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O aluminio (Al) é o metal mais comum da crosta terrestre, e sua elevada
biodisponibilidade o torna um importante contaminante ambiental. O Al pode se
acumular em varios 6rgaos e tem sido associado a diversas doencas, principalmente
neurodegenerativas. Entretanto, pouco ainda se sabe sobre seus efeitos no sistema
cardiovascular. Assim, este estudo investigou os efeitos da exposicdo aguda ao
cloreto de aluminio (AICIs) sobre a pressédo arterial, o estresse oxidativo e a
reatividade vascular de ratos. Para tal, ratos Wistar foram divididos nos grupos:
Untreated: veiculo (agua ultrapura, ip) e AIClz: dose Unica de AICIz (100 mg/kg ip). A
pressédo arterial sistélica e diastolica foi avaliada em ratos anestesiados por meio de
canulacdo da artéria carétida imediatamente antes a administracdo do AIClz e apos
1h. A reatividade de aorta foi realizada em banho de 6rgéos e curvas concentracao-
resposta para acetilcolina, nitroprussiato de soédio e fenilefrina foram obtidas na
presenca e auséncia de endotélio, L-NAME (inibidor da oxido nitrico sintase),
apocinina (inibidor da NADPH oxidase), TEA (blogueador dos canais de potassio) e
SOD (scavenger de anion superéxido). A producdo de Oxido nitrico (NO) foi
mensurada em artérias; espécies reativas de oxigénio (EROs), malondialdeido
(MDA) e niveis de tibis ndo-proteicos foram avaliados no plasma, assim como as
atividades da superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase e
glutationa-S-transferase (GST). A concentracao sérica de aluminio ap6s uma unica
injecado intraperitoneal de AICIs atingiu 147,7 + 25,0 ug/L; esta exposi¢cdo nédo alterou
a pressao arterial, contudo induziu aos seguintes efeitos: 1) diminuicdo da resposta
vasoconstritora a fenilefrina; 2) aumento da modulacdo endotelial negativa e
biodisponibilidade de NO, bem como a produgcédo de EROs vascular pela NADPH
oxidase, principalmente anions superéoxido; 3) aumento dos niveis de MDA e tidis; 4)



maior atividade da catalase e GST 5) diminuicdo da atividade da SOD. Portanto, a
exposicdo aguda ao AICIs promove alteracdes vasculares, e este efeito parece estar
associado ao aumento da biodisponibilidade de NO e sua ac¢do sobre os canais de
K*, provavelmente atuando como um mecanismo compensatorio sobre o estresse
oxidativo. Estes resultados sugerem que o Al pode ser considerado como um agente
toxico vascular.

Palavras-chaves: Aluminio; reatividade vascular; estresse oxidativo.
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Aluminum (Al) is the most common metal and its high bioavailability points this as an
important environmental contaminant. Aluminum can be accumulated in several
organs and has been associated with several diseases, mainly neurological
disorders. At cardiovascular system, there are not enough evidences of Al-induced
dysfunction. We investigated the effects of acute exposure to aluminum chloride
(AICI3) on blood pressure, oxidative stress and vascular reactivity. Male Wistar rats
were divided into groups: Untreated: vehicle (ultrapure water, ip) and AICls: single
dose of AICIs (100 mg/kg ip). Systolic and diastolic blood pressure were assessed in
anesthetized rats by cannulation of carotid artery immediately before and after one
hour of aluminum administration. Aortic rings reactivity was investigated in isolated
organ bath and concentration-response curves to acetylcholine, sodium nitroprusside
and phenylephrine were performed in the presence and absence of endothelium, the
nitric oxide synthase inhibitor L-NAME, the NADPH oxidase inhibitor apocynin, the K*
channels blocker TEA and the superoxide anion scavenger SOD. Nitric oxide (NO)
released was studied in arteries; reactive oxygen species, malondialdehyde and non-
protein thiol levels were measured in plasma, as well as superoxide dismutase,
catalase, glutathione peroxidase and glutathione-S-transferase activities. Serum
aluminum concentration after a single intraperitoneal injection of AICIz reaches 147.7
+ 25.0 pg/L. This treatment did not change blood pressure, although inducing the
following effects: 1) decreased vasoconstrictor response to phenylephrine; 2)
increased negative endothelial modulation and nitric oxide released as well as
vascular reactive oxygen species production from NADPH oxidase, mainly
superoxide anions; 3) increased malondialdehyde and thiol levels; 4) enhanced
catalase and glutathione-S-transferase activities and 5) decreased SOD activity.
Therefore, AlICIs-acute exposure promotes vascular changes. This effect seems to be



associated with increased nitric oxide bioavailability, possibly acting on K* channels,
seems to occur probably as a compensatory mechanism on oxidative stress. These
results suggest that this metal might be considered as a cardiovascular toxic agent.

Keywords: Aluminum; vascular reactivity; oxidative stress.
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PARTE |

1 INTRODUCAO

1.1 Aluminio

1.1.1 Caracterizagao, propriedades e aplicagdes

A descoberta do aluminio (Al) data de 1808, quando o britanico Humpry
David o nomeou de alumium. Anos mais tarde, em 1821, a bauxita (fig. 1A), minério
mais comum a base de aluminio com 52% de 6xido de aluminio, foi descoberta pelo
francés P. Berthier. A partir de 1850 os estudos evoluiram rapidamente a fim de
produzir o aluminio em larga escala. Por fim, em 1886, Paul Louis Toussaint Héroult
e Charles Martin Hall, desenvolveram um processo eletrolitico que é utilizado até os
dias de hoje na producdo do metal empregando o éxido de aluminio, chamado de
alumina (fig. 1B), como matéria prima (FARNDON, 2001; TOTTEN; MACKENZIE,
2003; ABAL, 2007).

Na forma elementar, o aluminio é um metal que possui cor branca prateada
caracteristica, peso atdbmico 26,98 e numero atdbmico 13 e pertence, na tabela
peribdica, ao grupo lIA. E o metal mais comum e o terceiro elemento mais
abundante na crosta terrestre, porém nao € encontrado isolado no estado natural,
mas na forma de varios silicatos, como a bauxita (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

A alta valéncia do aluminio i6nico (*3) e seu pequeno raio atdmico conferem
a este metal elevada reatividade, condutividade para calor e eletricidade,
maleabilidade, leveza, baixo ponto de fuséo, resisténcia a corrosdo e grande
reciclabilidade (ALDRIDGE; DOWNS, 2011). Por suas caracteristicas fisico-quimicas
e pelo seu baixo custo o Al é utilizado em grande escala no mundo por Varios
setores industriais, com potencial de aplicabilidade praticamente ilimitado.
Atualmente é o metal ndo-ferroso mais largamente utilizado, a extracéo e purificacéo
de Al a partir de sitios geologicos excede a de qualquer outro metal, com excec¢éo do
ferro (USGS, 2014). Devido a versatilidade do metal, a producdo anual mundial de Al
primario (fig. 1C) a partir do alumina expandiu-se rapidamente desde a Segunda
Guerra Mundial, totalizando 52 milhdes de toneladas em 2013 (OECD, 2015).



18

A demanda de Al em paises em desenvolvimento como o Brasil tem
aumentando rapidamente devido a novas aplicacbes do Al e suas ligas em
infraestrutura, transporte, transmissao elétrica e geracdo de energia, inclusive em
industrias do petréleo e petroquimicas (POGUE, 2014). O Brasil € o 4° maior
produtor mundial de bauxita e detentor da 32 reserva mineral; € o 3° maior produtor
mundial de alumina, e o 8° de aluminio primario, com 1.436 mil toneladas produzidas
em 2012 (BRASIL, 2012; CNI, 2012).

Figura 1: Producédo de aluminio.

Fonte: The International Aluminium Institute, 2012.

(A) Amostra de bauxita, principal minério rico em aluminio. (B) Alumina (6xido de aluminio), matéria
prima refinada a partir da bauxita para a produgdo de (C) aluminio primario. (D) Aluminio reciclado
pronto para nova aplicagéo.

O baixo custo, acentuado pela reciclagem, faz do Al um metal altamente
desejavel para a industria. Um grande incentivo para sua reciclagem parece ser o de
que a producdo de Al reciclado utiliza apenas 5% da energia necessaria para
produzi-lo novamente (fig. 1D), j& que a fusdo da sucata exige apenas uma fracao
da energia necessaria para refinar o metal a partir da alumina. Sua extensa
reutilizacdo € um aspecto importante de seu uso continuo, sendo que mais de um
terco do aluminio produzido no mundo atualmente advém de fragmentos reciclados
(IAl, 2009).

Embora o Al possa ser substituido por outros metais em grande parte de
suas aplicacbes, geralmente as substituicbes reduzem a qualidade, eficiéncia,
leveza e capacidade de reciclagem. O magnésio, titanio, aco e cobre, por exemplo,
podem ser empregados como substitutos ao aluminio em transporte terrestre e
engenharia estrutural, em constru¢cdes e em aplicacdes elétricas respectivamente.

Vidro, papel, plastico e aco também costumam ser alternativas comuns para
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embalagens de aluminio (OECD, 2015), porém ndo possuem a propriedade de

reciclagem infinita do aluminio, o que reduz seu custo de producéo.

1.1.2 Exposi¢éo humana

Apesar de sua extensa presenca no mundo, representando cerca de 8% da
superficie da terra (SPARLING; LOWE, 1996), o Al é um metal ndo-essencial aos
seres vivos (KAWAHARA, 2011). Além disso, devido aos possiveis efeitos toxicos
tem sido motivo de preocupacgéo e levou a um crescente interesse mundial sobre
este metal. A elevada disponibilidade de Al o aponta como um importante
contaminante do ambiente, uma vez que a exposi¢do ao Al é inevitavel nos dias de
hoje.

