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RESUMO

O Cloreto de Tributilestanho (TBT) € uma substancia quimica que provoca a
reducdo da concentracdo de estrogénio (E2) no soro, podendo causar desregulacao
enddcrina e efeitos téxicos em mamiferos. A concentracdo de 500 ng/kg foi utilizada
por ser encontrada no meio ambiente, mimetizando assim, uma exposi¢cao humana a
uma concentracao realistica. No entanto, sua acdo sobre o sistema vascular, ndo
estd bem elucidada. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da exposicéo de
500 ng/kg ao TBT durante quinze dias sobre reatividade vascular, e a possivel
relacdo entre anormalidades vasculares e o0 estresse oxidativo. Foram utilizadas
ratas fémeas Wistar (250-300 g), divididas em grupo controle e exposto ao TBT (500
ng/kg) diariamente via gavagem. A concentracdo de E; no soro foi analisada por
radioimunoensaio e a peroxidacdo lipidica foi medida na aorta usando a
concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). A reatividade
vascular de anéis de aorta incubados com KCI (75 mM), e logo apés, com fenilefrina
(10° -~ 3 x 10* M) foi avaliada na presenca (E+) e na auséncia do endotélio (E-).
Para analisar os possiveis fatores endoteliais envolvidos no efeito do TBT, foram
realizadas curvas de concentracdo-resposta a fenilefrina com N®-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME) (100 uM), apocinina (30 uM), Superdxido Dismutase (SOD)
150 (U/ml), Catalase (1000 U/ml), Tiron (1 mM) e Alopurinol (100 uM). A resposta ao
relaxamento induzida pelo endotélio foi avaliada através da curva de relaxamento
induzida pela acetilcolina (ACh, 10™°- 3 x 10” M), e a resposta ao relaxamento
mediada pelo musculo liso vascular foi testada pela curva de nitroprussiato de sédio
(NPS, 10— 3 x 107 M), em artérias pré-contraidas com fenilefrina (10° M). Para
analisar a producdo de anion superéxido (O27) “in situ” foi utilizado o dihidroetidio
(DHE). A integridade estrutural da aorta foi avaliada através da coloracédo
Hematoxilina e Eosina, Pricosirius Red e pela microscopia eletronica de varredura
(MEV). Os dados foram expressos como média + EPM. Para analise estatistica
foram utilizados teste t de Student ndo pareado e ANOVA 1 via para avaliacdo da
producao de O, “in situ”, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente significante.
A concentracdo de E; no soro (Controle: 32,2 + 6,6; TBT: 19,95 + 2,3 pg/ml, n=4, p <
0,05) reduziu 38% e a peroxidacgdo lipidica (Controle: 7,53 + 1,26; TBT: 12,33 + 0,81

nmol/mg proteina, n=3-5, p < 0,01) foi maior no grupo TBT. A resposta ao KCI



(Controle: 2,34 £ 0,06; TBT: 3,48 £ 0,17 g, n=10, p < 0,01) e a resposta a felinefrina
(Rmax, Controle: 1,54 + 0,09; TBT: 4,01 £ 0,36 g, n=10, p < 0,01; pD,, Controle: -
6,32 + 0,09; TBT: -6,85 + 0,14 g, n=10, p < 0,01) foi maior no grupo TBT. A remocao
do endotélio promoveu um aumento da Rmax no grupo controle e um aumento da
pD2 no grupo TBT, porém a magnitude da resposta (analisada pela dAUC) néo foi
diferente entre os grupos. A administracdo de L-NAME promoveu aumento de Rmax
e pD, a felinefrina, tanto na auséncia quanto na presenca de TBT. A magnitude
desse efeito foi maior na presenca de TBT (dAUC% - Controle: 55,69 + 12,96 vs TBT
102,70 + 16,78%). A vasodilatacdo induzida pela ACh (Rmax, Controle: -105,3 +
0,15; TBT: 91,26 = 0,92%, n=10; pD,, Controle: -6,07 = 0,01, n=10; TBT: -5,79 *
0,02%, n=10, p < 0,01) e NPS (Rmax, Controle: -99,37 + 1,65, n=9; TBT: -80,68 +
2,78%, n=10; pD,, Controle: -7,64 + 0,08, n=9; TBT: 3,63 + 0,57%, n=10; p < 0,01)
foram modificadas pela exposicdo ao TBT. Além disso, a exposi¢cdo ao TBT induziu
um aumento da producédo de O," “in situ” principalmente no musculo, reducdo da
espessura (Controle: 133,24 + 5,29, n=5; TBT: 87,29 = 0,75 um, n=5), aumento a
deposicdo de colageno (Controle: 84,27 + 2,32; TBT: 103,87 + 1,93%, n=5, p <
0,001) e desnudacao endotelial com acumulo de células vermelhas, fibrina e
plaquetas em anéis de aorta. Assim, os resultados obtidos neste estudo sugerem
que o TBT provoca um prejuizo na reatividade vascular de ratas fémeas,
provavelmente devido ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e anormalidades morfolégicas.

Palavras chaves: Cloreto de tributilestanho, reatividade vascular de aorta,

estresse oxidativo, estrogénio.



ABSTRACT

The tributyltin chloride (TBT) is a chemical that causes a reduction of serum
estrogen (E;) levels and may cause endocrine disruption and toxic effects in
mammals. The dose of 500 ng/kg was used to be found in the environment, thus
mimicking a human exposure to a realistic concentration. However is not well
understood. The objective of this study was to investigate the effects of exposure of
500 ng/kg of TBT for fifteen days on vascular reactivity, and the possible relationship
between vascular abnormalities as a result of the development of oxidative stress.
Female Wistar rats were used (250-300 g), divided into control group and exposed to
TBT (500 ng/kg) daily by gavage. The E, level in the serum was analyzed by
radioimmunoassay and lipid peroxidation was measured in the aorta using the level
of substances reactive to thiobarbituric acid (TBARS). Aortic rings vascular reactivity
incubated with KCI (75 mM), immediately after, with phenylephrine (10%° - 3 x 10* M)
was assessed in the presence (E+) and absence of the endothelium (E-). To analyze
the possible factors involved in endothelial effect of TBT were carried concentration-
response curves to phenylephrine with L-N®-Nitroarginine methyl ester (L-NAME)
(100 pM), apocynin (30 pM), superoxide dismutase (SOD) 150 (U/ml), Catalase
(1000 U/ml), Tiron (1 mM) and allopurinol (100 uM). The relaxation response
endothelium-induced was evaluated by acetylcholine-induced relaxation curve (ACh
10 — 3 x 10™ M), and the relaxation response mediated by the vascular smooth
muscle was tested by curve sodium nitroprusside (SNP, 10 — 3 x 10"’ M) in
arteries pre-contracted with phenylephrine (10° M). To analyze the production of
superoxide anion "in situ" was used dihydroethidium (DHE). The structural integrity of
the aorta was evaluated by staining hematoxyline and eosin, Pricosirius Red and by
scanning electron microscopy (SEM). Data were expressed as mean + SEM.
Statistical analysis used Student's t test unpaired and ANOVA 1 way for evaluate the
production of O," “in situ”, with p < 0.05 considered statistically significant. The
oestrogen level in serum (Control: 32.2 £ 6.6; TBT: 19.95 + 2.3 pg/ml, n=4, p < 0.05)
was decreased 38 % and the lipid peroxidation (Control: 7.53 + 1.26; TBT: 12.33 +
0.81 nmol/mg protein n=3-5, p < 0.01) was higher in the TBT group. The response to
KCI (Controle: 2.34 £ 0.06; TBT: 3.48 + 0.17 g, n=10, p < 0.01) and the response to
phenylephrine (Emax, Control: 1.54 + 0.09; TBT: 4.01 + 0.36 g, n=10, p < 0.01; pD»,
Control: -6.32 = 0.09; TBT: -6.85 £ 0.14 g, n=10, p < 0.01) were higher in the TBT



group. Removal of the endothelium was associated with an increase of Emax in the
control group and an increase pD; in the TBT group, although the magnitude of the
response (analyzed by dAUC) was not different between the groups. L-NAME
administration promoted an increase of Emax and pD, to phenylephrine, both in the
absence and in the presence of TBT. The magnitude of this effect was greater in the
presence of TBT (dAUC % - control: 55.69 + 12.96 vs TBT 102.70 + 16.78 %). The
vasodilation induced by ACh (Emax, Control: -105.3 + 0.15; TBT: 91.26 + 0.92 %,
n=10; pD, Control: -6.07 =+ 0.01, n=10; TBT: -5.79 £ 0.02 %, n=10, p < 0.01) and
SNP (Emax, Control: -99.37 = 1.65, n=9; TBT: -80.68 = 2.78 %, n=10; pD,, Control: -
7.64 + 0.08, n=9; TBT: 3.63 + 0.57, n=10; p < 0.01) were modified by exposure to
TBT. Furthermore, exposure to TBT induced an increase in superoxide anion
production "in situ" mainly in the smooth, reduction of wall thickness (Control: 133.24
+ 5.29, n=5; TBT: 87.29 + 0.75 um, n=5) increased collagen deposition and
endothelial denudation with accumulation of red blood cells, fibrin and platelets in
aortic rings. Thus, the results obtained in this study suggest that TBT causes an
impaired vascular reactivity of female rats, probably due increased production of
reactive oxygen species (ROS) and morphologic abnormalities.

Key words: tributyltin chloride, vascular reactivity aorta, oxidative stress,

estrogen.
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1 INTRODUCAO

1.10 TRIBUTILESTANHO

1.1.2 Identificacdo da substancia

Compostos de tributilestanho (TBT) sédo derivados organicos de estanho
(SnlV), que sao caracterizados pela presenca de ligacbes covalentes entre os trés
atomos de carbono e um atomo de estanho. Eles tém a formula geral (n-C4Hg)s Sn-
X, onde X é um anion ou um grupo ligado covalentemente. O 6xido de tributilestanho
(OTBT) é o mais utilizado destes compostos. Outros compostos de tributilestanho
(Tabela 1) industrialmente importantes séo o fluoreto de tributilestanho, metacrilato
de tributilestanho (monémero ou copolimero), benzoato de tributilestanho, linoleato
de tributilestanho e naftenato de tributilestanho (EUROPE, 2011). O cloreto de
tributilestanho (CITBT), que é um liquido incolor ou ligeiramente amarelado, com
odor caracteristico, e o OTBT tém sido normalmente utilizados em experimentos
laboratoriais para investigar a toxicidade dos OTs (Figura 1) (ANTIZAR-LADISLAU,
2008).

o

o
=

Figura 1: Estrutura molecular do OTBT e CITBT.
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Tabela 1: Compostos do tributilestanho (TBT).

Nome Formula Molecular Peso molecular
Oxido de tributilestanho C24H540Sn2 596
Benzoato de tributilestanho C19H3202Sn 411
Cloreto de tributilestanho C12H27CISn 325
Fluoreto de tributilestanho C12H27FSn 309
Linoleato de tributilestanho C30H5802Sn 568.7
Metacrilato de tributilestanho C16H3202Sn 374.7
Naftenato de tributilestanho cerca de 500

Modificado de EUROPE, 2011.

1.1.2 Compostos organoestanicos (Ots) na natureza

A degradacédo dos OTs no meio ambiente pode ser definida como uma perda

progressiva de grupos organicos do cétion estanho (Sn):
R4sSn —— R3SNX —— R,SnNX,; —— RSNX3 —— SnXy

A remocao dos grupos organicos pode ser causada por varios processos, que
incluem: a irradiacao ultravioleta, a clivagem quimica e biolégica, mas a fotélise pela

luz solar parece ser o caminho mais rapido de degradacédo na agua.

