.
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A deposicdo de coldgeno foi significativamente maior no grupo TBT (entre as
membranas elésticas), apds coloragdo com tricromio de Mallory (Fig. 6 A-C), em
comparagao com o grupo controle (CONT: 17,2 +1,0vs TBT: 24,8 £+ 0,9** %, n=5,
**p<0,05), indicando que o TBT altera a morfologia do tecido vascular da aorta.
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Figura 6: Deposicdo superficial de colageno em anéis de aorta coradas
tricrbmico de Mallory. (A) Anel aértico CONT com deposi¢cdo normal de
colageno. (B) Anel adrtico tratado com TBT com aumento de colageno
superficial entre as laminas elasticas. (C) Representacdo gréafica do
aumento da densidade superficial do colageno da aorta no grupo tratado
com TBT. Dados expressos como média + EPM. *p<0,05 vs CONT. Bar=
20 um.
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A presenca de O,- na aorta toracica foi detectada usando criocortes de aorta com
DHE sensivel a fluorescéncia para deteccdo de O,-. As imagens obtidas por
microscopia de fluorescéncia estao representadas na figura 7. A intensidade do sinal
na aorta foi maior no grupo TBT* em comparacdo com o CONT, *p<0,01.

© 3.0+
O

c

<D /‘_\

S 5 241
g S
> 184
LL —

% X

o B 124
g0
25

o g 06
]

c

— 00 T

CONT BT

Figura 7: Detec¢do in situ de anion superoxido. Micrografias de
fluorescéncia de anéis de aorta corados com DHE O,-sensivel
(fluorescéncia vermelha) foram obtidos a partir dos grupos CONT e TBT.
As imagens foram adquiridas em configuracdes idénticas. * p<0,01.
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A expressao da proteina a-AML diminuiu nos anéis que sofreram exposicao ao TBT
comparados com os do grupo CONT (1,00 £ 0,03 vs TBT: 0,67 £ 0,06**, **p<0,05)

conforme demonstra a figura abaixo.
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Figura 8: Analise por imunobloting para a expresséo de proteina a-AML
em anéis de aorta de ratas Wistar CONT e TBT. Os resultados estéo
expressos como média = EPM. ** p<0,05.
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Avaliacdo do efeito do tratamento com TBT sobre a reatividade vascular nos anéis
isolados de aorta

O tratamento por 15 dias com TBT nédo afetou a resposta contratil ao KCI, porém
reduziu a resposta vasoconstritora maxima (Rmax) induzida pela fenilefrina em anéis
de aorta (Tabela 3), CONT(n = 8): 143,4 £ 6,1 vs TBT( n =9): 119,1 £ 8,5*, *p<0,05)

Tabela 3. Valores de pD, e resposta maxima (Rmax) obtidos por curva concentracdo-resposta a
fenilefrina em anéis de aorta de animais nao tratados (CONT) e tratados (TBT). *p<0,05.

Grupos pD,(Log M) Rmax (%)

CONT -6,411 £ 0,17 143,4 + 6,09

TBT -6,351 + 0,15 119,1 + 8,50*
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Figura 9: Curva concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados
de aorta de ratas Wistar na situacdo controle CONT (n=8) comparadas
com ratas tratadas com TBT (n=9). Os simbolos representam a média +
EPM. Test t ndo-pareado. *p<0,05.
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Avaliagéo da participacéo do endotélio na reatividade vascular

Ao remover o endotélio, a curva concentracdo resposta a fenilefrina foi deslocada,
para a esquerda conforme esperado, em ambos 0S grupos, porém a resposta
maxima e sensibilidade a fenilefrina foram aumentadas no grupo TBT comparados
ao grupo CONT (n = 10): 152,6 + 8,27 vs TBT (n = 7): 194,7 + 17,98* de contragéo
ao KClI,*p<0,05). Houve diferenca significante na area abaixo da curva, conforme
mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Valores de pD2, resposta maxima e area abaixo da curva obtidos através de curva
concentracdo resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica de ratas sem endotélio controle
(CONT) e tratadas (TBT). *p<0,05.

Grupos pD, (Log M) Rmax (%) dAUC
CONT E+ -6,50 + 0,16 142,8 + 5,17

TBT E+ -6,35+ 0,13 119,5+ 7,62

CONT E- -11,22 + 2,08* 152,6 + 8,27 73,62 +10,40

TBT E- -7,566 *+ 0,21* 194,7 +17,98*  125,6 + 15,64*
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Figura 10: Curva concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados
de aorta de ratas Wistar CONT, n=10 (A) e TBT, n=7 (B), na presenca
(E) e auséncia do endotélio (E); Diferenca da area abaixo da curva,
dAUC % (C) Os simbolos representam a média £+ EPM. Test t nado-
pareado. *p<0,05.
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Andlise do envolvimento do tratamento com TBT na via de producao de NO

Como esperado, ocorreu aumento da reatividade vascular em ambos 0s grupos
incubados por 30 minutos com L-NAME, porém, no grupo TBT, observa-se um
aumento maior na resposta ao L-NAME, comparado ao grupo CONT (Rmax: CONT
(n=9): 139,9 + 12,15 vs TBT (n=9): 150,9 + 6,85*), *p<0,05 conforme mostra a
Tabela 5.

Tabela 5. Valores de pD,, resposta maxima (Rmax) e area sob a curva (dAUC) obtidos por curva
concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de animais ndo tratados (CONT) e tratados
(TBT) incubados com L-NAME. *p<0,05.

Grupos pD, (Log M) Rmax (%) dAUC
CONT -6,41 + 0,17 143,4 + 6,09
CONT L-NAME -11,36 + 4,20* 139,9 + 12,15 38,76 £ 7,19
TBT -6,35+ 0,15 123,5 + 8,261

TBT L-NAME -7,63 + 0,30* 150,9 + 6,85* 79,11 + 14,70*
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Figura 11: (A) Efeito do blogueio da NOS por 30 minutos com L-NAME
na curva concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratas
controle, n=8. (B) e em aorta de ratas tratadas com TBT, n=8. (C)
Diferenca da &rea abaixo da curva, dAUC %. Os simbolos representam a
média £ EPM. Test t ndo-pareado. *p<0,05.
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Avaliacdo da participacdo dos canais para K* na resposta a FE

Apés a incubacdo dos anéis de aorta de ambos 0s grupos por 30 minutos com TEA
e realizacdo da curva de FE, observou-se que a participagdo dos canais para K" foi
intensificada em ambos os grupos, no entanto nos animais tratados com TBT, a area
sob a curva foi maior do que no grupo CONT como observado na Tabela 6. Estes
resultados sugerem uma maior participacdo dos canais para K na curva de

contracgéo a fenilefrina no grupo TBT.

Tabela 6. Valores de pD,, resposta maxima (Rmax) e area sob a curva (dAUC) obtidos por curva
concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de animais ndo tratados (CONT) e tratados
(TBT) incubados com TEA. *p<0,05.

