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RESUMO

O mercurio € um metal pesado associado a doencas cardiovasculares. Estudos
relataram aumento da reatividade vascular sem alteracées na presséao arterial
sistélica (PAS) ap06s exposicao cronica ao cloreto de mercurio (HgClz) em ratos
normotensos. No entanto, ndo sabemos se os individuos na fase pré-
hipertensiva, como os ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) jovens, séo
suscetiveis ao aumento da pressao arterial. NOs investigamos se a exposi¢ao
cronica ao HgCl2 acelera o desenvolvimento da hipertensdo em SHRs jovens,
através da andlise da PAS durante a fase pré-hipertensiva e da fungéo vascular
de artérias mesentéricas de resisténcia (MRAs). SHRs com quatro semanas de
idade foram divididos em 2 grupos: o grupo SHR Controle e SHR HgCl2. O grupo
SHR Controle recebeu inje¢des intramusculares (i.m.) de solugcéo salina 0,9%
por 30 dias, enquanto o grupo SHR HgCl2 recebeu pelo mesmo tempo injecdes
i.m. de HgCl2, sendo a dose inicial de 4,6 ug/kg e as doses subsequentes de 0,07
Mg/kg/dia, a fim de atingir uma concentracdo plasmatica final de 29nM. Os
animais foram submetidos a pletismografia caudal para mensuracao indireta da
PAS no primeiro dia do tratamento e semanalmente, até o final. Ao final do
tratamento, os animais foram anestesiados e eutanaziados, sendo removidos 0
coracao, o leito mesentérico e o sangue, para analise de hipertrofia cardiaca,
reatividade vascular e analises bioquimicas. Os resultados mostraram que o
tratamento com HgClz acelerou o desenvolvimento da hipertenséo; reduziu a
reatividade vascular a fenilefrina nas MRAs; aumentou a producdo de Oxido
nitrico (NO); promoveu disfuncdo vascular aumentando a producao de espécies

reativas de oxigénio (EROs), como o peroxido de hidrogénio (H202); aumentou



0s niveis proteicos de Gp91Phox e niveis in situ de anion superéxido (Oze-); e
reduziu a producdo de prostandides vasoconstritores derivados da COX em
comparacdo ao grupo SHR Controle. A exposicdo ao HgCl2 acelerou o
desenvolvimento da hipertensédo e somado a iSso 0s animais expostos também
exibiram um mecanismo vasoprotetor para contrabalancear o rapido aumento da
PAS, diminuindo a reatividade vascular através da superproducao de H202 e NO.
Nossos resultados sugerem que a exposicdo ao HgCl:> potencializou esse
mecanismo vasoprotetor, uma vez que, antes disso, ocasionou o0
estabelecimento precoce da hipertensdo. Portanto, a exposigao crénica ao HgCl2
em animais pré-hipertensos pode aumentar o0 risco de doencas
cardiovasculares, acelerando o desenvolvimento da hipertensao.

Palavras-chave: cloreto de mercurio, artéria mesentérica de resisténcia,

reatividade vascular, 6xido nitrico, hipertensdo, SHR.



ABSTRACT

Mercury is a heavy metal associated with cardiovascular diseases. Studies
reported increased vascular reactivity without changes in systolic blood pressure
(SBP) after chronic mercury chloride (HgCl2) exposure in normotensive rats.
However, we do not know whether individuals in the prehypertensive phase, such
as young spontaneously hypertensive rats (SHRs), are susceptible to increased
arterial blood pressure. We investigated whether chronic exposure to HgClz in
young SHRs accelerates hypertension development by studying the vascular
function of mesenteric resistance arteries (MRAs) and SBP in young SHRs during
the prehypertensive phase. Four-week-old SHRs were divided into 2 groups:
SHR control group and SHR HgCl2 group. The SHR control group received
intramuscular injections of 0.9% NaCl for 30 days, while the SHR HgCl2 group
received intramuscular injections of HgClz for the same period to achieve a final
plasma concentration of approximately 29 nM, with an initial dose of 4.6 ug/kg
and subsequent doses of 0.07 ug/kg/day. The animals were submitted to caudal
plethysmography for indirect measurement of SBP on the first day of treatment
and then weekly until the end of the 30-day treatment. At the end of treatment,
the animals were anesthetized and euthanized, and the heart, mesenteric bed
and blood were removed for analysis of cardiac hypertrophy, vascular reactivity
and biochemical analyzes. The results showed that HgClz treatment accelerated
the development of hypertension; reduced vascular reactivity to phenylephrine in
MRASs; increased nitric oxide (NO) generation; promoted vascular dysfunction by
increasing the production of reactive oxygen species (ROS), such as hydrogen
peroxide (H202); increased Gp91Phox protein levels and in situ levels of
superoxide anion (Oze-); and reduced vasoconstrictor prostanoids production
compared to vehicle treatment. Although HgCl2 accelerated the development of
hypertension, the mercury-exposed animals also exhibited a vasoprotective
mechanism to counterbalance the rapid increase in SBP by decreasing vascular
reactivity through H202 and NO overproduction. Our results suggest that HgCl2
exposure potentiated this vasoprotective mechanism, since, before that, it
caused the early establishment of hypertension. Therefore, chronic exposure to
HgClz in prehypertensive animals could enhance the risk for cardiovascular

diseases, accelerating hypertension development.



Keywords: mercury chloride, mesenteric resistance artery, vascular reactivity,

nitric oxide, hypertension, SHR.
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1 INTRODUCAO

1.1. Mercdario: propriedades do metal, fontes de exposicdo e
intoxicacao

O mercurio € um metal pesado e pode ser encontrado naturalmente no
meio ambiente. Elemento estavel, ndo se destr6i, embora possa ser
transformado (WHO, 2010). O mercurio pode ser lancado para atmosfera através
de emissdes naturais provenientes de atividades vulcanicas e liberacédo de gas
da crosta terrestre, enquanto a combustdo de combustiveis fosseis,
desmatamento, queima de lixo e mineracdo sao fontes antropogénicas desse
metal (WHO, 2010; LINDBERG et al., 2007; SELIN et al., 2007). Estima-se a
emissdo natural de 2.000 a 6.000 toneladas de mercurio por ano para a
atmosfera. Somado a isso, as fontes antropogénicas contribuem
significativamente para o aumento do nivel de mercurio no ambiente, uma vez
que, atualmente, os niveis de mercurio na atmosfera sdo 3 a 6 vezes superior
aos niveis encontrados antes do processo de industrializacdo (OPAS, 2011).

