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Resumo

A exposicao ao cadmio causa diversos problemas cardiovasculares que podem
ser resultado de mecanismos como 0 aumento do estresse oxidativo e
alteracOes da atividade de metaloproteases como a enzima conversora de
angiotensina (ECA). De fato, o cadmio exerce efeito inibidor sobre a ECA do
soro, mas nao se sabe como esse metal afeta a ECA nos tecidos e também
ndo se sabe se apds a exposi¢cdo aguda ja ocorre aumento da concentracao
tecidual do metal.

Para elucidar essas questbes, uma solucdo de céadmio foi injetada
intravenosamente em ratos Wistar e, apés duas horas de exposicdo, o
conteudo de cadmio e a atividade da ECA foram mensurados em amostras de
soro, aorta, pulm&o e rim coletadas desses animais. Além disso, para elucidar
se o cadmio age diretamente sobre a ECA sérica e tecidual, ensaios de
atividade da enzima foram realizados também apds a exposicdo in vitro ao

cadmio.

Nossos resultados demonstraram que apdés 120 minutos de exposicdo ao
cadmio o contetdo de cadmio no sangue e nos tecidos aumentou. A atividade
da ECA sérica e pulmonar foram reduzidas ap6s 120 minutos de exposicao ao
cadmio, entretanto, a atividade da ECA renal e aortica ndo foram alteradas. O
efeito inibitorio induzido sobre a ECA pelo cadmio também foi observado no
soro, na aorta e no pulmdo, mas ndo no rim apds a exposi¢ao in vitro. Além
disso, esse efeito inibitorio foi parcialmente revertido apds a suplementacao in
vitro de zinco, sugerindo que, possivelmente, ambos 0s metais interajam ou

compitam entre si a nivel de sitio ativo da ECA.

Sumariando, nossos resultados sugerem que a exposi¢cdo aguda ao cadmio
promove aumento da concentracdo sanguinea e tecidual do metal. Esse
aumento foi acompanhado acgao inibitoria direta do cadmio sobre a atividade da
ECA sérica, pulmonar e adrtica, um efeito que é cadmio-concentracao

dependente e parcialmente revertido pelo zinco.
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Palavras-chave: cadmio, exposicdo aguda ao cadmio, enzima conversora de

angiotensina I, sistema renina angiotensina local, zinco.
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Abstract

Cadmium exposure causes health problems that may result from increased
oxidative stress and from changes in enzyme metaloproteases activities as
angiotensina converting enzyme (ACE). In fact, cadmium produces inhibition of
serum ACE, but is not known how cadmium acts on tissue ACE activity and

whether following acute exposure tissue cadmium content is increased.

In order to elucidate these issues, a cadmium bolus was injected intravenously
in Wistar rats and the cadmium content and the ACE activity were measure in
the serum, lungs, aorta and kidneys. Moreover, in order to clarify if the cadmium
affects directly tissue ACE activity, acute metal exposure in vitro was

performed.

Our results demonstrated that 120 minutes following cadmium administration,
blood and organ cadmium content were both increased. Serum and lung ACE
activity were reduced following acute cadmium exposure, but aortic and kidney
ACE activity were not affected. The inhibitory effects induced by cadmium on
ACE activity were also observed in the serum, as well as the lungs and the
aorta, but not in the kidneys following in vitro exposure. Moreover, the inhibitory
effects induced by cadmium on ACE activity were partially restored in vitro by
zinc supplementation, suggesting a possible interaction or competition between

cadmium and zinc by at the active site of ACE.

Summarizing, our results suggest that acute cadmium exposure promotes an
increase in the tissue metal content that was accompanied by direct inhibition of
serum, aorta and lung ACE activity, an effect that is cadmium concentration-
dependent and is partially reversed by zinc.

Keywords: cadmium, cadmium acute exposure, angiotensin | converting

enzyme, local renin angiotensin system, zinc.
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1. Introducéo

1.1. Cadmio

O cadmio é um metal de transicdo externa, da familia 12B, mesma familia
ocupada pelo zinco e pelo mercurio. Como é inerente a muitos metais, 0
cadmio é cinza claro, ductil e maleavel, facilmente oxidado na presenca de
oxigénio. Foi descoberto em 1817 pelo professor de Quimica e Farmacia da
Universidade de Gottinger, na Alemanha, Friendrich Stromeyer (WEEKS E
LEICESTER, 1968).

O cadmio é raramente encontrado sob a forma de ion livre nos ecossistemas,
naturalmente, sua ocorréncia estd associada a contaminacédo de outros metais
e, por isso, o cadmio € obtido da natureza principalmente como coproduto da
mineracdo, fundicdo e refinamento de zinco, chumbo e cobre. O cadmio é
amplamente utilizado pela industria, por exemplo, é utilizado na producdo de
pigmentos, estabilizantes de PVC e na galvanizacdo. Na Unido Europeia, tais
fins representam uma grande por¢cdo do consumo total de cadmio (NCM,
2003). A produgédo de baterias niquel-cadmio contribui para cerca de 78% do
consumo total do metal (NCM, 2003).

Por reflexo de sua ampla utilizacdo e dos riscos gerados a salude de quem a
ele se expbe, o cadmio se tornou um dos principais contaminantes ambientais.
A exposicdo ao cadmio € intimamente associada a disfuncdo renal (SATARUG
et al., 2005), edema pulmonar (ZHANG et al., 2010), cancer (MENKE et al.,
2009; NAWROT et al., 2008; NISHIJO et al., 2006), alteracédo da atividade de
enzimas (VASSALLO et al.,, 2011) e doencas cardiovasculares como a

aterosclerose e hipertensao (AFRIDI et al., 2010).
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1.2. Contaminacdo ambiental e exposicao

As erupcdes vulcanicas e o intemperismo de rochas sdo as principais fontes
naturais de emisséo de cadmio para o ambiente. Em 1983, cerca de 140-1500
toneladas de cadmio foram lancadas para a atmosfera por meio de erupcdes
vulcanicas (NRIAGU, 1989). Para o mesmo ano, Nriagu e Pacyna (1988)
estimaram a contaminacdo atmosférica por fontes antropogénicas em 7600
toneladas de cadmio (NRIAGU; PACYNA, 1988). As principais fontes
antropogénicas de contaminacdo ambiental pelo cadmio sdo a queima de
combustiveis fésseis, producdo de metais nao ferrosos, ferro e aco; produgéo
de cimento e eliminagdo de residuos por incineracdo ou despejo (PACYNA,
PACYNA, 2001). As concentracfes relatadas de cadmio no sangue de
trabalhadores expostos estdo geralmente compreendidas entre 5 e 50 ug/L,
mas exposi¢cdes extremas tiveram como resultado os niveis de cadmio no
sangue entre 100 e 300 pg/L (HASSLER; LIND; PISCATOR, 1983; ROELS et
al., 1982).