Grupos pD2 (Log M) Rmax (%) dAUC
CONT -6,37 £ 0,16 161,7 + 19,13
CONT TEA -6,93 £ 0,21 180,8 + 17,89 27,35 %6,25
TBT -6,35+ 0,15 118,4 + 7,86

TBT TEA -6,86 + 0,38 179,0 +£12,94* 72,9 +14,10*
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Figura 12: (A) Efeito do bloqueio dos canais para K* por 30 minutos com
TEA na curva concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de
ratas controle, n=8. (B) e em aorta de ratas tratadas com TBT, n=8. (C)
Diferenca da &area abaixo da curva, dAUC % . Os simbolos representam
a média + EPM. Test t ndo-pareado. *p<0,05.
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Quando investigamos o efeito do anion superodxido liberado pela atividade da
NADPH oxidase, observamos que conforme mostra a Tabela 7, a inibicdo com
apocinina reduziu a resposta contrétil a fenilefrina em ambos os grupos, porém no
grupo TBT a redugdo foi maior sugerindo um aumento na liberagdo de &nion
superéxido gerado pela NADPH oxidase neste grupo (dAUC: CONT (n =7): -52,7 +
5,2vs TBT (n=7): -68,1 + 4,5* de contracdo ao KCI, *p<0,05).

Tabela 7. Valores de pD,, resposta maxima (Rmax) e area sob a curva (dAUC) obtidos por curva
concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de animais ndo tratados (CONT) e tratados
(TBT) incubados com Apocinina. *p<0,05.

Grupos pD, (Log M) Rmax (%) dAUC
CONT -6,37 £ 0,16 161,7 £ 19,13
CONT - APOCININA -6,16 + 0,15 80,2 + 12,24* -52,7 £ 5,20
TBT -6.35+ 0,15 123,5 + 8,26

TBT - APOCININA -5,38 £ 0,45 69,35 + 9,24* -68,1 + 4,51~
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Figura 13: (A) Efeito do blogueio da NADPH oxidase por 30 minutos
com apocinina na curva concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de
aorta de ratas controle, n=8. (B) e em aorta de ratas tratadas com TBT,
n=8. (C) Diferenca da &rea abaixo da curva, dJAUC % . Os simbolos
representam a média + EPM. Test t ndo-pareado. *p<0,05.
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Quando utilizamos o NPS para avaliar o relaxamento independente do endotélio,
observamos que a resposta maxima foi semelhante em ambos os grupos, porém no
grupo TBT a sensibilidade ao farmaco foi maior quando comparada ao grupo CONT
(pD2: CONT (n =7): -7,76 £ 0,00, vs TBT (n = 6): -7,43 = 0,14*; Rmax: CONT (n =
7): -100 £ 0,00, vs TBT (n = 6): -99,15 + 0,40, *p<0,05 vs CONT), como discriminado

na Tabela 8.

Tabela 8. Valores de pD,, e da resposta maxima (Rmax) obtidos por curva concentragéo-resposta ao
nitroprussiato de sodio em anéis de aorta de animais nao tratados (CONT) e tratados (TBT). *p<0,05.

Grupos pD, (Log M) Rmax (%)
CONT NPS -7,76 + 0,00 -100 £ 0,00
TBT NPS -7,43 £ 0,14* -99,15 + 0,40
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Figura 14: Curva concentracdo-resposta ao nitroprussiato de sodio
(NPS) em anéis isolados de aorta de ratas Wistar na situagdo controle
CONT (n=7) comparadas com ratas tratadas com TBT (n=7). Os
simbolos representam a média £ EPM. Test t ndo-pareado. *p<0,05.
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Ao avaliarmos a resposta ao relaxamento dependente do endotélio utilizando ACh,
podemos observar que tanto a sensibilidade quanto as respostas maximas estdo
reduzidas no grupo TBT comparado ao grupo CONT (pD2: CONT (n = 10): -6,07 *
0,01 vs TBT(n = 10): -5,62 + 0,02*; Rmax: CONT(n = 10): -105,3 + 0,15 vs TBT(n =
10): -99,17 + 1,09*, *p<0,05), conforme indicado na Tabela 9.

Tabela 9. Valores de pD,, e da resposta maxima (Rmax) obtidos por curva concentragcao-resposta
acetilcolina em anéis de aorta de animais nao tratados (CONT) e tratados (TBT). *p<0,05

Grupos pD, (Log M) Rméax (%)
CONT ACh -6,07 £ 0,01 -105,3 £ 0,15
TBT ACh -5,62 + 0,02* -99,17 + 1,09*
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Figura 15: Curva concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh) em anéis
isolados de aorta de ratas Wistar na situacdo controle CONT (n=10)
comparadas com ratas tratadas com TBT (n=10). Os simbolos
representam a média + EPM. Test t ndo-pareado. *p<0,05.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que mesmo sendo administrado em doses menores do
gue a quantidade encontrada nos oceanos ou ainda recomendado pela OMS e/ou
EPA-USA, o tributilestanho diminuiu a reatividade de anéis isolados de aorta de
ratas a fenilefrina por um mecanismo de alteracBes de fatores endoteliais como:
aumento da liberacdo basal NO, maior participacdo dos canais para K' e maior
producdo de ROS, prejudicando também o relaxamento induzido por NPS do

musculo liso vascular.

Normalmente, a atividade toxica maxima dos compostos organoestanicos ocorre na
forma trisubstituidos e se o radical inorganico ligado ao atomo de estanho for um
composto toxico a atividade biolégica dos compostos organoestanicos pode ser
aumentada (Snoeij et al., 1987). Penninks em 1993 propds uma dose diaria
toleravel de TBT para os seres humanos de 0,25 pg/kg com base em estudos de
imunotoxicidade. Este valor foi adotado pela OMS, e um valor um pouco maior (0,3
pg/kg) foi proposto pela EPA-USA em 1997. Investigacfes em ratos expostos a
triorganoestanicos demonstraram que o mesmo se distribui no cérebro, figado, rins,
coracao, sangue e pode atravessar a barreira placentaria, acumulando-se no tecido
fetal (Cook et al., 1984).

A toxicidade dos compostos organoestanicos em vertebrados tem sido um motivo de
preocupacao, pois estudos em roedores tém mostrado que o TBT e TPT séo
absorvidos no trato gastrointestinal e as concentracfes de TPT e seus metabdlitos
no figado e os rins sdo mais elevados do que as concentracfes encontradas no
sangue e outros tecidos. Os compostos organoestanicos persistem como
prevalentes contaminantes em fontes alimentares como 0s peixes, mariscos, e por
meio do uso de pesticidas em culturas de alimentos de alto valor (Oyewo, 1999),
além da utilizacédo de antifungicos presentes em produtos que conservam a madeira,

sistemas de agua industriais e téxteis (Grun et al., 2006).

O papel do tributilestanho na regulacdo do ténus vascular continua sem explicacao.

Solomon e Krishnamurty (1992) demonstraram que o TBT n&o interferiu na
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contracgdo induzida pela norepinefrina ou no relaxamento induzido por nitroprussiato
de sédio da aorta, e produziu uma inibicdo dose dependente do peptideo natriurético
atrial induzindo ao vasorelaxamento. Yoshizuka et al., (1992) descreveu lesbes nas
células endoteliais que resultaram em edema subendotelial, apdés exposicdo ao
tributilestanho.

