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Resumo:

Objetivo: Investigar os efeitos de do hidrolisado de clara de ovo em ratos expostos ao cloreto de cadmio por 14 dias no
sistema cardiovascular. Métodos. Ratos Wistar machos de trés meses de idade (= 300 g) foram divididos em quatro grupos e
tratados por 14 dias: @) Untreated (Controle - &gua destilada i.p.), b) Cd (Cloreto de Cadmio-CdClI2 - 1mg/kg i.p.) ¢) EWH
(Hidrolisado de clara de ovo, 1g/kg/dia por gavagem), d) CAEWH (CdCI2 plus EWH). A pressdo arteria (PAS) foi medida
por pletismografia caudal e a reatividade vascular foi estudada em artérias mesentéricas de resisténcia (MRA) em sistema de
banho de orgdos. Foram redizadas curvas dose-resposta para acetilcolina (ACh) e noradrenalina (NE). As andlises
bioguimicas de espécies reativas de oxigénio (EROs), peroxidacao lipidica e capacidade antioxidante total foram mensuradas
em plasma e vaso. Os resultados estdo expressos como média e EPM, comparados por ANOVA seguido do teste de
Bonferroni com nivel de significnciade p
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HIDROLISADO DA CLARA DE OVO PREVINE DANOS CARDIOVASCULARES INDUZIDOS PELA
EXPOSICAO SUB-CRONICA AO CLORETO cApmio(")

Palavras-Chave: cddmio, reatividade, cardiovascular, hidrolisado.

RESUMO: Objetivo: Investigar os efeitos de do hidrolisado de clara de ovo em ratos
expostos ao cloreto de cddmio por 14 dias no sistema cardiovascular. Métodos: Ratos Wistar
machos de trés meses de idade (+ 300 g) foram divididos em quatro grupos e tratados por 14
dias: a) Untreated (Controle — dgua destilada i.p.), b) Cd (Cloreto de Cddmio-CdCl> — 1mg/kg
1.p.) ¢) EWH (Hidrolisado de clara de ovo, 1g/kg/dia por gavagem), d) CAEWH (CdClz plus
EWH). A pressao arterial (PAS) foi medida por pletismografia caudal e a reatividade vascular
foi estudada em artérias mesentéricas de resisténcia (MRA) em sistema de banho de 6rgéos.
Foram realizadas curvas dose-resposta para acetilcolina (ACh) e noradrenalina (NE). As
andlises bioquimicas de espécies reativas de oxigénio (EROs), peroxidagdo lipidica e
capacidade antioxidante total foram mensuradas em plasma e vaso. Os resultados estdo
expressos como média e EPM, comparados por ANOVA seguido do teste de Bonferroni com
nivel de significAncia de p<0,05. Aprovacdo do Comité de Etica 017/2018 - Unipampa.
Resultados: A exposicdo ao Cd aumentou a PAS e o co-tratamento com EWH foi capaz de
reverter/prevenir este efeito (Ct: 117.56t 2,54; Cd: 147.86+£5.36%; EWH: 122.84+2.86;
CdEWH: 121.6+3.5 mmHg - *p<0,05 vs Ct). Houve prejuizo do relaxamento a ACh nos anéis
de ratos expostos ao Cd assim como aumento da resposta contrdtil induzida pela NE,
enquanto que o co-tratamento com EWH foi capaz de prevenir o aumento da resposta
contratil e do dano endotelia (Rmax%: Untreated: 97.37+2.32; Cd: 117.86+4.91%, EWH:
101.97+2.38; CAdEWH: 98.21+4.52 - *p<0,05 vs Ct). Adicionalmente, o Cd promoveu
aumento da producdo de EROs e do status antioxidante e o EWH incrementou o estesse
oxidativo e as defesas antioxidantes em artérias mesentéricas. Conclusdes: O EWH tem efeito
protetor sobre os danos téxicos induzidos pelo CdCl; no sistema cardiovascular.

1 INTRODUCAO

O cddmio (Cd) é um metal pesado e téxico, ndo essencial e amplamente utilizado na industria.
Os seres humanos s@o expostos ao metal pelo tabaco, alimentos, d4gua e poeira contaminada
(HOLASKOVA et al., 2012). A sua exposi¢io de forma cronica resulta em danos a varios
orgdos e sistemas, sendo associado ao desenvolvimento de doencas, tais como hipertensao
arterial (EUM et al., 2008; TELLEZ-PLAZA et al., 2008), aterosclerose = (KNOFLACH M.
et.al.,2011) e doenca arterial periférica (NAVAS-ACIEN et al., 2004).
Diferentes compostos naturais possuem propriedades de recuperar os efeitos toxicos de
metais, como vitamina E, selénio e polifendis e peptideos derivados da clara do ovo
(RIZZETTI et al., 2017; ABARIKWU et al., 2016). Nesse sentido, a hidrélise enzimatica de
clara de ovo resultou na producdo de peptideos com importantes fun¢des bioldgicas testadas
in vitro e in vivo, como acdo anti-inflamatéria e antioxidante (MIGUEL et al., 2004)
demonstrando efeitos benéficos em disfungdes cardiovasculares e metabdlicas (MIGUEL et
al., 2006; RIMON-GARCES et al., 2016).
O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos protetores do hidrolisado da clara de
ovo contra os danos cardiovasculares provocados pela exposi¢ao sub-cronica ao CdClo.