Além da exposicdo através da agua tratada e de utensilios domésticos para
o preparo de alimentos, o aluminio é encontrado também em embalagens e aditivos
alimentares, medicamentos antiacidos, vacinas, antitranspirantes, dialisado renal e
nutricdo parenteral (OLIVEIRA et al., 2010; DARBRE et al., 2011; EL-SAYED et al.,
2011; SHAW et al., 2013).

A absorcédo do aluminio pode se dar pelas vias oral, inalatoria, transdérmica
e parentérica. Cada uma das superficies externas do corpo, especialmente pele e
mucosa nasal, além de pulmfes e trato gastrointestinal, ja& foram consideradas
barreiras que impediam a absorcdo e acumulo sistémico de Al; porém, hoje sabe-se
que sao as principais vias de absorcdo do metal e uma fonte que contribui
diretamente para o peso corporal total de Al. Do mesmo modo, estas rotas também
sdo alvos para a atividade biolégica e, consequentemente, a toxicidade deste metal
(EXLEY, 2013).

O sulfato de aluminio é utilizado mundialmente nas companhias de
tratamento de agua para abastecimento como agente floculante, precipitando
materiais particulados inorganicos e microrganismos para filtracdo (WHO, 2003).
Diariamente, a média de ingestdo de Al a partir da agua pode variar de 80 até 224
Mg (ATSDR, 2008). Segundo a Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude, as
concentracbes de aluminio em &gua prépria para consumo humano ndo devem
extrapolar o valor maximo permitido de 200 upg/L. No entanto, niveis acima do
permitido ainda sdo encontrados tanto em agua tratada (FREITAS et al., 2001)

guanto em agua de rios. Pereira et al. (2007), encontraram 356,04 ug/L de Al nas
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aguas do rio Murucupi no estado do Pard, concentracdo acima da estabelecida pela
resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) que é de até 100
Mo/L. Estes valores elevados podem estar sendo provocados pela poluicdo
antropogénica causada por lixdes, fossas e despejos oriundos da producédo de
aluminio, que pode levar a uma contaminacgéo do lencol freético, com consequente
contaminacdao de cultivos e animais.

Nos seres humanos, alimentos e bebidas contendo aluminio compreendem
a maior exposicdo diaria, porém a composicdo e a acidez da dieta modulam a
disponibilidade do metal (BECARIA et al., 2002). O adulto pode absorver
aproximadamente 0,5% de uma ingesta de 5 a 10 mg/dia presentes em uma dieta a
partir de alimentos naturais, porém este valor parece ser maior e esta sendo revisto
(TOMLJENOVIC, 2011). Este Al que atinge o sistema circulatério pode se ligar as
proteinas e ser eliminada por via renal. No entanto, principalmente em individuos
com disfuncéo renal, ou rins ainda imaturos, como o de neonatos, o Al pode se
acumular no organismo (YUAN et al.,, 2012). De igual forma, quando ingerido em
doses excessivas, pode ocorrer acumulo do metal, especialmente no tecido 6sseo,
figado, rins, coracdo, sangue e encéfalo (MAROUANI et al., 2007; BANKS et al.,
2006; GEYIKOGLU, et al., 2012; MAILLOUX, 2011).

Na industria alimenticia, onde compostos de Al sédo frequentemente
utilizados, desde 2007 o Comité Cientifico Internacional de Especialistas em Aditivos
Alimentares (JECFA) estabeleceu limite semanal de compostos de aluminio a partir
de alimentos de 1 mg/kg, incluindo aditivos alimentares. No entanto, o consumo
diario de alimentos contendo aditivos de Al pode chegar a 100 mg/dia (SAIYED,;
YOKEL, 2005). Além do Al ingerido através da agua, alimentos naturais e
industrializados, ocorre também a ingestdo de até 2 mg/dia do metal a partir de
utensilios de cozinha e embalagens alimenticias (ATSDR, 2008). Ainda, individuos
qgue utilizam regularmente antiacidos, analgésicos e outros farmacos que contém
aluminio, podem ingerir até 5 g/dia além do habitual (WHO, 2011).

Outra fonte de exposicdo ao Al comum e que pode ter repercussdes
negativas aos seres humanos é o uso de antitranspirantes que possuem sais de
aluminio em sua composicdo. Sua aplicacdo diaria na regido axilar fornece um
elevado tempo de vida e nivel de exposicéo especifico na regido mamaria em torno
de 70 mg/dia (FLAREND, 2001). Apesar de oO6rgdos regulamentadores
estabelecerem niveis maximos o metal, como o Food and Drug Administration (FDA)
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que limita presenca maxima de 25% de cloridrato de aluminio nos antitranspirantes
(FDA, 2003), elevados niveis de Al no fluido cistico mamario tém sido relacionados
ao cancer de mama (DARBRE et al., 2011).

Recentemente, o aumento de adjuvantes de Al presentes em vacinas tem
sido relacionado com a prevaléncia de transtornos do espectro autista em alguns
paises, porém ndo ha um consenso sobre a relacdo causal entre ambos (SHAW,
TOMLJENOVIC, 2013). O que se sabe € que ha sim uma grande exposicédo ao Al no
inicio da vida, e a imunizacdo é um dos fatores contribuintes. Os neonatos ja
nascem com um peso corporal sisttmico de aluminio que logo no inicio da vida
eleva-se pela ingestdo dietética de leite materno e formulas infantis, que podem
conter em média 40 ug/L e 225 ug/L de Al, respectivamente. Vacinas e imunizacfes
para tratamento contra alérgenos contendo adjuvantes de aluminio também podem
contribuir para este aumento da carga corporal de Al (KEITH et al.,, 2002).
Baseando-se no calendario de vacinacdo dos Estados Unidos, uma crianca de dois
meses é exposta a 172,5 pg/kg Al, a maior quantidade quando comparada a outras
faixas etarias, como um adulto que recebe apenas 7,1 pug/kg Al (TOMLJENOVIC;
SHAW, 2011). Flarend (2001) refere que um individuo pode receber até 4,56 mg de
Al em um dia a partir de imunizacfes. Porém, ainda ndo se sabe se a imunizacao
continua promove acumulo progressivo do metal em criancas. Bohrer et al. (2014)
através da medida de concentracdo de Al em amostras de cabelo ndo encontraram
correlacao significativa entre vacinacdo e idade em criancas brasileiras imunizadas.

A exposicao ao Al através da dieta no inicio da vida pode ocorrer de outra
forma, principalmente em neonatos pré-termo. A nutricdo parenteral (NP), utilizada
em individuos que estdo incapacitados de receber alimentacéo via oral ou enteral, é
um processo em que todos os nutrientes necessarios sdo administrados por via
intravenosa. Estudos recentes tém demonstrado contaminagdo de solucdes
parenterais por aluminio acima de 25 ug/L, limite considerado seguro pelo FDA. De
acordo com este 6rgdo, pacientes com insuficiéncia renal que recebem niveis
parenterais de aluminio acima de 4 pug/kg/dia acumulam o metal em niveis
associados a toxicidade 6ssea e do sistema nervoso central (BOHRER et al.,2003;
OLIVEIRA et al., 2010; VEIGA et al., 2013).

Pacientes com insuficiéncia renal crénica requerem o uso da dialise renal
por longo periodo de tempo, e ao longo dos anos, estes pacientes tendem a

apresentar elevada concentracdo sanguinea de aluminio (hiperaluminemia) e a
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acumular este elemento nos tecidos (OLIVEIRA et al., 2005). A intoxicacdo por
aluminio em pacientes hemodialiticos ocorre quando a concentracdo sérica do metal
€ superior a 60 ug/L (K/DOQI, 2003), enquanto que para individuos sadios esta
concentracdo deve ficar abaixo de 10 pg/L (ATSDR, 2008). A fim de evitar as
consequéncias desta intoxicacdo, como a encefalopatia dialitica, 6rgdos mundiais
regulamentam esta terapia, e em nosso pais a RDC N° 11 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece normas para o funcionamento de clinicas
de hemodialise (HD), preconizando mensuracdo semestral de Al na agua utilizada,
com valor maximo permitido de 10 pg/L. Este mesmo valor é recomendado pela
American National Standards Institute (2011) e adotada no mundo; no entanto,
atualmente ainda sdo encontrados niveis acima do recomendado em paises em
desenvolvimento (BRAIMOH et al., 2012; AL-NASERI, et al., 2013). A contaminacéo
humana também pode ocorrer em casos de avaria mecanica no equipamento de
HD, como relatado por Barata et al. (1996) onde pacientes em HD encontravam-se
com niveis séricos de Al extremamente elevados (506 + 253 pg/L), e por Ryan et al.
(2008) quando o nivel sérico basal de Al dos pacientes passou de 16 pg/L para 237
Mo/L.

O aluminio presente na NP assim como no dialisato renal, por sua via de
administracdo, contorna protecdes naturais como pele, trato respiratério, e trato
gastrointestinal, podendo mais facilmente depositar-se nos tecidos. Cerca de 40%
do aluminio presente na infusdo intravenosa é retida em adultos, e até 75% em
recém-nascidos (KLEIN, 1995). Além disso, uma vez absorvido, ele permanece no
organismo por um longo periodo de tempo. Priest et al. (1995) relataram que a meia-
vida do metal é de até sete anos, e em ratos, Rawy et. al. (2013) encontraram meia-
vida de 30,7 dias no figado, 28,5 nos rins, 85,7 no cérebro, 16,5 no intestino e 19
dias no soro.