Contaminantes organoestanicos encontram-se a ser associados com a fracéo
de particulas em suspensao de argila, indicando que a adsor¢do e concentracao

para esta fragcdo € um importante mecanismo de controle sobre a distribuicdo e
destino de OTs no meio ambiente (HOCH, 2001).

Ampla distribuicdo, alta hidrofobicidade, e persisténcia de OTs no ambiente,
como TBT, sdo caracteristicas que levantaram preocupacbes sobre a sua
bioacumulagéo, o seu potencial em cadeias alimentares e os seus efeitos adversos
(GALLOWAY, 2006; VELTMAN et al., 2006; NAKANISHI, 2007).
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1.1.3 Propriedades fisico-quimicas e utilizagdo industrial

A quimica dos compostos de TBT é dominada por rea¢des que envolvem a
ligacdo entre o grupo TBT e o anion ou um grupo que compreende o resto da
molécula. A natureza do anion ou um grupo limitado ao grupo (s) de TBT influencia
as propriedades fisico-quimicas dos compostos de TBT, especialmente as
solubilidades relativas em agua e solventes ndo polares e a pressao de vapor. OTBT
€ soluvel em lipidios e muito solivel em diversos solventes organicos (por exemplo,
etanol, hidrocarbonetos halogenados, éteres). Seu coeficiente de particdo
octanol/agua (log Koy) situa-se entre 3,19 e 3,84 para agua destilada. A pressao de
vapor de compostos de TBT é muito baixa. Portanto, compostos de TBT existem

como particulas e aerossoéis (EUROPE, 2011).

OTs, como o TBT tém sido amplamente utilizados como biocidas em navios
anti-incrustantes e fungicidas agricolas, na conservacdo de madeira, repelente de
roedores, inseticidas e como agente desinfetante (PIVER, 1973; BRYAN et al., 1986;
HOCH, 2001). Fonte adicional vem de rolhas de garrafa, tapetes, produtos de

higiene e alimentos enlatados (WWF ficha informativa).
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1.2 EXPOSICAO POPULACIONAL E OCUPACIONAL

Devido a presenca de varios OTs de inumeras fontes antropogénicas, a
exposicdo da populacdo a esses poluentes podem ocorrer de duas formas: a
ingestdo de alimentos contaminados e exposicao indireta de utensilios domésticos
que contenham OTs (Figura 2) (HOCH, 2001). Poucos estudos que tratam da
acumulacado de OTs em tecidos humanos estédo disponiveis: como avaliacdo de OTs
em humanos voluntarios, que revelaram uma acumulacdo de monobutilestanho
(MBT) e dibutilestanho (DBT) e TBT no figado de pessoas que vivem no Japéo e
Dinamarca, bem como no figado e sangue de voluntarios dos Estados Unidos da
América (EUA) (KANNAN & FALANDYSZ, 1997; KANNAN et al., 1999; WHALEN et
al., 1999; TAKAHASHI et al., 1999; NIELSEN & STRAND, 2002).
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Figura 2: Fontes gerais de compostos organoesténicos de exposi¢cdo humana. Modificado de
Hoch, 2001.
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Ndo ha informacdes sobre a captagdo e distribuicdo no organismo de
compostos de TBT inalados por humanos. Os dados em animais sugerem que
aproximadamente de 20 a 50% de OTBT ingerido € absorvido, no entanto, quando o
TBT é aplicado na derme a absorcao € em torno de 1 e 10% (IPCS, 1990). IPCS,
(1999), implicam que a incorporacao de OTs, a partir de outros compostos de TBT,
era esperada que fosse semelhante. O OTBT absorvido € rapidamente e
amplamente distribuido entre os tecidos com as concentracbes mais elevadas,
sendo encontrado no figado e rins (IPCS, 1999). O OTBT pode ser transferido
através da barreira hematoencefalica e da placenta para o feto (IPCS, 1999).
Compostos de TBT séo rapidamente metabolizados e metabdlitos foram detectados
no sangue no prazo de 3 horas apds a administracdo via parenteral em animais. Os

principais metabdlitos parecem ser compostos de estanho MBT e DBT (IPCS, 1999).

Vérios relatos de casos descreveram a irritacdo do trato respiratorio agudo
seguido de exposicdo por inalacdo de pessoas a OTBT. Sintomas, incluindo
sensacao de queimacdo no nariz e na testa, dor de cabeca, sangramento nasal,
tosse, perda de apetite, nausea e vomito foram relatados em associacdo com um
odor persistente de tinta contendo TBTO usado para controle de mofo (IPCS, 1999).
Além disso, o OTBT ¢€ irritante para os olhos e pode causar dermatite grave
resultante do contato direto com a pele, como por exemplo, OTBT em roupa de
trabalho (IPCS, 1999; Grace et al., 1991).
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1.3 CONTAMINACAO AMBIENTAL

Devido o extensivo uso de OTs em varias areas da atividade humana, grande
guantidade de OTs tem sido introduzida em varios ecossistemas. Assim,
concentracbes significantes destes poluentes e de seus metabdlitos tém sido
detectadas em varios compartimentos, principalmente no ambiente aquatico: agua,
matéria suspensa, sedimento e biomassa. Os poluentes podem entrar no sistema

aguatico por diferentes rotas (Figura 3) (HOCH, 2001).

Aguas residuals municipais Efluentes industrials
Lodo de esgoto

Lixiviados dos aterros
Escoamento Tintas Antidncrustantes

Figura 3: Distribuicdo e destino de OTs e suas rotas gerais no meio aquatico. Hoch 2001.

Até agora a atencado tem sido dada principalmente a poluicdo do TBT em agua
e sedimentos por causa do alto efeito toxico para os organismos aquaticos, mesmo
em concentracdes muito baixas (CHAGOT et al.,, 1990), levando a proibicdo da
utilizacdo dos compostos anti-incrustantes, mas a poluicdo ambiental generalizada

com TBT e sua consequéncia maléfica sdo encontradas até hoje (FENT, 1996).

O consenso para proibir a utilizacdo de TBT € muito complexo, mas muitos
paises cumpriram com o regulamento de proibicdo (CHAMP, 2000). No entanto, a
poluicdo das aguas costeiras ainda € devido a longa semivida de TBT em
sedimentos marinhos (VIGLINO et al., 2004; CHOI et al., 2010). Altas concentracdes
de TBT foram detectadas nos sedimentos marinhos perto de portos, portos de
pesca, marinas e estaleiros em diferentes paises (HARINO et al., 2007; GARG et al.,
2011; KIM et al, 2011a; PODRATZ et al.,, 2015). Como a ocorréncia de
concentracdes elevadas de butilestanho no sedimento marinho de Vitéria, ES, Brasil
(COSTA et al., 2014).
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1.4 EFEITOS DO TRIBUTILESTANHO NOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Apesar da proibicdo, iniUmeras consequéncias toxicas do TBT ainda existem no
meio ambiente (KONSTANTINOU & ALBANIS, 2004; DIEZ et al., 2005; NHAN et al.,
2005; COOKE, 2006), efeitos no sistema endocrino (SUMPTER, 2005; LAGADIC et
al., 2007; NAKANISHI, 2007; OEHLMANN et al., 2007), toxicidade imunolégico e
reprodutiva (OHTAKI et al., 2007; DELGADO FILHO et al., 2011), bem como o papel
no aumento da producado de EROs em modelos in vitro e modelos in vivo (ISHIHARA
et al., 2012; MITRA et al., 2014).

Vérios estudos relataram que o desenvolvimento do imposex em moluscos do
sexo feminino expostos ao TBT, um processo de masculinizacdo, que desenvolve
um o6rgao genital masculino e um vaso deferente. Em certas espécies o crescimento
do vaso deferente prejudica a estrutura e funcédo da trompa uterina, impedindo a
atividade normal e causando declinio da populacéo. Imposex foi estabelecido como
uma forma de desregulacdo enddcrina causada por concentracdes elevadas de
testosterona, levando a masculinizacdo de fémeas expostas aos OTs (FENT; RONIS
& MASON, 1996). Recentemente, Podratz et al., (2015) relataram que a exposicéo
de frutos do mar que contém OTSs, que varia 108,7-844,3 ng g™ Praia Formosa, ES,

Brasil, leva a anomalias do trato reprodutivo.

Outro estudo toxicolégico utilizando uma dose de exposicao de TBT 500 ng/kg
demonstrou degeneracdo severa de hepatdcitos citoplasmatico e presenca de
goticulas lipidicas, bem como a reducdo das concentracfes de resistina em ratos
macho (ZUO et al., 2011). Penza et al., (2011) relataram uma producédo de aumento
do transiente no peso do tecido adiposo, tamanho dos adipécitos e variabilidade da

forma em ratas fémeas.
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1.4.1 Efeitos vasculares

Penninks (1993) propds uma quantidade de ingestdo diaria toleravel para os
seres humanos de 0,25 mg/Kg de peso corporal com base em estudos de
imunotoxicidade. O limite tolerado de exposicdo ao TBT foi adaptado pela
Organizacdo Mundial de Saude a 0,30 mg/kg (WHO, 2007). No entanto, 0 nosso
laboratério relatou que uma dose mais baixa de TBT (100 ng/Kg) foi capaz de
reduzir a reatividade vascular da aorta em ratas fémeas, aumentar producdo de O;"
e deposicdo de colageno na artéria aorta ap0s exposicdo durante quinze dias
(RODRIGUES et al., 2014).

Apesar de varios estudos mostrarem a toxicidade sistémica de TBT, poucas

investigagdes relataram o efeito de TBT no sistema cardiovascular.



36

1.5REGULACAO DA REATIVIDADE DE AORTA

1.5.1 Fatores envolvidos naregulacédo do ténus vascular

Fatores derivados do endotélio associados com a a¢éo das células do musculo
liso vascular (CMLVs) desenvolvem uma funcdo importante no controle da
resisténcia periférica, sendo o seu estado contratil determinante para o diametro do
[imen arterial, o que influenciard o fluxo e a pressdo sanguinea (MULVANY &
HALPERN, 1977).

InteracBes entre estimulos vasodilatadores e vasoconstritores atraves dos
fatores derivados do endotélio, de neurotransmissores, de hormonios, e a propria
pressdo sanguinea regulam a contracdo das CMLVs (JACKSON, 2000; BLAUSTEIN
& HAMLYN, 2010).

A fim de deflagrar a contracdo do musculo liso vascular, as CMLVs requerem
um aumento na concentracdo de calcio (Ca®") citoplasmatico. Resultando em
provavel aumento tanto do influxo do Ca®" através de canais especificos da
membrana citoplasmatica, como na liberacdo dos estoques intracelulares e reticulo
sarcoplasmatico. Desta forma, a oferta do Ca?* & maquinaria contratil sera
aumentada (LINCOLN et al., 2001).

Na regulacéo do tbnus vascular também temos as acdes de numerosos fatores
vasodilatadores e vasoconstritores produzidos pelas células endoteliais, além de
fatores responséaveis pela manutencao do balanco entre a promocao e a inibicdo da
proliferacdo e migracdo das CMLVs, além de prevenir a agregacdo plaquetéaria e a
trombose (FELETOU & VANHOUTTE, 2009; MILLER et al., 1985).

Com relagé@o aos fatores vasoconstrictores liberados pelo endotélio podemos
destacar os derivados do &cido araquidénico, o tromboxano (TXA;) e as
prostaciclinas H, e prostaglandinas F,, (PGH, e PGFy) (FROLICH &
FORTERMANN, 1989) O, (RUBANY & VANHOUTTE, 1986; VANHOUTTE, 1988;
YANAGISAWA et al.,, 1988), a endotelina-1 (YANAGISAWA et al., 1988) e a
angiotensina Il (SKEEGS et al., 1954; VELTMAR et al., 1991). Como os principais
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mediadores do relaxamento da musculatura lisa vascular podemos destacar o 6xido
nitrico (NO) (FURCHOGOTT & ZAWADSKI, 1980; FURCHGOTT, 1983;
HUTCHINSON et al., 1987; IGNARRO et al.,, 1987a; PALMER et al., 1987), a
prostaciclina (PGl,) (MONCADA et al., 1976) e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF) (FELETOU & VANHOUTTE, 1988).