2 METODOLOGIA

Foram utilizados ratos machos Wistar com 12 semanas de vida, adquiridos do Biotério da
Universidade Federal de Santa Maria e mantidos em ambiente com temperatura e umidade
constantes e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a racdo e a dgua em gabinete
préprio. O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
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Experimentacdo e Uso de Animais da Unipampa (n° 017/2018). Para o modelo animal de
exposi¢do sub-cronica ao Cd, os ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos
tratados por 14 dias: a) Untreated (Controle — inje¢do de adgua destilada intraperitoneal- 1.p.),
b) Cd (Cloreto de Cadmio-CdCl, — 1mg/kg i.p., segundo Balaraman et al., 1989) ¢) EWH
(Hidrolisado de clara de ovo, 1g/kg/dia por gavagem, segundo Miguel et al., 2014), d)
CdEWH - ambos os tratamentos (CdCl, plus EWH).

A andlise das pressdes arterial foi realizada semanalmente pela técnica ndo-invasiva de
pletismografia de caudal, onde os registros de pressado sistdlica (PAS) (Instruments Pty Ltd,
Bella Vista, NSW, Australia).

Ao final do tratamento os ratos foram anestesiados (ketamina: 87 mg/kg e xilasina: 13 mg/kg
1.p.) seguido de uma incisdo cirirgica abdominal para a extracdo do mesentério para
experimentos de reatividade vascular de artérias mesentéricas (MRA) e posteriormente
eutanasiados. Para a andlise dos efeitos vasculares, as artérias mesentéricas foram dissecadas,
divididas em segmentos de 2mm e montadas em um midgrafo de tensdo e mantidas em
solucdo Krebs-Henseleit aquecida e aerada por mistura carbogénica (MULVANY &
HALPERN, 1977). Apés determinacdo da tensdo basal e periodo de estabilizacdo de 30
minutos, a avaliacdo da integridade funcional foi realizada pela contracdo ao cloreto de
potassio (KCl 120mM). Em seguida, para confirmar a integridade endotelial, as artérias
previamente contraidas com NE receberam uma tnica dose de ACh. Foram entdo realizadas
curvas concentragao-resposta a NE na presen¢a do endotélio.

As andlises bioquimicas foram realizadas nas artérias previamente homogenizadas em Tris-
Hcl 50 mM (pH 7,4), centrifugadas e utilizado o sobrenadante. A avaliacdo da peroxidacdo
lipidica foi analisada por meio das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) com
formacdo do complexo TBA-MDA (4cido tiobarbitirico-malondialdeido) pela degradacdo de
acidos graxos, conforme descrito previamente por Okawa et al., (1979) e expresso em n/mol
de MDA/mg de proteina tecidual. Os niveis de espécies reativas (ROS) foi determinado por
espectrofluorometria, conforme descrito por Loetchutinat et al. (2005); e a capacidade
antioxidante total foi medida pelo ensaio Ferric Reducing/Antioxidant Power (FRAP) Assay
(BENZIE et al., 1996) com resultados foram expressos com referéncia aos equivalentes de
Trolox.

Os resultados estdo expressos em média + EPM (erro-padrao da média). Para andlise das
curvas dose-resposta a fenilefrina foi realizada ANOVA seguido por pds-teste de Bonferroni.
Foram considerados estatisticamente significantes os resultados com valores de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A exposicdo sub-cronica ao Cd aumentou a PAS e o co-tratamento com EWH foi capaz de
reverter/prevenir este efeito (Untreated: 117.56£2,54; Cd: 147.86+5.36*; EWH: 122.84+2.86;
CdEWH: 121.6£3.5 mmHg). Nossos resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Balaraman et al. (1989) para o grupo Cd tratado com Img/kg de CdCl,. Adicionalmente, o
EWH apresentou efeito protetor contra o dano toxico induzido pelo metal semelhante ao
encontrado por Rizzetti et al. (2017) no seu estudo com exposicdo ao mercurio, um metal
também bivalente.