Além da exposicdo ocupacional, essas usinas também séo responsaveis pela
contaminacdo da populacdo de éareas vizinhas. Cita-se como exemplo o
acidente ocorrido na regido de Funchu Machi, no Japao, ap6s o despejo de
residuos da jazida de zinco e chumbo, denominada Kamioka, e sua usina de
processamento, a 50 km do rio Jintsu. Em 1910, plantadores de arroz e
pescadores da regido relataram dores reumaticas e mialgias, decorrentes de
uma doenca causada pela intoxicacdo pelo cadmio, conhecida como doenca
de Itai-Itai (ai, ai em japonés). Apesar dos protestos da populagcdo contra a
contaminagdo dos arrozais, com a intensificacdo dos conflitos das Guerras
Mundiais, e da guerra com a Coréia, a producdo de chumbo e zinco teve
aumento para atender a demanda. Tal fato elevou da concentracdo de cadmio
nos efluentes do referido rio, 0 que resultou no agravamento da contaminacao
da populacéo (FRIBERG et al., 1974).

Ja em lItaguai, Rio de Janeiro, em 1996, uma fabrica de zinco eletrolitico foi
denunciada por despejar na regidao mais de 50 milhdes de litros de agua e lama

contendo zinco e cadmio, contaminando 0Ss manguezais que abrigavam
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caranguejos, siris, ostras e mexilhdes, consumidos pelas populacdes locais e
pela cidade do Rio de Janeiro (GONCALVES et al., 1996).

Fertilizantes fosfatados apresentam cadmio em sua constituicdo e o crescente
uso desses produtos em solos cultivados, levou ao aumento da incidéncia de
intoxicacdo por cadmio na populacdo ndo exposta ocupacionalmente (WHO
WORLD HEALTH ORGANIZATION. CADMIUM, 1992). Vegetais folhosos,
sementes oleosas e folhas de tabaco acumulam altos niveis de cadmio do solo
(WHO WORLD HEALTH ORGANIZATION. CADMIUM, 1992). Fumantes
apresentam aproximadamente o triplo da concentracdo sanguinea de cadmio
encontrada na populacdo ndo fumante (1.58 pg/L para fumantes vs 0.47 ug/L
para ndo fumantes), o que faz do fumo do tabaco, a principal forma de
exposicdo nao ocupacional ao cadmio ((ATSDR) AGENCY FOR TOXIC
SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2008). Esse contetudo de cadmio
nos fumantes tem sido associado ao aumento do risco de hipertensdo e

doencas relacionadas (AFRIDI et al., 2010).

No ambiente aquatico, os moluscos filtradores sédo os principais acumuladores
de metais, independente da poluicdo ambiental, mas aguas contaminadas
podem aumentar significativamente a concentracdo de metais nesses seres
(WHYTE et al., 2009). O contetdo de cadmio em ostras do oceano Pacifico
chega a 13,5 mg/kg de peso seco, enquanto que, a quantidade de cadmio
observada nas ostras da costa da Nova Zelandia, € duas vezes maior, devido a
contaminacdo dessa area (COPES et al., 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude estabeleceu um limite de seguranca para a
ingestdo de cadmio de 7 pg/semana/kg de peso corporal. Esse valor foi
baseado na concentracdo renal critica de cadmio de 100 a 200 ug/g de peso
seco, 0 que corresponde a concentracao urinaria de cadmio de 5 a 10 ug/g de
creatinina (WHO, 1993). Entretanto, ja foram observados efeitos renais em
concentracbes abaixo da excrecdo urinaria dita segura (SATARUG; MOORE,
2004).

O cadmio pode ser detectado em diversos tecidos, dependendo do tempo de
exposicdo ao metal, mas os principais marcadores de exposi¢do ao cadmio séo

as concentracfes de cadmio na urina e no sangue total. A concentracédo de

19



cadmio na urina de 24 horas € um marcador para a exposi¢cao de longo prazo
(NORDBERG et al., 2007). Ja a concentracdo sanguinea de cadmio reflete
exposicdo mais recente, decorrentes dos Ultimos meses (NORDBERG et al.,
2007) e tem como limite de tolerancia biologica o valor de 5 pg/L de cadmio no
sangue (ACGIH AMERICAN CONFERENCE OF GOVERNMENTAL
INDUSTRIAL HYGIENISTS, 2007).

1.3. Cinética

Como ja citado, o fumo do tabaco é a principal forma de exposicdo né&o
ocupacional ao cadmio. Isso ndo se deve somente ao fato de que as folhas de
tabaco acumulam grandes quantidades do cadmio presente no solo, mas sim,
por que, em torno de 50% do cadmio inalado é absorvido, enquanto que a via
gastrointestinal permite a absor¢cdo de apenas 5% da dose do metal (WHO
WORLD HEALTH ORGANIZATION. CADMIUM, 1992).

O cadmio nédo apresenta funcédo essencial conhecida para 0s organismos, nao
tendo assim, mecanismos especificos para sua absorc¢ao, transporte e entrada
nas células. Para tal, ele utiliza os mecanismos desenvolvidos para os metais
essenciais, em especial o ferro, zinco, magnésio e célcio, o transportador de
metais divalentes 1 (DMT1). Assim, o estado nutricional do individuo, como seu
conteudo de ferro, ira influenciar na absorcao intestinal do cadmio devido a
competicdo do ferro e do cadmio pelos carreadores. A dieta pobre em ferro
aumenta a expressdo do DMT1, que transporta ferro, mas também cadmio, o
que aumenta a absorcdo de Cd?* (KLASSEN et al., 2009). Satarug e Moore
(2004), em um estudo realizado com tailandeses, observaram que mulheres
com deplecao de ferro apresentavam contetddo de cadmio 3 a 4 vezes maior
que o observado em mulheres de mesma idade e com estoques normais de

ferro.

Ap6s absorvido, o Cd** se liga & metalotioneina (MT), uma proteina de baixo
peso molecular, rica em cisteina, com grande afinidade por metais
(NORDBERG et al., 2004). A ligacdo a essa proteina impede as a¢bes do

cadmio sobre outras macromoléculas além de dificultar a excrecao renal desse
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metal (KLASSEN et al., 2009). Assim, quando o complexo MT-Cd?* chega aos
rins, é filtrado e reabsorvido pelas células dos tubulos proximais, onde a ligacdo
desse complexo é quebrada, liberando o cadmio bivalente para a circulacéo.
Quando o conteudo de cadmio excede a capacidade de producéo e ligacdo
dessa proteina, a concentracdo de cadmio livre aumenta e passa a causar

seus efeitos deletérios sobre diversos tecidos (FRIDBERG et al., 1986).