1.5.2 Oxido Nitrico (NO)

O NO é um radical livre inorganico altamente reativo, além de ser um gas
soluvel, o que o permite difundir facilmente pelas membranas celulares promovendo
vasodilatacdo. Dentre os componentes vasodilatadores liberados pelo endotélio, o
NO é um dos mais importantes, sendo fundamental na manutencdo da homeostase
dos vasos, incluindo a modulacdo do tonus vascular através do seu potente efeito
vasodilatador. Este radical livre est4 envolvido na regulagéo do crescimento celular,
além de possuir acao inibitéria sobre a adesao, agregacao plaquetaria (MONCADA
et al.,, 1991; CANNON III, 1998) e contribui na manutencéo da fluidez sanguinea e
exerce seu papel regulador da homeostase vascular unicamente na interface da
superficie luminal das células endoteliais e do sangue, pois € rapidamente captado
pela hemoglobina dos eritrécitos e é inativado pelos radicais livres, tais como o O;”
(MARUMO et al., 1999).

Para gerar NO, o endotélio necessita da presenca de alguns cofatores como:
L-arginina, oxigénio (O,), NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma
reduzida), grupamento heme e tetrahidrobiopterina (BH,), flavina adenina
dinucleotideo (FAD) e Ca** (BREDT et al., 1991; STEVENS-TRUSS et al., 1997;
ANDREW & MAYER, 1999). Este composto é sintetizado por acdo das enzimas
oxido nitrico sintase (NOS), que além de catalisar a producdo do NO a partir do
aminoacido L-arginina. O relaxamento da musculatura lisa adjacente resulta da
ativacdo da guanilil ciclase soluvel pelo NO (PALMER et al., 1987; MONCADA et al.,
1991; TRIGGLE et al., 2003; BIAN & DOURSOUT, 2008; MICHEL & VANHOUTTE,
2010).

Esta sintese é induzida por varios estimulos fisicos e quimicos, como

estiramento vascular produzido por aumento da pressdo arterial, estresse de
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cisalhamento (shear stress), substancia P, agregacdo plaquetaria, histamina,
serotonina, acetilcolina (ACh), entre outros (ANDREW & MAYER, 1999; MARIN &
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1997; MONCADA, PALMER & HIGGES, 1991).

Existe forte correlacdo com a biodisponibilidade de NO e aumento da producéao
de EROs. Entretanto, alguns autores relatam que a biodisponibilidade de NO esta
normal ou até mesmo elevada, embora sua degradacgéo esteja potencializada devido
ao aumento na producéo de radicais livres em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) (BRIONES et al., 2002). Outros autores relatam que a biodisponibilidade de
NO se encontra reduzida em doencas cardiovasculares (KERR et al.,, 1999;
FROSTERMANN & MUNZEL, 2006). A diminuicdo da sintese de NO ocorre
principalmente pela reacdo do NO com O," produzindo peroxinitrito (ONOQ), que
influencia as doencas cardiovasculares (FROSTERMANN & MUNZEL, 2006;
TAKAYA et al., 2007).

Rodrigues et al., (2014) relataram que a exposi¢cdo ao TBT (100 ng/kg) durante
quinze dias induz a disfuncéo endotelial e reduz a biodisponibilidade de NO, além de

aumentar a producdo de O, pela via NADPH oxidase.

1.5.3 Participacdo das espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) na

disfuncéao endotelial

Em alguns estados patolégicos, ocorre um aumento das EROs que sédo
produzidas na cadeia respiratéria mitocondrial, enzimas da via do acido araquiddnico
(lipoxigenase e cicloxigenase), xantina oxidase, NADPH oxidase, NOS desacoplada,
citocromo P-450, mecanismo de defesa dos fagdécitos, a xantina oxidase e
mieloperoxidases (CAlI & HARRISON, 2000; MUELLER et al., 2005; BEDARD &
KRAUSE, 2007; KOH, OH & QUON, 2009; WESELER & BAST, 2010).

Ademais, as EROs, ndo promovem somente consequéncias téxicas no
metabolismo celular em processos patologicos induzindo danos a estruturas
biolégicas, mas sdo participantes essenciais na sinalizacdo e na regulacéo celular

em baixas concentracdes. Além disso, as EROs, também participam na regulacdo
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fisiologica de varios mecanismos moleculares, inclusive nas células endoteliais, na
sinalizacdo e na regulacao celular, participando da sinalizagéo intracelular, mudanca
de transcricdo génica e sintese de proteinas (TOUYZ & SCHIFFRIN, 2000; NDIAYE
et al, 2004; ANSELM et al., 2007).

No sistema vascular, o O,” assume importante acdo entre as EROs, sendo
formado pela reducdo univalente do oxigénio que € mediada por enzimas como a
NADPH oxidase e xantinas oxidases, além de também da NOS desacoplada
(FORSTERMANN & SESSA 2012). Estudos demonstram que a NADPH oxidase é
uma importante fonte O,” em vasos patolégicos (GRIENDLING et al., 2000; CAl,
2005; HAMILTON et al., 2002; GARRIDO & GRIENDLING, 2009; DRUMMOND et
al., 2011), sendo descritas sete isoformas; cada uma delas constituidas por uma
subunidade catalitica (NOX-1, NOX-2, NOX-3, NOX-4, NOX5, DUOX-1 e DUOX-2) e
um maximo de cinco subunidades reguladoras (p22phox, DUOXAl, DUOXA2,
p67phox, NOXAL, p47phox, NOXO1l e p40phox) que participam da ativacdo e
organizacdo espacial dos distintos componentes da enzima (DRUMMOND et al.,
2011). Ap6s a formagado de O,", 0 mesmo passa por reagdes e torna-se fundamental
na producao de outras espécies reativas: ONOO' e radicais hidroxila (OH") (MILLER
et al., 1998; BEAL, 2002; GRIEDLING & FITZGERALD, 2003; STREHLOW et al.,
2003; TANIYAMA & GRIENDLING, 2003; CAl, 2005). Ademais, a producdo de O,"
pela NADPH oxidase determina a severidade da disfuncdo endotelial podendo
caracterizar experimentalmente e clinicamente o perfil do risco cardiovascular
(GUZIK et al., 2000). As células endoteliais expressam NOX-1, NOX-2, NOX-4 e
NOX-5, ja as células musculares lisas expressam NOX-1, NOX-4 e NOX-5 e
macréfagos e mondcitos fundamentalmente NOX-2. As principais subunidades que
contribuem para a producdo do estresse oxidativo vascular em patologias
cardiovasculares NOX-1 e NOX-2 (DRUMMOND et al., 2011).

Estudos demonstram a presenca de EROs em todas as células vasculares, em
particular nos fibroblastos da camada adventicia, CMLs e endoteliais (MUNZEL et
al.,, 2002). A localizacdo vascular destas espécies reativas depende da natureza do
estimulo e da patologia associada (WOLIN et al., 2002). De fato, uma producao
importante de EROs foi observada no endotélio vascular em modelos animais e
humanos com diabetes (HINK et al., 2001; GUZIK et al., 2002), também em modelos
de hipertensédo arterial, como o “DOCA-sal’ (CAl & HARRISON, 2000). Uma
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producdo aguda de EROs pelas células musculares lisas foi relatada nos modelos

de aterosclerose em coelho (MILLER et al., 1998).

A producdo de peroxido de hidrogénio (H20,) ocorre pelas subunidades da
NADPH (NOX-4, DUOX-1 e DUOX-2). Aléem disso, através da acdo da enzima
superéxido dismutase (SOD) o anion superoxido € dismutado em H,O,, o qual pode
ser convertido em agua por acdo da catalase. A catalase é uma enzima envolvida na
degradacédo do H,O, a agua (H,O) e O, € um importante antioxidante intracelular,
considerado mais efetivo quando o estresse oxidativo esta aumentado (CAl, 2005;
SINDHU et al., 2005).

O H;0, pode atuar como segundo mensageiro, mediando respostas que
levam o crescimento do mdasculo liso vascular, migracdo celular, apoptose e
respostas inflamatérias (GRIEDLING & FITZGERALD, 2003; CAIl, 2005). O H,0,
pode ser também metabolizado pelas mieloperoxidases e formar o &cido hipocloroso
(HOCI) ou reagir com metais de transicdo dando origem ao OHe. Dentre as EROs, o
0O, e OH+ sdo os mais instaveis e reativos, enquanto H,O, é a mais estavel
(GRIEDLING, SORESCU & USHIO-FUKAI, 2000; SZOCS et al., 2002; TANIYAMA &
GRIENDLING, 2003). Em mamiferos foram identificadas trés isoformas da SOD: a
SOD cobre/zinco (Cu/zZn SOD; SOD1), SOD mitocondrial (Mn SOD; SOD2) e a SOD
extracelular (ECSOD; SOD3). A isoforma mais encontrada em tecido vascular é a
ECSOD, uma glicoproteina, produzida em fibroblastos e células gliais. Esta familia
cataliza a reacdo do O, com um elétron e dois prétons formando o H,O;
(MCINTYRE et al.,, 1999; GRIEDLING & FITZGERALD, 2003; TANIYAMA &
GRIENDLING, 2003).

O aumento da producédo de EROs provoca diminuicdo da biodisponibilidade de
NO, pode levar a apoptose, aumento adesdo de mondcitos e angiogénese, no
endotélio, enquanto que no musculo liso vascular, 0 aumento de estresse oxidativo
pode gerar crescimento celular, migracdo de mediadores inflamatorios,
desorganizagdo da matriz extracelular e aumento do tdonus muscular (TANIYAMA &
GRIENDLING, 2003). Todas estas caracteristicas contribuem para lesdao vascular,
disfuncdo endotelial e consequentemente para a fisiopatologia da hipertensao
arterial (KERR et al., 1999; CRUZADO et al., 2005).
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Apesar de o0 organismo sintetizar grandes quantidades de EROs em condi¢cdes
patologicas, ele também produz substancias antioxidantes que inativam as EROs,
levando assim, ao equilibrio desse sistema. Desse modo, um desequilibrio, no qual
substancias pro-oxidantes se sobrepdem a capacidade antioxidante do organismo
gera 0 estresse oxidativo. Além disso, as EROs ativam metaloproteinases e
possibilitam uma inclinacdo do balanco endotelial para a producdo de fatores
vasoconstritores, 0s quais possuem papel fundamental na patogénese de
enfermidades vasculares (GRIENDLING & FITZGERALD, 2003).

1.5.4 Efeito do Estrogénio (E;) sobre a reatividade vascular

As doencas cardiovasculares sao a principal causa de morte entre mulheres
nos Estados Unidos, e a doenca cardiaca corondria, se desenvolve em mulheres,
em meédia, 10 anos mais tarde do que nos homens (XING et al., 2009). Este atraso
tem sido atribuido, em parte, para os efeitos protetores dos horménios sexuais
femininos, particularmente o E, (ativadores naturais de receptores de E, que

ocorrem antes da menopausa) (BARTON et al., 2007).

Este horménio tem efeitos antiinflamatérios e vasoprotetores, quando
administrado em mulheres jovens ou animais experimentais, também modula a
expressédo do fator de crescimento e estresse oxidativo em artérias com lesédo aguda
e em outras formas de patologias vasculares, através da alteracdo da expresséo ou
a acado de varios fatores de crescimento, moléculas de adesdo e quimiocinas, em

tipos de células relevantes na parede do vaso (XING, 2009).