Neste estudo observa-se uma reducédo na reatividade a fenilefrina os anéis de aorta
expostos ao TBT por 15 dias, além de modificacdes na morfologia. Investigando a
modulacdo do NO ao incubar os anéis por 30 minutos com L-NAME observa-se um
aumento na sensibilidade dos anéis a fenilefrina tanto no grupo CONT quanto no
TBT, porém a sensibilidade foi maior no grupo TBT. Este resultado sugere que o
efeito do TBT foi dependente do endotélio e do NO.

Os dados deste estudo também sugerem que o TBT tem sua acgéo independente do
endotélio, pois no grupo TBT a sensibilidade ao NPS e ACh estédo reduzidas o que
leva a uma especulacdo que a acdo do TBT pode ocorrer no musculo liso vascular
além de endotélio. No entanto, as curvas de concentracdo-resposta a FE do grupo
TBT e do CONT sem o endotélio ndo foram diferentes, podendo tal dado ser
interpretado como uma acéo parcial do TBT no acoplamento de excitacdo-contracéo
do musculo liso, importante no processo de relaxamento, mas ndo no processo de

contracao.

No presente estudo, observou-se uma reducdo na concentracdo seérica de
estrogénio e um aumento na concentracdo sérica de P4, ap0s o tratamento com
TBT. Em estudos anteriores, a P4 induziu o relaxamento da contracdo induzida por
KCI de anéis de aorta de ratos, em parte devido ao NO endotélio-dependente que
causou uma reducdo no ténus vascular, provavelmente devido ao bloqueio dos
canais voltagem dependentes e/ou dos canais operados por receptores

dependentes (Glusa et al., 1997).

E sabido que alteracdes na funcéo de canal de K estdo possivelmente envolvidas
na modulacédo do tdnus vascular em diferentes leitos vasculares (Yeung et al., 2007),
muito embora alteragbes na reatividade vascular apdés a exposicdo a baixas

concentragbes de TBT ndo tenham sido anteriormente descritas. Em outras funcbes
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fisiolégicas, Tang et al., (2010) mostraram que o cloreto de trimetilestanho altera o
equilibrio de K* renal, abrindo os canais para K nas células intercaladas renais de
ratos Sprague-Dawley, reduzindo a reabsorcdo de K' na urina e induzindo a
hipocalemia. Em camundongos com células neuroblastoma N1E-115, nenhum dos
compostos organoestanicos (TBT, DBT e TPT) alterou a corrente de K* dependente
de voltagem, no entanto em linfocitos humanos, o DBT afetou tanto o pico de
amplitude quanto o tempo da corrente de K de maneira dependente da

concentragéo.

O aumento da biodisponibilidade de NO pode abrir os canais para K* e contribui
para o aumento da modulacdo negativa da contracdo a FE. O presente estudo
demonstrou que o TEA potencializou a resposta ao agonista a-adrenérgico em
ambos os grupos, porém este efeito foi maior em anéis das ratas expostas ao TBT,
conforme valores demonstrados da area sob a curva levando entdo a constatacao
de que o efeito vasodilatador do TEA foi mais significante e contribuiu para a
reducdo da reatividade vascular a FE, sugerindo que o NO poderia ativar os canais

para K* do muasculo liso vascular (Bolotina et al., 1994).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) funcionam como segundo mensageiros
ativando moléculas sinalizadoras, levando ao estresse oxidativo podendo afetar a
reatividade vascular por diferentes mecanismos, assim desempenhando um papel
importante na fisiopatologia vascular (Touyz; Schiffrin, 2004, 2008). Alvaréz et al.,
(2008) relataram que o0 aumento de anion superoxido formado a partir da NADPH
oxidase em vasos de ratos espontaneamente hipertensos contribui para a resposta
vasoconstritora e se contrapde ao aumento de NO a partir de INOS e leva

consequente modulacdo das respostas vasoconstritoras e vasodilatadoras.

O anion superoxido é produzido por uma variedade de enzimas, incluindo xantina
oxidase, ciclooxigenase e a NADPH oxidase. Esta ultima desempenha maior fungéo
nas células vasculares (Kawashima; Yokorama, 2010). A familia da NADPH oxidase,
apresenta um papel central na geracdo de EROS nas doencas cardiovasculares. Em
timécitos de ratos, Gennari et al.,, (2000) demonstraram que o DBT e o TBT
causaram estresse oxidativo e ativacdo das capazes. Corroborando com o0s

resultados apresentados, a apocinina (inibidor inespecifico da NADPH oxidase)
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reduziu a resposta a FE nos dois grupos, porém este efeito foi maior em segmentos

de aorta de ratas expostas ao TBT, como demonstrado na dAUC.

O tratamento com apocinina promoveu um decréscimo expressivo no grupo TBT e a
guantidade de O,. estavam aumentados no grupo TBT quando comparado ao
CONT, tais achados sugerem que a exposicdo ao TBT levou a um aumento na
atividade da NADPH oxidase sugerindo que o estresse oxidativo induzido pela
enzima poderia reduzir a biodisponibilidade de NO. Além disso, a deficiéncia de E2
em células de musculo liso vascular de ratos foi associada com um aumento na
liberacdo de anion superdxido e atividade da NADPH oxidase e a reposi¢ao de E2
inibiu este aumento, enquanto que a reposicdo com P4 aumentou a producdo de
ROS e a atividade da NADPH-oxidase (Wassmann; Wassmann; Nickenig, 2005).

A aorta é um vaso de capacitancia que permite a modificacdo das caracteristicas do
fluxo sanguineo do ventriculo esquerdo a um bom padrao de fluxo ndo pulsatil em
vasos mais distais (Safar et al., 1998). Aléem disso, grandes artérias ndo sao
consideradas condutos passivos, pois respondem ativamente as forcas mecanicas a
gue sao submetidas. Tal constatacédo é apoiada pelo fato de que algumas doencas
cardiovasculares sdo acompanhadas por alteracbes vasculares que incluem
hipertrofia e aumento no diametro das grandes artérias, em adicdo ao conceito de
gue a lesédo das grandes artérias é um fator importante na morbidade e mortalidade
cardiovascular. Em acordo com estes dados, a relagdo intima-medial surgiu como
indice de doencas cardiovasculares e é geralmente considerado um biomarcador de

aterosclerose (Guo et al., 2006).

Os dados histolégicos do presente estudo mostraram uma reducdo tanto de
espessura quanto de area da parede da aorta no grupo TBT. Estes dados sugerem
gue a exposicdo ao TBT, durante 15 dias pode ter induzido alteracdes na morfologia
da aorta associados com prejuizo na reatividade da aorta, geralmente observada em
processo crénico como a hipertensdo envelhecimento, diabetes mellitus e doenca
renal em estagio final. Foi previamente demonstrado que a deposicdo anormal de

colageno na parede arterial adrtica contribui para o aumento da rigidez arterial
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(STEVENS et al., 1976) e em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (Marque et

al., 2002), contribuindo para deficiéncia da funcéo vascular.

A diminui¢do da reatividade vascular encontrada neste estudo pode estar associada
as modificagbes na morfologia da aorta, e demonstra que a exposi¢cao ao TBT pode
estar ligada diretamente a deficiéncia de um ou mais mecanismos vasculares como
a diminuicdo da expressédo da proteina a-AML, aumento na deposi¢cao de colageno
ao longo da parede da aorta e/ou ainda outras modificacbes em sua matriz

extracelular vascular como mecanismo compensatoério pela toxicidade do TBT.