O cadmio se acumula em diversos 6rgaos, principalmente nos rins e no figado,
apresentando meia-vida em torno de 10 a 35 anos. Sua excre¢do renal diaria é
de apenas 0.007% do conteudo corporal de cadmio, apresentando grandes
variacbes entre individuos (WHO WORLD HEALTH ORGANIZATION.
CADMIUM, 1992)(figura 1).
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Figura 1. Fluxograma de distribuicdo do cadmio em condi¢ces normais de exposi¢ao
(NORDBERG; KJELLSTROM, 1979).

1.4. Ac0Oes do cadmio sobre o sistema cardiovascular

Estudos populacionais trazem resultados contraditérios a respeito da
associagao entre exposicdo ao cadmio e desenvolvimento de hipertensdo. Eum

e colaboradores (2008) analisaram uma populacdo coreana, quanto a
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concentracdo de cadmio na urina e no sangue, e a ocorréncia de hipertenséao.
Nesse estudo, a média do caddmio sanguineo foi 1.67 pg/L, e incidéncia de
hipertensdo era de 1.51 vezes maior para os individuos do tercil superior de
cadmio sanguineo comparado com aqueles do tercil mais baixo (EUM; LEE;
PAEK, 2008). Uma associacdo positiva também foi encontrada entre a
concentragdo sanguinea de cadmio e valores de pressdo arterial de uma
amostra populacional norte-americana, onde a média da concentracdo
sanguinea de cadmio foi 3.98 vezes menor do que a encontrada no estudo
coreano (TELLEZ-PLAZA et al., 2008). Entretanto, estudos transversais e
prospectivos relatados por Staessen e colaboradores (1996, 2000) mostraram
que pressao arterial e o risco de hipertensdo nao estavam associados com a
concentracdo de cadmio na urina de individuos expostos ambientalmente.
Ainda, em uma area contaminada com cadmio, no Japdo, 52 mulheres com
doenca de ltai-itai apresentaram menores valores de pressao arterial sistolica e
diastolica comparado com 104 mulheres de idade compativel que viviam fora
da area contaminada pelo metal (KAGAMIMORI et al., 1986). Além disso,
apesar da nefrotoxicidade, hipertensédo nao foi relatada como achado tipico em
pacientes acometidos pela doenca ltai-itai em uma area de contaminacgéo pelo
cadmio, também no Japdo (NORDBERG et al., 2007).

Apesar da associacdo entre exposicdo ao cadmio e hipertensdo ser
inconsistente se tratando de humanos, a inducdo da hipertensdo pela
exposicao ao cadmio ja foi observada em diversos modelos experimentais de
exposicao aguda e crbnica (ALMENARA et al., 2013; BALARAMAN et al.,
1989; PURI, 1992; VARONI et al., 2010) e, dentre os possiveis fatores
associados a elevacdo da pressao, um que se destaca, € interagdo do cadmio

com o sistema renina angiotensina.

1.5. Sistemarenina-angiotensina aldosterona

Em 1898, Robert Tigerstedt e Per Bagman descobriram que o extrato salino,
obtido de rins de coelhos, quando infundido em outros coelhos promovia
aumento da pressdao arterial. Eles atribuiram essa resposta a uma proteina que

estaria presente nesse extrato e a chamaram de renina (BASSO; TERRAGNO,

23



2001). A partir dessa descoberta, varios estudos foram conduzidos e seus
resultados permitiram caracterizar o sistema renina-angiotensina tal como
conhecemos hoje. Esse sistema mostrou-se como um dos principais sistemas
de controle da pressao arterial e de balanco de liquidos no corpo, tendo a

angiotensina Il como principal agente efetor (SPARKS et al., 2014).

A angiotensina Il, classicamente, € sintetizada a partir de uma cascata
enzimatica que comeca a partir de um estimulo sobre as células
justaglomerulares granulares das arteriolas aferentes renais que sintetizam e
liberam a renina. A renina € uma enzima que age sobre o polipeptidio
angiotensinogénio, sintetizado pelo figado, convertendo-o em angiotensina I, um
decapeptideo, que sob a acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA),
presente principalmente em células endoteliais vasculares, origina um
octopeptideo, a angiotensina Il (COSTEROUSSE et al., 1998) (figura 2).

[ Angiotensinogen ] [ Kininogen ]

|
Renin ] Kallikrein |
Y
Ang I1-10 [ Bradykinin |
|
ACE |———>
+ h 4
Ang II1-8 [Inactiue fragments]
'r....‘ ?
v Y
[ AT1R | [(AT2R |
/-‘;"asoconslriction \

CNS stimulation
Aldosterone
release

ADH release
Hypertrophy
Proliferation
Fibrosis

s /

Figura 2. Visdo simplificada do sistema renina-angiotensina circulatério
(FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008).
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A angiotensina Il via receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1) € um potente
vasoconstrictor direto, atuando em veias e artérias levando ao aumento da
pressdo sanguinea. E, também, um potente liberador de norepinefrina por acio
direta nas fibras simpaticas pos-ganglionares. No cérebro age diminuindo o
reflexo dos barorreceptores, aumentando o apetite por sal e aumentando a
secrecdo de vasopressina e hormonio adrenocorticotréfico (ACTH). Na adrenal,
a angiotensina Il causa a liberacdo de aldosterona e nos rins tem um efeito
direto no tubulo proximal aumentando a reabsorcdo de sodio (ZAMAN;
OPARIL; CALHOUN, 2002). Além dos efeitos vasoativos da angiotensina Il via
AT1, o receptor de angiotensina Il do tipo 2 (AT2) mostra exercer acdo anti-
proliferativa e pro-apoptética em células do masculo liso vascular (VSMCs),
principalmente por antagonizar os receptores AT1 (GRIENDLING; LASSEGUE;
ALEXANDER, 1996).

Inicialmente, o SRA foi descrito como um sistema circulante, porém, atualmente
sabe-se que existe um SRA local presente em diferentes tecidos, como o cérebro,
rins, cortex da adrenal, coracdo e vasos sanguineos (BADER et al.,, 2001;
DANSER, 1996; DZAU, 1989) e, assim como o0 SRA circulatério, acredita-se que o
SRA local possa desempenhar um importante papel na regulacdo da pressao
arterial (MIN A. E. LEE, MARTIN PAUL, 1992).

1.5.1. Enzima conversora de angiotensina

A ECA é uma zinco-metalopeptidase que cliva o dipeptideo histidil-leucina da
extremidade C-terminal da angiotensina | (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-
His-Leu), convertendo-a em um octopeptideo, a angiotensina Il (Asp-Arg-Val-
Tyr-lle-His-Pro-Phe|His-Leu) (SKEGGS; KAHN; SHUMWAY, 1956) (figura 3).
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Figura 3. Clivagem sequencial que origina a angiotensina Il (SPARKS et al., 2014).