O uso de metais pesados esta intimamente ligado a histéria do homem.
Ainda na pré-historia 0 homem descobriu 0 metal como importante material para
fabricacdo de utensilios e ferramentas. Entretanto, os registros referentes aos
metais ndo sdo somente relativos aos seus beneficios. O contato humano com
compostos metalicos, principalmente compostos isentos de atividade fisiol6gica,
mesmo em baixas concentracdes, esta relacionado com alta toxicidade. O
mercurio, em particular, vem sendo utilizado pela industria e medicina ha séculos
(CLARKSON, 2003). Seu uso em atividades humanas é descrito desde 2000
anos a.C. sendo o sulfeto de mercurio, desde essa época, utilizado para
amalgamacéo. Além disso, alquimistas utilizavam o mercurio para refino de ouro,
para antissepsia e para o tratamento da sifilis, por exemplo (SCHEIDT, 1967;
HYLANDER; MEILI, 2003; CLARKSON,1972; 2007). Atualmente, dentre os
principais usos do mercurio, podemos destacar sua utilizacdo em baterias
domeésticas, lampadas elétricas, incluindo as fluorescentes, em interruptores,
termostatos, em instrumentos de pressdo, medicdo e calibragdo usados em
laboratérios de pesquisas (como esfigmomanbémetros para mensuracdo de
pressao arterial), em amalgamas dentarios, em explosivos, no tratamento de

minérios de ouro e prata e para refino desses metais, na producdo de acido
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acético, dentre diversos outros usos (HACON; AZEVEDO, 2006). Assim, a
utilizacdo do mercurio leva a riscos de exposicdo ndo somente ocupacional,
como também acidental (CLARKSON, 2003). Afim de minimizar os riscos a
saude, o Ministério da Saude proibiu a fabricacdo, importacdo e comercializacéo
de termdmetros e esfigmomandmetros com coluna de mercurio para diagnostico
em saude, segundo a resolucédo da ANVISA RDC n° 145/2017.

Na natureza, pode ser encontrado sob trés formas: mercurio elementar ou
metalico, mercurio inorganico e mercurio organico. O mercurio elementar (Hg°)
€ um metal prateado e brilhante, porém, em temperatura ambiente, encontra-se
na forma fisica liquida, com minima absorcédo pelo organismo, oferecendo,
assim, menor risco a saude (WHO, 2010; OPAS, 2011). Em contrapartida,
apresenta alta volatilidade, por isso é a forma mais predominante na atmosfera,
podendo ser absorvido rapidamente pelos pulmdes, embora seja relativamente
inerte quando comparado com as outras formas de mercurio. O mercurio
elementar € mais comumente utilizado na fabricacdo de amélgamas dentarios,
termbémetros, lampadas fluorescentes e garimpo. Dessa maneira, esta mais
associado a riscos ocupacionais de intoxicacdo (CLARKSON; VYAS;
BALLATORI, 2007; WHO, 2005; HOUSTON, 2007).

Na atmosfera, o mercurio elementar pode ser oxidado a mercurio
mercurico (Hg?*) (UNEP, 2008). Além disso, a forma elementar pode se combinar
com cloro ou enxofre, formando os compostos inorganicos de mercurio, também
conhecidos como sais de mercurio. (OPAS, 2011). O composto inorganico pode
apresentar dois estados de oxidacéo, o mercuroso (Hg2**) e o mercurico (Hg?").
Dentre as formas inorganicas, destaca-se o cloreto de mercurio (HgClz2), muito
utilizado em cosmeéticos, inseticidas e tintas (CLARKSON; MAGOS, 2006;
SYVERSEN; KAUR, 2012). Essa forma € pouco volatil, porém altamente soltvel
em agua e reativa.

A apresentacdo orgéanica se da quando o mercurio se liga a um ou dois
atomos de carbono, originando, respectivamente, metilmercurio e etilmercurio.
Das formas organicas, o metilmercurio parece ser a mais toxica, pois ultrapassa
a barreira placentaria e hematoencefalica, apresentando grande afinidade pelo
sistema nervoso central (SNC). No que diz respeito ao mercurio inorganico, ao
se depositar em rios e oceanos, sofre um processo de biometilagéo,

transformando-se em metilmercurio, que se bioacumula ao longo da cadeia
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alimentar aquatica, e por isso, a principal fonte de contaminacdo dos seres
humanos ao metilmercurio é através do consumo de peixes contaminados
(FERRER, 2003; NASCIMENTO; CHASIN, 2001, CLARKSON, 2003; 2007). Ja
o etilmercurio € um composto do timerosal, utilizado como conservante de
vacinas (CLARKSON, 2003; CLARKSON; MAGOS, 2006; SYVERSEN; KAUR,
2012).

Todas as formas de mercurio sdo téxicas, porém o grau de toxicidade
varia de acordo com o tempo de exposicao, a via de exposi¢cao e a forma quimica
do metal (ZALUPS, 2000). O principal fator determinante da toxicidade desse
metal é sua alta afinidade pelos grupos sulfidrila (-SH), encontrados em
determinadas enzimas, canais ibnicos e receptores, podendo levar a prejuizos
de diversos processos enzimaticos e metabolicos (ABRAMSON; SALAMA, 1989;
CARKSON et al., 1993; CLARKSON, 1972; NASCIMENTO; CHASIN, 2001).
Portanto, ao se ligar a radicais sulfidrila, o mercurio pode provocar: inibicdo da
sintese proteica mitocondrial, afetando o metabolismo aerdbico; inibicdo de
enzimas essenciais, como a glutationa, catalase e vitamina E, importantes
defesas antioxidantes do organismo humano; pode também alterar o transporte
de potassio na membrana celular (CHIAMVIMONVAT et al., 1995; OPAS/OMS,
2011; RAMIREZ 2008). Esse complexo formado pela unido entre o mercurio e
radicais —SH, além da sua caracteristica lipossoluvel, é justamente o que confere
ao metal a capacidade de penetrar os tecidos (BRIDGES et al. 2007; MICARONI
et al., 2000).

Algumas catastrofes chamaram a ateng&o da comunidade cientifica e das
agéncias de saude para os efeitos téxicos desse metal. No Japao, na década de
1950, uma fabrica despejou dejetos industriais contendo grande quantidade de
mercurio na Baia de Minamata, resultando na contaminagdo dos peixes da
regido e a populacéo local, que dependia do consumo de peixe em sua dieta,
também foi contaminada. Foram observados alguns efeitos toxicos do metal em
recém-nascidos cujas maes foram expostas, como paralisia cerebral, ataxia e
perdas da audicdo e visdo, constituindo a doenca denominada Doenca de
Minamata, diagnosticada em cerca de 2000 casos na época (GOCHFELD, 2003;
WHO, 2010).

Outro importante incidente aconteceu no Iraque na década de 1970, onde
cerca de 6.500 pessoas foram hospitalizadas por intoxicacdo apds consumirem
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pao produzido com trigo tratado com fungicidas contendo mercurio. Dessas
pessoas hospitalizadas, 459 morreram (BAKIR et al., 1973; WHO, 2010). Nesses
casos, os efeitos toxicos foram evidentes em concentragdo sanguinea de
mercurio de 1 pg/mL e, nos casos de morte, foram observadas concentracfes
acima de 3 pg/mL (BAKIR et al., 1973). Mesmo ap0s esses incidentes alguns
paises, como o Brasil, continuam utilizando o mercurio em determinadas
atividades. A regido da Amazonia ocupa lugar de destaque em problemas de
contaminagcdo ambiental e exposicdo humana associados ao mercurio, sendo
estimado o descarte de 5 kg de mercurio para cada kg de ouro extraido, o que
coloca em risco 0s garimpeiros e a populagéo ribeirinha, principalmente (OPAS,
2011).

Estudos mostram que a populacdo em geral estd exposta a
principalmente trés vias de intoxicacdo por mercurio: tanto o uso (usuarios)
quanto a manipulacao (dentistas) de améalgamas dentarios, consumo de peixes
contaminados e vacinas contendo timerosal (CLARKSON, 2002; 2003).

