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Malondialdeido (MDA)

Musculo liso vascular (MLV)

Nitroprussiato de sddio (NPS).

Oxido nitrico (NO)

Pressao arterial (PA)

Presséao arterial sistélica (PAS)

Pressao arterial diastodlica (PAD)

Perdxido de hidrogénio (H202),

Perdxido de nitrito (ONOO")

Prostaciclina (PGly)

Prostaglandina E, (PGE2)

Prostaciclinas Fa, (PG F3,)

Prostaglandina H, (PGHy)
Proteina quinase G (PKG)
Radical hidroxila («OH)

Receptor de angiotensina do subtipo 1(AT+)
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Resposta maxima (Rmax)

Sensibilidade (pD3)

Sistema renina angiotensina (SRA)

Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)

Superoxido dismutase (SOD)

Superoxido dismutase cobre/zinco (Cu/Zn SOD; SOD1)

Superoxido dismutase mitocondrial (Mn SOD; SOD2)

Superoxido dismutase extracelular (ECSOD; SOD3)
Tetrahidrobiopterina (BH4)

The Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES)

Tromboxano (TXA;)



RESUMO

Cadmio é um metal altamente toxico presente em fertilizantes fosfatados, o que
tém contribuido para a contaminagdao dos alimentos, mas principalmente das
folhas de tabaco por esse metal, o que faz da fumacga de cigarro a principal forma
de exposigdo nao-ocupacional ao cadmio. Uma vez absorvido, o cadmio se
acumula nos tecidos, levando a diversas desordens como diabetes melito,
desmineralizagado éssea e cancer. Além disso, a exposi¢cdo ao cadmio tem sido
associada ao desenvolvimento de hipertensdo, disfungdo endotelial e
aterosclerose, processo que ocorre principalmente na artéria aorta. Os
mecanismos envolvidos nas alteragdes induzidas pelo cadmio sobre o sistema
cardiovascular ainda nao foram bem elucidadas. Diante disso, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢cao crénica a baixa concentracao
cloreto de cadmio sobre a presséo arterial e reatividade vascular de segmentos
isolados de aorta toracica de ratos. Os animais receberam agua destilada (grupo
controle) ou solugdo de CdCl, 100 mg/L (grupo Cadmio) durante trinta dias via
agua de beber. A pressao arterial sistolica dos animais foi aferida semanalmente
por pletismografia de cauda. Ao final do tratamento, a concentragdo de cadmio no
sangue dos animais foi determinada por espectrofotometria de absorgcéo atémica
e a reatividade vascular de anéis de aorta a fenilefrina, acetilcolina e
nitroprussiato de sodio foram avaliadas em anéis sem endotélio ou de endotélio
integro na presenca de L-NAME, apocinina, losartan, enalapril, superoxido
dismutase (SOD) ou catalase. A concentracdo de cadmio dos animais expostos
ao metal (40.3 + 2.0 pg/L) foram similares as encontradas em trabalhadores
expostos. Foi observado aumento de PAS nos ratos expostos ao metal desde o
sétimo dia de tratamento, e se manteve até a quarta semana de exposigao. Foi
observado aumento da resposta a fenilefrina em anéis provenientes de ratos
expostos ao cadmio. Este aumento foi abolido pela incubacdo da SOD, bem como
da catalase. A incubacdo da apocinina reduziu a resposta a fenilefrina em ambos
0s grupos, mas esta reducédo ocorreu em maior magnitude em ratos tratados com
o metal. Corroborando este achado, a expressdo da NOX2 estava aumentada
também no grupo cadmio. Ainda, o bloqueio da produgdo de NO levou ao
aumento reatividade a fenilefrina em ambos os grupos, mas este efeito foi

observado em menor magnitude no grupo cadmio. Resultado semelhante foi
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encontrado apds a remogao do endotélio. Estes dados sugerem que o cadmio,
em concentragdes sanguineas similares as encontradas na populagdo exposta
ocupacionalmente, é capaz de estimular a expressao da NOX2, contribuindo para
0 estresse oxidativo e redugdo da biodisponibilidade de NO. Esses achados
sugerem que a exposicdo ao cadmio promove disfungdo endotelial, que pode

contribuir para inflamagéo, injuria vascular e desenvolvimento de aterosclerose.

Palavras-chave: Cadmio, Aorta, Espécies Reativas de Oxigénio, NO.
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ABSTRACT

Cadmium is a highly toxic metal present in phosphate fertilizers, which have
contributed to the cadmium contamination of food, but mostly of tobacco leaves,
which makes the cigarette smoke the main source of non-occupational exposure
to cadmium. Once absorbed, cadmium accumulates in the tissues, leading to
many disorders such as diabetes, bone demineralization, and cancer.
Furthermore, exposure to cadmium has been associated to the development of
hypertension, endothelial dysfunction and atherosclerotic, process that occurs
primarily in the aorta. The mechanisms involved in the changes induced by
cadmium on the cardiovascular system have not been well elucidated. Thus, the
aim of this study was to evaluate the effects of chronic exposure to low
concentrations of cadmium chloride on blood pressure and vascular reactivity of
isolated segments of rat thoracic aorta. The animals received distilled water
(control group) or CdCl;, solution 100 mg/L (group Cadmium) for thirty days via
drinking water. Systolic blood pressure of the animals was measured weekly by
tail plethysmography. At the end of treatment, the blood cadmium content was
established, and the vascular reactivity of the isolated aorta to phenylephrine,
acetylcholine and sodium nitroprusside was analyzed in the context of
endothelium denudation and incubation with L-NAME, apocynin, losartan,
enalapril, superoxide dismutase (SOD) or catalase. The cadmium blood
concentration in exposed-animals (40.3 + 2.0 ug /L) were similar to those found in
exposed workers. The rats exposed to cadmium showed an increase on systolic
blood pressure since the seventh day of treatment to the fourth week. We
observed an increased response to phenylephrine in rings from cadmium-rats.
This increase was abolished by SOD or catalase incubation. Apocynin incubation
reduced the phenylephrine response in both treatment groups, but its effect was
greater in cadmium-treated rats, and NOX2 expression was greater in the
cadmium group. Also, the block of NO production increased reactivity to
phenylephrine in both groups, but this effect was minor on group cadmium. A
similar result was found after removal of endothelium. These data suggest that

cadmium in blood concentrations similar to those found in occupationally exposed

22



23

populations is able to stimulate NOX2 expression, contributing to oxidative stress
and reducing NO bioavailability. Also, cadmium exposure seems to promote
endothelial damage that might contribute to inflammation, vascular injury and the

development of atherosclerosis.

Keywords: Cadmium, aorta, reactive oxygen species, NO.
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1 INTRODUGAO

1.1. CADMIO

O cadmio é um metal cinza claro, ductil e maleavel, faciimente oxidado a
oxido de cadmio, na presenga de oxigénio. Foi descoberto em 1817, pelo professor
de Quimica e Farmacia da Universidade de Gottinger, na Alemanha, Friendrich
Stromeyer (Weeks e Leicester, 1968). Trata-se de um metal de transi¢éo, do grupo
IIb, 0 mesmo ocupado pelo zinco e pelo mercurio.

O cadmio, naturalmente encontrado como contaminante de outros metais, €
obtido principalmente como coproduto da mineracédo, fundicdo e refinamento de
zinco, chumbo e cobre. O uso do cadmio na produgédo de pigmentos, estabilizantes
de PVC e na galvanizagao tem sido reduzido e, em alguns paises foi até extinto, no
entanto, na Unido Europeia, tais fins ainda representam uma grande porgdo do
consumo total de cadmio (NCM, 2003). A producdo de baterias niquel-cadmio vem
ganhando grande espago no mercado mundial contribuindo para cerca de 78 % do
consumo total do metal (NCM, 2003).

1.1.1 Contaminagcao Ambiental e Exposig¢ao

As principais fontes naturais de emissao de cadmio para o ambiente sdo os
vulcdes e, com menor participagao, o intemperismo das rochas. Em 1983, cerca de
140-1500 toneladas de cadmio foram langadas para a atmosfera através de
erupgdes vulcanicas (Nriagu, 1989). Para o mesmo ano, Nriagu e Pacyna (1988)
estimaram a contaminagdo atmosférica por fontes antropogénicas em 7600
toneladas de cadmio. As principais fontes antropogénicas de contaminagéo
ambiental pelo cadmio sdo: queima de combustiveis fosseis, producdo de metais
nao-ferrosos, ferro e acgo; producdo de cimento e eliminacdo de residuos por
incineragdo ou despejo (Pacyna e Pacyna, 2001). As concentragbes relatadas de
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cadmio no sangue de trabalhadores expostos estdo geralmente compreendidas
entre 5 e 50 pg/L, mas exposigdes extremas tiveram como resultado os niveis de
cadmio entre 100 e 300 pg/L (Roels et al, 1982; Hassler et al, 1983).

Além da exposi¢cado ocupacional, essas usinas também sao responsaveis pela
contaminagdo da populagdo de areas vizinhas. Cita-se como exemplo o acidente
ocorrido na regido de FunchuMachi, no Japao, apds 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 doenga causada pela intoxicagéo
pelo cadmio, conhecida como doencga de ltai-ltai (ai, ai em japonés). Apesar dos
protestos da populagdo contra a contaminagdo dos arrozais, com a intensificagao
dos conflitos das Guerras Mundiais, e da guerra com a Coréia, a produgdo de
chumbo e zinco teve aumento para atender a demanda. Tal fato elevou da
concentragdo de cadmio nos efluentes do referido rio, o que resultou no
agravamento da contaminagao da populacéao (Friberg et al., 1974).

Ja em Itaguai, Rio de Janeiro, em 1996, uma fabrica de zinco eletrolitico foi
denunciada por despejar na regido mais de 50 milhdes de litros de agua e lama
contendo com zinco e cadmio, contaminando O0s manguezais que abrigavam
caranguejos, siris, ostras e mexilhdes, consumidos pelas populagdes locais e da
cidade do Rio de Janeiro (Gongalves 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
intoxicagdo por cadmio na populagdo néo-exposta ocupacionalmente (WHO, 1992).
Vegetais folhosos, sementes oleosas e folhas de tabaco acumulam altos niveis de
cadmio do solo (WHO, 1992). Fumantes apresentam aproximadamente o triplo da
concentragdo sanguinea de cadmio encontrada na populagdo nao-fumante (1.58
Mg/L para fumantes vs 0.47 ug/L para nao-fumantes), o que faz do fumo do tabaco, a
principal forma de exposicao nao-ocupacional ao cadmio (ATSDR, 2008). Esse
conteudo de cadmio nos fumantes tem sido associado com o aumento do risco de
hipertensao e doencgas relacionadas (Afridi et al, 2010).

No ambiente aquatico, os moluscos filtradores sdo os principais acumuladores
de metais, independente da poluicdo ambiental, mas aguas contaminadas podem
aumentar significativamente a concentragdo de metais nesses seres (Whyte et al,

2009). O conteudo de cadmio de ostras do oceano Pacifico chega a 13,5 mg/kg de
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peso seco, enquanto que, a quantidade de cadmio observada nas ostras da costa da
Nova Zelandia, é duas vezes maior, devido a contaminagao dessa area (Copes et al,
2008).

A Organizagcao Mundial de Saude estabeleceu um limite de seguranga para a
ingestado de cadmio de 7 pg/semana/kg de peso corporal. Esse valor foi baseado na
concentragao renal critica de cadmio de 100 a 200 pg/g de peso seco, o que
corresponde a concentragao urinaria de cadmio de 5 a 10 pg/g de creatinina (WHO,
1993). Entretanto, ja foram observados efeitos renais em concentragcbes abaixo da
excrecgdo urinaria dita segura (Satarug e Moore, 2004).

O cadmio pode ser detectado em diversos tecidos, dependendo do tempo de
exposi¢cao ao metal, mas os principais marcadores de exposi¢ao ao cadmio sao as
concentragdes de cadmio na urina e no sangue total. A concentragdo de cadmio na
urina de 24 horas € um marcador para a exposi¢gao de longo prazo (Nordberg et al,
2007). Ja a concentragdo sanguinea de cadmio reflete exposicdo mais recente,
decorrentes dos ultimos meses (Nordberg et al, 2007) e tem como limite de

tolerancia bioldgica o valor de 5 ug/L de cadmio no sangue (ACGIH, 2007).

1.1.2 Cinética do Cadmio

Como ja dito, o fumo do tabaco & a principal forma de exposigcdo néo-
ocupacional ao cadmio. Mas isso ndo se deve somente ao fato de que as folhas de
tabaco acumulam o cadmio do solo, ja que as sementes oleosas, como semente de
girassol, amendoim e linhaga, também apresentam propriedade acumuladora de
cadmio, de maneira similar as folhas de tabaco. No entanto, em torno de 50% do
cadmio inalado é absorvido, enquanto que a via oral permite a absorcdo de apenas
5% da dose do metal (WHO, 1992).

O cadmio nado apresenta fungéo essencial conhecida para os organismos, ndo
tendo assim, mecanismos especificos para sua absorcao, transporte e entrada nas
células. Para tal, ele utiliza os mecanismos desenvolvidos para os metais essenciais,
em especial o ferro, zinco, magnésio e calcio, o transportador de metais divalentes 1
(DMT1). Assim, o estado nutricional do individuo, como seu conteudo de ferro, ira

influenciar na absorgao intestinal do cadmio devido a competicdo do ferro e do
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cadmio pelos carreadores. A dieta pobre em ferro aumenta a expressido do DMT1,
que transporta ferro, mas também cadmio, o que aumenta a absorcdo de Cd**
(Klaassen et al, 2009). Satarug e Moore (2004), em um estudo realizado com
tailandeses, observaram que mulheres com deplegdo de ferro apresentavam
conteudo de cadmio 3 a 4 vezes maior que o observado em mulheres de mesma
idade e com estoques normais de ferro.