A enzima apresenta duas isoformas conhecidas. A isoforma somética
apresenta massa molecular de 150 a 180 kDa (SOFFER, 1981) e € expressa
em células endoteliais, epiteliais e neuronais. A clonagem do gene que codifica
a ECA revelou que esta isoforma € composta por dois dominios cataliticos
(SOUBRIER et al., 1988), um C-dominio e um N-dominio, sendo o C-dominio o
sitio majoritario de clivagem da angiotensina | in vivo (FUCHS et al., 2008).

A isoforma testicular de aproximadamente 90 kDa é encontrada ancorada a
membrana plasmatica exclusivamente de esperméatides e espermatozoides em
desenvolvimento e nos espermatozoides diferenciados, sendo portanto
testiculo-especifica (EL-DORRY et al., 1982). Essa isoforma apresenta apenas
o sitio ativo C-dominio, apesar disso, apresenta atividade catalitica semelhante
a isoforma somatica (WILLIAMS et al., 1992).

1.5.2. Acdo do cadmio sobre o sistema renina-angiotensina

Alguns metais trago, assim como o chumbo, podem causar aumento da
pressao arterial via aumento da atividade da ECA sérica (SHARIFI et al., 2004;
SIMOES et al., 2011; VASSALLO et al., 2011). Contraditoriamente, estudos
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prévios observaram que o cadmio reduz a atividade da ECA apesar de
promover aumento de presséo arterial (PURI; SAHA, 2003; PURI, 1992).

No entanto, o efeito do cadmio sobre a atividade da ECA local ndo é elucidado
e, sabendo que o SRA local pode influenciar na regulagdo da pressao arterial,
estudar esse efeito se faz fortemente necessario e, por isso, 0 presente estudo
procurou avaliar a acdo do cadmio sobre a atividade da ECA local apds sua

exposicao in vivo e in vitro.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do cadmio sobre a atividade da enzima conversora de
angiotensina | tecidual, avaliar se apdés 120 minutos de exposicdo ja ha
aumento da concentracdo tecidual de cadmio e, também, avaliar a presséo

arterial dos animais expostos agudamente ao metal.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a pressao arterial sistélica, diastdlica e a frequéncia cardiaca
de ratos expostos por 120 minutos ao cadmio;

e Determinar se o cadmio altera a atividade da enzima conversora de
angiotensina | sérica, adrtica, pulmonar e renal apos 120 minutos de exposicao;

e Determinar se o cadmio tem acado direta sobre a enzima conversora de
angiotensina | sérica, aortica, pulmonar e renal, realizando ensaios de
exposicao in vitro;

® Determinar se a suplementacao in vitro de zinco pode reverter os efeitos
que o cadmio exerce sobre a enzima conversora de angiotensina I.
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3. Material e métodos

3.1. Animais experimentais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus),
machos, com aproximadamente 14 semanas de idade, pesando entre 250 e
300 g, cedidos pelo biotério do campus de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal do Espirito Santo - UFES. Os animais foram mantidos em gaiolas, sob
condi¢des controladas de temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 horas,

tendo livre acesso a agua e a racao.

O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo
com 0s principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica em Experimentacéo e
Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES- CEUA
053/2011).

3.2. Modelo experimental de exposicdo ao cadmio

Os ratos foram anestesiados com uretana (1.2 g/kg, i.p.) e entdo a artéria
carétida direita e a veia jugular direita foram canuladas com um cateter de
polietileno (PE-50) previamente preenchido com solucdo salina heparinizada

(0,9 % cloreto de sodio + heparina 50 U/mL).

Os animais foram classificados em dois grupos. Em grupo cadmio, cujo os
animais receberam cloreto de cadmio (0.32 mg/kg, i.v., em um volume de 5
pI/100 g de rato) via veia jugular previamente cateterizada e, em grupo
controle, cujo os animais receberam solucéo salina (0,9% cloreto de sddio, i.v.,
5 ul/100 g de rato) via veia jugular previamente cateterizada. Durante 120
minutos 0s animais tiveram seus parametros pressoricos acompanhados.
Transcorrido esse tempo, amostras de sangue, aorta, rim e pulmao foram

coletadas e armazenadas a temperatura de - 80°C (figura 4).
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Figura 4. Avaliagdo pressorica ao longo de duas horas de exposi¢do ao cadmio ou a
solucgédo salina.

3.3. Afericdo da presséo arterial

Para aferir a presséao arterial sistélica (PAS), a pressao arterial diastélica (PAD)
e a frequéncia cardiaca (FC), o cateter previamente inserido na artéria carotida
direita foi acoplado a um transdutor de pressdo (modelo TSD 104A) que estava
conectado a um pré-amplificador e a um sistema de aquisicdo de dados
(modelo MP30, BIOPAC system, Inc. Santa Barbara, CA). Os experimentos
foram realizados utilizando-se ratos anestesiados devido a sua duracédo e a

necessidade de manter a presséo estavel (figura 5).
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Figura 5. Registro tipico de medida direta de presséo arterial.
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Os animais de cada grupo (n = 9) foram acompanhados durante 120 minutos e
a PAS, PAD e FC foram aferidas antes da infusdo de cadmio ou salina e 30,
60, 90 e 120 minutos apoés a infuséo.

3.4. Dosagem de cadmio

Apoés 120 minutos de exposi¢cdo ao cadmio ou a salina, amostras de sangue,
aorta, rim e pulmdo foram coletadas dos animais. As amostras foram
processadas e a concentracao de cadmio foi medida em duplicata por meio da
técnica de espectrométrica de absorcao atdmica (modelo AAS5 EA com forno
de grafite, Carl Zeiss, Germany) no Departamento de Quimica da Universidade

Federal do Espirito Santo.

3.5. Determinagdo da atividade da enzima conversora de

angiotensina |

3.5.1. Processamento das amostras

As amostras de sangue total coletadas ap6s 120 minutos de exposi¢cdo ao
cadmio ou a solucdo salina, foram centrifugadas (Eppendorf-Neitheier- Hinz
GmbH 22331, Alemanha) durante 15 minutos , 6.000 rpm a 4°C e, em seguida,
o soro foi retirado e 3 pL foi utilizado por poco para realizacdo da reacao

fluorimétrica.