Figura 1: Valores da pressdo arterial sistélica — PAS inicial (A) e final — pés 14 dias (B) realizadas via
plestimografia caudal entre os grupos. Os resultados estdo expressos como média + EPM. ANOVA
2v: * p<0,05 vs Untreated; #p <0.05 vs Cd.
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A exposicao dos segmentos de MRA ao KCI promoveu resposta contratil semelhante nos
grupos experimentais (Untreated: 5.64 £ 0,306 mN/mm; Cd: 5.37 + 0,269 mN/mm; EWH:
5.026 £ 0.313 mN/mm; CdEWH: 5.563 + 0.495 mN/mm). A NE promoveu resposta
vasoconstritora concentracdo-dependente nos anéis de MRA dos grupos estudados (Figura 2),
os ratos tratados com Cd tiveram maior resposta contrdtil e resposta mdxima (Rméx),
enquanto que o co-tratamento com EWH conseguiu prevenir o aumento da resposta contrétil e
da resposta méaxima nos segmentos de MRA (Rmax % KCIl Untreated: 97.37+£2.32; Cd:
117.86+4.91*; EWH: 101.97£2.38; CAEWH: 98.214+4.52, p<0.05) sem alterar a sensibilidade
(pD2) entre os grupos experimentais (pD2 Untreated: -4.95+0.36; Cd: -4.36+0.15; EWH: -
4.37+£0.09; CdEWH: -4.22+0.24). De forma semelhante, Rizzetti et al. (2017) observou
aumento da resposta contratil em ratos tratados com mercurio e o EWH também foi capaz de
prevenir os danos cardiovasculares.

Figura 2: Resposta contrétil induzida por noradrenalina (NE) em MRA entre os grupos. Os resultados
estdo expressos com média + EPM da porcentagem da contracdo induzida por 120mM de KCI.
ANOVA: * <0,05 vs Untreated (Ct); # <0.05 vs Cd
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O relaxamento dependente do endotélio apresentou prejuizo nos segmentos arteriais de
animais tratados com Cd sugerindo que o metal promoveu disfuncdo endotelial e o co-
tratamento com o EWH foi capaz de atenuar tais danos (Figura 3).

Figura 3: Curva concentraciao-resposta a ACh em MRA dos grupos. Os resultados estdo expressos
como média + EPM. ANOVA: * <0,05 vs Untreated; # <0.05 vs Cd.
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A exposicao ao metal demonstrou ser capaz de aumentar as espécies reativas (ROS) e o co-
tratamento com EWH incrementou ainda mais este fator em MRA (Figura 4). Segundo Hart et
al. (2001), o Cd pode aumentar o numero de espécies reativas e inclusive induzir
carcinogénese por supressao de apoptose.

Figura 4: Medida de espécies reativas (ROS) por absorbincia em MRA entre os grupos de ratos.
Dados expressos em média+EPM e comparagdo feita pela ANOVA seguida de pos-hoc de Bonferroni,
* <0,05 vs Untreated; # <0.05 vs Cd. UF: unidade de fluorescéncia.
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Em relacdo ao nivel de peroxidacdo lipidica (Figura 5), somente os ratos expostos ao Cd e co-
tratados com EWH aumentaram os niveis de MDA. De acordo com Kara et al. (2005), o Cd é
capaz de aumentar o nivel de peroxidacdo lipidica de forma precoce tanto em ratos machos
como em fémeas ap6s 24h de exposicao de 0.5, 1, 2 e 4 mg/kg.

Figura 5: Medida da Peroxidagdo Lipidica (TBARS) em AMR entre os grupos de ratos. Dados
expressos em médiaxtEPM. ANOVA seguida de pos-hoc de Bonferroni, * < 0,05 vs Untreated; # <
0,05 vs Cd.
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A FRAP foi incrementada tanto nos ratos expostos ao Cd quanto naqueles co-tratados com
EWH, indicando que para a injtria causada pelo Cd, o EWH nao foi capaz de reverter o
aumento da capacidade antioxidante induzida pelo metal (Figura 6). Hart at al. (2001), afirma
que a exposicdo ao Cd pode aumentar as defesas antioxidantes por aumento da expressao de
glutationa e redugdo da apoptose, mas isso pode representar um risco por aumento do risco de
desenvolvimento de células cancerigenas resistentes.

Figura 6: Capacidade antioxidante total (FRAP) em MRA entre os grupos de ratos. Dados
expressos em médiatEPM. ANOVA seguida de pos-hoc de Bonferroni, * < 0,05 vs
Untreated.
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CONCLUSAO
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Os resultados deste estudo demonstram que o EWH parece ser capaz de atenuar parcialmente
os danos toxicos vasculares induzidos pelo CdCl,. Assim, o hidrolisado tem potencial efeito
terapéutico sendo considerado um alimento funcional.
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