Doencas cardiovasculares, como a hipertensdo ativam as células do musculo liso
vascular, que sé@o contribuintes essenciais para o remodelamento vascular (Hayashi;
Naiki, 2009). As células do musculo liso vascular ativadas recuperam a sua
capacidade proliferativa e migratoria, secretam matrizes proteicas, fazem down-
regulation de proteinas musculares lisas contrateis, tais como a-AML, o muasculo liso
22a (ML22a), cadeia pesada de miosina de musculo liso, e calponina (Owens et al.,
2004), como observado em SHR (Zhang et al.,, 2010). Portanto, os resultados
encontrados neste estudo foram corroborados pelos citados, pois a exposicao oral
ao TBT resultou em uma diminuicdo na expressao da proteina a-AML em anéis da
aorta, sugerindo que a reducédo da reatividade vascular dos anéis de aorta do grupo
TBT, pode ser explicada pelas modificacdes morfoldgicas e funcionais apresentadas

neste estudo.
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6. CONCLUSAO ®0

Concluimos que o tratamento por 15 dias com tributilestanho reduziu as
concentragbes circulantes de estrogénio, aumentou as concentracoes de
progesterona, atrofiou a parede dos anéis, aumentou a deposicao de colageno entre
as membranas elasticas da aorta, aumentou a liberagdo de ROS, diminuiu a
expressa da proteina contratil a-AML e reduziu a reatividade vascular & FE nos anéis
isolados de aorta de ratas através de mecanismos dependentes da
biodisponibilidade de NO, dos canais para K* e aumento do estresse oxidativo.
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Tributyltin contributes in reducing the vascular reactivity to
phenylephrine in isolated aortic rings from female rats

Samya Mere L. Rodrigues?, Carolina F. Ximenes?, Priscila R. de Batista®,
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HIGHLIGHTS

= Tributyltin {TET) reduces vasocomnstrictor nesponse in aortic rings of female rats.

*® THT decreases smooth muscls actin protein expression in aortic rings of female rats.
= THT induces an endothelial dysfuncticn in aortic rings of female rats.

= Collagen depasition along aortic wall after 15 days of TBT exposare in female rats.
= THT changes vasmlar reactivity dependent on MO, K* channels and oxidative stress.

ARTICLE INFOD

ABSTRACT

Agrticie bistary.
Reoeived 11 Sepieminer 2013

Awailabie online 24 January 2074

Organotin compounds such as tributyltin (THT) are used as antifouling paints by shipping companies. THT
imhibits the arcmatase responsible for the transformation of testosterone into estrogen. Dur bypathesis is
that TET modulates the wasoular reactivity of female rats. Femnale Wistar rats were treated daily (Comtrol;
CONT) or TET {100 ngfkg) for 15 days Rings from thoracic aortas were incubated with phenylephrine
[PHE, 10-"-10* M) im the presence and ahsence of endothelium, and in the presence of N°-Nitro-L-

Keywornds:
Trimtyitin
Estrogen

Wascular reactivity
FHE

Acrta rings.

Arginine Methyl Ester [L-NAME], tetraetbylammonium (TEA) and apocynin. TET decreased plasma levels
of estrogen and the vasoular response to PHE. Inithe THT group, the vascular reactivity was increased inthe
abs=nce of endothelam, L-MAME and TEA. The decreas=in PHE react ivity during incubation with apocynin
was more evident inthe THT group. The sensitivity to acetylcholine (ACh ) and sadium mitroprusside (SNP)
was reduced in the TBT group. TET increased collagen, reduced cl-smooth musche actin. Female rats
treated with TET for 15 days showed morphology alteration of the aorta and deceassd their vascoualar
reactivity, probably due to mechanizms dependent an nitric axide (M0) biaavailability, K* channels and
an increase in oocidative stress.

© 3014 Elsevier Ineland Led. All rights reserved.
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Organotin compounds (OTCs) such as tributyltin (TBT) and
triphenyltin (TPT) have been widely used as bsocides, agricultural
fungicides, wood preservatives, and disinfecting agents in cinoulat-
ing industrial cooling waters, as well as in antifouling paints for
marine wessels [Piver, 1973), The toxicity level of OTCs may be
related to the concentration, exposure time, bioavailability, and
sensitivity of the biota, as well as the persistence of OTCs in the
environment [ de Carvalho Oliveira and Santelli, 20100

An increase in the toxicity of organotin compounds can be
related to their instlubility in water, and their high lipophilicity
is the main parameter leading to bicaccumulatson in food wehs
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[Fent, 2004). OTCs, especially triorganotins, induce an endocrine
syndrome in some species of gastropods, known as imposex. This
syndrome is characterized by the superimposition of male genitalia
in females, which alters their reproductive function (Smith, 1381).
The mechanism of action remains unclear, but appears to be related
to the direct inhibition of the aromatase enzyme of me
P50 that converts testosterone to estradiol (Snyder et al, 1290).
In female rats, TET has been shown to modulate estradiol. alters
the estrous cycle, impedes the development of ovarian follicles,
induces an imbalance of ovarian hormones and reduces the number
of gonacytes and germ cells, thereby affecting sexual development
[Grote et al. 2004). 1is effects on other functions are not well under-
stood. Furthenmore, TPT decreases armatase activity in ovary cells
[Makanishi et al. 200Z).

Estrogen is a steroid hormone involved mainly in the control
of female reproductive functions. Among other effects, estrogen
can be cardioprotective, causing endothelium-dependent and-
independent vasodilation of coronary arteries isolated (Crews and
Khalil, 1559). Estrogen treatment also increases aortic stiffness and
potentiates endothelial vasodilator function in the hindquarters
[Tostes et al, 2003).

According to in vitro results, both the sarcoplasmic reticulum
[SR) Ca** ATPase and Ca** uptake were inhibited significantly in
rats treated with these stannows compounds, indicating a trans-
port inhibition of cardiac SR Ca?* (Kodavanti et al, 1991 Based
on the knowledge that estradiol can modulate the cardiovascu-
Lar system through both endothelium-de pendent and independent
vasadilation, our hypothesis was that TET can increase the vascular
reactivity of isolated aortic rings of female rats.

2 Materials and methods

21, hemiosis

mmmm“mrurm:mpmmm:bwu
Iydmchioride [PHEL ACh chioride [ACh) NE-Mibro-L-Arginine Methyl Ester

Hydmchioride [L-NAME], tetrastivylammenium [TEA)[Sigma Chemical Co, 5t Louis,
Missour, LISA), ribtyltin chiloride (THT, 96% Sigma, 5t Louis, Mo, LISA), sodiem
phencbarbital [ Fontoweter, Brazil), and sodium nitroprusside [ SMF) (Merck & O,
Inc, Ralweay, MY, LISA) These chemicals were dissobved in distilled water, sxcept
THT, which was dissolved in 04% ethancl. 5alts and reagents used were of analytical

prade.
22 Expertmentsl animals

Female Wistar rats (12 weeks oid), were kept under controfied fempera e
between 23-25 -C with 1212 h lightjdark cycle. Rat chow and fltered @p water
o bt All proto oy the Local Ethics Committes
of Anirsals { CELHALJFESS C2/2000). The rats were divicied imin two groups: Control
[T, m =8) were treated daily with wehicle [ethanol (L4X), and TET-treated rats
weTE ireated with TET (THT, 100 ngig " day" dilubed in (L4E ethanol vehicle, n=£)
by gavage for 15 days. All e animals were anesthetired with sodium phenobarbital
[35 mgleg, i) befiore the sargical procedures.