As amostras de aorta, pulméo e rim coletadas apdés 120 minutos de exposi¢ao
ao cadmio ou a solucéo salina, foram homogeneizadas por homogeneizador
de metal em um tubo contendo solu¢cdo de Tris HCI 50 mM, NaCl 0,9 M,
pH:7,4, em banho de gelo. Depois de homogeneizadas as amostras foram
centrifugadas (Eppendorf-Neitheier- Hinz GmbH 22331, Alemanha) durante 10
minutos , 6.000 rpm a 4°C e, em seguida, o sobrenadante foi retirado e feita
entdo a quantificacdo proteica (Fotdmetro Bioquimica, Bio 2000, Brasil) pelo

método de Bradford.
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Posteriormente, foi calculado o volume necessario para uma carga de 80 ug de
proteina, sendo este volume de amostra utilizado para realizacdo da reacéo

fuorimétrica nos pocos.

3.5.2. Atividade da enzima conversora de angiotensina | ap6s 120 minutos de

exposicado in vivo ao cadmio.

A acdo do cadmio sobre a atividade da ECA foi mensurada por método
fluorimétrico. As amostras de ambos os grupos, em triplicata, foram incubadas
por 15 minutos a uma temperatura de 37 °C com 40 yL de “buffer” contendo o
substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Hipuril-I-histidil-lleucina) (Sigma
Chemical), tampéo borato de sodio 0,4M e NaCl 0,9 M, pH 8.3. A reacao foi
interrompida pela adicdo de 190 pL de NaOH 0,34 M. O produto gerado, His-
Leu, foi mensurado fluorimetricamente (Synergy 2, Biotek, U.S.A.) antecedido
por 10 minutos de incubagdo com 17 pL de o-phataldialdehyde (O-PHA) a 2%

em metanol.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas a 37°C em uma placa de leitura
negra com 96 pocos (Black polystyrene, Corning, U.S.A.) com filtros de
excitacdo de 365 nm e de emissao de 495 nm. A placa de leitura fluorescente
foi controlada pelo software Gen5. Uma curva de calibracdo com substrato da
ECA foi incluida em cada placa. Para o branco foi adicionado 40 pL “buffer”
contendo o substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Sigma Chemical), tampé&o
borato de sddio 0,4M e 0,9 M NaCl pH 8.3, 190 pL de 0,34 M NaOH, 17 pL de
OPA (figura 6)
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Figura 6. Representacdo esquematica do método de avaliacdo da atividade da ECA.

3.5.3. Atividade da enzima conversora de angiotensina | ap6s 5 minutos de

exposicao in vitro ao cadmio.

A acdo in vitro do cadmio sobre a atividade da ECA foi mensurada por método
fluorimétrico. As amostras do grupo controle, em triplicata, foram incubadas por
5 minutos com cloreto de cadmio (0.05 pg/dL, 0.5 pg/dL, 8 pg/dL e 30 pg/dL) e,
entdo, foram incubadas por 15 minutos a uma temperatura de 37 °C com 40 uL
de “buffer” contendo o substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Hipuril-I-histidil-
lleucina) (Sigma Chemical), tamp&o borato de sédio 0,4M e NaCl 0.9 M, pH 8.3.
A reacao foi interrompida pela adicdo de 190 yL de NaOH 0,34 M. O produto
gerado, His-Leu, foi mensurado fluorimetricamente (Synergy 2, Biotek, U.S.A.)
antecedido por 10 minutos de incubagdo com 17 pL de o-phataldialdehyde
(OPA) a 2% em metanol.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas a 37°C em uma placa de leitura
negra com 96 pocgos (Black polystyrene, Corning, U.S.A.) com filtros de
excitacao de 365 nm e de emissao de 495 nm. A placa de leitura fluorescente
foi controlada pelo software Gen5. Uma curva de calibracdo com substrato da
ECA foi incluida em cada placa. Para o branco foi adicionado 40 uL “buffer’
contendo o substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Sigma Chemical), tampéao
borato de sédio 0,4M e 0,9 M NaCl pH 8.3, 190 pL de 0,34 M NaOH, 17 uL de
OPA.
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3.5.4. Atividade da enzima conversora de angiotensina | apds 120 minutos de

exposicado in vitro ao cadmio e suplementacdo in vitro com zinco.

As amostras de soro do grupo controle, em triplicata, foram incubadas por 120
minutos com cloreto de cadmio (1,5 pg/dL, e 30 pg/dL), na presenca ou
auséncia de sulfato de zinco (120 pg/L), e, entdo, foram incubadas por 15
minutos a uma temperatura de 37 °C com 40 uL de “buffer” contendo o
substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Hipuril-I-histidil-lleucina) (Sigma
Chemical), tampéo borato de sodio 0,4M e NaCl 0,9 M, pH 8.3. A reacao foi
interrompida pela adicdo de 190 pL de NaOH 0,34 M. O produto gerado, His-
Leu, foi mensurado fluorimetricamente (Synergy 2, Biotek, U.S.A.) antecedido
por 10 minutos de incubagédo com 17 uL de o-phataldialdehyde (OPA) a 2% em

metanol.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas a 37°C em uma placa de leitura
negra com 96 pogos (Black polystyrene, Corning, U.S.A.) com filtros de
excitacdo de 365 nm e de emissao de 495 nm. A placa de leitura fluorescente
foi controlada pelo software Gen5. Uma curva de calibracdo com substrato da
ECA foi incluida em cada placa. Para o branco foi adicionado 40 pL “buffer”
contendo o substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Sigma Chemical), tampé&o
borato de sédio 0,4M e 0,9 M NaCl pH 8.3, 190 uL de 0,34 M NaOH, 17 uL de
OPA.

3.5.5. Controle metodolégico realizado com captopril.

A acdo do captopril sobre a atividade da ECA foi mensurada por método
fluorimétrico. As amostras do grupo controle, em triplicata, foram incubadas por
10 minutos com captopril (0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM e 5 pM) e,
entdo, foram incubadas por 15 minutos a uma temperatura de 37 °C com 40 pL
de “buffer” contendo o substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Hipuril-I-histidil-
lleucina) (Sigma Chemical), tamp&o borato de sodio 0,4M e NaCl 0,9 M, pH 8.3.
A reacao foi interrompida pela adicao de 190 yL de NaOH 0,34 M. O produto

gerado, His-Leu, foi mensurado fluorimetricamente (Synergy 2, Biotek, U.S.A))
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antecedido por 10 minutos de incubagdo com 17 pL de o-phataldialdehyde
(OPA) a 2% em metanol.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas a 37°C em uma placa de leitura
negra com 96 pocos (Black polystyrene, Corning, U.S.A.) com filtros de
excitacdo de 365 nm e de emissao de 495 nm. A placa de leitura fluorescente
foi controlada pelo software Gen5. Uma curva de calibracdo com substrato da
ECA foi incluida em cada placa. Para o branco foi adicionado 40 pL “buffer”
contendo o substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Sigma Chemical), tampé&o
borato de sédio 0,4M e 0,9 M NaCl pH 8.3, 190 pL de 0,34 M NaOH, 17 uL de
OPA.