Apos absorvido, o Cd®* se liga & metalotioneina (MT), uma proteina de baixo
peso molecular, rica em cisteina, com grande afinidade por metais (Nordberg, 2004).
A ligacéo a essa proteina impede as agdes do cadmio sobre outras macromoléculas
além de dificultar a excregao renal desse metal (Klaassen et al, 2009). Assim,
quando o complexo MT-Cd®* chega aos rins, é filtrado e reabsorvido pelas células
dos tubulos proximais, onde a ligacao desse complexo € quebrada, liberando o
cadmio bivalente para a circulacdo. Quando o conteudo de cadmio excede a
capacidade de producao e ligacdo dessa proteina, a concentracdo de cadmio livre
aumenta e passa a causar seus efeitos deletérios sobre diversos tecidos (Friberg 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 em humanos (WHO,
1992). Sua excregado renal diaria € de apenas 0.007% do conteudo corporal de

cadmio, apresentando grandes variagdes entre individuos (WHO, 1992).

1.1.3 Efeito do cadmio nos diferentes sistemas

A exposicdo ao cadmio tem sido relacionada a diversas desordens. A mais
severa delas, mencionada anteriormente, € conhecida como doenca de ltai-itai. Tal
doenca € causada pela exposicdo crénica ao cadmio em altas doses. Afeta
principalmente mulheres e € caracterizada por impedimento da fungao tubular e
glomerular, além de osteomalacia e osteoporose, que resulta em dor intensa e
fraturas multiplas de ossos (Inaba et al, 2005).

Em exposicbes a baixas doses, o cadmio tem sido relacionado ao
impedimento da fung¢ao tubular renal com perda da capacidade reabsortiva de

nutrientes, vitaminas e minerais. Esses efeitos acabam influenciando no
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funcionamento de outros 6rgaos, a exemplo dos 0ssos que, com a redugéo do calcio
sanguineo, sofre desmineralizagdo (WHO, 1992).

O cadmio também tem sido associado a diabetes melito. O Third National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES IllI) examinou 8.722 cidadaos
norte-americanos com mais de 40 anos de idade. Seus dados revelaram uma
associagao significativa entre niveis elevados de cadmio urinario e o aumento nos
niveis de glicemia em jejum (110-126 mg/dL). E mesmo restringindo as analises
para pessoas sem evidéncia de lesado renal, para excluir o efeito da fungéo tubular
renal, a conclusao foi semelhante (Schwartz et al. 2003).

A exposi¢cao ocupacional a esse metal tem sido associada ao aparecimento
de cancer em diversos tecidos, levando o cadmio a ser classificado como um
carcinégeno humano pela International Agency for the Research on Cancer (IARC,
1993). Verougstraete e colaboradores (2003) revisaram varios estudos (Kazantzis et
al 1992.; Sorahan e Lancashire 1997; Jarup et al. 1998; Sorahan e Waterhouse
1983) e combinaram os resultados estimando o risco de cancer de pulmdo em
trabalhadores expostos ou ndo ao cadmio. Nem todos os estudos apresentavam
associagao positiva entre o risco de cancer de pulmao e a exposi¢ao ao cadmio. A
estimativa combinada desses estudos apresentou risco aumentado em 20% em
trabalhadores expostos ao cadmio em comparagdo com aqueles que nao estao
expostos. Ainda, muitos estudos in vitro de exposicdo ao cadmio tém mostrado
aumento do estresse oxidativo (Cuypers et al. 2010), atividade modificada de fatores
de transcri¢cao (Watkin et al. 2003), e inibicao de reparagao do DNA (Jin et al. 2003).
Esses fatores levam ao aumento da mutagénese e, consequentemente, ao
desenvolvimento de cancer.

A exposigcdo ao cadmio, por meio da fumaca de cigarro, também provocou
efeitos maléficos em tecido pulmonar. Lampe e colaboradores (2008) observaram
associagao entre reducdo do volume expiratério forcado em um segundo e cadmio
urinario aumentado em individuos fumantes. Os dados sugeriram que a doenga

pulmonar observada em fumantes pode ser mediada em parte pelo cadmio.
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1.1.4 Efeito do Cadmio no Sistema Cardiovascular

Ainda no inicio do século XX, o cadmio foi relacionado a efeitos
cardiovasculares, quando Alsberg e Schwartze (1919) relataram que a
administracdo subcutdnea de cadmio em ratos causou coloragdo purpura nos
testiculos dos animais. Estudos posteriores mostraram que o cadmio produz esse
efeito por meio da ruptura das jungdes entre as células endoteliais de capilares e
vénulas testiculares, resultando em aumento da permeabilidade testicular, seguido
de edema, hemorragia e necrose (Aoki e Hoffer, 1978; Fende e Niewenhuis, 1977).

Outros efeitos sobre o sistema cardiovascular também foram relatados.
Kolluro e colaboradores (2006) mostraram que o cadmio pode inibir diretamente a
migracao de células endoteliais e formag¢ao do tubo, associando esses efeitos com
producao reduzida de NO pelas células endoteliais.

A associagao entre doenca arterial periférica e concentragdo de cadmio no
sangue e na urina foi observada. Navas-Acien e colaboradores (2004, 2005) utilizou
o indice tornozelo-braquial para avaliar os individuos. Este método consiste na
relacdo entre a pressao arterial sistolica dos tornozelos e a presséao arterial sistélica
dos bragos, sendo um método diagndstico semiolégico simples, que oferece
informacdes por meio de exame fisico para avaliagdo do risco cardiovascular e
doenca arterial obstrutiva periférica. Os dados coletados evidenciaram que o
cadmio pode exercer fundamental contribuicdo para o desenvolvimento de doenca
arterial periférica. Nesse estudo o risco de doencga arterial periférica em individuos
do percentil de maior nivel cadmio urinario foi 3.05, quando comparado com
individuos do menor percentil.

A exposicdo ao cadmio também foi associada a aterosclerose em modelos
animais de exposi¢ao. Knoflach e colaboradores (2011) estudaram histologicamente
a aorta de camundongos Apo-E knowout expostos ao cadmio por doze semanas. Os
resultados indicaram que o cadmio afeta a integridade das camadas de células
endoteliais facilitando o influxo de componentes séricos pro-aterogénicos e o
recrutamento de leucécitos. Em um estudo clinico, Houtman (1993) observou que
pacientes com hipertensdo apresentavam maiores concentracbes de cadmio na
urina e que populagdes de areas contaminadas com o cadmio apresentavam maior

incidéncia de aterosclerose. Ja em coelhos, Subramanyam e colaboradores (1992)
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observaram que exposi¢cdes cronicas a baixas doses de cadmio levam a hipertensao
e aterosclerose, sem disfungao renal.

Apesar dos avangos da medicina e da quantidade de drogas anti-
hipertensivas disponiveis, a Hipertensao arterial afeta 30 % da populagdo mundial,
sendo que 95 % dos casos sao caracterizadas como hipertensao primaria, na qual
nao se encontra uma causa especifica (Pimenta e Oparil, 2010). No Brasil, em 2007,
29,4 % dos Obitos foram decorrentes de doencas cardiovasculares (VI Diretriz
Brasileira de Hipertensdo Arterial). Acredita-se que a hipertensao arterial seja
acompanhada por mudangas na funcdo das células endoteliais. Sendo assim, a
disfuncdo endotelial parece contribuir para manutengdo do aumento de resisténcia
vascular, favorecendo o processo hipertensivo (Cannon Ill, 1998; Triggle et al., 2003;
Kolluru et al., 2010).

Estudos populacionais trazem resultados contraditorios a respeito da
associacido entre exposicdo ao cadmio e desenvolvimento de hipertensdo. Eum e
colaboradores (2008) analisaram uma populagéo coreana, quanto a concentragao
de cadmio na urina e no sangue, e a ocorréncia de hipertensdo. Nesse estudo, a
média do cadmio sanguineo foi 1.67 pg/L, e incidéncia de hipertensado era 1.51
vezes maior para os individuos do tercil superior de cadmio sanguineo comparado
com aqueles do tercil mais baixo. Uma associagdo também foi encontrada entre a
concentragdo sanguinea de cadmio e valores de pressao arterial de uma amostra
populacional norte-americana, onde a média da concentragdo 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 hipertenséo
nao estavam associados com a concentracdo de cadmio na urina de individuos
expostos ambientalmente. Ainda, em uma area contaminada com cadmio, no Japéao,
52 mulheres com doenca de ltai-itai apresentaram menores valores de pressao
arterial sistélica e diastélica comparado com 104 mulheres de idade compativel que
viviam fora da area contaminada pelo metal (Kagamimori et al, 1986). Além disso,
apesar da nefrotoxicidade, hipertensdo nao foi relatada como achado tipico em
pacientes acometidos pela doenca ltai-itai em uma area de contaminagdo pelo
cadmio, também no Jap&o (Nordberg et al, 2007).

Apesar da associacdo entre exposicdo ao cadmio e hipertensdo ser

inconsistente se tratando de humanos, a inducédo da hipertenséo pela exposicao ao
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cadmio ja foi observada em diversos modelos experimentais. Ha relatos da indugéo
de dano no tubulo renal proximal, retengcdo de sal e aumento do volume sanguineo
como possivel causa da hipertensdo induzida pelo cadmio (Satarug et al, 2005).
Outros autores associam a deplegdo da glutationa (Valko et al, 2005) levando ao
estresse oxidativo e peroxidagao lipidica, como possiveis agdes pro-hipertensivas
induzidas pelo cadmio (Yiin et al, 1999). Hipoteses adicionais para 0 mecanismo de
desenvolvimento de hipertensédo apods a exposigao ao cadmio incluem interagdo com
canais de Ca®" (Balaraman et al, 1989), estimulagdo do sistema nervoso simpatico
(Fadloun e Leach, 1980), e reducdo da liberacdo de agentes vasodilatadores
(Skozynska e Martynowicz, 2005).

Varios outros estudos sugerem o endotélio como o principal alvo da
intoxicagao pelo cadmio no sistema cardiovascular, levando ao desequilibrio da
biodisponibilidade de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras levando ao
aumento do ténus vascular (Martinowics et al, 2004; Kolluru et al, 2006; Donpunha et
al, 2011).

O endotélio é constituido por uma unica camada de células epiteliais
pavimentosas. Durante muito tempo se pensou que o endotélio servia apenas de
barreira entre o sangue e a camada meédia do musculo liso vascular. Somente em
1977, foi relatada a primeira indicacdo de que o endotélio possuia fundamental
importancia no controle do ténus vascular, por meio da produgao de substancias
vasoativas (Moncada et al, 1977). Atualmente, sabe-se que as células endoteliais
sintetizam e liberam fatores que regulam a angiogénese, as respostas inflamatorias
e o ténus vascular (Carvalho et al, 2001). E responsavel também pela manutencéo
do balango entre a promogao e a inibigao da proliferacao e migragao das células do
musculo liso vascular, além de prevenir a agregagao plaquetaria e a trombose
(Féletou e Vanhoutte, 2009).

Os principais fatores relaxantes do endotélio sdo: 6xido nitrico (NO), fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Furchogott e Zawadski, 1980) e a
prostaciclina (Moncada et al.,1977). Dentre os fatores contrateis, os principais s&o: a
angiotensina |l (Skeegs et al., 1954), endotelina-1 (ET-1) (Yanagiswa et al., 1988),
anion superoxido (Rubany e Vanhoutte, 1986) e derivados da via do acido
araquidénico, como o tromboxano (TXA;) e as prostaglandinas H; e F», (PGH; e PG

F2,) (Frolich e Fortermann, 1989).
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Modificagbes da funcdo endotelial induzidas pelo cadmio, ja foram
evidenciadas em diversos estudos. Yoopan e colaboradores (2008) observaram
reducdo do relaxamento a acetilcolina em anéis de aorta provenientes de ratos
expostos ao cadmio via agua de beber (10 e 50 mg/L) durante trés meses. A
resposta ao nitroprussiato de sddio ndo foi alterada pela exposicdo ao metal,
sugerindo o endotélio como alvo da agéo do cadmio. Corroborando esses achados,
os autores ainda observaram redug¢ao da expressao da isoforma endotelial da éxido
nitrico sintase, relacionando a reducdo do relaxamento a acetilcolina, a redugao da
producdo de NO. O oxido nitrico é produzido nas células endoteliais a partir da
oxidagao da L-arginina, levando a formagdo de NO e L-citrulina por agado da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) (Palmer et al, 1987; Moncada et al, 1991). Este gas de
difunde através das membranas e atua, por meio de diversos mecanismos, no
musculo liso vascular subjacente, levando a hiperpolarizagdo deste (Moncada et al,
1991; Cannon lll, 1998). A redugao da biodisponibilidade de NO é considerada um
dos mais importantes fatores associados a doengas vasculares (Stroes et al, 1998;
Kerr et al, 1999; Frostermann e Munzel, 2006). Um dos principais mecanismos
envolvidos neste processo é o aumento de anions superoxido, que reagem
rapidamente com o NO, reduzindo a biodiponibilidade deste e levando a producéo
de peroxinitrito, um potente agente oxidante (Stroes et al, 1998; Frostermann e
Munzel, 2006; Takaya et al, 2007).