Existe uma associacdo entre o E, e aumento da biodisponibilidade de NO
relacionadas a suas propriedades antioxidantes, por meio de receptor de estrogénio
(RE), via ativacdo de proteinas-quinases ativadas por mitogenos (MAPK),
fosfolipase-C, envolvendo fator de crescimento de fibroblastos (ARNAL et al., 2004).
Estudo realizado em arteriolas coronarianas mostrou que tratamento com E;
aumentou a expressdo da SOD-1 (KANG et al.,, 2011). Strehlow et al., (2003)
demonstraram que o E, pode aumentar a expressao proteica e do RNAmM das

isoformas da enzima SOD mitocondrial e extracelular (SOD-2 e 3 respectivamente),
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além da atividade dessa enzima, in vivo e in vitro. Em modelo experimental
utilizando células endoteliais bovinas, o tratamento com E, foi capaz de reduzir o
estresse oxidativo e apoptose induzida por tratamento com H,O, (SONG et al.,
2009). Considerando a importancia da acdo do E, em vasos e a acdo do TBT
inibindo a aromatase, se fez necessario estudar os possiveis danos provocados pela
exposicao a este xenobidtico em anéis de aorta de ratas.

1.5.5 Hipotese

No presente estudo foi analisada a reatividade vascular in vitro em anéis de
aorta de ratas expostas ao TBT, a fim de testar a hipétese de que a exposicao ao
TBT (500 ng/kg) é capaz de induzir alteracfes de reatividade vascular devido ao

aumento de estresse oxidativo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da exposi¢do durante quinze dias ao TBT (500 ng/kg)

sobre a reatividade vascular da aorta de ratas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos da exposicdo ao TBT sobre o ganho de peso corporal e

peso das camaras ventriculares.

-Investigar efeitos da exposicdo ao TBT (500 ng/kg) em segmentos isolados de

aorta toracica sobre:
¢ A reatividade vascular a fenilefrina;
e A participacao endotelial na resposta vascular a fenilefrina;
¢ O relaxamento dependente e independente do endotélio;

e A participacdo do o6xido nitrico, das EROs O,’e H,0O,, da NADPH

oxidase e xantina oxidase na reatividade vascular a fenilefrina.

-Investigar efeitos da exposicdo ao TBT na morfologia da aorta toracica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS:

Foram utilizadas ratas fémeas da linhagem Wistar (Ratus novergicus albinus)
fornecidas pelo biotério do Programa de Pés-Graduacgéo, pesando entre 230 e 250
g, idade de 12 semanas, com ciclo estral normal, armazenadas em gaiolas com no
MAaximo quatro animais, em temperatura entre 23-25° C, em ciclo claro/escuro de
12:12 horas fornecidos pelo biotério do Programa de Pds-Graduacado, onde tiveram
livre acesso a ingestdo de agua e racdo. Todos os protocolos desenvolvidos foram
aprovados pela Comissdo de Etica para pesquisa com animais (CEUA-UFES
020/20009).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos, denominados:
Controle e TBT. O grupo controle recebia diariamente gavagem com solucdo de TBT
diluida em 99,6% de agua e de 0,4% etanol durante quinze dias. Os animais
pertencentes ao grupo TBT recebiam TBT (500 ng/kg) (96% de pureza) pm= 325,5,

Aldrich Milwaukee, USA), via gavagem durante quinze dias.

3.3 AVALIACAO PONDERAL

No inicio e no fim do tratamento os ratos dos grupos Controle e TBT foram
pesados para avaliagdo do ganho ponderal. Os cora¢gbes dos ratos de ambos os
grupos, tiveram seus ventriculos direito e esquerdo separados e posteriormente
pesados. O procedimento de dissec¢do dos ventriculos foi realizado pelo mesmo
pesquisador, com cuidado na equidade da conduta. Todas as pesagens foram

realizadas na mesma balanca.
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3.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Preparacao dos anéis de aorta

ApoOs quinze dias de tratamento os animais foram anestesiados com Ketamina
(50 mg/Kg) e Xilazina (10 mg/Kg) i.m., o térax foi aberto o diafragma cortado e a
aorta tor4cica foi retirada e colocada em uma placa de Petri com solucéo de Krebs
(composicdo em mM: NaCl 118; KCI 4,7; CaCl,.2H,0 2,5; Mg SO4 1,2; KH,PO4 1,
17; NaHCO3; 25; EDTA 0,01 e glicose. As artérias foram divididas em segmentos
cilindricos de 3-4 mm de comprimento, livres dos tecidos conectivos e adiposo
(Figura 4) (ANGELI et al., 2011).

Fonte: Tese de doutorado de Dias, 2011.

Figura 4: Aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo solugdo de Krebs, apos a remog¢éo do

tecido conjuntivo e adiposo adjacente a artéria e dividida em segmentos cilindricos entre 3-4 mm.
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3.4.2 Obtencéo dos registros para estudo da reatividade vascular em anéis de

aorta.

Cada anel da aorta toracica foi colocado em um banho com temperatura
constante a 37 °C, contendo 5 mL de solucédo de Krebs continuamente aerada com
mistura carbogénica, mantendo um pH estavel de 7,4. Duas hastes metéalicas foram
passadas através do lumen dos segmentos, sendo que uma foi fixada a parede da
cuba e outra conectada verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica (FT03,
Grass). A tensao foi registrada através do transdutor de forca conectado ao sistema
de aquisicdo de dados (BIOPAC, modelo MP100), e este a um computador (Figura
5).

Compurador
d— Transoutor oe forgs
Blopac Sysmems
4
Hasme metalca
Ampificador —
Regismo
Conragdo = deffaxdo posmva Cuba de vidro
D Ansi de aora
Haste meraivca Nxa

Relaxamenio = Jafexdo Neganva Fonte: Tese de doutorado de Dias, 2011.

Figura 5: Preparagdo dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade vascular “in vitro”.

Sistema de aquisicdo de dados Biopac Systems. Modificado de Dias, 2007.
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3.4.3 Avaliagao funcional dos anéis isolados de aorta

ApOs o periodo de 45 minutos de estabilizacdo permanecendo na tenséo de 1
g (Figura 6 A), foi adicionado ao banho cloreto de potassio (KCI) 75 mM para
verificar a atividade contratil do masculo liso vascular induzida por despolarizacao
(Figura 6 B). Ao atingir 1g de for¢a, estes anéis foram lavados com solugcéo de Krebs
e 0s anéis que ndo contrairam foram descartados (Figura 6 C). Ap6s 30 minutos de
estabilizacdo (Figura 6 D), uma nova dose de KCI 75 mM foi adicionada ao banho
(Figura 6 E) e aguardado aproximadamente 30 minutos para atingir um platd no
registro de contracdo (Figura 6 F). ApGs o platd, os anéis foram novamente lavados
(Figura 6 G) e estabilizados por aproximadamente 35 minutos, (Figura 6 H) sendo
submetidos a avaliacdo da integridade funcional do endotélio.

3.4.4 Avaliagado daintegridade funcional do endotélio

Apés o periodo de estabilizacdo, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina
10® a 10 M (Figura 6 1) até atingir entre 50 a 75 % da contracéo obtida ao KCI para
sensibilizar a preparacdo e, assim testar a sua viabilidade. Ao fim da contracao
(platd) (Figura 6 J), uma Unica dose de ACh 2x10° M foi dada testando assim a
integridade endotelial dos anéis (Figura 6 K); os anéis com relaxamento menor que
85 % eram descartados e os anéis sem endotélio relaxaram no maximo 10 % ou até

contrairam.
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Figura 6: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso vascular com
KCI e avaliacdo da integridade funcional do endotélio. Avaliagdo da viabilidade do musculo liso
vascular com KCI: A) Periodo de estabilizacdo inicial (45 min permanecendo na tenséo de 1 g); B)
Adicao de KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solu¢do Krebs-Henseleit; D) Periodo
de estabiliza¢&o (30 min); E) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platd da contracdo induzida pelo
KCI (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabiliza¢éo (30
min). Avaliagdo da integridade funcional do endotélio: I) Pré-contracdo com fenilefrina 107 M; J)
Platdé da contracdo induzida pela fenilefrina; K) Adi¢édo de acetilcolina (ACh) 2x10° M. O tempo foi
registrado em minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forca em gramas (g), eixo vertical
(modificado de Dias, 2011).

Avaliacdo da participacédo do endotélio ao relaxamento

A retirada do endotélio vascular, nos grupos sem endotélio, foi realizada
mecanicamente através de uma haste metélica que foi introduzida no limen do vaso

seccionado, cuidadosamente para que nao houvesse prejuizo ao musculo liso.
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3.4.6 Avaliacdo indireta da liberacdo basal de 6xido nitrico (NO)

A liberacdo basal de NO foi avaliada indiretamente pelo aumento dependente
do endotélio, na contracdo a fenilefrina induzida pelo inibidor ndo seletivo da enzima
NOS o L-N®-nitroarginina metil ester (L-NAME) adicionado ao banho na dose de 100

1M, 30 minutos antes do inicio da curva concentracdo-resposta a fenilefrina.

3.4.7 Avaliacdo daresposta de relaxamento dependente de endotélio

Para avaliacdo da resposta de relaxamento dependente do endotélio foi
administrada fenilefrina 10® a 10" M para pré-contracéo dos anéis, de modo a atingir
de 50 a 75 % da contracdo méaxima obtida durante a construcao da curva de KCI. A
seguir, doses crescentes de ACh (10™"° — 3 x 10° M) foram adicionadas ao banho de
modo a se construir uma curva concentracao-resposta a ACh em porcentagem da

contracao.

3.4.8 Avaliacao daresposta de relaxamento independente do endotélio

Para avaliacdo da resposta de relaxamento dependente do musculo liso
vascular foi administrada fenilefrina de 10® a 107 M para pré-contracéo dos anéis,
de modo a atingir entre 50 a 75% da contragcdo maxima obtida durante a construcéo
da curva de KCI. A seguir, doses crescentes de nitroprussiato de sédio (10 — 3 x
107 M) foram adicionadas ao banho de modo a se construir uma curva

concentracdo-resposta a nitroprussiato de sédio em porcentagem da contracao.

3.4.9 Avaliacao da participacao de radicais livres

Para verificar o envolvimento de EROs na resposta contratil a fenilefrina apés
exposicao de TBT foram utilizados agentes antioxidantes: apocinina (APO, 30 uM) é
um inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase, (SOD, 150 U/ml) é um importante

antioxidante fisiolégico que converte O,” em H,0,, (catalase, 1000 U/ml) um
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varredor de H,O,, (tiron, 1 mM) um varredor de O, e (alopurinol 100 puM) um inibidor

seletivo da xantina oxidase.
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3.5 ANALISE BIOQUIMICA

3.5.1 Mensuracédo hormonal

Para a mensuracdo das concentracdes circulantes de horménio sexual o
sangue da aorta abdominal foi coletado anteriormente a remogéo da aorta toracica.
O sangue coletado foi centrifugado a 825 x g a 4°C por 10 minutos para a obtencao
do soro que foi estocado a -20°C para a mensuracdo de E, por radioimunoensaio

(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA).

3.5.2 Mensuracdo de homogeneizado de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacéo lipidica foi avaliada usando a concentracdo TBARS. O tecido
adiposo foi removido manualmente da aorta e descartado, sendo em seguida
transferido para um Eppendorf de 1,5 ml contendo tamp&o de extracdo (tampao de
fosfato de s6dio 50 mM gelado, pH 7,4) com um inibidor de protease. A amostra foi
homogeneizada com homogeneizador (Turrax NT1338) a 4° C. O homogenato foi
centrifugado a 825 x g a 4° C durante 15 min e o sobrenadante foi armazenado a -80

° C até ao ensaio da peroxidacao lipidica.