Atualmente, os amalgamas dentarios sao a principal fonte de exposicao
ao mercurio inorganico para a populacao, tanto para as pessoas que possuem
obturacdo dentaria, quanto para aquelas que trabalham em consultérios
odontoldgicos, como os dentistas ou técnicos, que estao envolvidos na producao
e manipulacdo desse produto (OPAS, 2011; CLARKSON, 2002). Para a
fabricacdo do amalgama, utiliza-se uma liga de metais como prata, cobre e
estanho, sendo que aproximadamente 50% dessa liga € composta por mercurio
(WHO, UNEP 2008). A exposicao de dentistas e dos usuarios pode ser pela
inalacdo de vapor de mercurio, na sua forma elementar, encontrado na cavidade
bucal ou no ambiente dos consultérios no momento de producdo ou manipulacao
dos amalgamas (NASCIMENTO; CHASIN, 2001; SCHUURS et al., 1999). Uma
vez inalado, cerca de 80% do mercurio é absorvido rapidamente pelo sistema
respiratorio (ATSDR 1999; LANGWORTH et al., 1997), conseguindo atingir a
corrente sanguinea com concentracdo de até 18 nM/L, de onde parece ser
transportado e depositado preferencialmente nos rins e cérebro (BJORKMAN et
al., 1997; EIDE; WESENBERG, 1993). Apoés a inalacdo, o mercurio ultrapassa
facilmente a barreira hematoencefalica e placentaria. Nas hemacias, o mercurio
elementar sofre oxidacao, sendo transformado em mercurio inorganico, que tem

menor lipossolubilidade e, portanto, menor capacidade de ultrapassar
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membranas celulares ficando, assim, retido nos 6rgaos (ASANO et al., 2000;
CLARKSON, 2007).

Além do mercuario adentrar o organismo humano pela inalacdo de seu
vapor, o0 ato da mastigacdo em pessoas com amalgamas também pode liberar
particulas de mercurio na cavidade bucal e existe um relacdo diretamente
proporcional entre o numero de amalgamas e a quantidade de mercurio
absorvida (LEISTEVUO et al., 2001; SANDBORGH-ENGLUND et al., 1998;
HALBACH et al., 2008). Nesses individuos, a concentragdo sanguinea de
mercurio apos a mastigacéo pode chegar a 10 pg/dia, mais que a encontrada na
atmosfera (LORSCHEIDER; VIMY, 1990). Apesar disso, ainda ndo esta bem
estabelecido se 0 uso desses amalgamas deve ou ndo ser contraindicado.
Enquanto um 6rgdo americano encoraja 0 uso (AMERICAN DENTAL
ASSOCIATION, 2003), 6rgdos de outros paises recomendam evita-lo ou, até
mesmo, banir o uso de restauracbes com amalgamas contendo mercurio
(BRITISH DENTAL HEALTH FOUNDATION, 2003; SATO et al., 2006;
HYLANDER et al. 2006).

Embora de acordo com a Environmental Protection Agency (EPA, 1997),
um Unico amalgama libere 3 a 17 pg/dia de vapor de mercuario, um estudo
evidenciou que concentragdo sanguinea de mercurio inorganico encontrada em
pessoas usuarias dessas restauracbes € de aproximadamente 4,3 pg/L de
sangue, o0 que € equivalente a cerca de 16 nM. Também de acordo com a EPA
dos EUA, a dose de referéncia diaria aconselhada para o cloreto de mercurio
seria de 0,3 pg/kg/dia e para o vapor de mercurio seria 0,3 pg/ms? de ar (WHO;
UNEP 2008). J4 aqui no Brasil, a dose maxima de mercuario inorganico
recomendada é 4 pg/kg de peso corporal por semana (OPAS, 2011).

O mercurio emitido tanto por fontes naturais quanto antropogénicas tende
a se depositar em cursos de agua, como oceanos e rios, e la € convertido em
metilmercurio por um processo denominado biometilagdo. O metilmercurio se
acumula em peixes e frutos do mar que, muitas vezes, sdo consumidos pela
populacdo em geral. Dessa forma, além do mercurio proveniente dos
amalgamas dentarios, outra fonte de exposicdo comum aos seres humanos € o
consumo de peixes e frutos do mar contaminados com metilmercurio
(CLARKSON, 2002; 2003). Devido a via de consumo, o metilmercurio &
absorvido pelo trato gastrointestinal e, por atravessar facilmente a barreira
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hematoencefalica e plancentéria, alcanca o cérebro e o feto. Ataxia, perda da
visdo e audicdo e parestesia sdo sinais neuroldgicos observados em adultos
expostos (ETO, 2002; WHO, 2004).

Ha muito tempo o consumo de peixes € recomendado por possuirem
Oleos que tem propriedades de protecédo contra o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (BURR et al., 1989). Porém essa recomendacdo nao €
unanime, uma vez que estudos mostraram a relagéo direta entre alto consumo
de peixes, acumulo de mercurio e efeitos cardiovasculares, como infarto agudo
do miocardio, hipertensdo e aterosclerose (VIRTANEN et al., 2005;
GRANDJEAN et al., 2004; SALONEN et al., 1995; WAKITA, 1987; VASSALLO
et al, 1999). A EPA dos EUA considera que niveis de metilmercario sanguineo
de 5 pg/L ou 21 nM, equivalente a 1 pug/kg de peso corporal, sdo consideraveis
aceitaveis e sem efeitos deletérios para o organismo, sendo aconselhado a
pessoas que excedem esses valores, principalmente gestantes ou mulheres que
pretendem engravidar, a reducdo do consumo de peixes (STERN, 2005).

Diante dessas controvérsias, as agéncias de alguns paises
estabeleceram limites aceitaveis de metilmercario na ingesta ou no organismo.
Enquanto a organizagdo mundial da saude preconiza um limite de ingesta de
0,47 ug/kg/dia de metilmercurio e a National Research Council uma dose de
referéncia de 0,1 pg/kg/dia, o FDA estabelece uma referéncia diaria aceitavel de
0,43 pg/kg/dia (FDA, 2004). No Brasil, a ANVISA recomenda alimentar-se de
peixes ndo-predadores com limite méximo de metilmercurio de 0,5 pg/ e de 1,0
Mg/kg quando predadores. Ainda no Brasil, o valor de referéncia para ingesta
semanal mercurio organico € de 1,6 pg/kg de peso corporal por semana
(Ministério da Saude, 1998), seguindo os valores tolerados de ingesta do Comité
Conjunto de Especialistas da FAO/OMS sobre Aditivos Alimentares (FAO/WHO,
2006). No caso de adultos, o Comité considerou que a ingestéo de até cerca de
duas vezes o valor de 1,6 pg/kg de peso corporal ndo representa risco de
neurotoxicidade, embora no caso de mulheres em idade fértil, criancas e
adolescentes, esse valor ndo deve ser ultrapassado, pois sdo mais sensiveis a
toxicidade do mercurio.

Estudos realizados na Bacia Amazonica observaram que dentre o0s
consumidores de peixe, a populacéo ribeirinha apresenta maior concentragéo de

mercurio e, portanto, esta mais exposta, sendo encontradas concentracdes de
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mercurio entre 38,6 + 14,4 ug/g e 65 £ 58 ug/g de cabelo (EVE; OLIVEIRA; EVE,
1996). J& os consumidores urbanos de peixe sdo notavelmente menos expostos,
com niveis de mercurio no cabelo em torno de 2,4 ug/g, 2 pg/g e 1,9 ug/g (WEBB
et al., 2004; SANTOS et al., 2002; PASSOS et al., 2003).