Muitas funcbées do endotélio e do musculo liso vascular sdo afetadas pelas
EROs. No endotélio vascular os radicais livres podem causar diminuicdo da
biodisponibilidade de NO, apoptose, aumento da adesdo de mondcitos e
angiogénese. Enquanto no MLV, os radicais livres podem promover crescimento
celular, migracdo de mediadores inflamatorios, desorganizagdo da matriz
extracelular e aumento do ténus muscular (Taniyama e Griendling, 2003). Todas
estas caracteristicas contribuem para injuria vascular, disfungdo endotelial e
consequentemente para a fisiopatologia da hipertensao arterial (Griendling e Ushio-
Fukai, 1994; Kerr et al., 1999; Cruzado et al., 2005; Touyz e Schinffrin, 2004; 2008).
O aumento de espécies reativas de oxigénio também ja foi observado em modelos
experimentais de exposi¢dao ao cadmio. Wolf e Baynes (2007) sugeriram que o
cadmio induz estresse oxidativo através da deplegdo de enzimas antioxidantes e
que o aumento do dano oxidativo provocado leva a severa disfungao endotelial. As

espécies reativas de oxigénio podem oxidar diretamente diversas macromoléculas,
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levando a danos na estrutura basica celular resultando em disfuncdo e morte celular
(Bertin e Averbeck, 2006; Kitamura e Hiramatsu, 2010). Dentre as EROs, o Og,
ONOO™ e OH sao os mais instaveis e reativos, enquanto H,O, é a mais estavel
(Taniyama e Griendling, 2003). A formacdo das EROs é mediada por algumas
enzimas vasculares que incluem a NADPH oxidase, xantina oxidase,
mieloperoxidase, eNOS, isoenzimas da citocromo P450, lipooxigenase,
ciclooxigenase, heme oxigenase e glicose oxidase (Cai e Harrison, 2000). A principal
fonte de EROs no endotélio parece ser a NADPH oxidase. Estas enzimas utilizam o
NADH ou NADPH como substratos (Cai, 2005; Hamilton et al., 2002; Garrido e
Griendling, 2009) e podem ser ativadas pela angiotensina Il (Cai, 2005; Koh et al.,
2009).

A literatura carece de estudos que relacionem a influéncia da exposi¢ao ao
cadmio sobre o sistema renina-angiotensina (SRA) agindo no sistema
cardiovascular. No entanto, estudos de nosso laboratério tém associado a exposigao
a outros metais pesados com a ativagcdo do SRA. Simdes e colaboradores (2011)
observaram ativagcdo do SRA em ratos expostos por duas horas ao acetato de
chumbo (320 mg/kg de peso corporal, iv), associando a hipertensao induzida pelo
chumbo ao aumento da atividade da enzima conversora de angiotensina. A
avaliacdo da reatividade de anéis de aorta expostos ao gadolinio (3 uM) por 45
minutos demonstrou aumento da participagcdo do SRA nestes (Angeli et al, 2011).
Por fim, estudos de reatividade da artéria caudal demonstraram que a exposigao por
uma hora ao cloreto de mercurio (6 nM) leva ao aumento da ativagdo do SRA local
(Lemos et al, 2012). A angiotensina Il € um peptideo produzido a partir do
angiotensinogénio por meio da agao sequencial de varias enzimas. Essas reagdes
ocorrem em varios tecidos como renal, cerebral, glandulas adrenais, ovarios,
musculo liso vascular e endotélio vascular (Krieger e Santos, 1998). A angiotensina
Il sintetizada no endotélio vascular age em receptores AT1 na membrana do
musculo liso vascular, ativando vias mediadas por proteina G e tirosinas quinase. A
via mediada pela proteina G ativa as fosfolipases C (PLC), A, (PLA2), D (PLD) e as
lipogenases. A ativacdo da fosfolipase C (PLC), forma o diacilglicerol (DAG) e o
trifosfato de inositol (IP3), que levam a contracdo do musculo liso vascular
(Griendling et al., 1996; Touyz e Schiffrin, 2000; Garrido e Griendling, 2009). A
ativacao da PLA; leva a produgao dos prostandides derivados da via da COX, que

participam do controle do ténus através de estimulos vasodilatadores (PGl; e PGE))
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e vasoconstritores (TXA;) (Griendling et al., 1996; Touyz e Schiffrin, 2000; Beltran et
al., 2009). A angiotensina Il ativa também a PLD, promovendo a hidrdlise da
fosfatidilcolina em colina e acido fosfatidico que € convertido em DAG, este estimula
e PKC sustentando a contragdo do musculo liso (Touyz e Schiffrin, 2000). Quando a
via das lipooxigenases é ativada ocorre formagdo de leucotrienos, que estédo
associados a respostas inflamatorias. Estas caracteristicas mostram a importancia
da angiotensina Il na manutencédo da integridade estrutural e funcional da parede
dos vasos e o papel que ela exerce em doencas cardiovasculares associadas com a
contragdo do musculo liso vascular, como a hipertensdo (Touyz e Schiffrin, 2000;
Garrido e Griendling, 2009).

Como mencionado acima, o Cd®>* pode modificar a funcdo endotelial e isso
pode contribuir para o desenvolvimento de hipertensao arterial. Os mecanismos
envolvidos na disfuncdo endotelial e hipertensdo induzidas pelo cadmio,
especialmente em concentragdes préximas as encontradas em individuos expostos
ocupacionalmente, ainda ndo foram totalmente elucidados. A maioria dos estudos
anteriores analisa os efeitos da exposi¢ao ao cadmio por periodos prolongados, de
trés meses ou mais, ou por periodos curtos com concentracdes elevadas do metal.
Dessa forma, evidencia-se a necessidade de novos estudos para se compreender a
toxicidade desse metal sobre os vasos sanguineos, sua influéncia sobre a fungéo
endotelial e possivel associagcdo com desenvolvimento de hipertensdo e
aterosclerose, processo que ocorre em artérias de grande calibre como a aorta.
Assim, o presente estudo procurou analisar a pressao arterial e a reatividade de
anéis de aorta de ratos expostos a baixa concentracido de cloreto de cadmio durante

trinta dias.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicao cronica a baixa concentragdo cloreto de

cadmio sobre a presséao arterial e reatividade vascular de ratos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos do cloreto de cadmio, durante trinta dias de exposigao,
sobre a pressao arterial sistélica de ratos acordados.

- Verificar a influéncia da exposig¢ao por trinta dias ao cloreto de cadmio sobre
a reatividade a fenilefrina de anéis isolados de aorta toracica.

- Investigar se o cadmio altera a participagdo endotelial na resposta vascular a
fenilefrina de anéis isolados de aorta.

- Averiguar a influéncia do cadmio sobre o relaxamento dependente e
independente do endotélio.

- Pesquisar se a exposi¢cao por trinta dias ao cloreto de cadmio altera a
participagdo do 6xido nitrico, das espécies reativas de oxigénio e do sistema renina-
angiotensina na resposta contratil a fenilefrina de segmentos de aorta toracica.

- Avaliar se a exposigao por trinta dias ao cadmio modifica a expressao génica
da enzima superoxido dismutase (isoforma SOD-1) e da NADPH oxidase (isoforma

NOX-2) em segmentos aorticos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus),
machos, com aproximadamente 10 semanas de idade, pesando entre 190 e 210 g,
cedidos pelo biotério do Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal do Espirito Santo - UFES. Durante o tratamento, animais
foram mantidos em gaiolas, sob condi¢gbes controladas de temperatura e um ciclo
claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a agua e a ragao.

O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo
com o0s principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo e Uso de
Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES- CEUA 027/2011).

3.1.1 Modelo Experimental

Os ratos foram classificados de forma aleatéria em dois grupos experimentais:
Controle e Cadmio. Aos animais do Grupo Controle, era disponibilizada agua
destilada para beber e aos animais do grupo Cadmio era disponibilizada solugéo de
100 mg/L cloreto de cadmio em agua destilada. O uso da agua destilada é
fundamental no intuito de reduzir os efeitos que outros ions podem causar sobre os
resultados. Cada grupo era alojado em gaiolas independentes, de forma que os
animais do grupo controle ndo eram expostos a agua e as excretas dos animais do

grupo tratado com o metal.
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3.1.1.1 Concentragédo sanguinea de cadmio

Ao final do tratamento, amostras heparinizadas, dos grupos Cadmio e
Controle, foram medidas em duplicata por um espectrofotdmetro de absorcao
atébmica (modelo: AAS5 EA com forno de grafite, Carl Zeiss, Alemanha) no Centro
de Ciéncias Exatas — Departamento de Quimica (Universidade Federal do Espirito
Santo).

3.2 ANALISE DA MEDIDA INDIRETA DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A medida indireta da presséao arterial sistolica (PAS) foi realizada de acordo
com Grizzo et al. (2008). As medidas foram realizadas nos animais dos grupos
Controle e Cadmio, antes do inicio da exposicdo e semanalmente até o final do
tratamento, através de um pletismégrafo de cauda (IITC Life Science— 23924 Victory
Blvd, Woodland Hills, CA). Os animais foram previamente climatizados, durante trés
dias antes da mensuragdo, para adaptarem-se ao pletismégrafo, e desta forma,
prevenir alteracbes pressoricas devido ao estresse do animal frente ao
procedimento. A média de trés medidas, que nao variassem mais que 4 mmHg, foi

utilizada.

3.3 METODOLOGIA EMPREGADA PARA OBTENCAO DOS ANEIS ISOLADOS DE
AORTA TORACICA

Os animais foram anestesiados com tiopental sddico (Amental®) na dose de
50 mg/kg intraperitoneal e, em seguida, eutanaziados e exanguinados. A aorta
toracica descendente foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente em uma
placa de Petri contendo solugdo de Krebs-modificado, composta por (em mM): NaCl
127; KCI 4,7; CaCl,.2H,0 2,5; MgS04.7H,0 1,2; KH,PO4 1,17; NaHCO3; 24; Glicose
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11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogénica contendo 5% de CO; e 95% de O..
Esta solugao foi mantida com pH 7,4.
Apos a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta toracica foi dividida em

seis segmentos cilindricos de aproximadamente 3 a 4 mm de comprimento (Figura

1),

Figura 1: (A) Aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo solugéo de Krebs, antes da
manipulagdo para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Apds a retirada dos tecidos e sendo

dividida em segmentos cilindricos entre 3-4 mm (Angeli, 2009).

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solucado de
Krebs-Henseleit aquecida a 36 * 0,5 °C, continuamente gaseificada com mistura
carbogénica, mantendo o pH estavel em 7,4. Dois fios de aco inoxidavel, em forma
de triangulos, foram passados através do lumen dos segmentos de forma que
figuem paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado a parede do banho e o outro
conectado verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica. Assim, qualquer
alteracdo do didametro do vaso era captada pelo transdutor de forca (TSD 125)
conectado a um sistema de aquisicao de dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa
Barbara, CA- USA) e este a um computador (Figura 2).
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Figura 2: Preparacédo dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade vascular “in vitro”.
Sistema de aquisicdo de dados Biopac Systems (modificado de Dias, 2007).

Apds a montagem, os anéis adrticos foram submetidos a uma tensado de
repouso de 0.9 a 1.2 g, reajustada, quando necessario, durante 45 minutos de

estabilizacdo (Figura 3 A).

3.3.1 Avaliacao da reatividade vascular ao cloreto de potassio (KClI)

Ap06s o periodo de 45 minutos de estabilizagao, foi administrado ao banho KCI
75 mM para verificar a atividade contratii do musculo liso vascular induzida por
despolarizag&do. Apos atingirem uma variagdo de um grama de forga a partir do valor
basal, estes anéis eram lavados com solugcdo de Krebs-Henseleit até retornar a
tensao de repouso (Figura 3 B, C). Assim, os anéis que nao obtiveram tal contragéo
foram descartados. Apos 30 minutos de estabilizagdo (Figura 3 D), uma nova dose
de KCI (75 mM) era adicionada ao banho para a aquisicdo de uma contragéo
maxima do musculo liso vascular, aferida apés 30 minutos da adigcdo, tempo
necessario para atingir um platé no registro da contragao (Figura 3 E, F). Apds este

platd, os anéis foram novamente lavados trés vezes para atingir o valor basal (1.0
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grama) e, apos 30 minutos (Figura 6 G, H), esses anéis foram submetidos a
avaliagao da integridade funcional do endotélio.

3.3.2 Avaliagao da integridade funcional do endotélio

A funcéo 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 |, J, L). Sabendo que a exposigdo ao cadmio poderia
influenciar a fungdo endotelial e assim, alterar a reatividade dos anéis isolados de
aorta a resposta relaxante induzida pela acetilcolina, ndo descartamos nenhum anel
com endotélio supostamente intacto ou que nao atingiu um valor similar aos animais
controles (~90%). Os anéis que tiveram o endotélio removido mecanicamente

relaxaram no maximo 10% ou até contrairam.
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Figura 3: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso vascular com KCI
e avaliagao da integridade funcional do endotélio. Avaliagdo da viabilidade do musculo liso vascular
com KCI: A) Periodo de estabilizagao inicial (45 min permanecendo na tensido de 0.9 a 1,3 g); B)
Adicao de KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solu¢cado Krebs-Henseleit; D) Periodo
de estabilizacdo (30 min); E) Adigdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platé da contragédo induzida pelo
KCI (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solugdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabilizagdo (30
min). Avaliagdo da integridade funcional do endotélio: I) Pré-contracdo com fenilefrina (Fe) 10°M; J)
Platdé da contragéo induzida pela Fe; L) Adicdo de acetilcolina (ACh) 10°M. O tempo foi registrado em
minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forca em gramas (g), eixo vertical. (modificado de
Dias, 2007).