3.6. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os
valores de n significam o numero de animais utilizados em cada grupo

experimental.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por teste t de Student ndo
pareado, andlise de variancia (ANOVA), de uma via para medidas
randomizadas e quando a ANOVA apresentou significancia estatistica foi
realizado o pos-hoc de Tuckey. A andlise de variancia (ANOVA), de duas vias
para medidas randomizadas também foi utilizada e quando apresentou
significAncia estatistica foi realizado o pos-hoc de Bonferroni utilizando-se
Graph Prism Software (San Diego, CA, USA). Os resultados foram
considerados estatisticamente significantes para p < 0.05.
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4. Resultados

4.1. Efeitos da exposicdo durante 120 minutos ao cadmio sobre a
pressdo arterial sistolica, pressédo arterial diastolica e frequéncia

cardiaca.

Apds 90 minutos de exposi¢cdo aguda ao cadmio, ocorreu elevacao da pressao
arterial sistolica (Controle: 93+4 vs Cadmio: 109+3 mmHg; p<0,05), persistindo
tal aumento apos 120 minutos de exposicao (Controle: 91+5vs Cadmio: 112+5
mmHg; p<0,05). Entretanto, nem a pressao arterial diastélica (Controle: 53+4
mmHg vs Cadmio: 54+3 mmHg) e nem a frequéncia cardiaca (Controle:
413114 bpm vs Cadmio: 389+18 bpm) foram afetadas por 120 minutos de

exposicao ao metal (figura 7)
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Concentragdo sanguineade Cd (pg/dL)
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Figura 7. Avaliacdo pressorica durante 120 minutos de exposi¢cdo ao cadmio. Os
resultados foram expressos como médias + EPM. PAS (A), PAD (B) e FC (C) durante
120 minutos de exposi¢do ao cadmio. *p<0.05 vs tempo 0’, determinado pela ANOVA

duas vias com poés-teste de Bonferroni. n = 8.

4.2.

concentracdo sérica e tecidual do metal.

Efeitos da exposicédo durante 120 minutos ao cadmio sobre a

A concentragdo sanguinea de cadmio atingida no grupo exposto por 120

minutos ao metal foi de 1,5 + 0,5 pg/dL (figura 8). Tal valor € similar aquele

encontrado em individuos ocupacionalmente expostos (WHO WORLD HEALTH
ORGANIZATION. CADMIUM, 1992). N6s também observamos um significativo

aumento da concentracdo de cadmio na aorta, nos pulmdes e nos rins do

grupo de animais expostos durante 120 minutos (aorta:

pulméo: 0,18+0,05 pg.g; rim: 0,6£0,12 ug/qg) (figura 8).
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Figura 8. Atividade da ECA e concentragdo de cadmio ap6s 120 minutos de
exposicdo. Os resultados foram expressos como médias + EPM. A atividade da Eca
sérica foi expressa em nmol His-Leu x min™® x mL™. A atividade da ECA tecidual foi
expressa como nmol His-Leu x min™ x ug™. As Concentracdes sanguinea e tecidual de
cadmio foram expressos, respectivamente, em pg/dL e pug/g. *p<0.05 vs grupo controle
determinado pelo test t-student. n = 8.

4.3. Efeitos da exposicdo durante 120 minutos ao cadmio sobre a

atividade da enzima conversora de angiotensina sérica e tecidual

ApoOs 120 minutos de exposicdo ao cadmio, a atividade da ECA sérica e
pulmonar foram reduzidas (figura 8), assim evidenciada pela reducdo do nivel
de HIS-LEU gerado no grupo cadmio quando comparado ao grupo controle. No
entanto, a exposi¢cao aguda ao cadmio nao alterou a atividade da ECA adrtica e

nem a renal (figura 8).

4.4. Efeitos da exposicédo in vitro ao cadmio sobre a atividade da

enzima conversora de angiotensina sérica e tecidual

O efeito inibitério promovido pelo cadmio sobre a ECA sérica e pulmonar ap6s
120 minutos de exposigao foi corroborado pelos ensaios in vitro. Como exposto
na figura 9, a atividade da ECA sérica, pulmonar e aortica foi reduzida pela
adicdo in vitro de caddmio em uma relagdo concentracdo dependente (figura 9).
Assim, como apds a exposicdo in vivo ao cadmio, a exposicao in vitro nao

alterou a atividade da ECA renal.
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Figura 9. Atividade da ECA ap0s a exposicao in vitro ao cadmio. Atividade da ECA (A)
sérica , (B) adrtica, (C) pulmonar e (D) renal ap6s 5 minutos de exposi¢éo in vitro ao
cadmio. Os resultados foram expressos como médias + EPM. A atividade da Eca foi
expressa em nmol His-Leu x min® x mL™. *p<0.05 vs Controle grupo; #p<0.05;
determinados pela ANOVA uma via com pds-teste de Tukey. n = 8.

4.5. Efeitos da suplementacéo in vitro com zinco sobre a atividade

da enzima conversora de angiotensina

A acdo inibitéria sobre a ECA exercida pela adicdo in vitro de cadmio foi
parcialmente revertida pela suplementacéo in vitro com 1.2 mg/dL de zinco, a
mesma concentracdo sérica de zinco em humanos (lab Sergio franco) (figura
10).
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Figura 10. Atividade da ECA ap0s 120 minutos de exposi¢éo in vitro ao cadmio e ao
zinco. Os resultados foram expressos como médias + EPM. As concentracdes de
cadmio foram expressas em pg/dL. A concentragdo de zinco utilizada foi expressa em
120 pg/dL e a concentragdo de captopril utilizada foi expressa em pM. *p<0.05 vs
Controle; *p<0.05 vs Cd 1.5 pg/dL, determinado pela ANOVA uma via com pds-teste
de Tukey. n =8.

4.6. Efeito inibitério promovido pelo captopril sobre a atividade da

enzima conversora de angiotensina sérica e tecidual.

O captopril foi utilizado como um controle de inibichio da ECA durante os
ensaios de exposicao in vitro ao cadmio. O farmaco inibiu a atividade da ECA
em amostras de soro, de pulméao e de aorta, mas ndo o fez em amostras de rim
(tabela 1).
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Tabela 1. Atividade da ECA frente a doses crescentes de captopril

Captopril Captopril Captopril Captopril Captopril Captopril Captopril

conrol  "51nM  1nM  10nM  100nM  1uM  5uM 10pM

Soro 105+09 89+10 80+07*  65+05*  48+04*  42+03*  40+03*  32+04*
Aorta 86+15 57+09 47+07* 4907  42+07*  46+x09*  50+09*  52+10*
Pulmé&o 111050 1214456 98654 723+48* 490+40* 481+31* 439+42* A436+37*

Rim 270+18  262+18 274+18 276+18 281 17 287+18 293+21  295%17

A atividade da ECA foi expressa como as nmol His-Leu x min-1 x mL-1. Os resultados foram expressos
como média £ EPM. *p<0.05 vs CT grupo. n=8.