Considerando que o aluminio forma compostos hidroxil altamente insolaveis
em pH neutro, uma quantidade do aluminio ingerido pode ser excretada nas fezes,
possivelmente apos sete dias (PRIEST et al.,, 1995). Uma vez que o metal é
absorvido, pode ser parcialmente excretado na urina ou na bile, dependendo da via
de administracdo e da dose do metal. Para niveis dietéticos normais de exposi¢ao
de aluminio, o sistema biliar parece ser a principal via de excrecdo até cerca de
26,98 mg de aluminio, quando este sistema € saturado e a excrecdo renal assume

este importante papel. Aproximadamente 90% da excrecdo de aluminio pelos rins
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ocorre em torno de 48 horas ap0s a exposicdo (BECARIA et al.,, 2002).
Recentemente, um estudo sugeriu que o suor pode ser a maior via de excrecdo do
aluminio sistémico do organismo, o que coloca em questédo a pratica de impedir a
transpiracdo utilizando antitranspirantes, em sua grande maioria a base de aluminio
(MINSHALL et al., 2014).

1.1.3 Efeitos tdxicos nos sistemas

Devido a sua extensa utilizagdo, sédo crescentes 0s niveis de exposicdo dos
seres humanos ao aluminio em suas variadas formas sujeitando a populacdo aos
seus efeitos danosos. O Al é potencialmente tdéxico ao organismo promovendo
acOes pro-oxidantes, inflamatorias, imunogénicas e mutagénicas, podendo se
acumular e causar alteracbes fisiopatoldégicas em diversos érgaos e sistemas
(RUIPEREZ et al., 2012; OESTERLING et al., 2008; DARBRE et al., 2011; SHAW et
al., 2013).

Sdo caracteristicas de um ambiente oxidativo a peroxidacdo lipidica,
oxidagdo de proteinas, reducdo de fluidez de membrana, diminuicdo acentuada da
atividade mitocondrial e alteracdes de estado redox, disfuncdes estas todas ligadas
a toxicidade do Al (MAILLOUX et al., 2011). Deste modo, o Al demonstra sua
influéncia pré-oxidante criando um ambiente oxidativo intracelular, situacéo favoravel
as principais complicacdes biologicas e doencas.

Exley (2004) sugere que a atividade pré-oxidante do aluminio, exercida em
concentracfes de exposicdo encontradas no organismo humano, seja por meio da
formacédo de radicais semi-reduzidos aluminio-superéxido, AlO22*, AI(OH)(O2)* e
Al(OH)2(0O2). Estes complexos poderiam, além de acelerar oxidacdes bioldgicas
como a oxidacao de NADH, promover a reacdo de Fenton através da reducdo do
Fe3* a Fe?*, o que impulsionaria oxidacdes biolégicas conduzidas pelo ferro, como a
peroxidacao lipidica (RUIPEREZ et al., 2012), como pode ser visto na figura 2.

Estas atividades podem ser mais pronunciadas em estados de doenca em
qgue o aluminio tem sido implicado. De fato, niveis elevados de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e consequente dano oxidativo foram encontrados no figado, rins
(GEYIKOGLU, 2012) e cérebro (YUAN, 2012) de ratos expostos ao Al. Estudos
recentes demonstram que a exposicdo ao metal pode estar associada a varias

doencas, como a anemia, quando o Al compete com o ferro em diferentes fases da
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eritropoiese, incluindo a ligacéo a transferrina (BECARIA et al., 2002; MAROUANI et
al., 2007). Na osteomaldcia, o Al pode inibir a remodelacdo éssea e reduzir a
atividade e diferenciacdo dos osteoblastos, além de inibir a sintese e secrecdo de
horménios envolvidos no processo de mineralizacdo o6ssea (LI et al., 2011).
Comportando-se como um desregulador endocrino, o Al pode também interferir na
expressdo do gene sinalizador de regulacdo do estrogeno, um importante fator na

incidéncia de cancer de mama (HOUSE et al., 2013).

Figura 2: Atividade pré-oxidante do aluminio.
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Fonte: Adaptado de YUAN et al., 2012.
Representacdo esquemdtica da relacdo entre o aluminio (cinza), espécies reativas de
oxigénio (amarelo), enzimas anti-oxidantes (rosa) e peroxidagéo lipidica.

A exposicdo ocupacional a particulas de Al pode desencadear sintomas
respiratérios, segundo apontam estudos epidemiolégicos com trabalhadores de
refinarias do metal. Tais estudos relatam funcdo pulmonar diminuida e fibrose
pulmonar intersticial nesta populagéo, levando a doengas ocupacionais como asma,
doenca pulmonar obstrutiva crénica e cancer de pulmio (BJOR et al., 2008;
FRITSCHI et al., 2008). Em exposicdo aguda a 8 mg/m® de pé de Al em modelo

animal, Rocha et al. (2010) encontraram ap6s 24 h espessamento dos septos
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interalveolares, colapso alveolar e afluxo de células polimorfonucleares, associada a
alteracdes da mecanica pulmonar, sugerindo inflamacéo respiratoria aguda induzida.

Considerado o elemento neurotdéxico mais abundante ao qual estamos
expostos naturalmente, varios estudos tém relacionado o Al ao aumento do estresse
oxidativo e ao desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, como a Doenca de
Alzheimer (DA) (BHATTACHARJEE et al., 2014). A presenca de Al no nucleo de
neurénios piramidais de tecido hipocampal e a formacdo de emaranhados
neurofibrilares em regides citoplasmaticas ricas em Al foram evidenciadas e
relacionadas a neurotoxicidade em pacientes com DA (WALTON, 2006). Em animais
com DA induzida que foram expostos a tratamento cronico com AICls, niveis
elevados de malondialdeido (MDA), atividade reduzida das enzimas superoéxido-
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx) em hipocampo e coértex
foram encontrados (CHEN et al., 2013). Pesquisas in vivo ja evidenciaram danos
causados pelo Al no sistema nervoso central (SNC) com aumento da permeabilidade
da barreira sangue-cérebro por alteracdes estruturais no endotélio capilar cerebral
(YANG et al., 2008). Na doenca degenerativa de Alzheimer, os agregados -
amiléide podem ter sua formacdo induzida pelo Al através de mecanismo que
envolve producdo de radicais livres e estresse oxidativo (PRATICO et al., 2002)
aumentando a permeabilidade dos agregados através da barreira sangue-cérebro, o
que facilita o acesso as células cerebrais (BANKS et al., 2006) e interrompe o
catabolismo das placas por inibir sua degradacdo proteolitica (SAKAMOTO et al.,
2006). Em estudo de Drago et al. (2008) estes conjugados Al-B-amildide alteraram a
homeostase dos ions Ca*, com consequente inibicdo da respiracdo mitocondrial em
camundongos modelo da DA.

Ainda que a maioria dos estudos relacione os danos causados pelo Al ao
SNC, ha evidéncias que apontam o sistema cardiovascular como um potencial alvo

deste metal.

1.2 Efeitos toxicos de metais sobre o sistema cardiovascular

Nos ultimos trinta anos, houve um aumento do conhecimento da funcéo
vascular, principalmente pelo reconhecimento do papel do endotélio na manutencéo
do tdnus e estrutura dos vasos, através da producdo de multiplos fatores relaxantes

e constritores (SILVA et al., 2000). Quando ha perda de funcdo endotelial, esta
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homeostasia vascular € afetada, deixando 0s vasos mais suscetiveis a
vasoconstricdo, assim como modificacBes aterotromboticas.

O termo disfuncdo endotelial € amplamente utilizado para descrever
qualquer atividade anormal do endotélio (FLAMMER; LUSCHER, 2010), porém é
mais comumente caracterizado por uma alteracdo funcional reversivel da célula
endotelial. Tal disfuncdo pode ser resultado tanto de deficiéncia na producdo de
oxido nitrico (NO), importante fator de relaxamento produzido pelo endotélio, como
de sua menor disponibilidade pela acdo de EROs (VANHOUTTE et al., 2009).

Nas ultimas décadas, os efeitos de metais utilizados nas atividades humanas
tém evidenciado sua toxicidade sobre o sistema cardiovascular. Estudos com
exposicoes a mercurio e chumbo demonstram que estes metais podem induzir
hipertensdo em humanos e animais, alterando a funcdo endotelial e aumentando o
risco cardiovascular (PROZIALECK et al., 2008; FIORIM et al., 2011; RIZZETTI et
al., 2013). Também ja foi verificado que mercuario, chumbo e gadolinio, mesmo em
pequenas concentracdes, podem afetar a reatividade vascular, tendo suas acfes
mediadas pelo endotélio, resultando principalmente em aumento do estresse
oxidativo (VASSALLO et al., 2011).

Estudos prévios demonstraram em animais que o0 estresse oxidativo
causado pela exposicao crbnica ao mercurio reduz a biodisponibilidade do NO e
altera a expressao da enzima NO sintase, levando a aumento da vasoconstricdo e
reducdo da resposta vasodilatadora endotelial (WIGGERS et al., 2008; FURIERI et
al., 2011). A disfuncéo vascular causada por este metal no sistema cardiovascular
pode ser atribuida a ativacdo de varias fontes de EROs, com a NADPH oxidase
desempenhando importante papel (RIZZETTI et al., 2013).