A terceira principal fonte de exposicado humana ao mercurio é o timerosal,
um composto utilizado desde 1930 como conservantes para vacinas, que
contém etilmercario e ainda hoje é encontrado com essa finalidade (MAGOS,
2001; CLARKSON et al., 2002; GEIER et al., 2007). Embora sua toxicidade seja
considerada similar ao metilmercurio (FDA, 2008; CLARKSON et al., 2002), o
etilmercurio possui menor tempo de meia vida, sendo mais rapidamente
convertido em mercario inorganico no organismo (PICHICHERO et al., 2002).
Alguns estudos apontaram desordens neuroldgicas em pessoas expostas ao
timerosal (GEIER et al., 2008; GEIER; GEIER 2003; BASKIN, 2003), porém a
auséncia de associacdo entre o etilmercurio e efeitos toxicos também foi
mostrada (HERON; GOLDING, 2004; PARKER et al., 2004). Devido a essas
evidéncias contraditorias, a suspensao de vacinas contendo timerosal ainda ndo
€ incontestavel (FDA, 2004) e os limites aceitaveis de etilmercurio sdo os
mesmos estabelecidos para metilmercurio (WHO, 1996).

A EPA considera seguro valores de mercurio sanguineo no homem
inferiores a 5,8 pg/L em pessoas expostas, enquanto segundo a NRC (2000)
esse valor ndo deve ultrapassar 2 pug/L em pessoas ndo expostas. Ja aqui no
Brasil, sdo considerados seguros os valores de 5 a 10 pg/L em pessoas expostas
e 1 a 8 pg/L em pessoas nao expostas (WHO, 2008; MS, 2010). Os danos
causados pela exposicdo ao mercurio podem repercutir em varios 6rgaos e

tecidos.

1.2. Efeitos do mercurio nos diversos 6rgaos e sistemas

Enguanto a intoxicacdo aguda pelo mercuario ocorre em um curto periodo
de tempo e em concentraces elevadas, a intoxicagdo cronica é caracterizada
por ocorrer em periodo prolongado, de semanas a anos, e a baixas
concentracOes. Essas diferentes formas de intoxicacéo podem levar a diferentes
apresentacoes de quadro clinico (PACHECO-FERREIRA, 2008). Geralmente, os
efeitos tdéxicos do mercurio sdo observados primeiramente no SNC, rins e no

sistema cardiovascular, mas também podem ser encontradas alteracdes no



24

sistema respiratério, imunolégico, reprodutivo e gastrointestinal (RICE; BARONE,
2000; ATSDR, 1999; UNEP, 2002; FDA, 2006).

O SNC geralmente é alvo das formas elementar e organica do mercuario.
Ao atravessar a barreira hematoencefalica, o mercurio elementar tende a atingir
principalmente a substancia negra e os lobos occipital e parietal. Assim, é
possivel observar diminuicdo da capacidade cognitiva, tremor, polineuropatia,
paresia e hiperreflexia (EPA, 1997; WHO, 2004). J& o metilmercurio afeta
principalmente os giros pré e pos-central, temporal superior, na porcéo central
do cerebelo, e ganglios da base (ETO, 2002). Seus efeitos no SNC, alvo
primério, ocorrem pela sua alta capacidade de ligagdo aos radicais —SH e
cisteina, culminando em: inativacdo de enzimas e danos estruturais as proteinas
(YEE; CHOI, 1994); alteracéo direta do DNA pela inibicdo da organizacdo dos
microtubulos, fator importante para o desenvolvimento do SNC (CLARKSON,
1987) e, por ultimo, inibicdo de diferentes receptores com consequente blogueio
dos canais de calcio em neurdnios ganglionares (WEINSBERG et al., 1995;
SIMMONS-WILLIS et al., 2002). Passos e Mergler (2008) observaram efeitos
neurotdéxicos com concentracdes de mercuario capilar abaixo de 50 pg/g em
adultos da Amazodnia. Atraso psicomotor e diminuicdo da acuidade visual foram
demonstrados (PINHEIRO et al., 2007; da COSTA et al.,, 2008). Embora os
efeitos do mercurio inorganico no SNC humano ainda ndo sejam bem
esclarecidos, ja foi observado que o cloreto de mercurio aumenta a producéo de
EROs e promove alteracdes celulares compativeis com as encontradas em
doencgas como Esclerose Lateral Amiotrofica e Alzheimer (KONIGSBERG et al.,
2001; BEAL, 2002; CHONG et al., 2005).

Como a excregdo de compostos mercuriais € mediada pelos rins, estes
orgaos também se tornam alvo, principalmente do mercurio inorganico
(ZALUPS, 2000; VAN VLEET; SCHNELLMANN, 2003; HODGSON et al., 2007),
que é absorvido pelos rins devido a sua ligacdo com a glutationa e cisteina
(ZALUPS; LASH, 2006). Foi observado que um dos mecanismos de acéo lesivo
do cloreto de mercurio em ratos se da através do aumento da producdo de
EROs, como o peroxido de hidrogénio (GSTRAUNTHALER et al., 1983; LUND
et al., 1993). Assim, a administracdo de antioxidantes parece ter efeito protetor
contra os efeitos deletérios do metal no sistema renal (AUGUSTI et al., 2007).

Além disso, o aumento da peroxidacgédo lipidica (LUND et al., 1993) e prejuizos



25

da funcéo mitocondrial (STACCHIOTTI et al., 2004; CARRANZA-ROSALES et
al., 2005) também constituem vias de nefrotoxicidade pelo mercurio. O resultado
final dessas alteracdes muitas vezes é a faléncia renal, observada tanto em
humanos como em animais experimentais, principalmente como consequéncia
de lesbes nos tdbulos proximais (ZALUPS, 2000) e lesdo glomerular
(BAGENSTOSE et al., 1999; CARMIGNANI et al., 1989) causadas pelo mercurio.

O mercurio também exerce efeitos tdxicos sobre o sistema respiratorio.
Foi observado em humanos que a inalacdo e vapor de mercuario elementar
causou congestdo pulmonar e insuficiéncia respiratéria (BLUHM et al., 1992;
ZHENG; MONESTIER, 2003; AZEVEDO, 2003). Além disso, a administracao
aguda de cloreto de mercurio em ratos experimentais levou a hipertensao
pulmonar (ROSSONI et al, 1999). Também foi observada supresséo do sistema
imunologico e aumento da ocorréncia de cancer em individuos expostos ao
mercario (GOMEZ et al., 2007; GLEICHMANN et al., 1989), reducédo da
fertiidade em homens expostos ao metilmercurio (CHOY et al., 2002), aborto,
infertilidade e mal formacé&o congénita em mulheres (SCHUURS, 1999), além de
alguns efeitos no trato gastrointestinal. Quando em contato com a mucosa do
trato gastrointestinal, os compostos mercuriais podem levar a estomatites,
diarreia, vémitos, hematémese e Ulceras (GRAEME; POLLACK, 1998; BANDO
et al., 2005).

1.3. Efeitos do mercurio no sistema cardiovascular

No sistema cardiovascular, a exposi¢ao crénica ou aguda ao mercurio
tem sido associada ao aumento do risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como hipertenséo, aterosclerose e infarto agudo do miocardio
(SALONEN et al., 1995; 2000; VIRTANEN et al., 2005; HOUSTON, 2011).