23 Hormomol menssrement

Immediately prior in removing the thorac: aorta, biood samples were collscted
wia punciure of the abdominal aorta io measure the cinoalatng levels of ==X hor-
MRS AEE25 = gat4=Clor 10min
o DN plasma, vhich was stored at —30°C for Seture mesrements of priges-
berome and by [ Diagncstic PFrodeds Corporation, Los
Amgrdes, CA, USAL

24. Tisur preperation

Ammats were perfused with stere iline containing hegrin [ 10U/ mL via the
ledft cardiac ventricle fnllowed by wih PES

and manwlly dssected intn rings [3-4mm, n-5 per group), fed in PRS formalin,
pH 7.4, fior 24-481 at: room (Emperature. After faation, Hssues were

In graded ethanal, deared in xyiol, and embedded in paraMn at 50°C and farther
sectioned infn 5 um slices. Sections were stained with HAE bo visualire e aoric
vascular benics [Barreira et al, 2009} and analysis were
perfiormed at the LLIOCAR Lab, Federal University of Espiriin Sanin, Brail
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25 Higomorphametry

Histomanphometry image analysis system was composed of 3 digital @mera
{Axio-Cam ERC55) coupled to a light microscope { Olympus AX70; Diympus, Center
Valley, FAL High resolution images (2048 = 1536 pixels bufler) wens captored with
Carl Teiss AxcicWision REL 4.5 were obtained wsing 3 10= objec-
tive, and the Bhickmess of aortic wall {which Included 0l vascular fmicas|feid) and
the aortic wall anea were caloolated with the area measure tool of Axkc¥ision Rel
48 The resulis represent the ickness and the ares of aortic wall and are expressed
a5 the mean +SEML

26 Coliogen desity surfaces

Mallory trichrome stained sections were used to obiain 15 photmicrograpis
froan aoetic tissue with a 20 objective lens. The areas were randomly chosen, and
areas without all wascular benicas were careflly avoided. The random felds from
ach well are phoingraphed mnder phase contrast and analyzed in kmage |. The
Images were comverted inko bark and white lmages o visualize col-
lagen fibers stained. The results represent the percentage of collagen in the ot
anrticwall surface and It |s expressed x e mean +5EM, 25 described by dos Santos
et al. {3012}

Z7. Probein edroction and mmuoncbloting

The animals were saoificed and the aortas wene removed and mano-
ally dissected intn rings (3-4mm, n="5 per gromp) a5 described previcusly by
Florim =t al. [2011] The Hemes were homogeniesd in ysis buffer {250 mmaol/L
sucrcse, | mmaol/L EOTA, Z0mmol/L imidzcle, pH 73, and the Tollowing pro-
Irase inhibitors: 1 mmaljL 4-42-amincetiy] Mmcride, 1 mmolL
e amide, 10 mg/Lieupey peg A1 mg/Lay anat | mgfLchy-
mirstatin]. Homogenization was carried cut at 0 using a Potter homogenizer, The
homogenate was centrifaged at V00 = g for 10 min. The sepernatant was saved, the
pellet was smpended in three wolumes of Iysis buffer, and the centrifugaton was
Tepeated. Both sepermatants were mixed and centrifeged at 10,000 = g for 20 min
The supematant was saved and the pelletwas discrded The protein concentration
was determined the Liowry assay {1951 ). Froteins were solabilized bry heating
at 100~C for 1'min in sample buffer (E2.5mid Tris-H0, pH &8, 2X sodiem dodecyl
sullate [SOS), S glycernl, 101E bromophenal blue, and 1.7% [b-mercaptoethanal)
Standan 5 el Eartrophoresis {PAGE) was carmied out by knad-
Ing equal quantities of protein per lane (20 pg) on o 10% SO5-polyanylamide gel
Proteins were bransferned onto nitrocefieiose membranes [ Bio-Rad, Herrules, T8 ) in
Tris—ghycine iransfier buffer. The memiranes wene bicded with S | bovine serum])
albumin (BSA, 1 in a Tris-beaffered saline Q05K Tween 20 solution
{THE-T) for 1 at 4=, washed once for 10min in TES-T and then incubated with
4 mouse monodonal antibody raised against the C-berminal domain of @1-smooth
muscle actin (@584, diluted 1:500 in 3EESA In TES-T cwemnight at 4 "C) {Santa One
Biotechmology, INC) or @ rabbit pobycional anibbody raised against 3 peptide map-
ping region near the C-berminus of rat B-Actin {B-Actin, diluted 1:1000 in 3% BSA n
TES-T overnight at 4=C) {Santa Crox Bioterhnology, BNCL After incobation with the
primary , the membranes were washed three bimes with TES-T for 10min
#ach wash. The @-5MA protein was detected using a aniti-rabibit IgC alia-
line phosphatass conjugate (diluted 1:1000 in 3T ESA in TES-Tfor 1 b at 4=C) (Sgma
Immuno-Chemicals), whersgs the B-adin antibody was deiscied an anki-
M [ alkaline phosphatase conjugate] diubed 124000 in 3 ESA n TES-Thor 1 h
at 4 °C) (from Sigrea Emmuno Ohemicals). The bots Tor a-SWA and their respedive
P-actini [e==d as intermal control) were by a color reaction
using nitrctiue tetreolium chioride (MET) and 50 mg/mil of 5-bromo-4-chion-3-
indolyiphosphate p-ioluidine salt mﬂ[-mmmmm1
Tor 5 min. The a-584A and B2 ¥ using Image
| sftware. Relative nmlnuwmmm_qm

imtemal conkrol values [B-actin).

ZEB Supergokde asfon detection

Todetart Oy~ leved in the thoracic aorta, oryosections (8 pm) of aorta in Tesue-
Tek optimized oot ting temperatore ((CT) were allowesd bo thaw and incubated with
Oy sensitive fuorescent Syeditydrosthidiem (DHE] {2 pM]) at 37 -C for 30min in
the darik. The Images were cbtained by comfocal Muorescent micrmsoope (Leica DM
Z500). Auorescence was detecied at 555 nm. The signal within the media
layer wias anatyzsd in the whoile drommierence of 3 sacticrs the vexss) by 2 blinded
mesearcher.