De maneira semelhante, a exposicdo crénica ao cadmio promove aumento
da pressao arterial sistolica (PAS), além de estimular a expressdo da NOX2,
induzindo producdo de anion superoxido pela enzima NADPH oxidase e entédo
reduzindo a biodisponibilidade do NO (ALMENARA et al.,, 2013). A PAS também
aumentou em ratos expostos a chumbo por sete dias. Porém, neste caso, houve
uma diminuicdo da reatividade vascular ocasionada pelo aumento da
biodisponibilidade de NO, confirmado pelo aumento das expressdes proteicas das
enzimas NO sintase endotelial fosforilada (p-eNOS) e NO sintase induzivel (iNOS).

Tal efeito provavelmente se deve a mecanismo regulatorio contra a PAS elevada, o
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que parece ocorrer em estagios iniciais de exposicdo ao chumbo (FIORIM et al.,
2011).

As principais acdes de metais, demonstrado em estudos em animais e
humanos, sdo o aumento da producédo de radicais livres e desequilibrio do estado
redox, dentre outros. Estudos evidenciam que os metais toxicos, mesmo em baixas
doses, podem ser um fator de risco ambiental para doencas cardiovasculares
(PROZIALECK et al., 2008; VASSALLO et al., 2011). O estresse oxidativo, envolvido
na disfuncdo endotelial causada por metais pode contribuir para inflamagéao, dano
vascular e desenvolvimento de aterosclerose. A exposi¢cao continua a estes metais,
seguida da sua absorcdo pode ser perigosa para a funcdo cardiovascular, pois
alteracdes vasculares resultantes dessas acfes podem ser um importante
mecanismo subjacente ao aumento do risco cardiovascular.

No entanto, apesar de bem descrito na literatura o efeito pré-oxidante do Al,
e tomado o fato de que o estresse oxidativo € um grande agente desencadeante de
distarbios cardiovasculares, evento bem notado em intoxicacdes por outros metais,
pouco sabemos sobre o efeito do Al nos vasos.

Os niveis circulantes de alguns metais, como niquel, aluminio e cromo, ja
foram relacionados a placas aterosclerdticas na artéria carétida independentemente
dos fatores de risco cardiovasculares em humanos (LIND, 2012). Em individuos com
doenca renal, Swaminathan et al. (2008) encontraram valores significativos de Al no
coracdo, vasos sanguineos e pele de pacientes que morreram de complicacbes
cardiacas ou vasculares.

Embora os efeitos do Al nas artérias ainda ndo sejam claros, Granadillo et al.
(1995) associam altos niveis plasmaticos do metal a hipertensdo arterial em
individuos sem doenca renal, e estudos relatam existéncia de uma distribuicdo néo
uniforme de Al em artérias humanas, com diferentes concentracbes do metal
(MINAMI et al. 2001; BHATTACHARJEE et al., 2013), além de que em pacientes
com DA h& um gradiente de aumento de concentracdo de Al a partir da aorta para a
artéria cerebral posterior. Em estudo de Gomes et al. (1994), a exposi¢cdo ao metal
reduziu a pressao sistolica, o fluxo coronario, as frequéncias atriais e ventriculares,
além de um atraso na condugéo atrioventricular de ratas adultas. Oesterling et al.
(2008) demonstraram in vitro que nanoparticulas de 6xido de Al podem induzir uma
resposta pro-inflamatéria em células endoteliais, aléem de aumentar adesdo de

monocitos e, assim, apresentar risco a doenca cardiovascular. Diferentemente,
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estudo de Sun et al. (2011), ndo encontrou efeitos significantes na citotoxicidade,
permeabilidade e resposta inflamatoria de células endoteliais cardiacas expostas a
estas nanoparticulas. Porém, até a presente data sdo raros os estudos sobre o

efeito vascular do Al como possivel agente toxico.
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2 JUSTIFICATIVA

A versatilidade do Al e seu uso crescente em diversos tipos de aplicacdes
provoca o aumento de sua disponibilidade quimica em toda a biosfera, implicando
na saude do homem. Ja € bem conhecida sua fungéo pré-oxidante e sua interacao
com EROs produzidas em sua exposicdo, promovendo desequilibrio do estado
redox em Orgaos atingidos pelo metal, jA que também age no sistema de defesas
antioxidante.

Varios estudos apontam as EROs como importantes contribuintes na
patogénese de inumeras doencas cardiovasculares, como hipertensdo e
aterosclerose. Nas ultimas décadas, estudos tem apontado determinados metais tais
como mercurio, cadmio e chumbo como agentes tdxicos capazes de provocar
estresse oxidativo, danos vasculares e desencadear disfungéo endotelial, podendo
progredir para diversas doencas vasculares, o que € favorecido quando a exposicéo
€ continuada ao longo dos anos (WIGGERS et al., 2008; ALMENARA et al., 2013;
SIMOES et al. 2015).

Através de estudos, atualmente sabe-se que o Al promove danos aos mais
diversos sistemas, porém ndo se conhece 0s o0 impacto desta exposi¢cdo na saude
humana. Sabendo que o metal promove o aumento do estresse oxidativo, e que este
€ prejudicial ao sistema cardiovascular, se tornam fundamentais pesquisas no que
se refere a atuacdo do Al in vivo neste sistema, assim como mecanismos de acéo
decorrentes desta forma de intoxicacdo, o que jA € bem descrito em exposicdes a
outros metais.

Assim, este estudo tem como propdsito investigar os efeitos promovidos pela
exposicdo aguda ao cloreto de aluminio sobre a pressédo arterial, o estresse
oxidativo e a reatividade vascular de artérias aorta de ratos, na dose de 100 mg/kg,
de acordo com as estimativas dos valores maximos de exposicao diaria humana ao

Al e niveis de intoxicagdo por hiperaluminemia (OLIVEIRA et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Estudar os efeitos da exposi¢cao aguda ao cloreto de aluminio (AICI3) sobre a

pressdo arterial, a reatividade vascular de artéria aorta e o estresse oxidativo em
ratos.

3.20bjetivos Especificos

Avaliar o efeito da exposi¢do aguda a 100 mg/kg de AICI3 em ratos sobre:

= A concentracdo do metal no soro dos animais expostos;

= A pressdo arterial sistolica e diastdlica;

= A reatividade vascular da artéria aorta, modulacdo endotelial na resposta
contratii a fenilefrina, respostas vasodilatadoras dependentes e
independentes do endotélio, bem como as vias endoteliais envolvidas
nessa resposta,;

= A atividade oxidante e antioxidante plasmética.
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Abstract

Aluminum (Al) is the most common metal and its high bioavailability points this as an
important environmental contaminant. Aluminum can be accumulated in several
organs and has been associated with diseases, mainly neurological disorders. At
cardiovascular system, there are not enough evidences of Al-induced dysfunction.
We investigated the effects of acute exposure to aluminum chloride (AICI3s) on blood
pressure, oxidative stress and vascular reactivity. Male Wistar rats were divided into:
Untreated: vehicle (ultrapure water, ip) and AICIs: single dose of AICI3 (100 mg/kg ip).
Systolic and diastolic blood pressure was assessed in anesthetized rats through
cannulation of carotid artery before and after one hour of aluminum injection. Aorta
reactivity was analyzed in isolated organ bath and concentration-response curves to
acetylcholine, sodium nitroprusside and phenylephrine were performed in presence
and absence of endothelium, nitric oxide synthase inhibitor L-NAME, NADPH
oxidase inhibitor apocynin, potassium channels blocker TEA and superoxide anion
scavenger SOD. Nitric oxide released was studied in arteries; reactive oxygen
species, malondialdehyde and non-protein thiol levels were verified in plasma, as
well as superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase and glutathione-S-
transferase activities. Serum aluminum concentration after a single intraperitoneal
injection of AICls reaches 147.7 + 25.0 pg/L; this treatment did not change blood
pressure, although inducing the following effects: 1) decreased vasoconstrictor
response to phenylephrine, 2) increased negative endothelial modulation and nitric
oxide released as well as vascular reactive oxygen species production from NADPH
oxidase, mainly superoxide anions; 3) increased malondialdehyde and thiol levels; 4)
enhanced catalase and glutathione-S-transferase activities and 5) decreased SOD
activity. Therefore, AlCls-acute exposure promotes vascular changes. This effect
seems to be associated with increased nitric oxide bioavailability, probably acting on
K* channels, seems to occur probably as a compensatory mechanism on oxidative
stress. These results suggest that this metal might be considered as a cardiovascular

toxic agent.
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Introduction

Aluminum (Al) is the third most abundant element in the Earth’s crust and the
most common metal, representing approximately 8% of the Earth’s surface [1]. Al is
not an essential metal to life [2], however the high availability of Al points to this metal
as an important environmental contaminant and increases to potential toxic for
human exposure [3-5]. The major sources of Al exposure include food additives,
antacids, vaccines, hemodialysis solution and total parenteral nutrition [6,7].
Especially, the presence of Al in intravenous solutions, such as parenteral nutrition
(PN) and hemodialysis (HD) fluids are responsible for elevated exposure to this
metal. The Al concentration in PN can reach 135 pg/L [6], while the maximum
considered safe by the Food and Drug Administration (FDA) is 25 pg/L [8]. Moreover,
acutely aluminum-intoxicated HD occurs when serum Al concentration exceed 60
Hg/L in HD patients [9], and sometimes can reach 237 ug/L [10].

Furthermore, Al compounds can be accumulated in several organs [5], and
has been associated with several diseases such as osteopenia [11], microcytic
anemia [12] and neurological disorders [7,13]. Regarding the cardiovascular system,
there are not enough evidences of Al-induced cardiovascular dysfunction; however, it
is known that Al can be strongly accumulated in cerebral arteries [14,15].