3.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Efeito da exposicao trinta dias com cloreto de cadmio sobre a resposta

vasoconstritora a fenilefrina

ApOs a avaliagao da integridade funcional do endotélio, a solugdo nutridora do
banho foi trocada trés vezes para que a tensao basal fosse restabelecida. Apés 30
minutos de estabilizacdo e mais 30 minutos de incubagcdo com farmacos, era
realizada a curva concentragdo-resposta a fenilefrina (10"° a 3x10™* M) de maneira

cumulativa nos dois grupos estudados.
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3.4.2 Efeito da exposicao por trinta dias ao cloreto de cadmio sobre a
modulagao do endotélio na resposta vasoconstritora a fenilefrina

Com a finalidade 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 metalicos. 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, apds a pré-contragdo com fenilefrina (107 M). A preparacéo
foi lavada e, apds 30 minutos de retorno a tensao basal, foram realizadas curvas

concentragao-resposta a fenilefrina (107° a 3x10™* M).

3.4.3 Efeito da exposigao por trinta dias ao cloreto de cadmio sobre a resposta

de relaxamento dependente do endotélio

A funcao 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

concentragdo-resposta, cumulativas a acetilcolina (107" a 3.10°M).

3.4.4 Efeito da exposigcao por trinta dias ao cloreto de cadmio sobre a resposta
de relaxamento independente do endotélio

A avaliagdo da vasodilatagdo ndo mediada pelo endotélio foi analisada
através do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sddio (NPS). Assim como
para acetilcolina, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina 10° M e, a sequir,
foram realizadas curvas concentragdo-resposta a esse agonista em concentragoes
de 10" a3.10° M.
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3.4.5 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos na exposi¢ao por trinta dias ao

cloreto de cadmio sobre a resposta a fenilefrina na aorta

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram
realizados da seguinte forma: apdés o teste do endotélio e dos 30 minutos de
estabilizacdo da preparagao, o farmaco a ser estudado era incubado por trinta
minutos (L-NAME, SOD, apocinina, catalase, enalapril e losartan), e, logo apds,
realizada a curva concentracéo-resposta a fenilefrina (107° a 3x10™ M) (Figura 4).

30 minutos

Figura 4: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubagdo com o farmaco a ser
estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentragao-resposta a FE (107° a 3x10™*M)
(Angeli, 2009).

3.4.5.1 Influéncia da exposigao por trinta dias ao cloreto de cadmio sobre a via do

oxido nitrico

Com a finalidade de estudar a participagao do 6xido nitrico (NO) na resposta
contratil a fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor n&o-
seletivo da enzima dxido nitrico sintase (NOS), o N®-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, 100 pM).
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3.4.5.2 Envolvimento da Angiotensina Il local sobre a exposigédo por trinta dias ao

cloreto de cadmio sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica

Buscando averiguar uma possivel participagdo da via da angiotensina Il local
na reatividade vascular a fenilefrina (107'° a 3x10* M) de anéis adrticos provenientes
de ratos expostos ao cadmio, foi utilizado o enalapril (10 pM), um inibidor da enzima
conversora da angiotensina (ECA).

Em seguida, mediante outro protocolo, foi avaliada a participagao da ativagao
dos receptores AT4 pela angiotensina Il através do bloqueio farmacolégico destes

receptores com o losartan (10 yM).

3.4.5.3 Envolvimento de radicais livres na exposicao por trinta dias ao cloreto de

cadmio sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica

Para verificar o envolvimento de EROs resposta contratil a fenilefrina de anéis
expostos ao metal, foram utilizadas: a apocinina (100 yM), um inibidor seletivo da
enzima NADPH oxidase, ou seja, inibe uma das principais enzimas formadoras de
radicais livres; a superoxido dismutase (SOD, 150 U/ml), € um importante anti-
oxidante fisiolégico que converte anion superdxido (02°) em perdxido de hidrogénio
(H202); e a catalase (1000 U/ml), um “varredor” de H,O..

3.5 ESTUDO DA EXPRESSAO PROTEICA

3.5.1 Western Blot para detecgao da isoforma SOD Cu/Zn da superdxido

dismutase e da isoforma NOX2 da NADPH oxidase em aorta de ratos

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia da
exposig¢ao por trinta dias ao cadmio sobre a expressao protéica da isoforma SOD
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Cu/Zn, e da subunidade gp91°"* (NOX2) em segmentos de artéria aorta toracica de
ratos dos grupos Controle e Cadmio. A expressao protéica de todas as proteinas foi
realizada em condi¢gdes basais (segmentos retirados logo depois do animal ser
sacrificado).

Os anéis da aorta eram congelados com nitrogénio liquido e mantidos a -80
°C até o momento em que foram utilizados. Os segmentos arteriais foram
homogeneizados com homogeneizador de vidro contendo uma solugao de Tris HCI
50 mM, NaCl 0,9 M, pH:7,4, em banho de gelo. Depois de homogeneizadas as
amostras eram centrifugadas (Eppendorf-Neitheier- Hinz GmbH 22331, Alemanha)
durante 10 minutos , 6.000 rpm a 4°C e, em seguida, o sobrenadante era retirado e
feita entdo a quantificagdo protéica (Fotdbmetro Bioquimica, Bio 2000, Brasil) pelo
método de Bradford (Bradford, 1976).

Posteriormente, foi calculado o volume necessario para uma carga de 80 ug
de proteina, sendo este volume de amostra misturada, em partes iguais, com
tampao de homogeneizagdo. Aliquotas do homogeneizados foram diluidas em
solugao de Laemmli 2X (0,5 mM de uréia, 0,17 mM de SDS, 39 uM de ditiodiol, 0,01
M de Tris e azul de bromofenol 0,5%).

As amostras foram carregadas em geéis de SDS-poliacrilamida 10% para 1,5
M Tris Hcl pH: 8.8, acrilamida 40%, glicerol 100%, SDS 10%, APS 10% e Temed)
previamente imersos em um tampao para eletroforese (25mM de Tris HCI, 190 mM
de glicina e 0,1% de SDS) e submetidas a uma corrente constante de 80V por
aproximadamente 2 horas e 30 minutos (PowerPac™ HC, BioRad, Singapura) a 4
°C. Apds o término da eletroforese, foi feita a transferéncia elétrica das proteinas
para uma membrana de Nitrocelulose (Amersham, UK) previamente ativada por
agua durante 20 segundos. Para a transferéncia, foi realizado o método de
transferéncia liquida na qual o gel, a membrana e o papel Whatman foram montados
em um sistema de sanduiche em suporte Holder Cassete e acoplados a uma cuba
(Trans-Blot SD Cell Bio-Rad, USA) contendo uma solugédo tampéao de transferéncia
(Tris 25mM, glicina 190mM, SDS 0.1% e Metanol 20%) a 8° C com uma corrente de
60 V por 2 horas.

Ao final da transferéncia, as membranas foram incubadas por 2 horas, a
temperatura ambiente, com solugdo bloqueante (leite desnatado 5%, Tris HCI 10
mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5) para evitar a unido nao-especifica

com reativos ndo imunolégicos. Em seguida, as membranas eram incubadas
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durante toda a noite a 4 °C, sob agitagdo, em solugdo a 5% de albumina com
tampao TBS-T (Tris HCI 10 mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5)
adicionados aos anticorpos primarios para SOD Cu/Zn (1: 1:1000, Sigma, Aldrich,
Germany), subunidade da NADPH oxidase (gp91°" 1:1000; Transduction
Laboratories, Lexington, UK) e a-actina (1:5000, Sigma Chemical, CO, St Louis
USA).

Depois disto, as membranas eram lavadas, sob agitagdo, com solugdo TBS-T
durante 30 minutos para remogao do excesso do anticorpo primario, sendo trocada a
solucdo de TBS-T a cada 5 minutos. Posteriormente as membranas foram
incubadas por 1 hora com anticorpo secundario, Imunoglobulina 1gG anti-
camundongo conjugado com peroxidase (1:5000, StressGen, Victoria, Canada).

1PhoX o g-actina foram

As proteinas correspondentes SOD Cu/Zn, gp9
detectadas por uma reacdo de quimioluminescéncia por meio da exposicao da
membrana, durante 5 minutos, a um sistema de detecgdo (ELC Plus, Amersham™
GE Healthcare, UK). Em seguida, as membranas eram colocadas em contato com
filme fotografico (Hyperfim, Amersham ™, UK), sendo as bandas impregnadas e
posteriormente reveladas.

A analise densitométrica foi utilizada para quantificar as bandas das proteinas
e, para isto, os filmes com as bandas protéicas impregnadas foram escaneadas e

analisados com o software Image J.

3.6 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

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

As respostas contrateis ao KCI foram expressas como tensdo desenvolvida
pelo anel de aorta, em gramas de contracdo. Os resultados de reatividade vascular
das curvas concentracido-resposta a fenilefrina foram normalizados em funcédo da
resposta maxima de contragao ao KCI (75 mM) e estao expressas em porcentagem.
As respostas de relaxamento dependente e independente do endotélio, induzidas

pela acetilcolina e nitroprussiato de sodio, respectivamente, foram expressas em
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porcentagem de relaxamento em relag&o a pré-contracdo obtida pela fenilefrina (10'6
M).

Para a determinagcdo dos valores de resposta maxima (Rmax) e pD, (-log
ECs0, que corresponde ao valor da concentragédo de fenilefrina que produz 50% da
resposta maxima), em resposta aos diferentes agonistas utilizados, foi realizada uma
analise de regress&o nao-linear, obtida através da analise das curvas concentrag&o-
resposta utilizando-se Graph Prism Software (San Diego, CA, USA).

Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos farmacos sobre a
resposta contratil a fenilefrina dos grupos estudados, alguns resultados foram
expressos como diferengas das areas abaixo das curvas (dAUC) de concentragao-
resposta a fenilefrina. A dAUC foi calculada para cada curva concentragédo-resposta
e a diferenca estd expressa como porcentagem da diferenca da AUC (dAUC%) da
curva controle correspondente.

Os resultados da expressado protéica da SOD Cu/Zn e gp91"’h°X estao
expressos como relagao entre a densidade 6ptica para estas proteinas em relacédo a
a-actina.

A analise estatistica dos resultados foi realizada por teste t de Student nao-
pareado, analise de variancia (ANOVA), de duas vias para medidas repetidas ou
completamente randomizada. Quando ANOVA apresentava significancia estatistica
era realizado o pos-hoc de Bonferroni utilizando-se Graph Prism Software (San
Diego, CA, USA). Os resultados foram considerados estatisticamente significantes

para valores de p< 0,05.

3.7 FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS

- Cloreto de cadmio

- Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

- Acido aminoacético (Glicina) (Sigma)

- Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck)
- Albumina bovina (Sigma)

-Anticorpo produzido em camundongo para alfa-actina (Sigma)
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phox

-Anticorpo  produzido em camundongo para gp91 (Transduction

Laboratories)

-Anticorpo produzido em camundongo para SOD Cu/Zn (Sigma)
-Anticorpo para camundongo conjugado com peroxidase (StressGen)
- Apocinina (Acetovanilona) (Sigma)

- Azul de bromofenol (Sigma)

- Bicarbonato de sédio (Vetec)

- Catalase (Sigma)

- Cloreto de célcio dihidratado (Merck)

- Cloreto de potassio (Merck)

- Cloreto de sédio (Merck)

- Dodecil-sulfato de sédio (SDS) (Sigma)

- Enalapril (Sigma)

- Fosfato de potassio monobasico (Merck)

- Glicerol (Sigma)

- Glicose (Merck)

- Hidréxido de sédio (Sigma)

- Leite desnatado (Nestlé)

- L-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

- Losartan (Sigma)

- Metanol (Sigma)

- N,N, N’,N’- Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)

- N,N’- Metilenbisacrilamida 40% Solugao 37, 5:1 (Acrilamida) (Sigma)

- N?-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)

- Nitroprussiato de sodio, dihidratado (Fluka)

- Persulfato de amoénio (APS) (Sigma)

- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma)

- Reagente para deteccao de Western Blot (ECL Plus) (Amersham)

- Superdxido dismutase de eritrécito bovino (SOD) (Sigma)
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- Sulfato de magnésio heptahidratado (Merk)
- Tiopental sédico (Amental®)

- Tris HCI (Sigma)

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada e mantidas no

congelador a -20° C.
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4 RESULTADOS

4.1 CONCENTRAGAO DE CADMIO NO SANGUE

A determinagdo da concentragdo sanguinea de cadmio no sangue total de
ratos dos grupos Controle e Cadmio foi realizada apés 30 dias de exposi¢cdo. O
grupo Cadmio apresentou 40.3 pg/L + 2.0 pg/L (n= 11) de cadmio sanguineo,
enquanto os animais do grupo Controle (n= 11) apresentaram concentragdes

menores que o limite de detecgdo do método (LD= 0.9 ug/L).

4.2 VALORES DE MASSA CORPORAL

Os animais dos grupos Controle e Cadmio apresentaram peso semelhante no
inicio da exposigao. Ja ao final dos trinta dias de exposig¢do, os animais do grupo
Cadmio apresentaram menor peso corporal, sugerindo que o cadmio reduziu o

ganho de peso dos animais durante a exposigao (Tabela 1).

Tabela 2: Peso corporal (g) no inicio e ao término da exposig¢ao por trinta dias ao

cloreto de cadmio.