O estudo de Salonen et al. (1995) avaliou por seis anos a concentragao
de mercurio capilar de homens que apresentavam em sua dieta a ingesta diaria
de peixes e concluiu que os individuos com concentra¢cdo de mercurio maior que
2,0 pg/g no cabelo apresentaram risco duas vezes maior de infarto agudo do
miocardio (IAM) gue homens com concentra¢cdes menores. Além disso, alto teor
de mercurio capilar foi associado a probabilidade de desenvolvimento de doenca
arterial coronariana (DAC) e morte por qualquer outra causa. O aumento do risco
de IAM foi relacionado ao fato de o mercurio causar diminui¢éo do efeito protetor
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de acidos graxos, como o 6mega 3, abundante em peixes (SALONEN et al.,
1995; VIRTANEN et al., 2005). Mais estudos também relacionaram a exposi¢cao
ao mercurio ao aumento do risco de desenvolvimento de IAM e DAC (GUALLAR
et al., 2002; VIRTANEN et al., 2007). Além disso, aumento na pressao arterial
foi observada com niveis de mercurio capilar abaixo de 0,83 pg/g em homens na
Coreia (LIM et al., 2010). Porém, recentemente, Downer et al. (2017) ndo
encontraram relacdo entre exposicdo ao metilmercario e doencas
cardiovasculares em adultos. Também foi observado que a exposi¢ao pré-natal
ao metilmercurio ndo alterou a pressao arterial de criancas e adolescentes
(THURSTON et al., 2007). Sendo assim, a toxicidade do metilmercurio sobre o
sistema cardiovascular ainda é controversa.

Foi observado que a exposicdo aguda a elevadas concentracdes de
HgCl2 em ratos experimentais promoveu arritmia, bloqueio atrioventricular,
reducdo da forca de contracdo isovolumétrica e da pressao sistolica do ventriculo
esquerdo (MASSARONI et al., 1995; ROSSONI et al., 1999; VASSALLO et al.,
1999). Além disso, foi observado aumento da pressao sistdlica ventricular direita
e disfuncao diastélica dos dois ventriculos, com consequente aumento da
resisténcia vascular pulmonar (ROSSONI et al., 1999) e reducéo da forca de
contracdo dos musculos papilares pela inibicdo da atividade da ATPase
miosinica (VASSALLO et al., 1999), ambos ap0s exposicdo aguda a altas doses
de HgCl.. Em contrapartida, de acordo com Assis et al. (2003), a exposi¢ao
aguda a 20 nM de HgCl2 em corac¢fes isolados aumentou a pressédo diastolica
do ventriculo esquerdo.

Alguns estudos exploraram os efeitos do mercurio nos leitos vasculares
e observaram alteracOes de reatividade que parecem estar associadas
principalmente a alteragdes na funcdo endotelial. E bem conhecido que os
desequilibrios entre a formacédo de EROs e a capacidade antioxidante causam
disfuncdo endotelial (KISHIMOTO et al., 1995a; 1995b; FELETOU, 2006;
TOUYZ, 2004). Estudos mostraram que a exposi¢cdo ao mercurio, aguda ou
cronica aumenta a formacéo de EROs, aumentando assim o estresse oxidativo
(CHEN et al., 2005; HUANG; CHENG,; LIN, 1996; MAHBOOB et al., 2001; REUS
et al., 2003). Isso acontece, pois 0 mercurio tem afinidade pelo grupamento —SH
de alguns peptideos, como a cisteina e glutationa, que sdo importantes

antioxidantes em nosso organismo. Ao se ligar a elas, o mercurio promove
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inativacao, favorecendo assim, o estresse oxidativo (HALBACH et al., 1981; YIN
et al., 2008). Essas substancias possuem importante impacto no sistema
cardiovascular, uma vez que a exposicdo cronica ao HgCl: em ratos
normotensos aumentou a reatividade vascular e reduziu a biodisponibilidade do
oxido nitrico (NO) devido ao aumento da producdo de EROs em artérias de
condutancia como a aorta e mesentérica de resisténcia (WIGGERS et al., 2008b;
FURIERI et al., 2011; LEMOS et al., 2012). Somado a isso, as EROs podem
acarretar em peroxidacao lipidica, que também leva a disfuncdo do endotélio
vascular, comprometendo assim, sua funcdo modulatéria (FELETOU:;
VANHOUTTE, 2006; HEINECKE, 1998; WITZTUM, 1994). A disfuncao
endotelial, por sua vez, estd presente em doencas cardiovasculares como
hipertenséo, aterosclerose, IAM e DAC (HOUSTON 2007; SALONEN 2000;
VIRTANEN 2005). Esses achados suportam o estudo de Salonen et al. (2000),
que acompanhou por quatro anos homens com ingesta diaria de peixes
contaminados com mercurio e concluiu que o acumulo desse metal no organismo
estd associado a ndo s6 o desenvolvimento, como também a progressao
acelerada de aterosclerose em carotidas desses individuos pela oxidacdo do
LDL.

Também foi observado em ratos normotensos que a exposicéo cronica
ao mercurio a doses similares aquelas encontradas em humanos expostos
aumenta a reatividade vascular através do aumento da producdo de
prostanoides vasoconstritores derivados da via da ciclooxigenase 2 (COX-2)
(PECANHA et al., 2010; RIZZETTI et al., 2013).

Tais efeitos deletérios do metal aumentam a resisténcia vascular e
consequentemente induzem hipertensao arterial, como ja foi demonstrado apo6s
exposicdo cronica ao mercurio (WAKITA, 1987; CARMIGNANI; BOSCOLO,
1992; HOUSTON, 2007). Porém, os achados sobre impacto da exposicao ao
mercurio sobre a pressao arterial sistolica (PAS) ainda sdo controversos e
parecem depender da forma e da dose de exposi¢do. Enquanto MASSARONI et
al. (1995) e Rossoni et al. (1999), apos exposicao aguda a altas doses de cloreto
de mercurio, observaram reducéo na PAS, Machado et al. (2007) demonstraram
efeito oposto. Por outro lado a exposicao crénica de ratos normotensos ao HgCl2
por 30 dias ndo promoveu alteracdo na PAS (WIGGERS et al., 2008b; LEMOS
etal., 2012; RIZZETTI et al., 2017). Em contrapartida, o tratamento por 60 e 180
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dias aumentou significativamente a PAS (CARMIGNANI; BOSCOLO 1992;
RIZZETTI et al., 2017). Estes estudos mostram o impacto da exposicdo ao
mercurio em ratos previamente normotensos.

Para o melhor entendimento das alterac6es encontradas no presente
estudo e como elas influenciam na reatividade vascular e pressao arterial, a
seguir temos uma breve revisdo sobre o endotélio vascular e seus fatores

moduladores do tbnus vascular.