The underlying mechanisms of Al toxicity are not entirely clear; however, they
are apparently related to their pro-oxidant effects. Al can induce oxidative stress by
promoting an imbalance between enzymatic / non-enzymatic antioxidant defenses
and reactive oxygen species (ROS) generation, thus facilitating peroxidative
reactions in membranes [16]. In vessels, the most important sources of ROS are
NADPH oxidase, xanthine oxidase, mitochondria and, under certain conditions,

endothelial nitric oxide synthase (NOS) [17]. Nitric oxide (NO), a free radical
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produced by NOS, plays a considerable function in vascular homeostasis at
physiological levels. However, NO produced during oxidative stress circumstances
may cause endothelial dysfunction [18], an important risk factor for the development
of vascular disease. This condition may occur when the superoxide anion produced
by uncoupled eNOS reacts with NO, to form peroxynitrite anion.

Although there are few studies devoted to the cardiovascular effects of Al
poisoning [14,19-22], so far is not known about the vascular responses after Al
exposure. Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of acute
exposure to aluminum chloride (AICI3) on blood pressure, oxidative stress and

vascular reactivity of rats.

Materials and Methods

Animals and reagents

Three-month-old male Wistar rats (3549 - 482g) were obtained from Central
Animal Laboratory of the Federal University of Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil.
During treatment, rats were maintained at a constant room temperature, humidity,
and light/dark cycle, free access to water and feed ad libitum. All experiments were
conducted in compliance with the guidelines for biomedical research as stated by the
Brazilian Societies of Experimental Biology and approved by a local ethic committee
(028/2013 CEUA - Federal University of Pampa, Brazil).

Rats were divided into two groups and received a single intraperitoneal (ip)
injection as follows: Untreated (ultrapure water, ip, vehicle) and Aluminum (AICls) -

aluminum chloride solution pH 7 (100 mg/kg, ip).
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All reagents were high purity and purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA), and all of the solutions were prepared with purified water by a Milli-Q high
purity water device (Millipore, Bedford, MA, USA). To avoid Al contamination from
glass, only plastic materials were used. First, the laboratory equipment was
immersed for at least 24 h in a 10% (v/v) HNOs/ethanol solution and washed with
ultrapure water shortly before use. To reduce contamination from the air, all of the
steps in the preparation of the samples and reagents were conducted on a Class 100
clean bench.

After one hour of ip injection, rats were euthanized for further experimental

protocols.

Blood pressure and aluminum concentration

Systolic (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) was assessed in
anesthetized rats (urethane 1.2 g/kg, ip) through cannulation of carotid artery using a
polyethylene catheter (PE 50, Clay-Adams, NY, USA), filled with saline and heparin
(50 U/mL). Blood pressure was obtained by a pressure transducer (TSD104A)
connected to a preamplifier and to an acquisition system (MP150 Biopac Systems
Inc., Goleta, CA, USA). After 30 min of stabilization period, ultrapure water (ip) or
AICIs (100 mg/kg, ip) were injected and SBP, DBP and heart rate (HR) were
measured immediately before administration and after 60 min of injection.

After one hour of exposure, blood was collected through renal artery and
used for aluminum determination and biochemical assays. Serum aluminum
concentration was measured by graphite furnace atomic absorption spectrometry
(GFAAS) according to Noremberg et al. [23] using an ANALYTIK Jena AG (Jena,

Germany) model ZEEnit 600. To reduce contamination, the serum separation was
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performed in a Class 100 clean bench, using only plastic material previously
decontaminated. After this procedure, the samples were diluted with purified water

1:1 and the Al content was determined by GFAAS.

Reactivity experiments

The removed thoracic aorta were stored in a Krebs-Henseleit solution (pH 7.4)
(in mM: 124 NaCl, 23 NaHCOs, 4.6 KCI, 1.2 MgSOa4 7Hz20, 2.5 CaCl2-:2 H20, 1.2
KH2PO4, 11.1 glucose and 0.01 Na2EDTA) at 37°C and bubbled with a mixture of
95% 02 and 5% COz2. The surrounding connective tissue was carefully removed and
the vessel was cut into 2 to 4 mm long rings, with special care taken to avoid
damaging the endothelium. The rings of the proximal portion of the aortic arch were
horizontally mounted under isometric conditions by inserting two stainless-steel wires
(75 um in diameter) into the lumen. The tissue isometric tension (g) was recorded by
an isometric force transducer (TSD125BX8 Biopac Systems Inc., Goleta, CA, USA)
connected to a recorder (MP150WSW-SYS Biopac Systems Inc.).
Aortic segments were allowed to equilibrate under an optimum final force of
1,5 g for a period of 45 min in an organ bath system (5 mL) containing oxygenated
Krebs-Henseleit solution at 37°C, renewing the buffer every 15 min. After
stabilization, the contractile function was evaluated by obtaining a KCI-induced
contraction (75 mM) and the functional state of endothelium was evaluated by
observation of relaxation to acetylcholine (ACh) on a ring precontracted with
phenylephrine at 50% of the contraction induced by 75 mM KCI. However, to
investigate the role of endothelium on the vasoconstrictor response to phenylephrine,

some rings had the endothelium removed mechanically with a needle.
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The Concentration-response curve to phenylephrine (10 pM - 0.5 mM) was
performed after 60 min of a new stabilization period. The effects of Ny-Nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME, 100 pM), a nitric oxide synthase
inhibitor, apocynin (0.3 mM), a NADPH oxidase inhibitor, tetraethylammonium (TEA,
2 mM), a potassium channels blocker and superoxide dismutase (SOD, 150 U/mL), a
superoxide anion scavenger, were investigated by their addition 30 min before
performing the concentration-response curve to phenylephrine in vessels with intact
endothelium. To investigate the dependent and independent relaxation of the
endothelium, concentration-response curves to acetylcholine (ACh, 10 pM - 0.5 mM)

and sodium nitroprusside (SNP, 10 pM - 0.5 mM), were performed.

NO Release

Nitric oxide release was measured as previously described [24]. After an
equilibration period of 60 min in Krebs-HEPES buffer at 37°C, aortic segments were
incubated with 4,5-diaminofluorescein (DAF-2, 2 umol/L) for 45 min. Hereafter, the
medium was collected to measure basal NO release. Subsequently, the induced NO
release was measured after the segments were incubated with phenylephrine 1 pM/L
and relaxed with ACh 10 pM/L. The fluorescence was measured using a
spectrofluorometer (SpectraMax M5 Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) with
excitation at 492 nm and emission at 515 nm. The induced NO release was obtained
by subtracting basal NO release from that evoked by ACh. Blank samples were
measured in the medium without segments to subtract background emission. The
amount of NO released was expressed as arbitrary units/g tissue. Data were

expressed as percentage of results obtained for untreated rats.
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Pro-oxidant assay

ROS levels in plasma were determined by spectrofluorometric method as
previously described by Loetchutinat et al. [25]. The samples were diluted (1:1000) in
50 mM Tris-HCI (pH 7.4) and the 2', 7'-dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA; 1
mM) was added to the medium. The DCHF-DA is enzymatically hydrolyzed by
intracellular esterases to form nonfluorescent DCHF, which is then rapidly oxidized to
form highly fluorescent 2°, 7"-dichlorofluorescein (DCF) in the presence of ROS. DCF
fluorescence intensity is proportional to the amount of ROS formed. The DCF
fluorescence intensity emission was recorded at 520 nm (with 488 nm excitation) for
60 min at 15 min intervals. The amount of ROS formed was expressed as
fluorescence unit (FU). Data were expressed as percentage of results obtained for
untreated rats.

Lipid peroxidation levels were measured in plasma of rats by colorimetric
method, as described by Ohkawa et al. [26], with modifications. An aliquot of each
tissue was incubated with thiobarbituric acid (TBA) 0.8%, phosphoric acid buffer
(HsPOa4) 1% and sodium dodecil sulphate (SDS) 0.8% at 100°C for 60 min. The color
reaction was measured at 532 nm against blanks (Spectrophotometer Femto 600S,
Séo Paulo, Brazil). The results were expressed as nmol of malondialdehyde (MDA)

per milliliters of plasma.

Antioxidant assay

Non-protein thiols (NPSH) in plasma were determined by the method of
Ellman [27]. To determine NPSH, the sample was centrifuged and the supernatant

was mixed (1:1) with 10% trichloroacetic acid. After a new centrifugation, the protein
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pellet was discarded and free -SH groups were determined in the clear supernatant.
An aliquot was added in potassium phosphate buffer 1 M, pH 7.4, and 5,5"- dithio-bis
(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) 10 mM. The color reaction was spectrophotometrically
measured at 412 nm. The results were expressed as nmol of NPSH per milliliters of
plasma.

Superoxide dismutase (SOD) activity was spectrophotometrically assayed as
described by Misra and Fridovich in plasma [28]. This method is based on the
capacity of SOD in inhibiting autoxidation of adrenaline to adrenochrome. The color
reaction was measured at 480 nm. One unit of enzyme was defined as the amount of
enzyme required to inhibit the rate of epinephrine autoxidation by 50% at 26°C.
Aliquots of tissues were added in a glycine buffer 50 mM, pH 10.5 in 30°C. Enzymatic
reaction was started by adding epinephrine, and results were expressed as Units (U)
per milligram.

The catalase (CAT) activity in plasma were spectrophotometrically assayed
as described by Aebi [29]. It measures the disappearance of H20: in the presence of
tissues at 240 nm. An aliquot of each tissue was added in potassium phosphate
buffer 50 mM, pH 7.0, and the enzymatic reaction was initiated by adding H202. The
enzymatic activity was expressed in Units (1U decomposes 1 pmol H202/min at pH 7
at 25°C) per milligram of protein. Proteins were measured according Bradford
method [30].