Peso Corporal (g)

Inicial Final
Controle (19) 196 £ 5 3349
Cadmio (12) 197 £ 5 294 + 7*

Valores expressos em média e EPM; Teste t-Student, *p <0.05 vs Controle peso final.
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4.3. AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

Nos animais dos grupos Controle e Cadmio, a PAS foi avaliada
semanalmente a partir do tempo 0 (antes de iniciar o tratamento) até o final dos
trinta dias de tratamento. No tempo 0, os animais apresentavam valores pressoricos
semelhantes. Ja ao final da primeira semana de exposigao foi observado aumento
dos valores pressoricos no grupo Cadmio. Esta elevagdo mostrou-se progressiva
até o final da exposicdo ao metal (Figura 5), chegando a valores proximos a 140
mmHg (Tabela 2).
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Figura 5: Analise dos valores de pressao arterial sistélica (PAS, mmHg) medidos por meio de da
pletismografia de cauda em ratos dos grupos Controle e Cadmio, durante quatro semanas de
exposicdo. Os resultados estdo expressos como média * erro padrédo da média. ANOVA (duas vias),
*p < 0,05 vs Controle, dia correspondente, #p < 0,05 vs Cadmio dia 0.

Tabela 2: Valores médios da Pressao Arterial Sistolica (PAS) dos animais dos

grupos Controle e Cadmio durante quatro semanas de exposigao.

PAS (mmHg)
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Controle 120 + 2 125 + 1 121 + 1 123 +2 126 + 1
Cadmio 121 £ 2 131 £ 2** 131 £ 1*# 133 +1** 139 + 2+

Valores expressos em média e EPM; ANOVA 2 vias e pds-teste Bonferroni *p< 0.05 vs Controle dia

correspondente, #p<0.05 vs Cadmio dia 0. N= 11, para cada grupo.
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4.4 RESPOSTAS VASCULARES AO CLORETO DE POTASSIO (KCl) EM ARTERIA
AORTA

A exposicdo dos segmentos arteriais ao KCI (75 mM) promoveu resposta
contratil de semelhante magnitude em ambos os grupos experimentais (Controle:
2,44 + 0,14 g; vs Cadmio 2,26 + 0,12 g; n=29, teste t-Student ndo pareado).

4.5 EFEITO DO TRATAMENTO POR TRINTA DIAS COM CLORETO DE CADMIO
SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA DE
RATOS.

A fenilefrina (agonista a- adrenérgico) produziu contragdo concentragao-
dependente nos segmentos aorticos de ambos os grupos (Figura 6). No entanto, a
resposta maxima a fenilefrina no grupo Cadmio foi maior que a desenvolvida pelos
anéis do grupo Controle (Tabela 3). Ja a sensibilidade, avaliada por pD2, foi

semelhante nos dois grupos (Tabela 3).
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Figura 6: Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina de segmentos aérticos de ratos dos grupos
Controle e Cadmio, apds quatro semanas de exposicdo. Os numeros de animais utilizados estao
representados entre parénteses. Teste t-Student ndo pareado, *p<0.05 vs Controle.
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Tabela 3: Resposta maxima (Rmax) e Sensibilidade (pD;) das curvas de
concentragao-resposta a fenilefrina dos anéis isolados de aorta dos grupos Controle

e Cadmio.

Rmax (%) pD2
Controle (21) 102+ 6 6.30 £ 0.16
Cadmio (25) 142 + 5* 6.52 £ 0.80

Os Valores estdo expressos em média e EPM. Os numeros de animais utilizados estdo expressos
entre parénteses. Teste t-Student ndo pareado, *p<0.05 vs Controle.

4.6 MODULAGAO ENDOTELIAL DO TRATAMENTO POR 30 DIAS COM CLORETO
DE CADMIO SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS
DE AORTA DE RATOS.

A remocgao mecanica do endotélio em anéis dos grupos Controle (Figura 7
A) e Cadmio (Figura 7 B) aumentou a resposta contratil a fenilefrina em ambos os
grupos, aumentando a resposta maxima tanto do grupo Controle quanto do grupo
Cadmio. Ja a sensibilidade s6 foi aumentada pela remog¢ao do endotélio no grupo
Controle (Tabela 4).

A analise da diferenga percentual abaixo da curva (% dAUC) mostrou que a
modulag¢do endotelial na resposta contratil a fenilefrina em ratos tratados por trinta
dias com cloreto de cadmio é significantemente menor quando comparados ao
grupo Controle (% dAUC: Controle= 161 £ 27 % vs Cadmio= 46 + 18 %, teste t-
Student ndo-pareado, p<0.05) (Figura 10 C).
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Figura 7: Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos Wistar dos grupos:
(A) Controle (E*) e ap6s a retirada do endotélio (E’); (B) Cadmio (E*) e apds a retirada do endotélio (E’
); (C) Diferenga percentual da area abaixo da curva em vasos com endotélio intacto e desnudo entre
os grupos. O numero de animais estda demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam
meédia + EPM; Teste t-Student nao-pareado. #p< 0,05 para pD, e Rmax: Controle E* vs Controle E;
p< 0,05 para pD, e Rmax: Cadmio E* vs Cadmio E’; e % dAUC: Controle vs Cadmio.

Tabela 4: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD;) das curvas concentragéo-

resposta a fenilefrina em anéis com (E*) e sem endotélio (E’) dos grupos Controle e

Cadmio.

Rmax% pD;
Controle E+ (11) 102+ 6 6.30 £ 0.16
Controle E- (11) 177 + 12* 7.20+0.13%
Cadmio E+ (14) 142+ 5 6.52 + 0.80
Céadmio E- (14) 186 + 10* 6.84 +0.19

Os valores estdo expressos como média e EPM. Os numeros de animais utilizados estao
representados entre parénteses. Teste T-Student ndo pareado, #p<0.05 para Rmax de vs Controle
E+, *p<0.05 vs para Rmax de Cadmio E+.
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4.7 EFEITO DO TRATAMENTO POR TRINTA DIAS COM CLORETO DE CADMIO
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA.

O relaxamento mediado pelo endotélio foi avaliado através da curva
concentragao-resposta a ACh. Ambos os grupos apresentaram relaxamento durante
a curva de acetilcolina (Figura 8), com semelhante sensibilidade (Tabela 5). No
entanto, o grupo Cadmio apresentou resposta maxima reduzida em relagdo ao grupo
Controle (Tabela 5).

Tabela 5: Sensibilidade (pD;) e resposta maxima (Rmax) das curvas de relaxamento

induzidos pela acetilcolina em aorta de ratos dos grupos Controle e Cadmio.

Rmax (%) pD2
Controle (12) 93+4 7.00 £ 0.29
Cadmio (12) 74 + 6% 6.87 £ 0.19

Os valores estdo expressos como média e EPM do percentual de relaxamento apds a pré-contragao
com fenilefrina. Os ndmeros de animais utilizados estdo representados entre parénteses. Teste T-
Student nao pareado, *p<0.05 para Rmax vs Controle.
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Figura 8: Curvas concentragdo-resposta a acetilcolina em anéis de aorta de ratos Wistar dos grupos
Controle e Cadmio. Os simbolos representam média + EPM expressos como percentual de
relaxamento apo6s a pré-contragédo com fenilefrina. O numero de animais esta demonstrado entre
parénteses. Teste t-Student ndo-pareado para comparagdo de Rmax e pD,. p< 0,05 para Rmax vs
Controle.
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4.8 EFEITO DO TRATAMENTO POR TRINTA DIAS COM CLORETO D CADMIO
SOBRE O RELAXAMENTO INDEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA.

O relaxamento independente do endotélio foi avaliado por meio da curva
concentragao-resposta ao nitroprussiato de sédio, um doador de 6xido nitrico, em
anéis pré-contraidos com fenilefrina. O nitroprussiato de sddio induziu o relaxamento
dos anéis isolados de aorta em ambos os grupos (Figura 9). Nao foi observada
diferenga estatistica entre os grupos Controle e Cadmio em relagcéo a sensibilidade

(pD2) ou a resposta maxima (Rmax) (Tabela 6).
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Figura 9: Curvas concentragdo-resposta ao Nitroprussiato de sédio para a avaliagao do relaxamento
independente do endotélio em anéis de aorta de ratos Wistar dos grupos: Controle e Cadmio. Os
simbolos representam os valores, expressos como percentual de relaxamento apds a pré-contragao
com fenilefrina. Teste t-Student ndo-pareado, p<0.05 vs Controle.

Tabela 6: Sensibilidade (pD;) e resposta maxima (Rmax) das curvas de relaxamento
independente do endotélio induzidas pelo nitroprussiato de sédio em anéis isolados

de aorta dos grupos Controle e Cadmio.

Rmax (%) pD2
Controle 103 £ 1 8.06 £ 0.21
Cadmio 104 £ 2 7.63+0.14

Os valores estdo expressos como média e EPM do percentual de relaxamento apds a pré-contragao
com fenilefrina. Os numeros de animais utilizados para cada grupo foi de seis animais. Teste T-
Student ndo pareado para comparagao entre Rmax e pD,. p>0.05 para Rmax e pD, vs Controle.
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4.9 EFEITO DOS FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NA EXPOSICAO POR
TRINTA DIAS COM CLORETO DE CADMIO SOBRE A RESPOSTA A
FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA.

Os resultados apresentados anteriormente mostraram que a exposi¢gao ao
cadmio induz um aumento da resposta maxima a fenilefrina. A remogao do endotélio
aumentou a reatividade em ambos os grupos, mas esse aumento ocorreu em menor
magnitude no grupo Cadmio, indicando que o tratamento com cadmio levou a
reducdo da funcdo endotelial. Para verificar a influéncia dos fatores endoteliais na
resposta a fenilefrina, investigamos algumas vias de agentes vasoativos derivados

do endotélio.

4.9.1 Participacao da via do 6xido nitrico na exposi¢cdao por trinta dias com

cloreto de cadmio sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

Para avaliar a participagdo do 6xido nitrico, utilizamos o inibidor nao-seletivo
da o6xido nitrico sintase, L-NAME (100 pM). A adigdo desse inibidor aos anéis
isolados de aorta provocou aumento da reatividade a fenilefrina em ambos os
grupos (Tabela 7, Figuras 10A e 10B). Para melhor analise do resultado, foi
calculada a diferenga percentual das areas abaixo das curvas (% dAUC) (Figura
10C). Foi evidenciado entdo que o aumento da reatividade a fenilefrina provocado
pelo L-NAME ocorreu em menor magnitude no grupo Cadmio (%dAUC Controle: 88
+ 14 % vs Cadmio 44 + 10 %, teste t-Student n&o-pareado, p<0.05). Este resultado
sugere uma reducao da biodisponibilidade de éxido nitrico nos anéis isolados de

aorta de ratos do grupo exposto ao metal.
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Figura 10: Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina na presenca ou ndo de L-NAME em
segmentos de aorta de ratos dos grupos Controle (A) e Cadmio (B). Diferenga percentual da area
abaixo da curva de anéis de aorta na presenca ou ndo de L-NAME. O ndimero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t-Student néo—gareado
para comparacado de Rmax e pD,. *p< 0,05 para pD, e Rmax: Controle vs Controle L-NAME; "p< 0,05
para pD, e Rmax: Cadmio vs Cadmio L-NAME e % dAUC: Controle vs Cadmio.

Tabela 7: Sensibilidade (pD,) e resposta maxima (Rmax) das curvas concentragao-
resposta a fenilefrina na presenca ou nao de L-NAME em anéis adrticos obtidos dos

grupos Controle e Cadmio.

Rmax (%) pD:
Controle 102 +5 6.30+0.16
Controle L-NAME 145 + 5% 7.31+0.13%
Cadmio 142 +5 6.52 + 0.80
Cadmio L-NAME 156 + 7 7.65 + 0.26*

Os valores estdo expressos como média e EPM. Foram utilizados oito animais por grupo. Teste T-
Student ndo pareado para comparacdo de Rmax e pD,, #p<0.05 para Rmax vs e pD, Controle.
*p<0.05 para pD, vs Cadmio.
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4.9.2 Participagcao de espécies reativas de oxigénio na exposigao por trinta
dias com cloreto de cadmio sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta

toracica.

Sabe-se que a biodisponibilidade de oxido nitrico pode ser reduzida por
espécies reativas de oxigénio, aumentando assim a contragdo vascular. Diante
disso, investigamos a influéncia das espécies reativas de oxigénio na resposta
contratil a fenilefrina em ratos expostos ao cadmio. A exposicdo dos anéis de aorta a
enzima superéxido dismutase (SOD, 150 U/ml) ndo modificou a reatividade a
fenilefrina em anéis do grupo Controle. Ja no grupo Cadmio, a remogao enzimatica
do anion superoxido reduziu a resposta maxima aos valores observados no grupo
Controle (Figura 11, Tabela 8).
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Figura 11: Curvas concentragido-resposta a fenilefrina na presenga ou ndo da enzima superéxido
dismutase (SOD) em segmentos de aorta de ratos dos grupos Controle e Cadmio. O numero de
animais esta demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média £+ EPM; Teste t-Student
nao-pareado para comparagao de pD, e Rmax. *p< 0,05 para Rmax: Cadmio vs Cadmio + SOD.
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Tabela 8: Sensibilidade (pD) e resposta maxima (Rmax) das curvas concentragao-

resposta a fenilefrina na presenga ou ndo da enzima Superéxido Dismutase.

Rmax (%) pD-
Controle (8) 1025 6.30 £ 0.16
Controle SOD (8) 104 +5 5.95+0.18
Cadmio (7) 1425 6.52 + 0.80
Cadmio SOD (7) 115 + 8% 6.18 £ 0.28

Os valores estdo expressos como média e EPM. Os numeros de animais utilizados estao
representados entre parénteses. Teste T-Student ndo pareado para comparacdo de Rmax e pD,
Controle vs Controle + SOD; Cadmio vs Cadmio + SOD, *p<0.05 para Rmax vs Cadmio. SOD:
superoxido dismutase.