Uma vez que o captopril ndo inibiu a enzima em amostras de rim, utilizamos o
mercurio inorganico (0,1 — 10 mM) para demonstrar a funcionalidade do
protocolo de determinacdo da atividade da ECA (figura 5), j& que estudos
prévios indicam o mercurio como um inibidor da ECA quando em altas
concentracfes (VASSALLO et al., 2011). Nés observamos que o0 mercurio de
fato promoveu inibicdo da ECA, reforcando a confiabilidade no método de

andalise de atividade da enzima.
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Figura 11. Atividade da ECA apds a exposicdo in vitro ao mercuario. Os resultados
foram expressos como médias + EPM. As concentracdes de cadmio foram expressas
em pg/dL. As concentracdes de mercurio utilizadas foram expressas em mM e as
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concentracdes de captopril utilizadas foram expressas em pM. *p<0.05 vs grupo
controle, determinado pela ANOVA uma via com pés-teste de Tukey. n = 5.

5. Discussao

O presente estudo demonstrou que apds duas horas de exposi¢cdo a baixas
concentracfes de cadmio o conteudo do metal aumenta significativamente no
sangue e nos Orgdos dos animais expostos. A concentracdo sanguinea
atingida apdés a exposicdo foi similar aquelas observadas em pessoas
ocupacionalmente expostas ao cadmio (AFRIDI et al., 2010). O cadmio foi
responsavel por promover reducdo da atividade da ECA no soro, na aorta e
nos pulmdes. Esse efeito foi resultado da acéo inibitéria direta que cadmio
exerce sobre a ECA e mostrou-se concentracao dependente e parcialmente
reversivel pela suplementacéo in vitro de zinco, sugerindo que o cadmio possa

interagir com o zinco presente nos sitios ativos da enzima.

Na populacdo em geral, as maiores fontes de intoxicagcdo com cadmio s&o
pertinentes a ingestdo de alimentos contaminados e a inalacdo da fumaca de
cigarros ((ATSDR) AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY, 2008).

Trabalhadores de empresas de produgcdo de tintas, de baterias, de
eletroplacas, de circuitos eletronicos, refinarias de metais, fundigbes e
soldagem configuram um grupo ocupacionalmente expostos ao cadmio e
podem apresentar concentracdes sanguineas de cadmio entre 5 to 50 pg.L™
(WHO WORLD HEALTH ORGANIZATION. CADMIUM, 1992).

No presente estudo, a concentracdo sanguinea media de cadmio foi de 1.5+0.5
pg.dL-1, menor do que aquelas observados em individuos ocupacionalmente

expostos.

Entretanto, mesmo essa baixa concentracdo sanguinea e o curto periodo de
exposicdo dos animais ao cadmio foram suficientes para aumentar a PAS.

Esse resultado corrobora estudos prévios que demonstram que o cadmio é
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capaz de promover aumento de pressao arterial apés curtos periodos de
exposicdo (PURI; SAHA, 2003; PURI; SUR, 1986; PURI, 1992; VARONI et al.,
2010).

A presséo arterial é uma variavel fisica, condicionada momento a momento por
fatores que regularam a entrada e saida de sangue dos leitos arteriais e
venosos e regida por sistemas de controle a curto e médio prazo — locais
(mecanismo miogénico, fatores endoteliais, temperatura, metabolismo, etc.),
neurais (mecano, quimio e termorreceptores) e hormonais (catecolaminas,
sistema renina angiotensina-aldosterona, vasopressina, peptideo atrial
natriurético) — e a longo prazo (feedback rim-fluidos, neoformacédo e/ou
rarefacdo de vasos) (GUYTON; HALL, 2006). A hipertenséo € resultado de
alteracdes patologicas nesses sistemas de controle que normalmente regulam
a pressao arterial (MIN A. E. LEE, MARTIN PAUL, 1992). O sistema renina-
angiotensina é um dos principais sistemas hormonais de controle da pressao
(SPARKS et al., 2014), portanto, alteragdes nesse sistema podem resultar em

hipertenséao.

Metais traco, como o chumbo, promovem aumento de pressdo arterial por
estimularem a atividade da ECA sérica (SHARIFI et al., 2004; SIMOES et al.,
2011; VASSALLO et al., 2011). Entretanto, estudos prévios demonstraram que
a hipertensdo induzida pela exposicdo aguda ao cadmio ndo resulta da
elevacdo da atividade da ECA sérica (PURI; SAHA, 2003; PURI, 1992). Nossos
resultados também indicaram isso, pois observamos que ap6s 120 minutos de

exposicdo ao cadmio a atividade da ECA sérica diminui.

Nesse momento € importante ressaltar que existe um sistema renina-
angiotensina local presente em diversos 0rgdos, incluindo os rins e a
vasculatura (SAMANI et al., 1987; SUZUKI et al., 1988), que pode,
independentemente do SRA circulatorio, atuar como um sistema de regulacdo
da pressdo sanguinea (MIN A. E. LEE, MARTIN PAUL, 1992), (FYHRQUIST;
SAIJONMAA, 2008). Por exemplo, Nakamura et al (1987) demonstraram que
os niveis de atividade da ECA na aorta e nas veias braquial e mesentéricas de
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) estavam elevados quando

comparados a ratos normotensos Wistar-Kyoto, entretanto, o nivel de atividade

45



da ECA plasmatica nos ratos SHR estavam diminuidos, indicando que o SRA
local pode estar contribuindo com a hipertensdo (NAKAMURA; NAKAMURA,;
MATSUKURA, 1988).

Somado a isso e porque nossos resultados demonstraram que apds duas
horas de exposicdo ao cadmio o conteudo do metal aumenta significativamente
no pulméao, na aorta e no rim dos animais do grupo exposto quando comparado
ao grupo controle, noés investigamos o nivel de atividade da ECA nesses
tecidos. Nossos resultados demonstraram que duas horas de exposicao ao
cadmio promoveu efeitos distintos sobre a atividade da ECA desses 0rgaos.
Surpreendentemente, o cadmio reduziu a atividade da ECA pulmonar, mas nao
exerceu efeito significativo algum sobre a atividade da ECA aortica e renal apos
duas horas de exposicéo. Diferentemente, Angeli et al (2013) demonstrou que
a incubacao de cadmio (10 uM) ativou a ECA em anéis isolados de aorta de
ratos, contribuindo com a disfuncdo endotelial induzida por esse metal
(ANGELI et al., 2013). E ainda, Varoni et al (2010), também demonstraram que
a infusdo intracerebroventricular de cadmio aumentou a pressao sanguinea e
promoveu ativacdo do SRA cerebral em ratos com niveis reduzidos de
calicreina (VARONI et al., 2010). Nés sugerimos que a discrepancia entre os
resultados observados por esses autores e 0S nossos resultados possa ser
devido a concentracdo de cadmio utilizado, a linhagem dos animais, ao tempo
e a forma de exposicdo que os ratos foram sujeitados.