Aliguotas (0,05 ml) de cada homogenato foram misturados com 0,25 mL de
uma solucdo a 1% de &cido tiobarbiturico, aquecida a 90° C durante 2 horas e a
absorcao foi medida a 532 nm (MA et al., 2003). Os valores de TBARS finais foram
expressos utilizando o coeficiente de extincdo de 156 mM ‘cm (HERMES-LIMA et
al., 1995).

O teor de proteina foi determinado no homogenato pelo kit de ensaio de

Bradford (Sigma Aldrich), utilizando albumina de soro bovino como padréo.
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3.6 ANALISE MORFOMETRICA

3.6.1 Preparacao do tecido

Os coracgbes foram perfundidos com salina contendo heparina (10 U/mL) via
ventriculo cardiaco esquerdo seguido de infusdo com PBS-formalina. A aorta foi
removida e dissecada manualmente em anéis de 3 a 4 mm, n= 5 por grupo, fixado
em PBS-formalina, em pH de 7.4, de 24 a 48 horas em temperatura ambiente. Apds
a fixagcéo, o tecido foi desidratado em etanol graduado, limpos em xilol, embebidos
em parafina a 60 °C e cortados em fatias de 5 pm. Os cortes foram corados com
Hematoxilina e Eosina para visualizagdo das tdnicas vasculares da aorta
(BARREIRA et al., 2009). O Processamento e analise microscopica foram realizados

no Laborat6rio de LUCCAR da Universidade Federal do Espirito Santo, Brasil.

3.6.2 Histomorfometria

O sistema de analise de imagem por histomorfometria foi composto por uma
camera digital (Axio-Cam ERC 5S) acoplada a um microscépio de luz (Olympus
AX70; Olympus, Center Valley, PA). Imagens de alta resolucdo (2048 x 1536 pixels
tampéo) foram capturadas com uma Carl Zeiss AxioVision Rel. 4.8. Fotomicrografias
foram obtidas usando uma objetiva de 10x, e a espessura da parede da aorta (que
incluia todas as tunicas/campo vascular) e a area da parede da aorta foram
calculados com a ferramenta de medida de éarea de AxioVision Rel. 4.8. Os
resultados representam a espessura e a area da parede da aorta, e SA0 expressos

como * erro padrao da média (EPM).
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3.6.3 Densidade da superficie de colageno

As aortas foram retiradas delicadamente, lavadas em solugdo de Krebs,
dissecadas do tecido conjuntivo e gordura, e fixadas imediatamente em solugéo
tamponada de paraformaldeido 4% por 48 horas. Apos a fixacdo, as aortas foram
desidratadas em solucdo de alcool a 70%, permanecendo por 1 hora, trocado
sucessivamente para alcool a 80%, 90% e alcool absoluto por 3 vezes. A seguir foi
feita a clarificagdo com xilol puro, com 3 banhos de 30 minutos cada. A infiltracao foi
feita com parafina liquida a 60°C por 90 minutos. O material foi incluido em parafina
liguida a temperatura ambiente, e cortado transversalmente em um micrétomo
(LEICA RM2125), a uma espessura de 5 micrometros. Esses cortes foram colocados
em banho-maria a temperatura de 37-40°C, para a abertura e planificacdo. Para
cada animal foram feitas duas laminas, com 20 cortes em cada, e com distancia de
100 micrébmetros entre eles. Os cortes corados com Picrosirius red seguiram o
protocolo: Xilol (3 banhos de 5 minutos cada), Alcool-50% Xilol (5 minutos), Alcool
absoluto (3 banhos de 5 minutos cada), Solucdo de Picrosirius (1 hora), lavagem em
agua corrente, alcool absoluto (3 banhos de 5 minutos cada), Alcool-50% Xilol (5
minutos), Xilol (3 banhos de 5 minutos cada) e montagem com DPX. As fotos foram
obtidas na objetiva de 20x com a Camera AxioCam ERc5s acoplada ao Microscépio
Olympus AX70. As andlises de 15 fotomicrografias foram realizadas pelo Programa
ImageJ, em areas escolhidas aleatoriamente, evitando-se as areas sem todas as
tunicas vasculares. Os resultados representam a porcentagem de colageno na
superficie total da parede da aorta, e € expressa como a média + EPM, como
descrito por DOS SANTOS et al. (2012).

3.6.4 Microscopia eletrénica de varredura

Aortas de ratas dos grupos Controle e TBT foram coletadas, lavadas e
abertas longitudinalmente na temperatura ambiente durante 10 min com PBS e
fixado com glutaraldeido a 2,5%. As aortas foram pos-fixadas com tetroxido de
osmio a 1%, ferricianeto de potassio a 3,8% e 2,5 mM de CacCl,, desidratada em
acetona e embebida em Epon 812. Secbes ultrafinas foram coradas com acetato de
uranilo e citrato de chumbo e foram examinados por um microscopio Zeiss EM 10C.

Por microscopia eletronica de varredura, esferdides secaram no ponto critico,
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revestido com uma camada de 20 nm de ouro e examinadas sob um microscopio
Zeiss 940 DSM (DOS SANTOS et al., 2012).

3.6.5 Deteccao de anion superoxido “in situ”

Concentracdes de O," foram detectados nos criocortes aoérticos (8 uM), na
presenca e na auséncia de endotélio. O endotélio foi removido, esfregando
suavemente a superficie da intima com uma haste de aco inoxidavel. Corte Tissue-
Tek otimizado por temperatura (OCT) foram deixados descongelar e incubadas com
corante dihidroetidio (DHE, 2 uM) sensivel a fluorescente O, a 37°C durante 30
minutos no escuro. As imagens foram obtidas por microscépio de fluorescéncia
confocal (Leica DM 2500). A fluorescéncia foi detectada a 585 nm. A intensidade do
sinal no interior da camada média foi analisada em toda a circunferéncia das trés

seccles do vaso por um investigador cego.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média £+ EPM. Para a analise
estatistica foi utilizado o teste t de Student ndo-pareado. Foram calculadas as
respostas maximas (Rméax) e o log da concentragdo necessaria para produzir 50 %
do efeito maximo a fenilefrina (pD). Para comparar o efeito da remocéo do endotélio
nas respostas a fenilefrina dos grupos, alguns resultados foram expressos como

diferencas das areas sob as curvas concentracao-resposta (dAAUC ).

As andlises morfométricas foram descritas como média + EPM o resultado foi
normalizado usando o teste Kolmogorov Smirnoff. As comparacdes entre 0s grupos
foram feitas usando o teste t de Student ndo-pareado.

A mensuracdo da geracdo de EROs na aorta foi descrita como média + EPM.
Os dados foram testados por analise de variancia (ANOVA) uma via e quando
encontrada diferenca estatistica o teste post hoc de Dunn’s multiplas comparagdes.

O nivel de significancia foi considerado quando p < 0,05.



3.8 DROGAS E REAGENTES UTILIZADOS:

Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

Acido Tiobarbittrico (Alfa Aesar)

Alopurinol (Sigma)

Bicarbonato de Sédio (Merck)

Catalase (Sigma)

Citrato de Sédio (Reagen)

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

Cloreto de Sédio (Merck)

Cloreto de Tributilestanho (Sigma)
Dihidroetidio (Sigma)

Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Hoescht)
Epon 812 (Sigma)

Etanol absoluto (Sigma)

Ferricianeto de potassio (Sigma)
Glutaraldeido (Sigma)

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

L-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

NC-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)
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Nitroprussiato de sédio (NPS), dihidratado (Fluka)
Superdéxido Dismutase de eritrocito bovino (SOD) (Sigma)
Tetréxido de 6smio (Sigma)

Tiopental Sédico (Amental®)

Tiron (Sigma)
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DA EXPOSICAO POR QUINZE DIAS COM TRIBUTILESTANHO
SOBRE AS CONCENTRACOES DE ESTROGENIO (E;) NO SORO E GANHO

PONDERAL DE RATAS.

Com o objetivo de avaliar as concentracdes de E, das ratas dos grupos
Controle e TBT, o sangue foi coletado e centrifugado. A exposi¢do ao TBT durante
quinze dias diminuiu consideravelmente as concentracées de E, no soro quando
comparado com as concentracdes de E, das ratas do grupo Controle (Tabela 2). A
fim de avaliar o ganho de peso corporal das ratas dos grupos Controle e TBT, foi
realizada a pesagem desses animais antes do inicio da exposi¢do, durante e ao fim
de quinze dias de exposi¢cdo ao TBT. A mesma média de peso corporal no inicio e
ao fim da exposicéo, além disso, ndo houve interferéncia da exposicdo com TBT ou

solucéo etandlica 0,1% (veiculo) no ganho de peso destas ratas (Figura 7; Tabela 2).
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Figura 7: Avaliagdo do ganho ponderal nos grupos Controle (n=10) e TBT (n=10). Dados

expressos em Média + EPM. p > 0,05, Teste t de Student ndo pareado.
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Os coragdes foram cuidadosamente dissecados e seus ventriculos direito e
esquerdo separados. Nao houve diferenca entre os pesos dos ventriculos corrigidos

pelo peso corporal de cada rata (Figura 8; Tabela 2).
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Figura 8: Avaliagdo ponderal das cAmaras cardiacas em ratas dos grupos Controle (n=10) e TBT
(n=10). A- Razao do peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal das ratas (VE/PC); B- Razéo
do peso do ventriculo direito pelo peso corporal das ratas (VD/PC). Dados expressos em Média +

EPM. p > 0,05, Teste t de Student ndo pareado.
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Tabela 2: Dados da avaliacdo das concentracdes do estrogénio (E2) no soro e dados ponderais

das ratas dos grupos Controle e TBT.

Controle n TBT n p

E, (pg/ml) 47,2 4 19,9* 4 <0,05
PC- 1 dia (9) 250,5 10 251,3 10 > 0,05
PC- 5 dias (g) 260,5 10 262,6 10 > 0,05
PC- 10 dias (9) 266,1 10 268,3 10 > 0,05
PC- 15 dias (Q) 265,1 10 267,4 10 > 0,05
VE/PC (mg/g) 1,7 10 1,9 10 > 0,05
VD/PC (mg/g) 0,4 10 0,4 10 > 0,05

Estrogénio (E,); Peso corporal inicial (PC inicial); Peso corporal final (PC final); Peso ventricular
esquerdo (VE); Relagdo peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal (VE/PC); Peso ventricular
direito (VD); Relag¢édo peso do ventriculo direito pelo peso corporal (VD/PC). Dados expressos em

Média + EPM. *p < 0,5, Teste t de Student ndo pareado.
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4.2 RESPOSTAS VASCULARES AO CLORETO DE POTASSIO (KCIl) EM ARTERIA

AORTA.

A exposicdo dos segmentos arteriais ao KCl (75 mM) promoveu resposta
contratil com maior magnitude no grupo TBT (Controle: 2,34 + 0,06; TBT: 3,48 £ 0,17
g, n=10, p < 0,01) (Figura 9).
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Figura 9: Avaliacdo das respostas dos anéis ao KCI em ratas dos grupos Controle (n=10) e TBT

(n=10). Dados expressos em Média + EPM. ***p < 0,001, Teste t de Student ndo pareado.
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4.3 EFEITOS DA EXPOSICAO POR QUINZE DIAS COM TRIBUTILESTANHO
SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA DE

RATAS.

A fenilefrina (agonista a; adrenérgico) promoveu resposta vasoconstritora
concentracdo-dependente nos anéis de aorta de animais dos grupos Controle e TBT
(Figura 10). No entanto, a Rmax foi com maior magnitude nos segmentos arteriais
dos animais do grupo TBT (Tabela 3). Também houve diferenca significante entre os
grupos Controle e TBT na pD.. A resposta a fenilefrina foi expressa em tensao

desenvolvida em grama.
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Figura 10: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar
nos grupos Controle e TBT. O numero de animais estd demonstrado entre parénteses. Os
simbolos representam média + EPM; Teste t ndo pareado. **p < 0,01 e ***P < 0,001.
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Tabela 3: Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD,) das curvas concentracdo-
resposta a fenilefrina em anéis isolados de aortas intactos de ratas Wistar dos grupos Controle e
TBT.