Sabemos que o peroxido de hidrogénio pode apresentar uma acgao
vasoconstritora, além de influenciar em outras vias de agentes vasoativos.
Investigamos, entdo, a participagdo do peréxido de hidrogénio na reatividade a
fenilefrina de aorta de ratos tratados com cadmio. Para tal, aos anéis de aorta foi
adicionada a enzima catalase (1000 U/ml), que catalisa a degradagao do peréxido
de hidrogénio formando oxigénio e agua. A adigdo da catalase ndo modificou a
resposta contratil a fenilefrina de anéis provenientes de ratos do grupo Controle. No
entanto, a remogao catalitica do perdoxido de hidrogénio reduziu significativamente a
resposta maxima a fenilefrina em anéis do grupo Cadmio, alcangando valores

observados em anéis do grupo Controle (Figura 12, Tabela 9).
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Figura 12: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina na presenga ou ndo da enzima catalase em
segmentos de aorta de ratos dos grupos Controle e Cadmio. O niumero de animais estd demonstrado
entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t-Student nao-pareado para
comparagao de Rmax e pD2 Controle vs Controle + Catalase; Cadmio vs Cadmio + Catalase. *p<
0,05 para Rmax: Cadmio vs Cadmio + Catalase.

Tabela 9: Sensibilidade (pD,) e resposta maxima (Rmax) das curvas concentragao-

resposta a fenilefrina na presenga ou ndo da enzima Catalase.

Rmax (%) pD2
Controle (10) 1025 6.30 £ 0.16
Controle + Catalase (10) 105 +7 6.34 +0.13
Cadmio (7) 142+ 5 6.52 + 0.80
Cadmio + Catalase (7) 104 + 9* 6.51£0.15

Os valores estdo expressos como média e EPM. Os numeros de animais utilizados estao
representados entre parénteses. Teste T-Student ndo pareado para comparagdo de Rmax e pD,
Controle vs Controle + Catalase; Cadmio vs Cadmio + Catalase, *p<0.05 vs Cadmio.

A NADPH oxidase é a principal fonte de espécies reativas de oxigénio do
organismo. Para analisar a influéncia da NADPH oxidase na resposta contratil a
fenilefrina em ratos expostos ao cadmio, utilizamos a apocinina (0,3 yM), um inibidor

nao-seletivo da NADPH oxidase. A apocinina ndo alterou a pD, das curvas de
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fenilefrina dos grupos, mas reduziu a resposta maxima em ambos 0s grupos
experimentais (Tabela 10, Figura 13A e B). Para melhor visualizagdo, calculamos a
porcentagem da diferenca da area abaixo das curvas dos graficos (% dAUC
Controle: 17 £ 5 % vs Cadmio: 39 * 4 %, teste t-Student ndo-pareado, p<0.05)
(Figura 13C). Dessa forma, observa-se que a reducdo da reatividade a fenilefrina

apos a adigdo da apocinina ocorreu em maior magnitude nos anéis do grupo

Céadmio.
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Figura 13: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina na presenga ou n&o de apocinina em
segmentos de aorta de ratos dos grupos Controle (A) e Cadmio (B). Diferenga percentual da area
abaixo da curva de anéis de aorta na presenga ou nao de Apocinina. O nimero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t-Student ndo-pareado
para Rmax e pD,. #p< 0,05 para Rmax: Controle vs Controle Apocinina; *p< 0,05 para Rmax: Cadmio
vs Cadmio Apocinina e % dAUC: Controle vs Cadmio.
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Tabela 10: Sensibilidade (pD;) e resposta maxima (Rmax) das curvas concentragao-

resposta a fenilefrina na presenga ou ndo de apocinina.

Rmax (%) pD2
Controle (6) 1025 6.30 £ 0.16
Controle + Apocinina (6) 79 + 9 6.44 £ 0.10
Cadmio (10) 142+ 5 6.52 + 0.80
Cadmio + Apocinina (10) 90 + 6* 6.64 + 0.08

Os valores estdo expressos como média e EPM. Os numeros de animais utilizados estao
representados entre parénteses. Teste T-Student ndo pareado para comparar Rmax vs pD, Controle
vs Controle + Apocinina; Cadmio vs Cadmio + Apocinina, #p<0.05 para Rmax vs Controle, *p<0.05
para Rmax vs Cadmio.

4.9.2.1 Expressao proteica da isoforma Cu/Zn da Superéxido Dismutase

A expresséo da isoforma intracelular Cu/Zn da superoxido dismutase (SOD-
Cu/Zn) foi quantificada através da técnica de Western Blot em segmentos adrticos
de ratos dos grupos Controle e Cadmio. Nao foi observada diferenca estatistica na

expressao da isoforma SOD-Cu/Zn entre os grupos experimentais (Figura 14).
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Figura 14: Resultados da expressao proteica da isoforma Cu/Zn da enzima superdxido dismutase
(SOD1), por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de aorta abdominal dos grupos Controle
(n=7) e Cadmio (n= 6). Na parte superior da figura estdo representadas as bandas obtidas pela
técnica, correspondendo a isoforma Cu/Zn citosdlica da enzima superéxido dismutase (SOD Cu/Zn) e
a alfa-actina. Os resultados estdo expresos como média + EPM, entre a densidade das bandas da
SOD-Cu/Zn e da a-actina. Teste t-Student ndo pareado, p>0,05.
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4.9.2.2 Expressao proteica da subunidade gp91°"* da NADPH oxidase

A expressdo da subunidade gp91°"* NOX2, foi avaliada através da técnica
de Western Blot em segmentos de aorta abdominal de ratos Controle e Cadmio. Foi
observada expressdao aumentada dessa subunidade nos segmentos artérias de
ratos expostos ao cadmio (Figura 15).

- W 01" -~58kDa

- a-actina ~ 42 kDa

2.0- *
[4v]
£ 1.5
(&)
®
= 10-
= I
Q0.5
(@)
0.0-

Conltrole Cédlmio

Figura 15: Resultados da express&o proteica da subunidade gp91°"™* (NOX2) da enzima NADPH
oxidase, por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de aorta abdominal dos grupos
Controle (n= 6) e Cadmio (n= 5). Na parte superior da figura estdo representadas as bandas obtidas
pela técnica, correspondendo a subunidade da gp91ph°X e a alfa-actina. Os resultados estdo expresos
como média + EPM, como relagao entre a densidade das bandas da gp91ph°x e da a-actina. Teste t-
Student nao-pareado, *p<0,05 vs Controle.

4.9.3 Participacao da angiotensina Il na exposicao por trinta dias com cloreto

de cadmio sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

Os resultados demonstrados anteriormente sugerem que a exposicao ao
cadmio estimula a expressdo da NOX2, aumentando a produgdo de espécies
reativas de oxigénio. A NOX2 pode ser estimulada por diversos fatores, dentre eles
a angiotensina Il. Avaliamos entéo, a participagao da angiotensina Il na reatividade a
fenilefrina em anéis de aorta de ratos dos grupos Controle e Cadmio. A adicéo de
enalapril (10 uM), um inibidor da enzima conversora de angiotensina |, ndo modificou

a reatividade a fenilefrina em ambos os grupos experimentais (Figura 16, Tabela 11).
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Figura 16: Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina na presengca ou nado de enalapril em
segmentos de aorta de ratos dos grupos Controle (A) e Cadmio (B). O nimero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t-Student ndo-pareado
para comparacdo de Rmax e pD, Controle vs Controle + Enalapril; Cadmio vs Cadmio + Enalapril.
p>0.05 para todas as comparagoes.

Tabela 11: Sensibilidade (pD;) e resposta maxima (Rmax) das curvas concentragao-

resposta a fenilefrina na presenga ou nao de enalapril.

Rmax (%) pD:
Controle 1025 6.30 £ 0.16
Controle + Enalapril 104 £ 8 6.41+0.15
Cadmio 142+ 5 6.52 £ 0.80
Cadmio + Enalapril 140 + 11 6.36 £ 0.23

Os valores estdo expressos como média e EPM. Foram utilizados 6 animais por grupo. Teste T-
Student ndo pareado para comparagdo de Rmax e pD,: Controle vs Controle + Enalapril, Cadmio vs
Cadmio + Enalapril. p>0.05 para todas as comparagoes.

A adicdo de losartan (10 uM), um antagonista de receptor AT1, teve
resultados semelhantes a de enalapril, ndo havendo diferenca estatistica apos a
incubacdo do farmaco (Figura 17, Tabela 12). Esses resultados indicam que a
angiotensina |l apresenta biodisponibilidade e fun¢gdo normal, e provavelmente n&o

seria responsavel pelo estimulo excessivo da expressao de NOX2.
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Figura 17: Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina na presenca ou nao de losartan em segmentos
de aorta de ratos dos grupos Controle (A) e Cadmio (B). O nimero de animais esta demonstrado
entre parénteses. Os simbolos representam média *+ EPM; Teste t-Student nao-pareado para
comparagao entre Rmax e pD,: Controle vs Controle + Losartan; Cadmio vs Cadmio + Losartan.

Tabela 12: Sensibilidade (pD2) e Resposta maxima (Rmax) das curvas
concentracao-resposta a fenilefrina na presencga ou nao de losartan.

Rmax (%) pD2
Controle (6) 1025 6.30 £ 0.16
Controle + Losartan (6) 106 + 11 6.31+0.13
Céadmio (7) 1425 6.52 £ 0.80
Cadmio + Losartan (7) 1359 6.52 +0.20

Os valores estdo expressos como média e EPM. Os numeros de animais utilizados estao
representados entre parénteses. Teste T-Student ndo pareado para comparacdo de Rmax e pD,
Controle vs Controle Enalapril, Cadmio vs Cadmio Enalapril. p>0.05 para todas as comparagdes.
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5 DISCUSSAO

Nossos principais achados demonstraram que o cadmio, em concentragdes
similares aquelas encontradas em populagdes ocupacionalmente expostas (Roels et
al., 1982; Hassler et al, 1983), induz aumento da pressao arterial sistdlica e
disfuncdo endotelial em aorta de ratos. Essa disfuncdo pode ser decorrente do
aumento da producdo de anion superoxido, com consequente diminuicdo da
biodisponibilidade de NO. Corroborando tais achados, também foi observado um
aumento da expressdo de NOX-2, uma possivel fonte dessa espécie reativa de
oxigénio. A seguir, discutiremos separadamente os resultados relatados em nosso

estudo.

5.1. CONCENTRACAO SANGUINEA DE CADMIO

A exposigdo ao cadmio pode ocorrer por meio da ingestdo de alimentos
contaminados com o metal. Essa contaminagao dos alimentos pode ser devido ao
despejo de residuos industriais diretamente no solo, em aguas que irriguem esse
solo ou usadas na dieta, ou ainda em rios onde habitam crustdceos comuns na dieta
da populacao local. Além disso, fertilizantes fosfatados apresentam cadmio em sua
constituicdo e contaminam solos e consequentemente alimentos cultivados nestes.
A média de obtencao de cadmio por meio dos alimentos de areas nao-contaminadas
€ de 10 a 40 ug, ja para areas contaminadas essa média passa para centenas de ug
de cadmio por dia (WHO, 1992).

O uso de fertilizantes fosfatados também é responsavel pela contaminacao de
folhas de tabaco e a taxa de absorcao pela via pulmonar é cerca de dez vezes maior
que a da via do trato gastrointestinal. Diante disso, e juntando-se ao fato de que as
folhas de tabaco sdo capazes de acumular altos niveis de cadmio do solo, a fumaca
de cigarro € a principal forma de exposigdao ao cadmio pela populagéo geral, levando
fumantes a apresentarem concentragao sanguinea de cadmio quase trés vezes
maior que a concentragao encontrada em nao-fumantes (1.58 pg/L para fumantes vs
0.47 pg/L para ndo-fumantes) (ATSDR, 2008).
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Industrias de exploracdo e refino de metais, fabricas de baterias niquel-
cadmio, manufaturas de fertilizantes fosfatados contribuem para o aumento do
conteudo de cadmio no sangue de seus trabalhadores. A concentragdo sanguinea
média de cadmio em trabalhadores expostos ocupacionalmente é de 5 a 50 ug/L.
Essa elevada concentragdo de cadmio tem sido associada ao aparecimento de
cancer e disfuncdo renal irreversivel (Roels et al, 1982).

A ATDRS estabeleceu como limite de seguranga a concentragdo sanguinea
de cadmio de 5 ug/L. Em nosso modelo experimental detectamos a concentragéo
meédia de cadmio de 40.3 pg/L no sangue total de ratos expostos ao metal. Mesmo
ultrapassando o limite de seguranga estabelecido pela ATDRS, a concentragdo de
cadmio do sangue total de ratos expostos ainda se encontra na faixa de valores
encontrados em populagbes expostas ocupacionalmente. Assim, nosso modelo
experimental mimetizou a exposicdo ocupacional ao cadmio permitindo que

estudassemos seus efeitos sobre a funcéo vascular.

5.2 EFEITO DO CADMIO SOBRE A PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA E A MASSA

CORPORAL

De acordo com a |V Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial, individuos com
valores menores que 120 mmHg de pressao arterial sistolica (PAS), e 80 mmHg de
pressao arterial diastélica (PAD) sdo considerados normotensos. Individuos com
valores entre 130-139 mmHg de PAS e 85-90mmHg de PAD séo classificados como
pré-hipertensos e valores acima destes ultimos descritos indicam hipertensao
arterial.