1.4. Endotélio vascular

O endotélio vascular € constituido por uma camada de células
encontradas entre o sangue e o musculo liso vascular (MLV) e é responsavel por
diversas funcdes: controle do ténus vascular, inibicdo da agregacéo plaquetaria,
acdo anti-inflamatoria, inibicdo da adesdo e migracdo de leucdcitos e da
proliferacdo de células musculares lisas (MONCADA et al., 1977;
FORSTERMANN, 2006; DONATO et al., 2009). A regulagdo do ténus do MLV
mediada pelo endotélio se da por intermédio da liberacdo de fatores vasoativos
com acao vasodilatadora ou vasoconstritora, portanto o endotélio é capaz de
interferir na resisténcia vascular (RUBANYI, 1993). Os fatores vasodilatadores
derivados do endotélio sdo o NO, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) e a prostaciclina (PGI2). Ja os fatores vasoconstritores derivados do
endotélio sdo a angiotensina Il, endotelina-1 e os metabdlitos derivados da via
do acido araquiddnico como tromboxano A2 (TXA2), prostaglandinas E2 (PGE?2)
e F2 a (PGF2a), além das EROs (FURCHGOTT; VANHOUTE, 1989; 1999;
MONCADA et al., 1977; RUBANYI; VANHOUTTE, 1986; KIFOR; DZAU, 1987;
FROLICH; FORSTERMANN, 1989). O desequilibrio entre os fatores produzidos
pelo endotélio € chamado de disfungéo endotelial (MATURANA et al., 2007).
Dessa forma, alteracbes na funcdo endotelial podem levar a alteracbes na
resisténcia vascular e, consequentemente, pressao arterial (RIZZONI et al.,
1996; ROSSI et al., 1997) (Figura 1).
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Figura 1: llustracdo demonstrando desequilibrio entre a producdo de fatores vasodilatadores
(menor) e vasoconstritores (maior) derivados do endotélio como fator de risco para doengas
cardiovasculares. (Botelho, 2016).

1.4.1. Fatores vasodilatadores derivados do endotélio

1.4.1.1. Oxido nitrico

O NO é uma molécula de gas com capacidade de difusao livre pelas
membranas celulares e € considerado um radical livre (PALMER et al.,1987;
MONCADA et al.,1989). Ele é formado a partir da L-arginina e oxigénio que, por
acdo da oxido nitrico sintase (NOS), € oxidada em L-citrulina. Essa reacdo pode
ser catalisada pelas trés formas existentes de NOS: Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), ambas consideradas
formas constitutivas e, por ultimo, a 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS), cuja
expressao e atividade é induzida por estimulos inflamatorios (FORSTEMANN et
al., 1994; XIE et al., 1992; DUSSE et al., 2003). A reacao de producdo do NO
depende da presenca de cofatores como NAD(P)H (adenina dinucleotideo
fosfato) e tetrahidrobipterina (BH4) (MAYER; HEMMENS, 1997,
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(FORSTERMANN, 2010; MUTCHLER; STRAUB, 2015). Esse evento é
dependente do aumento da concentracdo de célcio intracelular, que pode ser
desencadeado pela estimulacdo de receptores (como 0s receptores de
acetilcolina e bradicinina) de membrana das células endoteliais ou pelo aumento
da forca de cisalhamento sobre as células endoteliais, causando o shear stress,
ativacdo da NOS e, consequentemente, geracao de NO (LE MELLAY et al.,
1997; CARVALHO et al., 2001).

O NO produzido no endotélio é prontamente difundido para as células do
MLV. Neste local, ativa a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) que, por sua
vez, converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica
(GMPc). O aumento do GMPc ativa a proteina quinase dependente de GMPc
(PKG), o que resulta em relaxamento do MLV por diversos mecanismos (Figura
2): diminuicdo da entrada de célcio para o interior da célula pela ativacdo de
canais de K* dependentes de Ca?*; aumento do sequestro de célcio para o
reticulo sarcoplasmatico pela ativacdo da SERCA; fosforilacdo da quinase da
cadeia leve da miosina (MLCK), provocando sua inibicdo; aumento da saida do
Ca?* pelo trocador Na*/Ca?* (DUSSE et al., 2003; IGNARRO; KADOWITZ, 1985;
LINCOLN et al., 2001).
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Figura 2: Cascata de producao do oxido nitrico (NO) pela enzima eNOS e ativacao da via do
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), culminando em relaxamento das células
musculares lisas (Botelho, 2016).
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A acdo do NO pode ser prejudicada pela reducdo em sua geracao, de
forma indireta. As EROs podem diminuir a expressédo ou atividade da eNOS
através da interacdo com seus co-fatores e substratos (PEPINE, 2009; DE
GENNARO et al.,2009). A acdo do NO ainda pode ser prejudicada pela reducéo
da sua biodisponibilidade, de forma direta, uma vez que o NO produzido no
endotélio pode ser degradado ao interagir com as EROS, em especial o anion
superoxido (Oz+-). Essa reagdo dé origem ao peroxinitrito (ONOO-), um potente
agente oxidante (RUBANY; VANHOUTE, 1986; GAO; MANN, 2009). Alteracdes
na sintese ou biodisponibilidade do NO esta associada a fisiopatologia de
doencas cardiovasculares, como a hipertensdo (CHATTERJEE; CATRAVAS,
2008; BRIONES et al, 1999; CHANG 2002).

1.4.1.2. Prostaciclinas

A PGI2 é um prostandide derivado da via da ciclooxigenase (COX).
Existem duas isoformas da COX, a do tipo 1 (COX-1), considerada constitutiva
e expressa na maioria das células, e a do tipo 2 (COX-2), induzida por estimulos
inflamatérios (SMITH et al., 1996; WU, 1995; VANHOUTTE et al., 2005). A COX-
1 e COX-2 sdo responsaveis por converter o acido araquiddnico (AA) em
prostaglandina H2 (PGH2) que, por sua vez, pode ser convertida por acdo de
fosfolipases em PGI2, PGE2, PGF2a e TXA2, sendo os trés ultimos agentes
vasoconstritores (MARDINI; FITZGERALD, 2001).

Em contrapartida, a PGI2 contribui para a vasodilatacdo dependente do
endotélio pois, ao se ligar ao seu receptor IR acoplado a proteina G, ocorre
ativacdo da adenilato ciclase e consequente formacéo de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) (FELETOU; VANHOUTTE, 2006; 2009). O aumento dos
niveis de AMPc ativa a proteina quinase ativada por AMPc (AMPK) e a proteina
quinase dependente de AMPc (PKA), presente no MLV. A PKA reduz a atividade
da quinase de cadeia leve da miosina (MLCK), reduzindo a fosforilagdo da cadeia
leve da miosina (MLC). J4 a AMPK induz o relaxamento vascular pela abertura
de canais para potassio sensiveis a ATP (Katp), canais para potassio ativados
por calcio de larga condutancia (BKca), canais de potassio retificadores de influxo
(Kir) € 0s canais de potéassio ativados por voltagem (Kv) (CHANG et al., 1987;
PARKINGTON et al., 1995; FELETOU; VANHOUTTE, 2006; 2009).
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1.4.1.3. Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)