20, Tissue both staxdies

Allthe o with -rzn-ut;q:n.:n
kiles! iy exsanguination. & section of the horacic Jorta was removed and placed
In ooygenated Knebs-Henssflet bicarbonate buffer of the Soliowing composition:
131 mibd Mall, 47 mi KO, 13 mi MaHODy, 2.5 mib CaCly, 1.2 mb KHzPOy, 1.2 md
M50, 11'mM glucoss, and 0.0 mi EOTA The buffer was kept at 35.5-C and ws
gassed with 95X 0y and 5 Ol to mainkain the pH at 7.4. The aorta was deaned
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of fat and commective tissme and cut into 45 mm-iong rings. Four b fve Tings were:
obtainsd froem each aorta. Rings were mountsd betwesn parallel wires in feme
baths [5mL volmme]. Rings were stretched toan optimal resting t=nsion of 15 The
resting temsion was maintained at this value and no changes were oisered after
Incubation with the drogs. The isometric iemsion was reoorded an isometric
force displacement transdncer] GRASS FITE, B, UISA} connected toa data aoquisition
system [MF100 Biopac Systems, Inc., USA) [Marin & a1, 1988

200 Experimenta grotocok

The aoria was divided into rings of 2 io 4 mm that were free of oonnective s
sues. Two metal rods were Ehrough Bhe lemen ofithe rings, and one was ficed
b the wralll of the chamiber and the other connecisd vertically o the Bometric forme
transducer. After 3045 min of each aortic ring was exposed bwice o
TS5 mM potzecism chioride (O] o determine (ks maxdmmsm - Each ring
wias washed Bwes Hmes re-equilibrated and aliovesd o relax o base-
line. Thirty minubes later, the rings were contracied with L1 M PHE, and 10 uM
ACh was added bo assess the integrity of the endothelium. A relaxation of 90K or
meore indicated the Sanctional inbegrity of the endothelimm. Each ring was washed
segueniially, re-squilibrated and allowed io relax o bassline. After 30 min, cum-
Iative conceniration-response curves were generabed for PHE (0U1 ni o 300 wML
Ini other experiments, the PHE conceniraiion-response curve was construcied in
endothelimm-denuded rings. The endotheliom was remowed by gently rubbing the
intimal surface with 2 stainless sieed rod. The effecvensss of endothelium removal
wias confinmed by the absence of the relaxation induced by 108 ADh in aortas
pre-contracted with PHE within each group. The same PHE concentration-responss
cmrve was performed inthe presence of solution containing 100 pM L-SAME [nitric
oide synthase [NOS) biocker), 2 mid TEA (K° channel bicdker] or 03 mM Jpoc-
ynin [nicotinamide adenine dimscdentide phosphate reduced (RADFH) inhibitor).
The smooth mescle and sndothelium wiability was iesied using SMF (000 nM o
D5 bl amd ACh [T nM it 300 i

211, Simiishical anabysis

The coniractile respomses Jre reported 35 3 percentage of the madmum
response in T5mM KCL The relaxabion responsss to ACh and SKF are reported
& the percentage of relaxation of the maximum contractile response. For each
conceniration-respomss curve, the madmum efsct [Emax) and the concentration
of agonist that produced 506 of the maximal response (log EC50) were caloolated
using non-linear regresion analysis| GraphFad Prism Software, USA) The effidency
of the agonists i reported 2 pOZ (Jog ECS0).

The dala are reporbed s the mean £5EM. Compazisons betwesn groups wens
performed msing Student's | test (Enpaired) and p = 005 was considersd in be

A
= Lad

wize] .
gn
-
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significant. To compare the effiects of L-%AME, TEA and apocymin on contractile
responses io PHE, the results were 2= differences in the area under the

curee (ALIC) tn PHE in CONT and in experimental sit-
uations. dALC was caloulated from the individeal curve plots (GraphFad Prism
Software], and the difference was reported 2 3 percentage of the dAUC of the
Comesponding CONT situation.

Histnmorphometric analysss wers reported 25 mean +5EM. The data were
tested for normality using Kolmogoroy Smirnodl bests. Comparisons betwesngroups
‘were performed using Student's t-test [unpaired). The rsults wers considersd st3-
tistically sgnificant at p< L05.

3. Results

3.1. Effects of tributyltin reatment on vaseconstrictor and
rebmemtion response

Tributyltin treatment for 15 days did mot affect the con-
tractility response to KCl 75mM. Howewver, the contractility
responses induced by PHE in the rat aorta (Fig 1A) were
reduced in the TET group (Emax for CONT, n =8=1434+ 6099
ws. THT, n=9=119.1+8501, *p<005). The ACh-induced
relaxation (Fiz 1B) was reduced in the TBT group (pD2:
CONT= 60712001, n=10 vs. TET=-56204+002Z n =10;
Emax: COMNT= —1053+0.1533 n=10 vs. TBT=-99.17 £+ 1.099
n= 10, p<0.05). The Emax SHP-induced relaxation was unchanged
in the TET group compared to the CONT group, but the log
ECS0 was greater in the TET-treated group (Fig. 1C) (pD2: CONT=-
—7.767 + 0009, n=7 vs TET= —7.433 + 0.1450" n = 6; Emax: CONT=-
— 100040001, n=7 ws. TET= —99.15+0.408, n =6, *p«<0.05 vs.
COMTL

32 Investigation of endothefial participation

In the experiments performed without endothelium (Fig. 24-C)
and in the presence of NOS inhibitor L.-NAME 100 M (Rg ZD-F)
the concentration-response curves were shified to the left
in response to PHE treatment in aortic segments from both

O Uil

0 8 8 7 % £ 4 3

PHE Lag [M]
B C g

o & CONT & CONT

v TET -2 a TET

g - H
-

il - E-’l

Fl s-l‘.l *
&

=Bl -

-

L 100

W B BT 4 5 3 0 & 8 7 & £ 4 3

ACh Lag[M] NP Lag ]

Fig. 1. (A} Concentration-response curves to PHE in isolated aortic rings from CONT [5=8) and TET-treated {n=E} female Wistar rats. (B] Relacation indeced by ACh in
Isnlated aortic Tings of female Wistar rats from CONT (0= ), and TET-treated (5 = 8] groups. The rings were pre-contractsd with 7 5 mi KL (C) Relaxation induced by sodism
i isclated anrtic Tings of female Wistar rats from CONT (8 =7 |, and TET-treabed (s = 6] groups. The rings were pre-coniracsd with 75 mM KOL Symbols represent

Ehe mean-£ SEML Unpaired i test. " p-~ Q05
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Fig. 2 [A) The effect of the endothslium removal (£~ ) on the cnceniration-responss curve PHE in aortic rings from CONT [m=8) and (B) THT-tneated (m=8) fsmale Wistar
rats. {iC} A comparison of the percentage diffensnce of the anss mnder the coree. (0] The effect of 2 NOS biocker (L-MAME] on the concentration-response curve PHE in rat
acrtic ring from COMT {n= ) and {E) TET-treated {m=8] rats. {F) & mmparison of the percent differnce area under the ourve. Symbols represent the mean +5EM. Linpaired

I best. "p< 005,

groups. This response was not statistically different bebween
TEBT and CONT group (Emax CONT, n=10= 15264+ B.273 vs THT,
A=7=10474 1798 of contraction of KCl, p<0.1670) Vascular
reactivity increased in all groups incubated with the MOS inhibitor
L-MAME 100 ph. Howrever, the magnitude of the L-NAME response
wixs greater in the TET group (Emax; CONT, n=9=1399 4+ 12.15vs,
TET, A= 9= 1509+ 6.853 of KCl contraction, p«<0.05).