Em nosso modelo experimental, expusemos ratos durante trinta dias ao
cloreto de cadmio via agua de beber e acompanhamos semanalmente sua presséo
arterial sistolica através da pletismografia de cauda, uma técnica ndo invasiva de
afericdo de PAS em ratos acordados. Segundo os dados obtidos, a presséo arterial
sistdlica dos ratos expostos ao cadmio sofreu aumento, observado desde o sétimo
dia de tratamento. Ja os ratos do grupo controle, que receberam agua destilada por
trinta dias, ndo apresentaram variagcdes na PAS durante todo o tratamento. Assim,
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observamos que a exposicdo ao cadmio, nessa concentracao, leva ao aumento da
PAS até valores consideraveis de hipertensao arterial.

O ganho de massa corporal também foi alterado pela exposicdo ao cadmio.
Ao final dos trinta dias de exposi¢ao, ratos do grupo Cadmio apresentavam em
meédia 40 g a menos que os do grupo controle.

Estudos anteriores ja observaram aumento de pressao arterial em animais
expostos ao cadmio. Perry e Erlanger (1982) observaram ratos expostos ao cadmio
na dieta a 0,1 e 1 mg/L durante 3, 5, 10 e 14 meses. Em todos os grupos expostos
ao cadmio, a presséao arterial sistolica estava elevada em 15 a 20 mmHg quando
comparado ao respectivo grupo controle.

Sompamit e colaboradores (2010) relataram aumento de pressao arterial
sistélica, diastdlica e média em camundongos apds oito semanas de exposi¢cao ao
cloreto de cadmio via agua de beber (100 mg/L). A redugdo do ganho de peso
também foi observada nesse estudo, associada a niveis aumentados de
Malondialdeido (MDA). O MDA é um marcador de peroxidagao lipidica, podendo
esse processo ser responsavel pela redugdo do ganho de massa na exposi¢cao ao
cadmio. Resultados semelhantes foram encontrados em ratos expostos a inje¢des
intraperitoneais de CdCl, 1 mg/kg/dia , durante quinze dias (Gokalp et al, 2009).
Aumento da pressao arterial sistdlica, redugdo do ganho de massa corporal e
aumento dos niveis de malondialdeido também foram evidenciados nesse modelo
experimental. Apesar da associacado entre aumentados niveis de MDA e redu¢ao do
ganho de massa corporal ser frequente em modelos experimentais de exposi¢ao ao
cadmio, ainda n&o se sabe ao certo os mecanismos envolvidos nesse processo.

Como mencionado acima, o tratamento por 30 dias com cadmio induziu a um
aumento de pressao arterial sistolica. No entanto, diversos fatores podem estar
relacionados a este aumento de PAS, dentre eles, possiveis modificagbes na funcao
do endotélio vascular. No entanto, a literatura carece de estudos que relacionem as
acoes toxicas do cadmio com modificagdes da fungdo endotelial, especialmente em
concentracdes proximas as encontradas em individuos expostos ocupacionalmente.
Além disso, como relatado anteriormente, a intoxicacdo por cadmio promove
aumento dos niveis de MDA, relacionando-o assim, a fatores pré-ateroscleréticos,
processo que ocorre em artérias de grande calibre como a aorta. Diante disso, o
presente estudo procurou analisar também, a reatividade de anéis de aorta de ratos

expostos a baixa concentragdo de cloreto de cadmio durante trinta dias.
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5.3 EFEITO DO CADMIO SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR A FENILEFRINA

A fenilefrina, ao se ligar ao seu receptor a1l no musculo liso vascular, ativa a
proteina Gs e esta por sua vez, ativa a fosfolipase C, que promove a hidrélise do
fosfatidilinositol bifosfato (PIP,) em inositol 1,4,5trifosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG). O
IP3 estimula a liberacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico e o DAG ativa a
proteina quinase C (PKC), resultando em aumento da sensibilidade das proteinas
contrateis ao calcio, fosforilagdo da cadeia leve da miosina e aumento da mobilizacao
do calcio através de canais da membrana e todos esses processos contribuem para a

contragao do musculo liso vascular (Horowitz et al, 1996)

No presente estudo, observamos que a exposi¢cao ao cadmio durante 30 dias,
promoveu aumento da reatividade a fenilefrina em anéis isolados de aorta. Ja a
resposta ao KCI nao foi alterada pela exposicdo ao metal. Resultados diferentes foram
encontrados em outros estudos. Tzotzes e colaboradores (2007) observaram que a
exposicao intramuscular ao cadmio 0,5 mg/kg/dia durante 120 dias aumentou a
reatividade ao KCI, mas nao alterou a resposta contratil a fenilefrina em ratos. Ja em
camundongos, a exposicdo ao cadmio via agua de beber durante oito semanas, na
mesma concentragao utilizada em nosso estudo, reduziu a reatividade a fenilefrina
(Sompamit et al, 2010; Donpunha et al, 2011) . As concentragdes sanguineas de
cadmio quantificadas por esses autores (60,5 pg/L e 50,3 ug/L respectivamente) foram
superiores aos niveis de cadmio no sangue total de nossos animais expostos (40,3
Mg/L). Os resultados conflitantes provavelmente devem-se as diferengas temporais e
de exposi¢cao ao cadmio. Dessa forma, sugere-se que os efeitos do cadmio sobre a
reatividade vascular a fenilefrina em anéis de aorta parece depender da

concentracao do metal e do tempo de exposigao.

54 EFEITO DA EXPOSICAO AO CADMIO SOBRE O RELAXAMENTO
DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO ENDOTELIO

Para avaliar os efeitos do cadmio sobre o relaxamento dependente do
endotélio, realizamos curvas concentragao-resposta a acetilcolina em anéis pré-

contraidos com fenilefrina. Sabemos que a ligagdo da acetilcolina com receptores
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muscarinicos no endotélio vascular leva ao aumento da concentragao intracelular de
calcio, o que ativa diversos mecanismos que estimulam a producgao de prostaciclina,
NO e fator hiperpolarizante derivado do endotélio. Essas substancias irdo causar
hiperpolarizagcdo do musculo liso vascular subjacente, levando ao relaxamento do
vaso (Rattmman, 2009) (Figura 18). Dessa forma, torna-se evidente a necessidade
da integridade do endotélio vascular para uma adequada resposta a acetilcolina Ja o
NPS ¢é um doador direto de NO para células musculares lisas, levando a
estimulacao da Guanilato ciclase soluvel nas células do musculo liso vascular. O NO
age por diversos mecanismos levando a hiperpolarizagdo das células musculares

lisas e por fim ao vasorelaxamento.
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Figura 18: Fatores vasodilatadores produzidos pelo endotélio vascular. Sdo trés as principais vias
endoteliais que geram a vasodilatacdo: a via da prostaciclina (PGI2), a via de produgdo do 6xido
nitrico (NO) pela enzima eNOS, e a via do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF).
Dependendo do tipo de vaso, todas estas vias podem ser ativadas apds a estimulagcao de receptores
das células endoteliais em cuja via de sinalizagao ocorra o aumento da concentracéo intracelular do
Ca®" Dentre os agonistas pode-se citar a acetilcolina (ACh), substancia P (SP), bradicinina (BK), e
adenosina trifosfato (ATP). Apds a liberagdo pelas células endoteliais, estes mediadores exercem
suas agdes nas células musculares lisas, através da producdo dos segundo mensageiros AMPc ou
GMPc, ou ainda através da hiperpolarizagao. (modificado de Rattmann, 2009).
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Em nosso estudo, observamos que a exposi¢gao ao cadmio reduziu a resposta
vascular a acetilcolina, evidenciado pela reducédo da resposta maxima. Ja a resposta
vasodilatadora independente do endotélio nao foi alterada pelo metal.

Sompamit e colaboradores (2010) relataram reducdo do relaxamento a
acetilcolina e ao NPS em camundongos apos oito semanas de exposi¢ao ao CdCl,
100 mg/L via agua de beber. Resultados semelhantes foram obtidos por Donpunha e
colaboradores (2011).

Em ratos Sprague-Dawle expostos a baixas concentragdes de CdCl, (10 e 50
ppm) via agua de beber durante trés meses, a reatividade a acetilcolina estava
reduzida, evidenciada pela redugdo do EC50. No entanto, animais expostos e nao
expostos ao cadmio apresentaram resposta semelhante ao NPS. Esses dados
corroboram um estudo realizado com ratos Wistar expostos ao metal por injecoes
intraperitoneais (1 mg/kg/dia) durante quinze dias (Gokalp et al, 2009). Em tal
modelo de exposi¢do, a reatividade a acetilcolina foi revertida apds a adigdo de L-
arginina, substrato da éxido nitrico sintase, sugerindo que a indu¢ao da reducéo do
relaxamento dependente do endotélio envolve perda da funcdo da enzima produtora
de NO. Novamente os resultados conflitantes podem ser justificados por diferengas
nos modelos experimentais e concentragao resultante de cadmio no sangue.

Os resultados discutidos até entdo sugerem que o cadmio interfere na fungao
endotelial, reduzindo a liberacao de fatores vasodilatadores derivados do endotélio.
Para investigar a modulagdo endotelial nas respostas vasculares a fenilefrina, o
endotélio vascular dos animais foi lesado por acdo mecanica. A retirada do endotélio
aumentou a resposta contratil a fenilefrina em ambos os grupos experimentais,
porém, a amplitude dessa resposta foi menor nos animais expostos ao metal,
evidenciada pela reducéo da %dAUC observada nos anéis do grupo Cadmio.

Durante muito tempo se pensou no endotélio apenas como uma barreira fisica
entre o sangue e o musculo liso vascular. Hoje ja se sabe que este tecido, formado
por células epiteliais pavimentosas, apresenta propriedades sintéticas e metabdlicas,
atuando em diversas fungdes vitais do organismo. Dentre estas fungbes podemos
citar a manutencédo do ténus vascular e da hemostase; participagdo em respostas
inflamatorias e imunoldgicas e regulagédo do crescimento vascular (Carvalho, 2001).
Como ja mencionado, o ténus do musculo liso vascular é extensamente controlado

pelo endotélio por meio da producédo e liberacdo de substancias vasodilatadoras e
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vasoconstritoras. O desequilibrio da biodisponibilidade destes agentes vasoativos
pode afetar o tdbnus vascular e assim, a pressao arterial (Vanhoutte, 2009).

Os mecanismos pelo qual o cadmio altera a reatividade vascular ainda sao
pouco conhecidos. Neste sentido, o estudo propds investigar algumas vias que

poderiam esclarecer a acido vascular desse metal em anéis de aorta de ratos.

5.5 FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO EFEITO DO CADMIO SOBRE A
RESPOSTA A FENILEFRINA

5.5.1 Efeito da exposigao por trinta dias ao cloreto de cadmio sobre a via do

Oxido Nitrico

O NO é o vasodilatador mais importante derivado do endotélio. Apresenta-se
na forma gasosa, o que permite livre difusdo através das membranas celulares.
Suas agdes abrangem a regulagdo do crescimento vascular, inibigdo da adesao e
agregacao plaquetaria e manutengcdo do tonus vascular (Moncada et al, 1991)
(Figura 19).
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Figura 19: Efeitos NO endotelial. A estimulagdo de receptores endoteliais e o0 estresse de
cisalhamento estimulam a produgdo do NO, o qual age na proépria célula endotelial ou em células
adjacentes, como as células musculares lisas, leucécitos e plaquetas encontrados na corrente
sanguinea, resultando em numerosos efeitos envolvidos na homeostase vascular. (modificado de
Rattmann, 2009).

O NO é produzido pelas células endoteliais a partir da oxidagdo da L-arginina
a NO e L-citrulina, por meio da acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), na
presenca dos cofatores, a nicotinamida adenina dinucleotideo em sua forma
reduzida (NADPH), a tetrahidrobiopterina (BH4), a flavina adenina dinucleotideo
(FAD), e flavina mononucleotideo (FMN) (Palmer et al, 1987; Moncada et al, 1991).
A producgéo de NO é estimulada por diversos fatores quimicos, como catecolaminas,
serotonina, bradicinina e histamina; e forcas mecanicas, como o estresse de
cisalhamento. Existem trés isorformas conhecidas da NOS, a NOS endotelial
(eNOS) e a NOS neuronal (nNOS) s&o ditas constitutivas e dependentes de calcio
para ativagdo. Ja a isoforma induzivel (iNOS), é expressa em grandes quantidades
em processos inflamatérios, e sua ativacado independe do aumento da concentragao

de calcio intracelular (Xie et al, 1994). A eNOS ¢ a principal fonte de NO nos vasos,
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sendo constituida por dois monémeros idénticos de 134kDa unidos pelo grupamento
heme (Forstermann et al, 1994; McCabe et al, 2000).

O NO produzido pelas células endoteliais se difunde rapidamente para as
células musculares lisas onde ativa a enzima guanilato ciclase soluvel, promovendo
aumento da concentracdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), o que ativa
a proteina quinase G (PKG). A PKG ativa canais para K* dependentes de Ca*,
estimula a recaptacdo de Ca** pelo reticulo sarcoplasmatico, fosforila a cadeia leve
da miosina tornando-a menos sensivel ao Ca?* e aumenta a saida de calcio da
célula pelo trocador Na‘/Ca?* (Lincoln et al, 2001). Além disso, o NO ativa
diretamente canais de K" (Vanhoute, 2000). Todos esses mecanismos contribuem
para a reducdo da concentragao intracelular de Ca®* e assim, levam ao relaxamento
do musculo liso vascular. (Moncada et al, 1991; Linconl et al, 2001).