Glutathione peroxidase (GPx) activity in plasma was spectrophotometrically
assayed [31] through the reduced glutathione (GSH)/nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH)/glutathione reductase (GR) system by the
dismutation of H202 at 340 nm. In this assay, the enzyme activity was indirectly

measured using a NADPH decay. H202 was decomposed, generating oxidized
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glutathione (GSSG) from GSH. GSSG was regenerated back to GSH by glutathione
reductase present in the assay medium at the expense of NADPH. Sample was
added to the system, and the enzymatic reaction was initiated by adding H202 4 mM.
The enzymatic activity was expressed as nmol NADPH per min per milligram of
protein.

Glutathione S-transferase (GST) activity in plasma were assayed
spectrophotometrically at 340 nm [32]. The reaction mixture contained an aliquot of
each sample, 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4), 100 mM GSH and 100 mM
1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), which was used as substrate. The enzymatic

activity was expressed as nmol CDNB per min per milligram of protein.

Statistical analysis

All values are expressed as mean = SEM. In the vascular reactivity
experiments, vasoconstrictor responses were expressed as the % of contraction
induced by 75 mM KCIl in order to normalize forces obtained from each aortic ring. To
compare the effect of L-NAME, TEA, apocynin and SOD on the response to
phenylephrine in aortic segments from each group, some results were expressed as
differences of area under the concentration-response curves (dAUC) in control and
experimental situations. AUCs were calculated from the individual concentration-
response curve plots; the differences were expressed as a percentage of the AUC of
the corresponding control situation. Results were analyzed using either Student’s t-
test or two-way ANOVA unpaired for comparison between groups. When ANOVA
showed a significant treatment effect, Bonferroni’s post hoc test was used and

P<0.05 was considered significant.
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Results

After a single intraperitoneal injection of aluminum chloride of 100 mg/kg
serum aluminum concentration was of 147.7 + 25.0 ug/L (n=4), which is an increase
of 119% in Al content when compared to the Untreated group (67.04 + 10.75 pg/L,
n=5).

Rats untreated and acutely exposed to AlCls had similar blood pressure (SBP -
Untreated: 123.2 + 1.8 vs AlICIz: 119.6 £ 2.9 mmHg and DBP - Untreated: 77.9 + 2.5
vs AlICIs: 72.7 £ 5.5 mmHg; P>0.05, n=10) and heart rate (HR - Untreated: 311.8 £

14.0 vs AICl3: 326.2 + 19.2 bpm; P>0.05, n=10) after one hour of administration.

Effect of acute AICIsz-exposure on vascular reactivity

Aluminum at 100 mg/kg did not alter the vascular response to KCI
(Untreated: 1.73 + 0.32 g; AlICIz: 1.76 + 0.26 g, P>0.05, n=8). However, Al-exposure
for one hour decreased the vascular response to phenylephrine (Fig. 1A) without
differences on the vasodilator response induced by Ach and SNP in aortic segments
(Fig. 1B, C).

Endothelium removal and incubation with L-NAME both leftward shifted the
concentration-response curve to phenylephrine in aortic segments from either group
(Figs. 2A, B; 3A, B; Table 1). However, these effects were greater in the AICIls-
exposure group, as shown by dAUC values (Figs. 2C, 3C), suggesting that NO
bioavailability might be enhanced after aluminum exposure. In agreement, Ach-

induced NO release was increased in arteries from aluminum treated rats (Fig. 3D).
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The presence of TEA increased the vasoconstrictor response to
phenylephrine (Fig. 4A, B), being this effect greater in segments from aluminum-
treated rats, as shown by the comparison of the dAUC values (Fig. 4C).

In order to investigate the involvement of ROS in the vasoconstrictor
response to phenylephrine, vascular experiments were performed in the presence of
apocynin and SOD. After incubation with both compounds, there was a decreased
response to phenylephrine in arteries from Untreated and treated groups (Fig. 5A, B;
6A, B); however, these effects were greater in preparations from aluminum-treated

rats, as shown by dAUC values. (Fig. 5C, 6C).

Effect of acute AlCls-exposure on oxidative stress

biomarkers

Aluminum administration increased plasmatic ROS levels and MDA levels
(Fig. 7A and 7B). Antioxidant defense system was also affected by Al-acute
exposure. The aluminum treatment significantly increased NPSH levels (Fig. 8A) as
well as GST and catalase enzymatic activities (Figs. 8B, C). On the contrary, there
was a significant decrease on SOD activity (Fig. 8D), whereas no change was

observed in GPx activity of rats acutely exposed to aluminum (Fig. 8E).

Discussion

AlCls-exposure for one hour causes vascular changes, through endothelium-
dependent mechanisms. These alterations are probably outcome from increased
nitric oxide bioavailability and its action on potassium channels, despite the increased

oxidative stress. Namely, a single intraperitoneal injection of AICls decreases the
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vasoconstrictor responses induced by phenylephrine and points to NO involvement
on these responses, as a compensatory mechanism against oxidative stress, mainly
superoxide anions and NADPH oxidase participation. Moreover, the increase on lipid
peroxidation and changes on antioxidant defense systems might account to oxidative
stress as a potential route for vascular damage after Al exposition.

In the current study, we used a model of controlled single-dose administration
of AICIs for one hour of exposure and attained a serum Al concentration of 147.7
pg/L, similar to levels found in hemodialysis patients with intoxication [9], but far to
those values considered to be safe by environmental protection agency [33]. This is
the first study showing the effects of AICIs on vascular function. However, there are
few studies investigating the cardiac effects of Al poisoning. In this sense, isolated rat
hearts exposed to Al at 18-fold higher concentrations than found in our study,
promoted a reduction of coronary blood flow as well isovolumetric systolic pressure
[21]. Al exposure was likely related to hypertension development since it was able to
increase renin expression in mice after 48 h of aluminum administration of 50mg/kg
by ip injection [20]. In addition, in humans with normal renal function, plasmatic Al
levels had been related with arterial hypertension [22]. In our study we did not find
differences on blood pressure; differences in Al concentrations, exposure time,
administration routes and the postulated increase on NO bioavailability might account
for these discrepancies.

An imbalance between reactive species production and antioxidant defense
systems can lead to oxidative damage [34]. Several studies have shown that Al can
act as a toxic element with pro-oxidant actions, enhancing ROS production, thus
producing lipid peroxidation [35,36]. In fact, we found increased plasmatic MDA and

ROS levels in AlCls-treated rats, indicating enhanced lipid peroxidation in the Al
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group. However, we also observed increased NPSH levels and GST activity, which
suggest a compensatory mechanism against increased oxidative stress [37], which
was already reported to occur in different organs [3]. Nevertheless, plasmatic SOD
activity was strongly inhibited after Al administration. These results are in agreement
with others studies in different systems and Al doses [3,16,38,39].

Regarding enzymatic defense system, AICl3 exposure increased plasmatic
catalase activity without differences on GPx activity. The enhanced catalase activity
despite of decreased SOD activity, may suggest that H202 might be directly produced
by other enzymes such as NADPH oxidase [40] and not by the superoxide
dismutation. Also, high levels of H202 can up-regulate the activity of catalase and
down-regulate SOD activity [41]. Moreover, in a model of Alzheimer’s disease,
aluminum toxicity is exacerbated by H202, increasing lipid peroxidation [42]. It is
known that catalase and GPx have different affinities for the peroxide, being GPx
more effective at low levels of H202 while catalase acts mainly at high levels of this
substrate [43]; these differences might explain the dissimilarities on aforementioned
enzymatic activities.

Vascular endothelium is highly sensitive to ROS actions [44]. The NADPH
oxidase enzyme complex plays an important role on vascular ROS production,
known as an significant source of vascular superoxide anion and hydrogen peroxide
[45]. We investigated the participation of NADPH oxidase and superoxide anions on
vascular reactivity of AlCls-exposed aortic rings by incubation with apocynin, a
presumed NADPH oxidase inhibitor and with the scavenger SOD. The decreased
contractile response to phenylephrine observed followed by a greater involvement of
NADPH oxidase and superoxide anions suggest a role of this enzyme. Its major

participation as well as release of vascular superoxide anions after Al exposure,
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suggest that NADPH oxidase could be responsible for vascular damage in this
model.

Other metals such as cadmium, mercury and lead can promote vascular
dysfunction with increased vasoconstriction induced by phenylephrine and reduction
of acetylcholine-induced vasodilatation in response to enhanced vascular superoxide
production from NADPH oxidase and lipid peroxidation [46-48]. The reduction of
vascular reactivity observed in the current study seems to be dependent on NO
bioavailability, since we found an increase on endothelial and NO participation after
Al exposure. This suggested that compensatory mechanism may occur due to an
attempt to maintain endothelial function and can be the first step against oxidative
damage [49-52]. Moreover, this increase on NO bioavailability might not be able to
protect arterial function in a chronic Al exposition, which is already known in other
metals exposures [46,53]. Since NO promotes vasodilation, endothelial cell migration
and platelet aggregation inhibition, the increase NO bioavailability seems to be
beneficial to vascular function [54].