O aumento da estimulacdo simpdética, diminuicdo da tensdo vascular na
arteriola aferente renal e a reducdo da carga filtrada de sodio que alcanca a
macula densa sdo alteracdes observadas durante a diminuicdo da pressao
arterial que estimulam a secrecao de renina pelas células justaglomerulares
(GUYTON; HALL, 2006). De maneira oposta, quando ocorre elevacdo da
presséo arterial, essas alteragbes se invertem e com isso ocorre diminuigdo da
secrecdo de renina e, consequentemente, diminuicdo da atividade de todo o
sistema renina angiotensina. Além disso, a atividade da ECA propriamente dita
pode ser alterada por fatores tais como a atividade simpatica e 0 aumento da
pressdo sanguinea por si s6 (SAXENA, 1992). Portanto, para esclarecer se a
reducdo da atividade da ECA é resultado de uma acao direta do cAdmio sobre

a enzima ou ocorreu apenas como resposta ao aumento de pressao sanguinea
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acarretado pela exposi¢cdo ao cadmio, nés conduzimos ensaios de avaliacédo da
atividade da ECA ap0s a exposicao in vitro ao cadmio, eliminando assim outros
fatores fisioldgicos que poderiam estar influenciado com a atividade da enzima.
Fazendo isso, nGs demonstramos pela primeira que 5 minutos de exposicao in
vitro ao caddmio inibe a enzima conversora de angiotensina do soro, dos
pulmdes e da aorta. Porém, esse efeito ndo foi observado sobre a ECA renal.
Captopril foi utilizado como um controle de inibicdo da ECA e foi eficaz ao
reduzir a atividade da enzima no soro, no pulméo e na aorta, mas nao inibiu a

atividade da enzima no rim nesse modelo de estudo.

Para confirmar a eficiéncia do teste empregado na analise de atividade da
ECA, nds conduzimos estudos in vitro, nos quais efetuamos a incubacdo de
concentracbes crescentes de mercario em amostras de rim; o mercurio
interage com os residuos sulfidrilas presentes na ECA, inibindo sua acao
(VASSALLO et al., 2011). De fato, apés a incubacdo do mercurio, a ECA foi
parcialmente inibida nessas amostras. Nés especulamos que o captopril pode
ndo ter exercido seu efeito inibitério sobre a ECA renal porque o tempo de
exposicdo nao foi suficiente; a acdo inibitéria do captopril tem sido
demonstrada em modelos experimentais de exposi¢cdo crbnica ao farmaco
(MIN A. E. LEE, MARTIN PAUL, 1992; UNGER; GANTEN; LANG, 1987). Além
disso, Segundo Unger et al (1987) inibidores da ECA (IECA) exercem efeitos
diferentes sobre o SRA de diferentes 6rgdos. Os autores demonstraram que o
tratamento com ramipridil diminuiu os niveis de angiotensina Il na aorta, no
atrio e na glandula adrenal, mas néo alterou os niveis de angiotensina Il nos
ventriculos e, na verdade, aumentou 0s niveis de angiotensina Il no hipotalamo
de coelhos(UNGER; GANTEN; LANG, 1987).

Como previamente mencionado, a ECA é uma zinco metalo-enzima
(STURROCK et al., 2004). De fato, a deple¢do de zinco no organismo causa
uma reducdo proporcional da atividade a ECA sérica e tecidual (RIPA; RIPA,
1994). Além disso, os dois atomos de zinco na molécula da ECA podem ser
trocados por outros metais por meio do processo de transmetalacdo (COROT
et al.,, 1998; VASSALLO et al.,, 2011), o qual, por sua vez, pode afetar a
atividade da enzima. Portanto, nés conduzimos ensaios in vitro no qual

amostras de soro foram incubadas com cadmio, frente a suplementacao ou néo
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de zinco, para avaliar se o efeito inibitério exercido pelo cadmio sobre a ECA
ocorre como resultado de uma competicdo do metal com o zinco. Embora a
suplementacdo com zinco nao tenha restaurado completamente a atividade da
ECA a niveis comparaveis ao grupo controle, ela promoveu um aumento na
atividade da enzima no grupo exposto a 1.5 pg.dL-1 de cadmio. Entretanto,
resultado similar ndo foi observado no grupo exposto ao cadmio na
concentracdo de 30 pg.dL-1, indicando uma possivel competicdo entre o
cadmio e o zinco presente nos sitios ativos da ECA (CARVALHO et al., 1995).

Por fim, nossos resultados sugerem que o aumento da pressao arterial
induzido pela exposicdo ao cadmio pode ndo ser causado, ao menos
inicialmente, pelo aumento da atividade da ECA sérica, pulmonar, adrtica e
renal. Alguns estudos ja demonstraram que o cadmio promove elevacdo dos
niveis de catecolaminas circulantes, aumento da contratilidade do musculo liso
vascular e dano vascular por aumentar o estresse oxidativo (BALARAMAN et
al., 1989; HOUSTON, 2007; SKOCZYNSKA; STOJEK, 2005), &€ provavel que
esses mecanismos possam estar envolvidos com a elevagdo de pressao

constatada apds a exposi¢cao aguda ao cadmio.

6. Conclusao

Nossos resultados demonstraram, pela primeira vez, que o cadmio exerce
efeito inibitério direto e concentracdo dependente sobre a enzima conversora
de angiotensina do soro, do pulméo e da aorta. Além disso, o efeito inibitério
pode ser parcialmente revertido por meio da suplementagdo com zinco. Apés a
exposicdo aguda in vivo, as agbes do cadmio sobre a ECA também foram
observados e acompanhadas pelo aumento da pressao sanguinea. Entretanto,
o0 aumento da pressao arterial induzido pela exposicdo aguda ao cadmio
parece nao estar associado ao aumento da atividade da ECA. Mais estudos
sdo necessarios para explicar, a nivel molecular, a relacdo entre o cadmio e o
zinco e tentar elucidar os mecanismos envolvidos com 0 aumento da pressao

arterial ap0s a exposi¢cdo aguda ao cadmio. Finalmente, é importante enfatizar
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gue nossos dados reforcam a importancia do cadmio como um contaminante
ambiental que, quando em contato com 0 organismo, promove danos a saude
por gerar efeitos prejudiciais ao sistema cardiovascular e alteragbes

enzimaticas.
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