Além do NO e da prostaciclina, existe um outro fator de relaxamento
derivado do endotélio (EDRF), o EDHF. A identidade do EDHF ainda é discutida,
mas sabe-se que ele promove o relaxamento por meio da hiperpolarizacdo das
células do MLV, sem depender de aumentos intracelulares de GMPc, mas sim
de Ca*? intracelular. A vasodilatacdo ocorre pela ativacdo canais para potassio
ativados por célcio e a Na*K*-ATPase (CARVALHO et al., 2001; FELETOU;
VANHOUTTE, 2006). Os diferentes tipos de canais para potassio envolvidos no
EDHF séo os Ky, além dos canais para potassio ativados por calcio (Kca) de
baixa (SKca) e intermediéria (IKca) conduténcia, que estdo localizados nas
células endoteliais, e os de alta condutancia (BKca), localizados nas células do
MLV (JACKSON, 2005; LEDOUX et al., 2006). O aumento das concentracdes
de Ca*? intracelular ativa os SKca e IKca nas células endoteliais, gerando
hiperpolarizacdo do MLV através: da transmissdo da hiperpolarizagdo das
células endoteliais para as células do MLV pelas gap junctions; aumento de K*
extracelular pela hiperpolarizacéo das células endoteliais, levando a ativacéo de
BKca no MLV; aumento de K* extracelular levando a ativacdo da bomba de
Na*K*-ATPase (ZYGMUNT et al., 1997; SHIMOKAWA; MATOBA, 2004;
FELETOU; VANHOUTTE, 2006). E importante ressaltar que, em vasos de
resisténcia, dentre todos os EDRFs, o EDHF é o principal contribuinte para a
vasodilatacao dependente do endotélio (URAKAMI-HARASAWA et al., 1997).
Assim, altera¢des na funcdo dos canais para potassio também podem constituir
a fisiopatologia de doencas cardiovasculares, como a hipertensdo, fato ja
observado (KO et al., 2008).

1.4.2. Fatores vasoconstritores derivados do endotélio

1.4.2.1. Espécies reativas de oxigénio (EROs)

As EROs sédo metabdlitos gerados principalmente pela mitocondria.
Portanto, sua geragao ocorre tanto em condi¢des fisioldgicas, em decorréncia da
respiracao celular, como também em condi¢des patologicas (LEE; WEI, 2007).
Porém, a mitocondria ndo é a unica fonte de EROs, podendo também ser gerada

por enzimas como NAD(P)H oxidases, xantina oxidase, eNOS, lipooxigenases e
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ciclooxigenases (CAl; HARRINSON, 2000; KOH et al.,, 2009). Em condi¢des
fisiologicas, existe um equilibrio entre a sintese e a degradacdo das EROs. No
entanto, em condi¢cbes patolégicas, 0 aumento em sua producdo pode levar
proliferacdo das células do MLV, aumento do tbnus vascular, migracao de
mediadores inflamatoérios e remodelamento vascular (MUNZEL et al., 1999;
TANIYAMA; GRIENDLING, 2003; SZASZ, 2007).

Sao exemplos de EROs o radical hidroxila (OH-), o ONOO-, o perodxido de
hidrogénio (H202) e o0 Oze-. Este ultimo é considerado o mais importante radical
livre, sendo formado pela reducdo de 1 elétron do Oz a partir da NAD(P)H
oxidase nos vasos, principalmente, e com importante caracteristica
vasoconstritora (WU et al, 2001; HAMILTON et al, 2001). A NAD(P)H oxidase é
um complexo composto pelo citocromo bsss, que possui duas subunidades, a
p22-phox e a Gp91Phox, também conhecida como NOX (ZALBA et al., 2001). O
O2¢- formado pode interagir com NO, originando o ONOO- (RUBANY;
VANHOUTE, 1986; GAO; MANN, 2009) ou pode ser dismutado pela superéxido
dismutase mitocondrial (Mn-SOD), superoéxido dismutase citoplasméatica (Cu, Zn-
SOD) ou superodxido dismutase extracelular (EC-SOD), produzindo H20:2
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O H202 pode ser metabolizado em H20 e O2
pela catalase ou em glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) pela
glutationa peroxidase (GPx). Pode também reagir com metais de transicéo,
formando o OH- (GRIENDLING; USHIO-FUKAI, 2000). De todas as EROs, o
H202 apresenta uma peculiaridade: pode ser um agente vasoconstritor ou
vasodilatador e 0 que determina isso € o leito vascular e a concentracdo de
peréxido (HAYABUCHI, 1998; FELETOU, 2009). O H202, a depender das
condicdes, pode ativar canais para potassio, induzindo relaxamento (FELETOU,
2009). Quando ocorre uma producédo excessiva de EROs ou a capacidade
antioxidante se torna insuficiente, tem-se o estresse oxidativo (PARAVICINI,
2008).

Estudos evidenciaram que o mercurio, além de aumentar a producéo de
EROs por catalisar a reacdo de Fenton, também leva a deple¢éo de importantes
enzimas antioxidantes pela sua afinidade pelos radicais sulfidrila (SU et al., 2008;
VALKO et al., 2006). Assim, o mercurio pode ser caracterizado como um fator

de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (MAHBOOB et
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al., 2001; REUS et al., 2003; HOUSTON, 2007; CLARKSON, 2003; VIRTANEN
et al., 2005; KISHIMOTO et al., 1995a).

1.4.2.2. Prostaglandinas e tromboxano

As prostaglandinas PGE2, PGF2q e 0 TXA2 sdo eicosanoides derivados
da via da COX e, assim como a PGI2, sdo formados a partir da conversao da
PGH2 por fosfolipases especificas (MARDINI; FITZGERALD, 2001). Uma vez
produzidos, esses prostanoides vao se ligar aos seus receptores metabotropicos
especificos. Normalmente, a PGE2 liga-se aos receptores EP1 e EP3, a PGFaq
liga-se ao receptor FP e o TXA2 ao seu receptor, o TP. Ao se ligarem aos seus
receptores, promovem vasoconstricdo do MLV por dois mecanismos: aumento
de Ca?* intracelular, ou inibicdo da adenilato ciclase, reduzindo os niveis de
AMPc (DAVDGE, 2001; WRIGHT et al., 2001). O tromboxano é o mais potente
vasoconstritor derivado da COX (DAVDGE, 2001). E importante ressaltar que,
embora o receptor TP tenha especificidade para o TXA2, ele também pode ser
ativado pela ligacdo a PGI2, PGE2, PGF2q (WILLIAMS et al., 1994; VANHOUTTE
2008).

Estudos prévios associaram a exposicao crbénica ao cloreto de mercurio
com o aumento da producao de vasoconstritores derivados da COX (PECANHA
et al.,2010; RIZZETTI et al., 2013).

1.4.2.3. Endotelina e angiotensina ll

A endotelina € um peptideo sintetizado por células endoteliais e células
do MLV, que se apresenta em trés possiveis isoformas: endotelina-1 (ET-1),
endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3). A isoforma de maior relevancia é a
ET-1, pois é a unica isoforma produzida pelo endotélio vascular. A ET-1 pode se
ligar a dois tipos de receptores: o ETa, localizado no MLV e o ETs, localizado no
endotélio. Quando a ET-1 se liga ao seu receptor especifico ETa, inicia a cascata
de ativacdo da fosfolipase C, proteina quinase (PKC) e dos canais de Ca*?
voltagem-dependentes, aumentando a concentracdo de Ca*? e, como resultado
final, tem-se a vasoconstricdo do MLV (BATLOUNI, 2001; SCHIFFRIN, 2005).