In addition, our results showed an important involvement of K* channels in
vascular reactivity that are in agreement with NO enhanced release, both acting to
decrease vascular reactivity in a compensatory way to avoid the development of
endothelial impairment induced by oxidative stress [55,56]. In accordance with our
hypothesis, studies with other metals have associated their decreased vascular
reactivity to mechanisms dependent on NO bioavailability and K* channels [57] in
response to increased oxidative stress [58]. Moreover, Al exposure was related with
NO generation with could be responsible for neurotoxicity promoted by this metal

[59,60].
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Nowadays, we live at the aluminum age where its omnipresence leads all
population to have a body burden of aluminum [61]. The present study is the first to
demonstrate that AICI3 acute exposure for one hour promotes vascular alterations as
an initial step for Al cardiovascular toxicity. This effect seems to be related with
increased NO bioavailability and its action on K* channels as a compensatory
response to increased oxidative stress induced by this metal. Insofar, due to
presenting effects on vascular system, our results might raise a concern about Al-

induced vascular diseases development.
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Table

Table 1: Effects of aluminum on maximum response (Rmax) and sensitivity

(pD2)
Untreated AICls
Rmax pD2 Rmax pD2
Control 1145+14 -6.8+0.1 91.0 +4.3* -6.4+0.2
E- 131.1x4.7* -7.7+£0.1* 129.7x54* -7.6x0.2*
L-NAME 137.8+3.9* -7.5+£0.2* 135.7x4.0* -7.2+0.2*
TEA 1336 +3.7* -7.3+0.00 1254+59* -7.0+£0.2*
Apocynin 81.7 £ 6.8* -6.7+0.1 39.1+8.0%* -6.3+0.2
SOD 73.3x7.4* -6.4+0.2 453+7.5% -6.1+£0.1

Parameters of maximal response (Rmax) and sensitivity (pD2) of the concentration-
response curves to phenylephrine in aortas before (Control) and after endothelial
damage (E-), L-NAME (100 uM), TEA (2 mM), apocynin (0.3 mM) and SOD (150
U/ml) incubations. Results are expressed as mean + SEM. Rmax, maximal effect
(expressed as a percentage of maximal response induced by 75 mM KCI) and pD2
expressed as a -log one-half Rmax.

* P<0.05 compared to the corresponding control in each group in t test.

# P<0.05 compared with the Untreated group in t test.
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Figure Legends

Figure 1. Effect of AICIs on vasoconstrictor response to phenylephrine,
vascular relaxation endothelium-dependent and independent. Concentration-
response curve to (A) phenylephrine; (B) acetylcholine and (C) sodium nitroprusside
in aorta of rats Untreated and treated with aluminum, pre-contracted with
phenylephrine in (B) and (C) graphs. Results (mean = SEM) are expressed as a
percentage of the response to 75 mM KCI in (A), and as relaxation-response
percentage to phenylephrine in (B) and (C) graphs. Number of animals is indicated in

parentheses. Two-way ANOVA *P<0.05.

Figure 2. Effect of AICIs on endothelial response. Effect of endothelium
participation in concentration-response curve to phenylephrine in aorta of (A)
Untreated, (B) aluminum-treated rats and (C) difference area under the curve
(dAUC) between experimental groups. Results (mean + SEM) are expressed as a
percentage of the response to 75 mM KCIl. Number of animals is indicated in
parentheses. Two-way ANOVA post-hoc Bonferroni; t test vs Untreated (dAUC),

*P<0.05.

Figure 3. Effect of AICIs on NO bioavailability. Effect of L-NAME incubation in
concentration-response curve to phenylephrine in aorta of (A) Untreated, (B)
aluminum- treated rats, (C) difference area under the curve (dAUC) between
experimental groups and (D) quantification of ACh-induced NO release in aorta from

groups. Results (mean + SEM) are expressed as a percentage of the response to 75
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mM KCI. Number of animals is indicated in parentheses. Two-way ANOVA post-hoc

Bonferroni; t test vs Untreated (AAUC and NO release), *P<0.05.

Figure 4. Effect of AICIs on K* channels. Effect of blocker potassium channels
activated by calcium, TEA (2 mM), on the concentration-response curve to
phenylephrine in aorta of (A) Untreated, (B) aluminum-treated rats and (C) difference
area under the curve (dAUC) between experimental groups. Results (mean £ SEM)
are expressed as a percentage of the response to 75 mM KCI. Number of animals is
indicated in parentheses. Two-way ANOVA post-hoc Bonferroni; t test vs Untreated

(dAUC), *P<0.05.

Figure 5. Effect of AICIs on ROS effects. Effect of NADPH oxidase inhibitor,
apocynin (0.3 mM), on the concentration-response curve to phenylephrine in aorta of
(A) Untreated, (B) aluminum-treated rats and (C) difference area under the curve
(dAUC) between experimental groups. Results (mean + SEM) are expressed as a
percentage of the response to 75 mM KCIl. Number of animals is indicated in
parentheses. Two-way ANOVA post-hoc Bonferroni; t test vs Untreated (dAUC),

*P<0.05.

Figure 6. Effect of AICIs in superoxide anion participation. Effect of Oz
scavenger, SOD (150 U/mL), on the concentration-response curve to phenylephrine
in aorta of (A) Untreated, (B) aluminum-treated rats and (C) difference area under the
curve (dAUC) between experimental groups. Results (mean + SEM) are expressed

as a percentage of the response to 75 mM KCI. Number of animals is indicated in
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parentheses. Two-way ANOVA post-hoc Bonferroni; t test vs Untreated (dAUC),

*P<0.05.

Figure 7. Effect of AICIs on oxidant biomarkers. (A) ROS values and (B) MDA
levels in Untreated and aluminum-treated rats (n=5, 8); number of animals is
indicated in parentheses respectively. Data are expressed as mean = SEM, t test vs

Untreated, *P<0.05.

Figure 8. Effect of AICI3 on antioxidant biomarkers. (A) Thiol (SH) groups levels;
(B) GST activity; (C) SOD activity; (D) catalase activity and (E) GPx activity in
Untreated and aluminum-treated rats (n=5, 8); number of animals is indicated in
parentheses respectively. Data are expressed as mean + SEM, t test vs Untreated,

*P<0.05.
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PARTE Il

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a exposi¢cao aguda ao cloreto
de aluminio (AICIs) durante uma hora foi capaz de causar altera¢cdes vasculares
através de mecanismo dependente do endotélio, e que possivelmente o aumento da
biodisponibilidade do NO e sua ac&o nos canais de potassio estejam envolvidas na
inducdo de tais alteragBes. Ainda, observamos que além de uma Unica
administracéo intraperitoneal de AICIs diminuir a resposta vasoconstritora induzida
pela fenilefrina, houve o envolvimento de NO nesta resposta, sugerindo que o NO
agiu de forma compensatéria a fim de evitar o processo oxidante, principalmente de
anions superoxido e da maior participacdo da NADPH oxidase. Por fim, 0 aumento
na peroxidacdo lipidica e as mudancas no sistema de defesa antioxidante
enzimatico e ndo-enzimatico sugerem que o estresse oxidativo € uma potencial via
para esta alteracdo vascular promovida pela exposicéo ao AICls.

Neste estudo foi utilizado modelo experimental constituido de Unica
administracao intraperitoneal de 100 mg/kg de AICIs seguida por uma hora de
exposicao, alcancando uma concentracao sérica de 147,7 pug/L de Al, semelhante a
niveis observados em sujeitos submetidos a hemodidlise que apresentam quadro de
intoxicagdo pelo metal (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2003). Vale ressaltar
que esta concentracdo € superior a indicada como segura para esta populacédo
segundo a Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR, 2008),
orgao regulamentador americano utilizado mundialmente como referéncia.

Em razdo de que existem poucas pesquisas relacionadas as repercussoes
cardiovasculares promovidas pela exposicdo ao Al, este estudo mostra de forma
inédita tais efeitos sobre a funcdo vascular. Dentre as pesquisas existentes que
abordam este sistema, destaca-se o estudo que utilizou a técnica de Langendorff em
coragOes de ratos isolados expostos in vitro a concentracdes de Al maiores que a
utilizada em nosso estudo, onde foi notado que a exposi¢cdo ao metal promoveu uma
reducdo do fluxo sanguineo coronariano assim como da pressao sistllica
isovolumétrica (GOMES et al., 1994). A hipertensao arterial sistémica foi associada a
exposicao ao Al em sujeitos hipertensos com funcgéo renal normal que apresentaram

concentragbes plasmaticas de Al elevadas em comparagdo a normotensos
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(GRANADILLO et al., 1995). Em camundongos expostos agudamente a 50 mg/kg
(ip) de Al relacionou-se 0 aumento da expressdo da renina com o desenvolvimento
de hipertensdo essencial (EZOMO et al., 2009). Em nosso estudo, ndo encontramos
diferencas nas pressoes arteriais sistélica e diastélica apos a exposi¢cdo ao metal, o
que pode ser devido, ao menos em parte, a diferencas no tempo de exposicdo, via
de administracdo e concentracfes administradas de Al, assim como ao aumento da
biodisponibilidade de NO observada neste estudo.