Rméx (g) pD2
Controle 1,55 + 0,09 -6,32 + 0,09
TBT 4,01 + 0,36 *** -6,85 + 0,14**

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado. **p < 0,01 e *** p < 0,001.
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4.4 EFEITO DA EXPOSICAO POR QUINZE DIAS COM TRIBUTILESTANHO NA
MODULACAO ENDOTELIAL SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS

ANEIS ISOLADOS DE AORTA DE RATAS.

A remocdo do endotélio nos anéis isolados de aorta dos grupos Controle
(Figura 12 A) e TBT (Figura 12 B) aumentou a resposta contratil a felinefrina nos
dois grupos estudados, ou seja, desviou a curva concentracao-resposta a fenilefrina
para esquerda como esperado. No grupo Controle houve aumento da Rmax,

engquanto no grupo TBT houve aumento da pD; a fenilefrina (Tabela 4; Figura 11).
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Figura 11: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratas Wistar dos grupos: (A)
Controle (E+) e ap0s a retirada do endotélio (E-); (B) TBT (E+) e apds a retirada do endotélio (E-). O nimero
de animais est4 demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média = EPM; Teste t ndo pareado.
A andlise foi realizada através do Teste t ndo pareado para comparacdes de resposta maxima (Rmax) e
sensibilidade (pD,); **p < 0,01 e ***p < 0,001.



Tabela 4: Valores de resposta maxima (Rméax) e sensibilidade (pD,) das curvas concentracdo-
resposta a fenilefrina em anéis (intactos e desnudos) de aorta de ratas Wistar dos grupos Controle
e TBT.

Rmax (9) pD;
Controle E+ 1,30+ 0,01 -6,28 £ 0,11
Controle E- 2,22 +£0,28* -6,63 + 0,38
TBT E+ 4,82 + 0,36 -6,92 + 0,11
TBT E- 5,74 + 0,67 -8,03 + 0,15***

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado. **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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4.5 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO ENDOTELIO POR MICROSCOPIA

ELETRONICA DE VARREDURA (MEV).

A MEV de artérias aorta (Figura 12) revelou a superficie endotelial da aorta de
ratas Controle com aparéncia escamosa normal (A). A exposicdo ao TBT durante
quinze dias promoveu uma desnudacao da superficie endotelial na aorta de ratas (B-
B2), principalmente uma superficie irregular com acumulagéo de células vermelhas,

plaquetas e fribrina na superficie endotelial desnudada (B2).

Figura 12: (A) Avaliacé@o da superficie endotelial por microfotografia de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) demonstrando a superficie endotelial de aorta de ratas do grupo Controle com
aparéncia escamosa normal. A superficie endotelial de aorta de ratas do grupo TBT (B, B1 e B2)
apresentando superficie endotelial desnudada (asterisco), principalmente uma superficie endotelial
irregular com acumulo de células vermelhas, plaguetas e fibrina em endotélio desnudado (seta). (A

seta: célula endotelial, Barra=10um).
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4.6 EFEITO DA EXPOSICAO POR QUINZE DIAS COM TRIBUTILESTANHO
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS

ISOLADOS DE AORTA.

O relaxamento mediado pelo endotélio foi avaliado através da curva
concentragdo-resposta a ACh. Como esperado, houve relaxamento concentragdo-
resposta em todos os anéis isolados de aorta. Porém, a exposi¢do por quinze dias
com TBT promoveu uma diminuicdo do relaxamento dos anéis de aorta destes
animais. Observamos diferenca estatisticamente significante na Rmax e na pD; entre

os grupos estudados (Tabela 5; Figura 13).
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Figura 13: Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina (ACh) para a avaliacdo do relaxamento
dependente do endotélio em anéis de aorta de ratas Wistar dos grupos: Controle e TBT. Os
valores estdo expressos como percentual de relaxamento ap6s a pré-contracdo com fenilefrina.
Teste t ndo pareado. **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Tabela 5: Resposta maxima (Rméax) e sensibilidade (pD,) induzidas pela acetilcolina (ACh) em
anéis isolados de aorta intactos de animais dos grupos: Controle e TBT. A resposta maxima esta

expressa como percentual de relaxamento apos a pré-contracdao com a fenilefrina.

Rmax (%) pD,
Controle -105,3 + 0,15 -6,07 £ 0,01
TBT -91,26 + 0,92*** -5,79 £ 0,02***

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado. ***p < 0,001.
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4.7 EFEITO DA EXPOSICAO POR QUINZE DIAS COM TRIBUTILESTANHO
SOBRE O RELAXAMENTO INDEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS

ISOLADOS DE AORTA.

O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através do efeito
induzido pelo NPS, que de maneira concentracdo dependente inibiu a contracédo
induzida pela fenilefrina. A resposta ao relaxamento induzida pelo NPS foi diferente
nos grupos estudados. Observamos diferenca estatisticamente significante nos
valores de Rméax e pD, do grupo TBT comparado com o grupo Controle (Tabela 6;
Figura 14).
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Figura 14: Curvas concentracdo-resposta ao NPS para a avaliacdo do relaxamento independente
do endotélio em anéis de aorta de ratas Wistar dos grupos: Controle e TBT. Os valores estédo
expressos como percentual de relaxamento ap6s a pré-contragdo com fenilefrina. Teste t ndo

pareado. ***p < 0,001.
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Tabela 6: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD,) induzida pelo nitroprussiato de sédio
(NPS) em anéis isolados de aorta intactos de animais dos grupos: Controle e TBT. A resposta

maxima esta expressa como percentual de relaxamento apos a pré-contracao com fenilefrina.

Rmax (%) pD,
Controle -99,37 + 1,65 -7,64 £ 0,08
TBT -80,68 + 2,78*** 3,63 + 0,57***

Valores expressos em média + EPM; ***p < 0,001.
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4.8 FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NA EXPOSICAO POR QUINZE DIAS
COM TRIBUTILESTANHO SOBRE A RESPOSTA A FENILEFRINA NOS ANEIS

ISOLADOS DE AORTA.

Os resultados apresentados anteriormente mostraram que a exposi¢cao por
quinze dias com TBT (500 ng/kg) foi capaz de aumentar a pD, e a Rmax a fenilefrina
e este aumento foi maior apdés a lesdo endotelial em ambos grupos. Com a
finalidade de avaliar a participacdo dos fatores endoteliais nessa resposta, foram

realizados os protocolos a seguir com seus respectivos resultados.

4.8.1 Participacado da via do 6xido nitrico na exposi¢cao por quinze dias com
tributilestanho sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

Apos o bloqueio da via do NO com L-NAME (100 uM) ocorreu aumento da
resposta vasoconstritora a fenilefrina nos anéis isolados de aorta dos grupos
Controle e TBT, aumentando tanto a Rméax, quanto a pD, a fenilefrina (Tabela 7;
Figura 15 A). Todavia, no grupo TBT, esse aumento foi em maior magnitude (Tabela
7; Figura 15 B).

Visando uma melhor comparacéo desses resultados, foi calculada a diferenca
percentual da area abaixo da curva (% dAUC) dos graficos. Assim, foi possivel
observar um aumento na biodisponibilidade de NO no grupo exposto ao composto
(% dAUC CT=55,69 + 12,95 vs TBT= 102,68 + 16,78 %, p < 0,05, Teste t) Figura 15
C.
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Figura 15: Curvas concentrac@o-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratas Wistar dos
grupos: (A) Controle e ap6s a incubagdo com NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Controle
L-NAME); (B) TBT e apds a incubacao com L-NAME (TBT L-NAME); (C) Diferenga percentual da
area abaixo da curva entre os grupos: Controle e Tributilestanho. O ndmero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo pareado. *p <
0,5 e ***p < 0,001.
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Tabela 7: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD,) das curvas concentracao-resposta a
fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar dos grupos: Controle e TBT, na presenca e
na auséncia de N°-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME).

Rmax (9) pD2
Controle 1,72 £ 0,04 -5,96 + 0,02
Controle L-NAME 2,35 £ 0,14*** -6,33 £ 0,15*
TBT 3,47 + 0,29 -6,79+£ 0,19
TBT L-NAME 5,24 + 0,24*** -7,75 + 0,07***

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado. *p < 0,5, e ***p < 0,001.

4.8.2 Participacao das espécies reativas de oxigénio (EROs) na exposi¢cdo por
quinze dias com tributilestanho sobre a resposta contratil a fenilefrina em
aorta torécica.

4.8.2.1 Influéncia da administragéo de apocinina, um inibidor da NADPH oxidase na
exposicdo por quinze dias com tributilestanho sobre a resposta contratil a fenilefrina
em aorta toracica.

A apocinina (30 pM), ndo alterou a reatividade vascular a fenilefrina nos
segmentos de aorta do grupo Controle (Figura 16 A). Todavia, houve uma reducao
da reatividade vascular no grupo exposto ao TBT por quinze dias (Figura 16 B)
(Tabela 8).
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Figura 16: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratas Wistar dos
grupos: (A) Controle e apds a incubacdo com Apocinina (Controle Apo); (B) TBT e apds a
incubacéo com Apocinina (TBT Apo). O numero de animais estd demonstrado entre parénteses.

Os simbolos representam média + EPM; **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Tabela 8: Resposta maxima (Rméx) e a sensibilidade (pD,) das curvas concentragéo-resposta a
fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar dos grupos: Controle e TBT, na presenca e

na auséncia de Apocinina (Apo).

Rmax (g) pD:
Controle 1,39+ 0,08 -6,34 =+ 0,09
Controle Apo 1,30+ 0,18 -6,38 £ 0,16
TBT 4,63 + 0,26 -6,75x0,11
TBT Apo 1,12 + 0,13*** -5,68 + 0,30**

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado. **p < 0,01 e ***p < 0,001.

4.8.2.2 Influéncia da superoxido dismutase (SOD) na exposi¢do por quinze dias com

tributilestanho sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

A avaliagcao da presenca do O,  nas aortas isoladas foi realizada através da
incubacdo de SOD (150 U ml™) no banho. A SOD n&o alterou a reatividade vascular

a fenilefrina nos segmentos de aorta do grupo Controle (Figura 17 A). Entretanto,
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houve uma reducéo da reatividade vascular no grupo tratado com tributilestanho por

quinze dias tanto na pD,, quanto na Rmax (Figura 17 B) (Tabela 9).
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17: Curvas concentrac@o-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratas Wistar dos

grupos: (A) Controle e apds a incubacao com SOD (Controle SOD); (B) TBT e ap6s a incubacéo

com SOD (TBT SOD). O namero de animais esta demonstrado entre parénteses. Os simbolos

representam média + EPM; *p < 0,5 e ***p < 0,001.

Tabela 9: Resposta maxima (Rméax) e a sensibilidade (pD,) das curvas concentragdo-resposta a

fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar dos grupos: Controle e TBT, na presenca e

na auséncia de SOD.

Rmax (9) pD2
Controle 2,03 +0,03 -6,45 + 0,23
Controle SOD 1,84 + 0,08 -6,14 + 0,20
TBT 4,73 +£0,32 -6,97 £ 0,10
TBT SOD 1,94 £+ 0,06*** -6,39 + 0,16*

Valores expressos em média + EPM;

Teste t ndo pareado.

*p < 0,5 e ***p < 0,001.
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4.8.2.3 Influéncia da administracdo da catalase no tratamento por quinze dias com
tributilestanho sobre a resposta contrétil a fenilefrina em aorta torécica.