33. K channels participation and the gffect of antioxidont on the
oction of tributyltin in the contractile response to PHE in tsolated
oarticrings of rats

The vasoconstrictor response induced by PHE was potentiated
in both groups in the presence of TEA (2 mM), a K* channel blocker
[Fg 3A-C). However, the dALIC was greater in preparations from
tributyltin-treated animals than in the untreated group (daUC
COMT: n=7=27. 354+6.25 vs. TET; n=7=7294+ 14.1 of KCl con-
traction, p<0.05). To investigate the role of superoxide anmions
generated by MADPH oxidase activity on vascular reactivity to
PHE in TBT-treated rats, the MADPH oxidase inhibitor, apocynin
(0.3 mM ) was used Incubation with apocynin reduced reactivity
to PHE in the TET groups (Fig. 30-F). These results suggest an
increased release of superoxide anions generated by NADFH oxi-
dase in the TBT group (dALKC: CONT: n=7=_527 +52 vs. THT:
n=7=_G8.1+4.5 of KCl contraction, p< 0051

3.4. Plosma levels of hormones: heart welgfits; and histodogical
analysis
The rats treated with TBT displayed a significant decrease

in serum 17f-estradiol levels compared with CONT rats (TET:
323+43pgiml vs. CONT: 47.2+7pgiml, p<0.05). In addition,

serum progesterone bevels were increased in the TET group
compared with the CONT group (TET: 7.0+ 12 ngiml vs. CONT:
40407 ngfml p+<0.05). The serum testosterone levels (Table 1)
and body weight (data not shown) did not change after TET.
However, the TBT group exhibited an elevation in the LvwiBW
ratio [CONT: L0204+ 0,01 vs. TET; QU026 £ 0007 mglg bow, p«< 0.05),
but mot in the RVWIBW ratio (CONT: 0UDS5+ 00004 vs. TET:
0.0GE £ 0,004 mgg hw).

35 Histolygy analysis

The aortic rings exhibited signs of vascular atrophy 15 days
after THT-exposure. This was demaonstrated in TET-treated and-
mals, where both the thickmess and area of the aortic wall
{Fig. 4A-C) were decreased compared with controls (CONT:
D465 4+0.06 vs. TBT: 0.19+ 004 um: OONT: 361.3£378 vs TET:

Tabde1

Surmamary data of the changes in plasma conceniration of female sexual honmones,
fond intake, body and heart weight in CONT and TET-breated [ 100ngkg) female
Wistar rats. Values are reported 2 the mean +5EM. Unpaired © iest *pe 005,
17f-estradiol (E;) and progesterone [Fy). Body weight (el Batio of right or lelt
weniricle weight [Including the septumm) and body weight [EVWEW or LVW]EW,
respectively)

Croups CowT THT

B2, pimil f2:70 2347
Tesinsterone 4E £ 0E 430z
P, mygfmil 40 £ 07 TO+13
Food Intake, gjday 153211 168 £ 13
Inidlal, bow., @ IT6H £ 54 2753 £ 37
Final, hw., g 7363 £ B5 I3 241
AV EW, mg)y ow 0055 + 0004 0066 + 0004
LWWHW, Mg b, 0020 £ 0o 0026 & LT
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Fig. 5. In situ detection of superoxide anion. Fluorescence micrographs of Jortic rings stained with the O; - sensitive dye DHE (red fuorescence) were obtained from CONT
and TET-treated for 15 days {100 ng/kg) fermale Wistar rats. Images were acquired 3t identical settings *p< 001,

2418+ 112 um? x 107, p<0.01,n= 5, respectively). Collagen depo-
sition was significantly higher in the TBT group (between elastic
membranes), as demonstrated by Mallory trichrome staining
(Fg 4D-F) compared with the control (CONT: 17.2 4 1.0 vs. TBT:
24 8 +0.9%, n= 5, p<0.05),indicating that TBT impairs the morphol-
ogy of aortic vascular tissue.
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Fig. & Immunoblotting analysis for a-SMA protein expression in 20rtic rings from
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3.6. Superaxide anion detection

The Oz~ level in the thoracic aorta was detected using cryosec-
tions of aorta with O, - sensitive fluorescent dyedihydroethidium
(DHE). The images obtained by confocal fluorescent microscope
were represented in the Fig. 5. The signal intensity within the media
layer was higher in the TBT group than in the CONT, p<0.01.

3.7. Imumunoblotting analysts

The a-SMA protein expression was assessed in the aorta after
TBT-exposure. In aortic rings, the expression of a-SMA protein of
TBTrats was lower (0.67 +0.06, n= 5, p< 0.05) compared to controls
(1.00 £0.03, n=5, p < 0.05, Figure < 0.05, Fig 6)

4. Discussion

The results presented here show that low doses of TBT decreased
the vascular reactivity of female rats aortic rings to PHE by a mech-
anism involving an imbalance in the effects of some endothelial
factors such as nitric oxide-NO, K* channels and reactive oxygen
species-ROS, the impairment of vascular smooth muscle relaxation
to SNP and altered aortic ring morphology.

Usually, maximum toxicological activity is provided by triorgan-
otins, such as TBT. If the inorganic radical linked to the tin atom
is itself a toxic compound, the biological activity of OTCs can
be increased (Snoeij et al, 1987). For TBT, Penninks (1993) pro-
posed a tolerable daily intake (TDI) level for humans of 0.25 pg/kg
body weight based on immunotoxicity studies. This value was
adopted by the World Health Organization (WHO), and a slightly
higher value of 0.3 pg/kg body weight was proposed by the US.
Environmental Protection Agency (U. 5. EPA. 1997). Investiga-
tions demonstrated that rats’ exposure to triorganotins result in
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distribution in brain, liver, kidneys, heart, blood and it can cross
the placenta and accummulate in fetal tissues (Cook et al., 1984)

Toxicity of OTCs to vertebrate species has been a cause for con-
cern as well. Studies in rodents have shown that TBT and TPT are
absorbed in the gastro-intestinal tract and the levels of TPT and its
metabolites in the liver and kidneys are higher than levels in the
blood and other tissues. OTCs persist as prevalent contaminants
in dietary sources, such as fish and shellfish, and through pesti-
cide use on high-value food crops (Ohhira et al, 1999). Additional
human exposure to OTCs may oocur through their use as antifungal
agents in wood treatments. industrial water systems, and textiles
(1guchi et al, 20070

The role of TBT in the regulation of vascular tone remains
incompletely understood. Solomon and Krishnamurty (1992),
demonstrated that TBT did not interfere with norepinephrine-
induced contraction or SMP-induced vasorelaxation in aortic
vessels, Yoshizuka et al (1292) have described damage to the
endothelial cells resulting in subendothelial edema. TET abso
produced a dose-dependent inhibition of atrial natriuretic peptide-
indwced vasorelaxation (Solomon and Krishnamurty, 1992), In the
present study, we observed a reduction in the reactivity to PHE in
aortic rings after 15 days of TET exposure and changes in morpho-
logic aspects of aortic rings. To investigate NO modulation, the NOS
inhibitor, L-MAME, was used. We observed that 1--NAME increased
the sensibility and did not change the maximum response on the
CONT group, but increased the maximum response and the sensi-
bility to PHE in the TET groups. These results suggest that the effect
of TET were dependent on the endothelium and RO.