Sabe-se que um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas e 0
sistema de defesas antioxidante pode levar a danos oxidativos em diversos tecidos
(HALLIWEL, 2007). Neste sentido, varios estudos jA demonstraram que o Al pode
atuar como agente toxico com funcdo pro-oxidante, levando a um aumento na
formacdo de EROs e propagando facilmente a peroxidacéo lipidica (OHYASHIKI et
al., 1998; BECARIA et al., 2002). Em conformidade com estes estudos, encontramos
niveis plasmaticos elevados de MDA e de EROs, indicando aumento da peroxidacéo
lipidica apds exposicao ao Al. Contudo, observamos também aumento dos niveis de
tibis ndo-proteicos e da atividade da glutationa-S-transferase. Estes achados
sugerem que ocorreu aumento das defesas antioxidantes como mecanismo
compensatorio em consequéncia do aumento do estresse oxidativo, a fim de evitar
dano tecidual, o que ja foi observado por outros estudos em diferentes érgédos, como
figado, rins e cérebro (EL-DEMERDASH, 2004; PRABHAKAR et al., 2012). No
entanto, observamos que a atividade plasmética da SOD foi inibida nos animais
expostos ao Al, de forma semelhante a outros estudos que observaram tal inibicao
em outros sistemas, em diferentes tipos de exposicédo ao Al (NEHRU; ANAND, 2005;
PRABHAKAR et al., 2012). Kumar et al. (2008, 2009) sugeriram que a diminuicdo na
atividade da MnSOD no cérebro de ratos pode indicar que a exposicdo ao Al seja
capaz de interromper o sistema de defesa antioxidante mitocondrial, o que é
ocasionado através de maior geracdo de EROs e sua acao oxidante.

Dentre as enzimas do sistema de defesa antioxidante, a catalase e a
glutationa peroxidase (GPx) possuem papéis importantes e semelhantes para
proteger a célula dos danos oxidativos causados pelas EROs. Em nosso estudo, a
exposicdo ao AICIs aumentou a atividade plasmética da catalase, sem afetar a
atividade da GPx. Este aumento da atividade da catalase simultaneo a inibicdo da
atividade da SOD pode sugerir que o substrato peroxido de hidrogénio (H20:2) foi

produzido por outras enzimas, como a NADPH-oxidase (CHEN et al., 2008), e néo
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pela dismutacdo do &anion superdxido. Além disso, altos niveis de peroxido de
hidrogénio podem regular positivamente a atividade da catalase e regular
negativamente a atividade da SOD (SALO et al., 1990). Ainda, em um estudo com
modelo de doenca de Alzheimer observou-se que a toxicidade do Al foi exacerbada
pelo H202, com consequente aumento da peroxidagéo lipidica (VAN RENSBURG et
al., 1997). Sabe-se que a afinidade pelo H20:2 é diferente entre a catalase e a GPXx;
enguanto esta ultima é mais eficaz quando ha baixos niveis de H202, a catalase atua
principalmente em niveis elevados deste substrato (MAKINO et al., 1994), o que
pode explicar as diferencas nas atividades enzimaticas mencionadas encontradas
neste estudo. Somado a isto, o H202 também ja foi relacionado ao aumento da
producéo de NO, pois ja foi demonstrado em estudos in vivo e in vitro que o H20: foi
capaz de regular positivamente a expressao génica da enzima Oxido nitrico sintase
endotelial (DRUMMOND et al., 2000; LAUDE et al., 2005).

O endotélio vascular € especialmente sensivel a acdo de EROs (TOUYZ;
BRIONES, 2011), e o complexo enzimatico NADPH-oxidase desempenha um
importante papel na producdo destas espécies nos vasos, sendo conhecido como
uma grande fonte de anion superoxido e peroxido de hidrogénio vascular (MARTYN
et al., 2006). Em nosso estudo observamos maior participacdo da enzima NADPH-
oxidase na reatividade vascular a fenilefrina dos anéis de aorta expostos a AlCls, o
qgue foi notado apos incubacéo de apocinina, inibidor ndo-especifico desta enzima.
Devido a esta maior participacdo da NADPH-oxidase, o envolvimento de anions
superoéxido foi investigado com a incubacdo do scavenger superoxido dismutase
(SOD) na resposta contratil a fenilefrina. Os anéis de aorta dos ratos expostos ao Al
apresentaram maior participacdo destes anions ap0s a exposicdo ao Al,
provavelmente produzidos pela NADPH-oxidase. Estes achados, associados a
diminuicdo da resposta contratil a fenilefrina sugerem que a NADPH-oxidase e mais
especificamente seus derivados anions superoxido, exerce um papel importante e
pode ser responsavel por danos vasculares promovidos pelo Al.

Em estudos com exposi¢cdes a outros metais como o cadmio, o chumbo e o
mercurio, ocorre inducdo da disfuncdo vascular como resposta ao elevado nivel de
EROs produzidas pela NADPH-oxidase (ALMENARA et al., 2013; RIZZETTI et al.
2013; SIMOES et al. 2015). O aumento do estresse oxidativo, como niveis elevados
de MDA e aumento na produgcdo de anion superoxido vascular pode promover

disfuncéo endotelial seguido por um aumento na resposta contratil induzida pela
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fenilefrina e reducéo na resposta vasodilatadora induzida por acetilcolina (WIGGERS
et al., 2008). Em nosso estudo observamos reducdo na reatividade vascular apos
exposicdo ao Al sem alteracbes no relaxamento dependente e independente do
endotélio, seguido de uma maior biodisponibilidade de NO. Estudos recentes
demonstraram que a exposi¢cdo ao Al parece estar relacionada a geracdo de NO,
podendo inclusive este ultimo ser responsavel pela neurotoxicidade promovida pelo
metal (SATOH et al., 2007; STEVANOVIC et al., 2009). Nossos achados sugerem
que o aumento da biodisponibilidade de NO possa ser um mecanismo
compensatoério contra 0 aumento do estresse oxidativo como tentativa de preservar
a funcdo endotelial, podendo este ser o primeiro passo contra o dano oxidativo.
Outros estudos também encontraram um aumento nos niveis de NO vasculares
como resposta compensatéria a maior producao de EROs, evento que pode estar
presente no principio do desencadeamento de danos teciduais (OHASHI et al.,
1998; JOSHI; WOODMAN, 2012; OMANWAR et al., 2013). E sabido que o0 NO € um
importante regulador da funcdo vascular pois promove vasodilatacdo, regula
negativamente a migracdo celular endotelial e inibe a agregacdo plaquetéria
(POPPA et al., 1998). No entanto, este aumento na biodisponibilidade do NO pode
nao ser capaz de proteger a funcdo endotelial em uma exposi¢ao cronica ao Al, tal
como ocorre em exposi¢coes a outros metais (WIGGERS et al., 2008; ALMENARA et
al., 2013).

Uma vez que o NO pode ativar canais de potassio e contribuir para a
reducdo na resposta vascular (BOLOTINA et al.,, 1994), podemos relacionar o0s
niveis de NO elevados ao aumento da participacdo dos canais de potassio
observados na resposta vascular do grupo exposto ao AlCls. Considerando que
estes canais estdo implicados em respostas dependentes do endotélio como a
hiperpolarizacdo, a ativacdo de canais de potassio tanto endoteliais como do
musculo liso pode evitar o desenvolvimento de disfuncdo endotelial (FELETOU,
2009). Em conformidade com nossa hipétese, estudos tanto com compostos
metalicos quanto com metais tém associado a reducdo da reatividade vascular a
mecanismos dependentes de canais de potassio e da biodisponibilidade de NO
(RODRIGUES et al., 2014), ainda que apresentem estresse oxidativo aumentado
(NUNES et al., 2015). Varios estudos tém mostrado que o aumento dos niveis de
NO pode ser um mecanismo compensatorio para neutralizar o aumento do estresse

oxidativo em estagios iniciais de toxicidade, o que pode explicar a maior
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biodisponibilidade de NO encontrada em nosso estudo (TAKAGI et al., 2003; JOSHI;
WOODMAN, 2012).

Atualmente vivemos na “era do aluminio” (EXLEY, 2014), e sua inevitavel
onipresenca faz com que todos os seres vivos tenham sua carga corpoérea de Al. O
presente estudo é o primeiro a demonstrar que a exposicdo aguda ao Al durante
uma hora promove alteracdes vasculares, e este efeito parece estar associado a um
aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico e sua acdo sobre os canais de
potdssio como mecanismo compensatorio sobre o estresse oxidativo induzido por
este metal. . Na medida em que nossos resultados demonstraram efeitos sobre o
sistema cardiovascular, também levantam uma preocupacéo acerca da possibilidade
de o Al induzir o desenvolvimento de doencas vasculares. Deste modo, ainda séo
necessarios novos estudos em diferentes condi¢cdes para melhor determinar os

efeitos cardiovasculares do aluminio in vivo.
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CONCLUSOES

Este estudo permitiu concluirmos que uma Unica administracao

intraperitoneal de 100 mg/kg de AICls:

Foi capaz de acumular 119% de aluminio em relacdo ao grupo nao
tratado, e apesar de originar alteragcbes vasculares, ndo promoveu
alteracdes na pressédo arterial sistOlica ou diastolica, fato que pode ser
explicado pelo aumento na biodisponibilidade do NO e pelo pequeno
tempo de exposicao;

Provocou aumento do estresse oxidativo, com aumento de peroxidacao
lipidica, espécies reativas de oxigénio, e desequilibrio nas defesas
antioxidantes;

Induziu alteracbes na reatividade vascular de artérias aorta com
diminuicAo da resposta vasoconstritora e aumento da modulacdo
endotelial sem alterar as respostas vasodilatadoras dependente e
independente do endotélio;

Aumentou a producao de anion superoxido derivados da NADPH-oxidase,
0 que parece estar implicado nas alteragdes da fungéo vascular;
Promoveu um aumento da biodisponibilidade de NO e consequente
ativacdo dos canais de potassio, através de mecanismo compensatoério
como recurso inicial para evitar os efeitos do aumento de liberacdo de
EROs.

Estes resultados sugerem que as alteracdes vasculares promovidas pela

exposicdo ao aluminio podem ser consideradas fator de risco para doencas

vasculares, podendo contribuir no desenvolvimento destas doencas.
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