A participagdo do H,O, na resposta contratil a fenilefrina foi avaliada em
experimentos em que os anéis foram incubados com a catalase (1000 U/ml) e foi
observada que houve alteracdo na resposta vascular a fenilefrina em ambos os
grupos, porém no grupo Controle (Figura 18 A) apenas na Rmax e no grupo tratado
com tributilestanho por quinze dias houve uma reducgéo da reatividade vascular na
Rméax e na pD, (Figura 18 B) (Tabela 10).
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Figura 18: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratas Wistar dos
grupos: (A) Controle e apés a incubacdo com Catalase (Controle Catalase); (B) TBT e apés a
incubacdo com Catalase (TBT Catalase). O numero de animais est4d demonstrado entre
parénteses. Os simbolos representam média + EPM; **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Tabela 10: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD,) das curvas concentracdo-resposta a
fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar dos grupos: Controle e TBT, na presenca e
na auséncia de Catalase.

Rmax (g) pD;
Controle 1,95 + 0,06 -6,54 + 0,18
Controle Catalase 1,58 + 0,07** -6,32 +0,14
TBT 3,02+ 0,17 -7,14+ 0,14
TBT Catalase 1,46 * 0,08*** -6,29 + 0,14***

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado. **p < 0,01 e ***p < 0,001.

4.8.2.4 Influéncia da administracdo do tiron no tratamento por quinze dias com

tributilestanho sobre a resposta contrétil a fenilefrina em aorta torécica.

A avaliacdo da presenca do O," nas aortas isoladas foi realizada através da
incubacédo do tiron (1 mM) no banho. O tiron ndo alterou a reatividade vascular a
fenilefrina nos segmentos de aorta do grupo Controle (Figura 19 A). Entretanto,
houve uma reducao da reatividade vascular no grupo tratado com tributilestanho por

quinze dias tanto na pD,, quanto na Rmax (Figura 19 B) (Tabela 11).
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Figura 19: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratas Wistar dos

grupos: (A) Controle e ap6s a incubacdo com Tiron (Controle Tiron); (B) TBT e apés a incubacéo

com Tiron (TBT Tiron). O nimero de animais esta demonstrado entre parénteses. Os simbolos

representam média = EPM; ***p < 0,001.

Tabela 11: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas concentracdo-resposta a

fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar dos grupos: Controle e TBT, na presenca e

na auséncia de Tiron.

Rmax (g) pD;
Controle 1,89+ 0,03 -6,17 £ 0,09
Controle Tiron 1,75+0,11 -5,95+ 0,10
TBT 3,63+0,25 -7,06 + 0,09
TBT Tiron 1,48 = 0,06*** -5,75+ 0,11***

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado. ***p < 0,001.
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4.8.2.5 Influéncia da administrag&o do inibidor da xantina oxidase, alopurinol,
no tratamento por quinze dias com tributilestanho sobre a resposta contrétil a
fenilefrina em aorta torécica.

O alopurinol (100 uM) alterou a pD, da reatividade vascular a fenilefrina nos
segmentos de aorta do grupo Controle (Figura 20 A). Além disso, houve uma
reducdo da reatividade vascular no grupo tratado com tributilestanho por quinze dias
tanto na pD,, como na Rmax (Figura 20 B) (Tabela 12).
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Figura 20: Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratas Wistar dos
grupos: (A) Controle e ap0s a incubagdo com Alopurinol (Controle Alopurinol); (B) TBT e apés a
incubacdo com Alopurinol (TBT Alopurinol). O nimero de animais estd demonstrado entre

parénteses. Os simbolos representam média + EPM; *p < 0,5, **p < 0,01 e **p < 0,001.
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Tabela 12: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD,) das curvas concentracdo-resposta a

fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar dos grupos: Controle e TBT, na presenca e

na auséncia de Alopurinol.

Rmax (g) pD;
Controle 1,97 + 0,05 -6,56 + 0,16
Controle Alopurinol 1,82 + 0,06 -6,10 £ 0,11*
TBT 5,04 + 0,52 -7,02+£ 0,20
TBT Alopurinol 2,97 + 0,32** -6,28 + 0,14**

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado. *p < 0,5, **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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4.8.2.6 Quantificacdo da producdo de anion superédxido (O,") “in situ” através da

fluorescéncia produzida pela oxidagéo do dihidroetidio (DHE).

A técnica utilizada para verificar a influéncia da exposicao ao tributilestanho por
quinze dias sobre a producdo de O, “in situ” foi a fluorescéncia produzida pela
oxidacédo do DHE (Figura 21).

A producdo de O," foi significantemente maior nos anéis de aortas dos
animais expostos ao tributilestanho (B) quando comparados aos anéis de aortas dos
animais do grupo Controle (A). A remo¢do mecéanica do endotélio ndo alterou
estatisticamente a producéo de fluorescéncia nos anéis de aorta das ratas do grupo
Controle (C), assim como também ndo modificou a producdo de O," “in situ” em

anéis de aorta de ratas do grupo TBT (D).
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Figura 21: Avaliacdo da producéo de anion superoxido (027) “in situ” por Imagens de micrografia
representando a fluorescéncia emitida por dihidroetidio em segmentos de ratas dos grupos: (A-Al)
Controle (Controle E+) e (C-C1) apés a retirada do endotélio (Controle E-); (B-B1) TBT (TBT E-).
(E) Grafico com valores médios da fluorescéncia emitida por dihidroetidio. Valores expressos em
meédia + EPM; teste ANOVA uma via. **p < 0,01.
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4.8.2.7 Quantificacdo da peroxidacdo lipidica através das concentracbes de

substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

A exposicdo ao TBT durante quinze dias exerceu efeito sobre a peroxidagao
lipidica em tecido adrtico, visto que, proporcionou um aumento das concentracdes
de TBARS comparado com a peroxidacao lipidica em tecido aortico do grupo
Controle (Controle: 7,53 = 1.02; TBT: 12,33 + 0,81 mol/mg proteina n=3-5 p < 0,05)
(Figura 22).

)

Ina
[any
al

J
*

1 Controle (n=3)
Bl TBT (n=5)

e

10+

TBARS (nmol/mg prote
al

Figura 22: Avaliacdo da peroxidacao lipidica dos anéis de aorta de ratas dos grupos Controle e
TBT. O nimero de animais estd demonstrado entre parénteses. Dados expressos em média +

EPM. *p < 0,5, Teste t de Student ndo pareado.

4.9 Quantificacdo da deposicdo de colageno na aorta através pela coloracédo

picrosirius red.

A deposicdo de colageno, identificada pela coloragéo picrosirius red, foi maior
nas aortas das ratas expostas ao TBT durante quinze dias quando comparado com
as aortas das ratas Controles (Controle: 84,27 + 2,32; TBT: 103,87 £ 1,93, n =5, p <
0,001) (Figura 23).
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Figura 23: Imagem representativa da densidade superficial de colageno em segmentos de aorta
de ratas dos grupos: (A) Controle e (B) TBT. (C) Grafico com percentuais da deposi¢cdo de

colageno. Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado. ***p < 0,001. Barra = 20 pum.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foram investigados os efeitos vasculares da exposi¢do ao TBT
500 ng/kg em ratas fémeas com ciclo estral normal, avaliando possiveis
mecanismos envolvidos na resposta vasoconstritora alterada da aorta. Os resultados
demonstraram que a exposicdo ao TBT 500 ng/kg de ratas Wistar fémeas, durante
quinze dias, diminui a concentragdo de E; no soro e induzindo anormalidades na
aorta, como aumento da reatividade vascular ao KCI e a felinefrina, diminuicdo do
relaxamento vascular induzido pela ACh (dependente do endotélio) e pelo NPS
(independente do endotélio). Ademais, os resultados da reatividade vascular foram
associados com um desequilibrio dos fatores endoteliais, como o aumento da

biodisponibilidade de NO e da producéo de radicais livres como 0 O," e 0 H,0..

A exposicdo de TBT produziu um aumento transitério da massa total de
gordura que ndo foi mantida apés o dia 60 do periodo de tratamento. Porém, a
exposicao ao TBT nédo foi capaz de promover alteracdo significante no peso corporal
e a ingestao de alimentos dos camundongos (PENZA et al., 2011). Em concordancia
com 0 nosso resultado de avaliacdo ponderal, que demonstrou que a exposi¢cao ao

TBT nao modificou o peso corporal das ratas.

Nesta pesquisa houve uma diminuicdo do nivel de E; no soro, induzida pela
exposicao ao TBT. Varios estudos reportaram que o horménio E, tem um importante
papel em na aorta, tanto nhas CMLVs como nas células endoteliais, a fim de controlar
a funcd@o vascular, promovendo assim, uma prote¢cdo cardiovascular através de
efeitos diretos e indiretos na parede do vaso (CHENG et al., 1994, BARBACANNE
1999; TOSTES et al.,, 2003). Barbacanne (1999) demonstrou que o E; é um
horménio esteroide ovariano que foi capaz de modular os mecanismos responsaveis
do relaxamento e da contracdo dependente do endotélio (CHENG et al., 1994,
CERAVOLO et al., 2012). Barbacanne (1999) reportou que a reposicao de E, &
capaz de originar uma diminuicdo da producdo de O," em ratas ovariectomizadas,

promovendo uma melhora da reatividade vascular.

Outros estudos demonstraram que um desequilibrio das vias do estresse
oxidativo pode prejudicar a reatividade vascular (SAGREDO et al, 2013;

CAMPOREZ et al., 2011). Similarmente, estudos do nosso laboratério relataram que
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uma exposi¢cdo ao TBT a uma concentracdo de 100 ng/kg reduziu em 31,56% as
concentracbes plasmaticas de E, comparado com as ratas do grupo Controle
(RODRIGUES et al., 2014). Em concordancia com os resultados anteriores, 0
presente estudo demonstrou que a exposicdo a uma maior concentracdo de TBT
(500 ng/kg) durante quinze dias também diminuiu as concentracdes de E; no soro,
sugerindo que esta reducdo do E, pode prejudicar a reatividade vascular desse
modelo experimental. Correlacionando as concentracdes de E, de ambos os grupos,
podemos observar que as variacdes das concentracdes de E, ndo foram dose-
dependentes, sugerindo uma ac¢éo direta do TBT no tecido aortico ou agéo de outro

mecanismo ainda ndo estudado.

A aorta € uma artéria de condutancia e a sua regulacao vascular € atribuida a
véarios fatores (FURCHGOTT, 1983; HUTCHINSON et al., 1987; VANHOUTTE,
1988). Uma possibilidade é que o meio ambiente também interfere na reatividade
vascular, pois estudos experimentais tém sugerido uma associacdo dos elementos
contaminantes do meio ambiente, cadmio, chumbo e TBT, com a disfuncéo vascular
(FIORIM et al., 2012; ALMENARA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014; RODRIGUES
et al., 2014). Poucos estudos tém demonstrado uma discrepancia da reatividade
vascular de aorta apos acdo de OTs (SOLOMON & KRISHNAMURTY, 1992; ALLY
& REUHL, 1993; RODRIGUES et al., 2014). Solomon and Krishnamurty (1992)
demonstraram que incubacdes de anéis de aorta de ratos de ambos 0s géneros com
TBT nas concentracdes 10° e 107 M durante o tempo de 1 h ndo interferem na

contracdo promovida pela norepinefrina e no relaxamento induzido por NPS.