Our data also suggest a TET endothelium independent action.
Considering a reduced SNP and ACh sensitivity response on the
TET group, we would speculate TET may act on the smooth muscle
bessdes endothelium. Howewer, the PHE conceniration-response
curves from TBT and Control groups without endothelium were
not different. It could be interpreted as a partial action of TET on
the smooth muscle excitation-contraction coupling, important in
the relaxation process but not in the contraction process.

Triorganotins, like TBT, have plesotropic adverse effects on
both invertebrate and vertebrate endoorine systems (Grin et al,
20061 The exposure of female rats to TET results in the devel-
opment of reproductive abnormalities (Grote et al, 2004) and
changes to serum estradiol levels (Makanishi et al,, 2002). Several
investigations have demonstrated the cardioprotective proper-
ties of estrogens (Karas et al, 1999). In isolated rat aortas,
E; has an endothelivm-independent, non-genomic vasorelaxant
effect (Castillo et al, 2006). Mevertheless, Ez enhances constrictor
prostanasd functionin female rat aortasby upregulating the expres-
sion of cyclooxygenase -2 (COX-2) and thromboxane synthase
in both endothelium and vascular smooth muscle cells (VSC)
of the aorta, and by upregulating the expression of endoperox-
ide/thromboxane receptor in VSMC (Li et al. 2008). Despite the
prevalence of vasoconstrictor ids derived from COX-2 in
aortas from ovariectomized rats, ACh-induced relaxation is main-
tained, maost likely as consequence of the positive regulation thar
prostanoeds exert on endothelial nitric oxide synthase (eNOS) activ-
ity (Martorell et al., 2009).

In the present study, we observed a reduction in serum estrogen
levels and an increase in Py levels after TBT treatment In agreement
with our results, Py induced the relaxation of KCl-induced contrac-
tion of rat aortic rings, in part due to an endothelial WO-dependent
manner and caused a reduction of vascular tone, most likely due to
blockade of voltage-dependent and/or receptor-operated calcium
chanmels [Ghesa et al., 1997 ),

Previous studses have shown that alterations in K* chanmel fumnc-
tion are possibly imvolved in the modulation of vascular tone in
different vascular beds (Yeung et al, 2007 ). However, changes in
vascular reactivity after exposure to low concentrations of TET

hawe not been previously described. In other physiclogic func-
tioms, Tang et al. (2010 showed that trimethyltin chloride changes
the renal K* balance, opening K* channels in renal intercalated
cells of Sprague-Dawley rats, reducing urine K reabsorption and
inducing hypokalemia. In mouse N1E-115 neuroblastoma cells,
none of the tested organotin compounds (TET, Dibutyltin-DET and
Triphenyltin-TPT) altered the voltage-dependent K* current. How-
ever, in human DET affects both the peak amplitude
and the time to peak of the K* current in a concentration-depenident
manner. The increased RO bioavailability could open K* channels
and contribute to increased negative modulation of the PHE con-
traction We demonstrated that TEA, potentiated the response to
PHE in aortic segments from both groups, but these effects were
greater in preparations from TBT-treated rats, as demonstrated by
dALIC values. Despite the changes in endothelial factors and vas-
cular smooth muscle cell function, the vasodilatory effects of TEA
‘were more significant and made a greater contribution to the reduc-
tiom in the vascular reactivity to PHE. This result suggested that the
MO could be activating the K* channels at vSMC. (Bolotina et al,
1984).

The NADPH oxidase family plays a central role in generation of
reactive oxygen species (RDS) in cardiovascular disorders. In rat
thymocytes, Gennari et al. [2000) demonstrated that Di-n-butyltin
dichloride (DETC) and tri-n-butyltin chloride (TBT) cause oxida-
tive siress and activation of caspases. ‘We showed that apocynin
{a specific NADPH oxidase inhibitor) reduced the FHE response in
the aortic rings from both groups, but these effects were greater
in the aortic segments from TET-treated female rats. as shown by
the dALIC. Apocynin freatment promoted a greater decrease in the
Wwasgronstrictor response to PHE in the aortic rings of TET treated
rats thanin COMT rats. The Oy~ level in the thoracic aorta was higher
in the TET group than in the CONT. This finding suggested that
TET exposure led to increased MADPH activity, suggesting that the
oxidative stress induced by the enzyme could reduce NO bioavail-
ability.

Moreover, Bz deficiency in cultured mouse vascular smooth
muscle cells was associated with an increase in vasoular superox-
ide release and NADPH oxidase activity. Ez replacement prevented
this increase, whereas Py substitution enhanced ROS production
and NADFH oxidase activity (Wassmann et al, 20051

The aorta is a capacitance wessel that enables the transforma-
tion of the on/off ood-flow characteristics of the left ventricle
into a smooth no pubsatile blood-flow pattern in more distal vessels
(Safar et al., 1996). Furthermore, large arteries are no longer consid-
ered passive conduits, but rather in terms of their active behavioral
response o the mechanical forces to which they are subjected.

This motion is supported by the fact that cardiovascular diseases
are accompanied by vasoular changes that include hypertrophy and
an increase in the diameter of large arteries, in addition to the
concept that the damage to the large arteries is a major factor in car-
dinvascular morbidity and meortality. In agreement with these data,
the intimal-medial ratio has emerged as an index of cardiovascular
disease and is generally regarded as a bsomarker of atherosclerosis
({Guoo et al, 2006). The present study found a reduction in bath the
thiackness and area of the aortic wallin the treated group. These data
suggest that the exposure to TBT during 15 days may have induced
changes in the aortic morphology associated with impairment in
aortic reactivity, usually observed in chronic process such as aging
hypertension, diabetes mellitus and end-stage renal disease. It has
been previously demonstrated that abnormal collagen deposition
in the aortic arterial wall contributes to increased arterial stiff-
ness {Stevens et al, 1976) and in spontaneously hypertensive rats
(SHR) (Marque et al, 2002) This impairment of aortic morphology
may be associated with a decrease in the vascular reactivity in our
study, and demonstrates that this xenobiotic could be directly con-
nected to a failure in one or more vascular mechanisms as shown
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by the increase in collagen depaosition along the aortic wall after
TET expasure.

Cardiovascular disorders such as hypertension activate vascular
smooth muscle cells (VSMCs), which are essential contributors to
vascular remodeling (Hayashi and Maiki, 2009). Activated WSBMCs
regain their proliferative and migratory capacities, secrete matrix
proteins, and down regulate smooth muscle contractile proteins,
such as o-5MA, smooth muscle 2200 (SM22n), smooth muscle
myasin heavy chain, and calponin (Owens et al., 2004), a5 observed
in SHR (Zhang et al, 2010). Our results cormoborate these studies,
demonstrating that oral exposure to TET results in a decrease in
ce-SMA protein expression in 3oTtc rings. In summary, these find-
ings suggest that a reduction in the reactivity to PHE in aortic rings
may be explained by its morphofunctional changes and likely due
to mechanisms dependent on MO bioavailability, K* channels and
an increase in the vascular oxidative siress after TET treatment.
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