Como mencionado anteriormente, foi observada uma redugéo do relaxamento
a ACh apos a exposigdo ao Cadmio. Sugere-se que tal redugado seja decorrente da
diminuicdo da liberacdo ou biodisponibilidade de NO. Portanto, para avaliar a
participacdo deste fator vasodilatador, também, sobre a resposta contratil a
fenilefrina foi incubado um inibidor n&o-seletivo da NOS, L-NAME (100 mM), em
anéis de aorta provenientes de ratos dos grupos Controle e Cadmio. O L-NAME
aumentou a reatividade a fenilefrina em ambos os grupos, mas esse aumento
ocorreu em menor magnitude no grupo exposto ao cadmio. Este resultado sugere
que a exposicao ao cadmio durante trinta dias reduz a biodisponibilidade de NO e
sua agao sobre o musculo liso vascular.

Martynowics e colaboradores (2004) expuseram ratos ao CdCl, 50 ppm via
agua de beber. Ao final de doze semanas de exposi¢cao, diversos agentes
vasoativos foram quantificados no soro e na aorta desses animais. Seus dados
demonstraram reduzida biodisponibilidade NO em aorta de ratos expostos ao metal.
Contradizendo esse achado, Sompamit e colaboradores (2010) relaram aumento da
concentragao de nitrito/nitrato na urina de camundongos expostos ao cadmio.

A reducgao da biodisponibilidade do NO é um dos mais importantes fatores
associados com doencgas vasculares (Stroes et al, 1998; Frostermann e Munzel,
2006). A reacdo do NO com EROs, principalmente anion superoxido, produz
substancias toxicas como o peroxinitrito (ONOQ") e radicais hidroxila; além de inibir a

atividade biolégica do NO , levando a um prejuizo na resposta de relaxamento
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derivado do endotélio (Kerr et al, 1999). Dito isso, estudamos a contribuigdo das

EROs no aumento da resposta a fenilefrina em ratos expostos ao cadmio.

5.5.2 Efeito da exposigao por trinta dias ao cloreto de cadmio sobre a via dos

radicais livres

A espécies reativas de oxigénio (EROs) sdao metabdlitos do oxigénio que, por
apresentarem um ou mais elétrons desemparelhados, sdo altamente instaveis e
reativos (Harrison e Gongorra, 2009). As principais EROs sdo o anion superoxido
(0?), o radical hidroxila (OH"), o peroxinitrito (OONO") e o peréxido de hidrogénio
(H20,). O O, é formado pela redugdo univalente do oxigénio molecular e pode ser
reduzido a H;O, e O, pela SOD, mas sua reacdo com o NO ocorre mais
rapidamente levando a producdo de OONO e a redugdo da vasodilatagcédo
dependente do endotélio. Ja o H,O, é mais estavel, pode ser hidrolizado pela
catalase ou glutationa peroxidase, mas pode levar a formacédo de outros radicais
mais instaveis como OH’ (Touyz e Schffrin, 2000).

Para investigar a influéncia do &nion superéxido no aumento da reatividade a
fenilefrina induzido pelo cadmio, utilizamos a enzima SOD, que aboliu o aumento da
reatividade a fenilefrina, promovido pelo cadmio. A catalase, enzima responsavel
pela degradagao do H,O, a O, e agua, teve o mesmo efeito sobre a reatividade
vascular em anéis de aorta de ratos expostos ao cadmio. Esses resultados
evidenciam que a exposig¢ao por trinta dias ao cloreto de cadmio promove estresse
oxidativo. Diversos estudos corroboram estes achados, relatando aumento da
biodisponibilidade de anion superéxido em animais expostos ao metal (Sompamit et
al, 2010; Donpunha et al, 2011).

As EROs sao difundidas através das membranas celulares e podem danificar
o DNA e outras macromoléculas, comprometendo a integridade estrutural e
funcional das células. Em contrapartida, as EROs sao essenciais para processos
fisiolégicos importantes como regulagdo e sinalizagdo, além da digestdo celular
(Towyz e Schiffrin, 2000). Dessa forma, para garantir o bom funcionamento das
células torna-se necessario um balanco da atividade de enzimas oxidantes e
antioxidantes, e um desequilibrio nestas vias leva ao estresse oxidativo (Grienling et
al 2000, 2003).
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A SOD representa a principal defesa celular contra O,” e OONO". Trés
isoformas da SOD foram identificadas: a SOD cobre/zinco presente no citosol (Cu/Zn
SOD, SOD1), a isoforma mitocontrial, que contém manganés em sua estrutura
(MnSOD, SOD2) e a isoforma extracelular, que também apresentam cobre e zinco
em sua estrutura, produzida por fibroblastos e células gliais (Stralin et al, 1995).

Para investigar a influéncia da exposicdo ao cadmio sobre a expressao da
enzima SOD e a participagao desta no aumento do estresse oxidativo, avaliamos a
expressao da isoforma SOD1, presente do citosol. A expressao dessa enzima foi
semelhante entre os grupos experimentais. Corroborando esse resultado, Obara e
colaboradores (2011) estudaram as alteragbes promovidas pela exposigdo ao
cadmio em cultura de células COS-7 e nao encontraram diferencas estatisticas na
expressao da SOD1 ou SOD2 de células expostas ou ndo ao metal. Entretanto,
células expostas ao cadmio apresentaram reducdo da expressdo da isoforma
extracelular da SOD.

Ja Ozturk e colaboradores (2009) observaram aumento da atividade da
enzima SOD em ratos expostos ao metal por gavagem 15mg/kg/dia durante
sessenta dias. Resultado semelhante foi encontrado em ratos tratados durante
quinze e trinta dias com 15 ppm de CdCl, via agua de beber. Os animais expostos
apresentavam niveis aumentados de RNAm para SOD em homogeneizados de
coracgao (Ferramola et al, 2011).

Dentre as enzimas oxidantes, a NADPH oxidase é a mais importante, sendo a
Unica via enzimatica que produz O,” como fungdo primaria, para este agir como
segundo mensageiro. A estrutura comum da NADPH oxidase consiste em sete
dominios transmembrana e um dominio citosdlico, que compreendem os sitios de
ligacdo da NADPH e FAD. Essa regiao € conhecida como citocromo b558, o qual é
composto de duas subunidades, gp91phox e p22phox (Griendling et al, 2000).
Subunidade homologas da gp91phox foram descritas, originando a familia Nox da
NADPH oxidase, que compreende de sete membros, Nox1 a 5 e Duox1 e 2. No
entanto, cada membro da familia Nox da NADPH oxidase parece exercer um efeito
biolégico especifico e requer diferentes subunidades para sua ativagdo. Estas
enzimas tém a capacidade de transportar elétrons através da membrana plasmatica
e gerar anions superoxido (Figura 20). A Nox2, compreendida pela gp91phox, é
expressa principalmente em fagodcitos, em células endoteliais e do musculo liso

vascular. Esta isoforma é instavel sem a subunidade p22phox e necessita das
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subunidades p47phox, p67phox e Rac1/2 para sua total ativagdo (Montezano e
Touyz, 2012). As EROs derivadas da Nox, tém sido implicadas em uma variedade

de doencas vasculares, incluindo hipertensao (Koh et al, 2009).
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Figura 20: Células Endoteliais possuem pelo menos quarto isoformas funcionais da Nox: Nox1,
Nox2, Nox4 e Nox5. Subunidades regulatdrias diferem entre as isoformas de Nox. O protétipo da
nicotinamida adenina dinucleotineo fosfato oxidase contendo gp9phox, Nox2, requer p22phox,
p47phox, p67phox e p40phox para sua total ativagdo As outras Nox s&o reguladas por proteinas
regulatérias especificas. De modo geral, moléculas sinalizadoras como PKC, c-Src, PI3K, PLD e
fosfolipase A2 levam a ativacado das oxidases. Enquanto a ativagao endotelial das Nox1, 2 e 5 pode
induzir dano oxidativo e injuria celular, a Nox4 pode ter uma fungao protetora. (Modificado de Touyz e
Briones, 2011)

Para investigar a participagdo do anion superéxido liberado pela NADPH
oxidase na reatividade vascular de ratos expostos ao cadmio, utilizamos a apocinina,
um inibidor ndo-seletivo dessa enzima oxidante. A incubacao da apocinina reduziu a
resposta contratil a fenilefrina de ambos os grupos, mas essa redugéo ocorreu em
menor magnitude no grupo cadmio, sugerindo aumento da atividade da enzima no
grupo exposto. Corroborando esse achado, a expressao da isoforma NOX2 estava
aumentada em homogeneizados de aorta de ratos do grupo Cadmio.

Expressdao aumentada de NOX2, bem como da subunidade p47phox da
NADPH oxidase também foram encontradas em homogeneizados de coragédo de
ratos expostos ao cadmio durante 30 dias (Ferramola et al 2011).
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Portanto, o aumento de espécies reativas de oxigénio, evidenciado por meio
de diversos bloqueios farmacologicos de sua produgdo, pode reduzir a
biodisponibilidade de NO.

5.5.3 Efeito da exposig¢ao por trinta dias ao cloreto de cadmio sobre a via da

angiotensina ll

A NADPH oxidase pode ter sua expressao aumentada por diversos estimulos
como o estresse de cisalhamento, a endotelina | e a angiotensina Il. A angiotensina
Il faz parte de um eixo enddocrino conhecido como Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (SRAA). A sintese de angiotensina |l abrange uma série de reagdes
bioquimicas que iniciam com a producdo e liberacdo de renina pelas células
justaglomerulares das arteriolas aferentes renais. A renina € uma enzima proteolitica
que cliva o angiotensinogénio, produzido no figado, em angiotensina |. Esta ultima é
convertida em angiotensina Il pela acdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA) (Costerousse, 1992). Além do SRA sistémico, ja foi demonstrado que ha
produgao local de angiotensina Il em diversos tecidos, incluindo rim, coragéo,
cérebro e o proprio endotélio vascular. Assim, considera-se a angiotensina Il como
um fator vasoconstritor derivado do endotélio (Krieger e Santos, 1998).

A ligagao da angiotensina Il ao seu receptor AT1 presente no musculo liso
vascular, ativa a fosfolipase C (PLC), levando a producgéo de IP3 e DAG que agem
por diversos mecanismos elevando as concentragdes intracelulares de calcio, o que
culmina na contragao da célula muscular lisa (Khalil et al, 1995).

Além da acgéao direta sobre o musculo liso vascular, a angiotensina Il regula o
tébnus dos vasos por meio da promog¢ao do estresse oxidativo. Estudo prévio mostrou
que a angiotensina Il aumenta a liberagcdo de O," pelo estimulo da atividade da
enzima NADPH oxidase em cultura de células musculares lisas (Griendling et al
1996). Outros pesquisadores demonstraram que a hipertensdo induzida pela
angiotensina Il em ratos Sprague-Dawley estd associada ao aumento de O,
(Rajagopalan et al, 1996). Em adi¢cdo, Doughan e colaboradores (2008) mostraram
que este pepitideo, estimulando a NADPH oxidase, aumentou a producgdo de O," e

ONOO™ em células endoteliais adrticas bovinas.
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Para investigar se o cadmio afeta a via da angiotensina Il e se esta estaria
contribuindo para o aumento da reatividade a fenilefrina induzida pelo cadmio,
utilizamos o losartan, antagonista de receptores AT1, e o enalapril, inibidor da ECA.
A incubacido dessas drogas nado modificou a resposta contratil a fenilefrina em
ambos os grupos, indicando ndo-participagdo da angiotensina Il no aumento da
reatividade promovida pelo cadmio. Embora, tanto o losartan quanto o enalapril ndo
tenham modificado a reatividade a fenilefrina em ambos os grupos, nédo podemos
descartar a hipétese de que a angiotensina Il estaria estimulando a expressao da
NADPH oxidase, pois ndo realizamos co-incubagdo de farmacos que bloqueiam a
acéo da angiotensina Il e a acdo da NADPH oxidase (losartan + apocinina)

Apesar dos niveis sanguineos de cadmio observados em nosso estudo estar
muito acima dos preconizados como seguros pela Organizagdao Mundial de Saude
(WHO, 1992), estes niveis sao encontrados em trabalhadores expostos. Os efeitos
da exposicdo ao cadmio a niveis de exposigdo ocupacional evidenciados pelos
presentes dados sao preocupantes, incluindo disfungdo endotelial e hipertenséo.
Diante disso, se mostra necessaria a maior fiscalizacdo do ambiente de trabalho por
orgaos responsaveis, para controlar a exposi¢ao a este metal e prevenir seus efeitos
deletérios sobre o organismo humano. Além disso, os mecanismos propostos para a
acao do cadmio possibilitam o desenvolvimento de terapias que amenizem os
efeitos da intoxicacdo por este metal, a exemplo do uso de antioxidantes ou
inibidores da NADPH oxidase.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o tratamento com o
cadmio promoveu aumento da concentragdo sanguinea deste metal, em niveis
similares aos encontrados na populacdo exposta ocupacionalmente, com
concomitante aumento da pressao arterial sistolica. Além disso, o tratamento com o
cadmio reduziu a liberacdo de NO e promoveu aumento da liberacdo de ROS,
provavelmente via NADPH oxidase. Esses efeitos foram acompanhados de aumento
da expressdo da NOX2. Estes resultados sugerem que o aumento de ROS pode
contribuir para a reducdo da biodisponibilidade de NO, levando ao aumento da
reatividade a fenilefrina e redugao do relaxamento a acetilcolina.

Em suma, estes resultados sugerem que a exposicdo ao cadmio pode
promover disfungcdo endotelial que, por sua vez, pode contribuir para inflamacéo,
injuria vascular e desenvolvimento de aterosclerose. Assim, nossos resultados
fortalecem a hipotese de que os individuos expostos ao cadmio podem apresentar

risco aumentado de hipertensao e outras doencas relacionadas.
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