No entanto, o mesmo estudo demonstrou que o TBT produziu uma inibicdo
dose-dependente do relaxamento de artérias aortas promovido pelo peptideo
natriurético atrial acompanhado por uma inibicdo paralela da geracdo de
Monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) induzida pelo peptideo natriurético atrial.
Nosso laboratério demonstrou anteriormente que ratas fémeas expostas a baixa
concentracdo de TBT (100 ng/kg), durante quinze dias, apresentaram uma
diminuicdo da reatividade vascular de anéis de aorta a felinefrina dependente do
endotélio (RODRIGUES et al., 2014). Os resultados do presente estudo revelaram
gue aorta de ratas expostas ao TBT 500 ng Kg apresentaram aumento da resposta
contratil ao KCI (75 mM) e a felinefrina, sugerindo que a exposicdo de ratas ao TBT

promoveu uma leséo vascular, principalmente do musculo liso vascular.
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Além disso, o relaxamento induzido por ACh e NPS foram reduzidos em anéis
de aorta de ratas expostas ao TBT em nosso estudo. O prejuizo do relaxamento de
aorta tem sido demonstrado na literatura, principalmente uma reducdo do
relaxamento induzido pela ACh. Este dano tem sido associado com doencas
cardiovasculares, como o infarto do miocardio induzido pela oclusdo de artéria
coronaria em ratos (SARTORIO et al., 2005) e hipertensdo arterial induzida pela
exposicao de acetato de chumbo em ratos (MARQUES et al.,, 2001). Da mesma
forma, o prejuizo do relaxamento dependente e independente do endotélio foi
observado em ratos expostos ao cadmio e acetato de chumbo durante 30 dias
(ALMENARA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014).

Em outro estudo, utilizando uma exposicdo a concentracdo semelhante de
TBT, observou-se uma desnudacéo da superficie endotélial e nimero de mastocitos
aumentados em artérias coronérias de ratas (DOS SANTOS et al., 2012). Por outro
lado, para avaliar a participacdo do endotélio na resposta da reatividade vascular,
comparamos a magnitude das respostas dos anéis de aorta com endotélio e apos a
remocdo mecanica (sem endotélio). Os resultados demonstraram que houve
diferenca entre a reatividade vascular da aorta de ratas do grupo Controle e ratas do
grupo TBT. Estes achados sugerem que a capacidade do endotélio em modular
negativamente a resposta contratil induzida pela felinefrina foi preservada, apesar da
exposicdo ao TBT. Ao avaliar a superficie endotelial pelo método de MEV também
encontramos uma desnudacdo da superficie endotelial e acumulacdo de glébulos
vermelhos, plaquetas, fibrina e sinais de inflamacdo em artérias aorta de ratas

expostas ao TBT.

As células endoteliais vasculares geram NO a partir da L-aginina, promovendo
uma resposta de relaxamento por mecanismos de acgao intracelular nas CMLVs
(PALMER e MONCADA, 1988). A exposicado a metais como o cadmio e o acetato de
chumbo por trinta dias aumenta a resposta vasoconstrictora a felinefrina associada
com uma reducdo da producdo de NO em anéis de aorta de ratos (ALMENARA et
al.,, 2013; SILVEIRA et al.,, 2014). Rodrigues et al., 2014 demonstraram que a
exposicdo a baixa concentracédo de TBT (100 ng/kg) reduziu a producédo de NO. Em
contrapartida, no presente estudo apos incubagdo com L-NAME, que é um inibidor
da NOS, observamos que ele foi capaz de aumentar a reatividade vascular em

ambos 0s grupos como esperado, porém a magnitude da reposta foi maior nos anéis
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de aorta de ratas do grupo TBT comparado com as ratas do grupo Controle. Estes
resultados sugerem que, diferente do que ocorreu na exposicdo a baixa
concentracdo de TBT, a producéo ou a biodisponibilidade de NO esta aumentada na
aorta dos animais expostos ao TBT 500 ng Kg por 15 dias.
Sugerindo um papel importante para o NO vascular como um mecanismo de

compensagao para 0 aumento na via de vasoconstritores que é ativada pela

exposicao ao TBT.

Diversos estudos demonstraram que a exposi¢cdo ao TBT induziu o aumento da
geracdo de estresse oxidativo, bem como EROs, com subsequentes danos
oxidativos em diversos sistemas como o vascular, neural, reprodutivo, imunolégico,
células linfécitos-T e neuroblastoma em modelos in vivo e in vitro (ISHIHARA et al.,
2012; KATIKA et al., 2011; KATO et al., 2013; ISOMURA et al., 2013; MITRA et al.,
2014, RODRIGUES et al., 2014, NISHIMURA et al., 2015). De modo semelhante,
nossos dados demonstraram um aumento da producdo de EROs em aorta de ratas
pertencentes ao grupo TBT quando comparado com a aorta de ratas do grupo
Controle. Adicionalmente o inibidor da NADPH oxidase, bem como a SOD,
alopurinol, tiron e catalase reduziram, em maior magnitude, a resposta
vasoconstrictora induzida pela felinefrina somente em aorta de ratas do grupo TBT
sugerindo que ambos, O,” e H0O,, estdo envolvidos principalmente nas
anormalidades vasculares promovidas pela exposi¢céo ao TBT.

A disfuncéo endotelial foi associada com aumento da producéo de EROs, como
descrito em muitas doencas cardiovasculares, incluindo aterosclerose,
hipercolesterolemia, hipertensao, diabetes e insuficiéncia cardiaca. (DURANTE et
al., 1988; OHARA et al.,, 1993; CARDILLO et al.,, 1997; ZALBA et al., 2000).
RODRIGUES et al., (2014) demonstraram gue a exposicdo durante quinze dias com
TBT em baixas concentracdes (100 ng/kg) aumentou a atividade da NADPH oxidase
consequentemente produzindo concentragcdes maiores de EROs em anéis de aorta.
De comum acordo com nossos resultados, Tang et al., (2007) demonstraram que a
acdo de EROs nas células endoteliais de aorta podendo ser uma acdo de fatores

derivados do endotélio que promovem vasoconstrigao.

A via NADPH oxidase é uma importante fonte de producdo de EROs na

vasculatura, produzindo O,", utilizando a NADPH oxidase como doador de elétron
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(GUZIK et al., 2000b). Em nosso estudo, a incubacdo com a apocinina (inibidor da
NADPH oxidase) reduziu significantemente a resposta contratil a felinefrina dos
anéis de aorta das ratas pertencentes do grupo TBT, quando comparada com anéis
de aorta de ratas do grupo Controle, sugerindo um aumento da atividade local da
NADPH oxidase. Tem sido demonstrado que a biodisponibilidade de NO foi
prejudicada pela reacdo com O, promovendo uma resposta vasoconstrictora em
varios vasos, como resultado uma producdo de ONOO™ (KARBACH et al., 2014;
SCHESCHOWITSCH et al., 2015). Entretanto, a biodisponibilidade de NO pode
estar normal ou até mesmo elevada, embora sua degradacao esteja potencializada

devido ao aumento na producéo de radicais livres (BRIONES et al., 2002).

O ONOO™ gerado no meio extracelular; que tem um 1,9 segundo de meia-vida,
pH 7,4 que permite a difusdo ao longo de varios diametros de células, que se
decompde para gerar um potente oxidante semelhante ao HO-+ na reatividade
vascular (LYNCH & FRIDOVICH, 1978). Nossos dados demonstram uma diminuicdo
da reatividade vascular a felinefrina apés a incubacdo com a catalase (varredor de
H,O,) nos anéis de aorta de ratas expostas ao TBT. Além disso, nos avaliamos a
producéo local de O,” com e sem a presenca do endotélio pelo DHE. O sinal da
intensidade de fluorescéncia na camada média foi maior em anéis de aorta do grupo
TBT quando comparada ao grupo Controle. A exposicdo ao TBT foi capaz de
aumentar a producdo “in situ” de O, na aorta. Ap6s a remocdo mecanica do
endotélio o sinal da intensidade de fluorescéncia dentro da camada média também
foi maior em anéis de aorta de ratas do grupo TBT, ndo havendo diferenca entre a
intensidade de fluorescéncia entre anéis de aorta com endotélio e sem endotélio.
Estes resultados sugerem que a deteccédo da producgéo de O," “in situ” foi maior no
musculo liso de aorta de ratas expostas ao TBT. Corroborando com nosso resultado,
ratas expostas ao TBT em baixa concentracdo (100 ng/kg) durante quinze dias

apresentaram aumento da producéo de O, “in situ”. (RODRIGUES et al., 2014).

As reacOes de radicais livres com lipidios da membrana celular provocam
aumento do estresse oxidativo (JANIECK et al., 1985; CHEESEMAN et al., 1988).
Esta alteracdo provocada pela peroxidacdo lipidica inativa enzimas e receptores
ligados a membrana, aumenta a permeabilidade de varios tecidos e pode promover
uma leséo celular (POLI et al., 1985; JANERO & BURGHARDT, 1989). RAKESH et

al., (1996) demonstraram que o modelo de ratos diabéticos tiveram um aumento de
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peroxidacdo lipidica em tecido adrtico, como demonstrado pelo aumento das
concentragbes de TBARS. Estudo recente demonstrou um aumento das
concentractes de TBARS em tecido cerebral de modo dose-dependente, observado
apos sete dias de exposicdo ao TBT nas concentracbes de 10, 20 e 30 mg/Kg
(MITRA et al., 2014). De acordo com estes resultados, nossos dados mostraram um
aumento das concentragcbes de TBARS no tecido de aorta de ratas expostas ao
TBT. Assim, o aumento do estresse oxidativo pode ser atribuido a exposicao das

ratas ao TBT durante quinze dias.

Diversos estudos relataram que doenca metabdlica ou exposicdo a
xenobidticos podem levar a anormalidades morfolégicas da aorta (YOSHIZUKA et
al., 1992; DOS SANTOS et al., 2012; AGUADO et al., 2013; DIAZ et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2014). Em ratos diabéticos foram observados irregularidades da
artéria aorta, tais como um aumento da espessura da parede vascular, fibrose
perivascular e deposicdo de colageno com fragmentacdo e desarranjo das fibras
elasticas (Tl et al., 2015). Yoshizuka et al., (1992) investigaram alteracdes da aorta,
assinalado como inchaco das mitocondrias das células endoteliais apds 4 horas a
exposicao a o6xido de tributilestanho (0,05 ml/kg). Nosso laboratério, anteriormente,
demonstrou uma reducdo da area de parede da aorta e um aumento da deposicao
de coldgeno em ratas fémeas expostas ao TBT (100 ng/kg) durante quinze dias
(RODRIGUES et al., 2014).

A aorta de ratas expostas com TBT 500 ng Kg por 15 dias apresentou aumento
da deposicdo de colageno, superficie endotelial irregular e acumulo de glébulos
vermelhos, plaquetas, fibrina e sinais de inflamacdo vascular. Em concluséo, os
resultados deste estudo demonstraram que a exposicao durante quinze dias com
TBT na concentracdo de 500 ng/kg aumenta o estresse oxidativo da aorta, a
reatividade vascular a fenilefrina e diminui o relaxamento dependente e
independente do endotélio induzido por ACh e NPS, respectivamente. Essas
disfuncdes vasculares também foram associadas com anormalidades morfologicas
em anéis de aorta, como o endotélio desnudado, sinais inflamatérios e aumento da
deposicao de colageno. Portanto, a exposi¢cdo ao TBT poderia ser considerada um

importante fator de risco para doencga cardiovascular.
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6 CONCLUSAO

A exposicao de ratas ao TBT (500 ng/kg) durante quinze dias, concentragao
encontrada no meio ambiente e que esta acima do limite considerado seguro pela
OMS, alterou concentracdo sérica de E, e a reatividade da aorta. Neste estudo, o

TBT (500 ng/kg), alterou as concentracdes de E, e a reatividade vascular.

O aumento da reatividade da aorta a felinefrina esta associado com o aumento
da deposicao de colageno, da producdo de EROs, da biodisponibilidade de NO,
apesar do endotélio estar desnudado com sinais de inflamacdo, reforcando a
hipétese de que esse metal deve ser considerado um fator de risco para doencas

cardiovasculares.
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