A angiotensina Il € um produto do sistema renina-angiotensina e sua
liberacdo esta associada com o controle do ténus vascular e pressao arterial
(GEISTERFER et al., 1988; BATLOUNI, 2001). Ela é liberada a partir de uma
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cascata de eventos. Quando ocorre queda da presséo arterial ou alteracdo do
equilibrio eletrolitico, as células justaglomerulares localizadas nos rins liberam
renina, que converte angiotensinogénio em angiotensina |. Nos pulmdes é
produzida a enzina conversora de angiotensina (ECA) que, por sua vez, converte
angiotensina | em angiotensina Il. Uma vez formada, a angiotensina Il pode
exercer seus efeitos através da sua ligacdo a dois tipos de receptores: AT10u
ATz e, consequentemente, desencadear efeitos nos vasos sanguineos, coragao,
sistema enddcrino e rins. Portanto, tem a capacidade de regular a pressao
arterial (DESCHEPPER, 1994; CRACKOWER, 2002). As acdes mais relevantes
da angiotesina Il se déo pela sua ligacao ao receptor AT1 que ativara fosfolipases
e lipooxigenases, resultando em: aumento do Ca?* intracelular; producéo de AA
e de prostandides derivados da COX e formacdo de leucotrienos
vasoconstritores. Além disso, angiotensina Il contribui para a formacdo de EROs
por estimular a NAD(P)H oxidase. Esse conjunto de mecanismos induz
vasoconstricdo do MLV (BATLOUNI, 2001; SUZUKI et al., 2005; USHIO-FUKAI
et al.,1999). Em contrapartida, a estimulacdo dos receptores AT2 com
relaxamento do MLV (BATLOUNI, 2001; STECKELINGS et al., 2005).

Assim, alteragdo no funcionamento do sistema renina-angiotensina
podem levar ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares e a exposi¢ao
cronica ao mercurio parece favorecer esse mecanismo (GRIENDLING et al.,
2000; WIGGERS et al., 2008a; PECANHA et al., 2010; GIUBERTI et al., 2010).

2. JUSTIFICATIVA

A alteracdo dos fatores descritos anteriormente pode contribuir para a
disfuncdo endotelial, porém poucos estudos avaliaram a funcéo endotelial em
ratos jovens e nenhum estudo investigou o papel do mercurio em SHRs com
essa mesma idade. Cacanyiova et al. (2016) e Torok et al. (2006) compararam
o papel do NO sobre o tbnus vascular de segmentos de aorta toracica em ratos
Wistar e SHR jovens sem nenhum tipo de tratamento, com idade de 4 semanas,
e concluiram que a aorta dos ratos pré-hipertensos jovens apresenta menor
poder de contratiidade e maior ativagdo de mecanismos vasodilatadores
dependentes do endotélio, como o NO, mesmo ainda nao existindo diferenga na

presséao arterial entre esses dois grupos.
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Sabe-se que, em doencas cardiovasculares, como a hipertensao arterial
sistémica, ocorrem alteracdes na fungéo e estrutura das artérias (PAULIS et al.,
2012). No estudo de Cacanyiova et al. (2016) e Arribas et al. (2008) essas
alteracdes foram encontradas ainda na fase pré-hipertensiva dos SHR,
sugerindo que se trata de um processo adaptativo para a fase hipertensiva. E
importante ressaltar também que existem poucos estudos que utilizam um
modelo de exposicdo ao mercurio semelhante ao processo de exposicdo
humana, caracterizada por ser cronica e de baixas doses.

Diante da limitacdo de estudos e da capacidade agressiva do metal nos
diversos Orgaos e sistemas, torna-se relevante avaliar o papel do mercuario na
reatividade vascular e pressao arterial de ratos jovens, principalmente seus
efeitos sobre os SHR durante a fase pré-hipertensiva. Embora esse estudo seja
conduzido em animais, é possivel, através dele, despertar a atencéo dos 6rgaos
publicos e da populacdo para os efeitos deletérios do metal em questao,
principalmente em individuos pré-hipertensos. A nossa hipotese é que a
exposicao crénica ao cloreto de mercurio possa acelerar o desenvolvimento de

hipertenséo arterial e alterar a reatividade vascular em SHRs jovens.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos da exposi¢ao cronica ao cloreto de mercurio sobre a
pressdo arterial sistélica e a reatividade vascular de artérias mesentéricas de

resisténcia de SHRs jovens, em estagio pré-hipertenso.
3.2. Objetivos especificos

e Estudar se a exposicao cronica ao cloreto de mercurio altera a evolucao
temporal da PAS, o ganho ponderal e a sobrecarga do ventriculo esquerdo;

e Investigar se a exposi¢ao crbnica ao cloreto de mercario promove alteracédo
na reatividade vascular a fenilefrina e se modifica a participacdo de fatores
endoteliais como o 6xido nitrico, prostandides, de canais para potassio e
espécies reativas de oxigénio nessa resposta vascular em artérias

mesentéricas de resisténcia;
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e Verificar se a exposigao crénica ao HgClz afeta o relaxamento dependente
do endotélio;

e Averiguar se a exposi¢ao cronica ao cloreto de mercurio afeta o relaxamento
independente do endotélio;

e Avaliar se o tratamento crénico com cloreto de mercurio altera a expressao
proteica da eNOS, da subunidade da NADPH oxidase, a Gp91Phox, da
catalase e COX-2 nas artérias mesentéricas de resisténcia;

e Avaliar se o tratamento crénico com cloreto de mercurio altera a producgao
vascular in situ de NO e Oze-, através de analise de fluorescéncia por DAF-2

e DHE, respectivamente.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais experimentais

Em nosso estudo utilizamos animais da linhagem SHRs, com quatro
semanas de idade, recém-desmamados. Os ratos foram cedidos pelo biotério do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (CCS-
UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas sob condibes controladas de
temperatura e ciclo claro-escuro de 12-12 horas, com livre acesso a agua e
racao. Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes de
pesquisa estabelecidas pela Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental

e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA 09/2018).

4.2. Modelo experimental

Os animais foram alocados aleatoriamente em dois grupos: o grupo SHR
Controle (veiculo) e o grupo SHR HgCl2. O grupo SHR Controle recebeu injecdes
intramusculares de NaCl 0,9% por 30 dias, enquanto o grupo SHR HgCl2
recebeu inje¢bes intramusculares de HgCl2 pelo mesmo periodo com uma dose
inicial de 4,6 pug/kg e doses subsequentes de 0,07 ug/kg/dia, para alcancar uma

concentracdo plasmatica final de aproximadamente 8 ug/L de acordo com o
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modelo de Wiggers et al. (2008a). Essa concentracao foi a mesma encontrada
em pessoas expostas e é considerada segura pelas agéncias de toxicovigilancia.
As doses foram ajustadas semanalmente com base nos pesos dos ratos.

4.3. Medida da presséo arterial e massa corporal

Para avaliar a evolucao dos niveis pressoricos nos grupos experimentais,
0s animais foram submetidos a mensuracao indireta da PAS no primeiro dia de
tratamento (inicio) e, em seguida, semanalmente, até o final do tratamento de 30
dias (semana 1, 2, 3 e 4), de acordo com o0 método de Grizzo e Cordelline (2008).
As medidas foram realizadas com o pletismografo de cauda (IITC Life Science—
23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA). Antes do inicio das medidas
pressoéricas, os animais foram submetidos a um periodo de 3 dias para
aclimatacdo. Esta adaptacéo foi efetuada colocando-se os animais na estufa, de
forma a mimetizar o método de mensuracgao da pressao arterial, a fim de reduzir
0 estresse dos animais e, conseguentemente, amenizar as possiveis
interferéncias durante o momento de obtencao dos valores presséricos. Também
foi investigado se o tratamento com HQClIz interferiu no ganho ponderal normal.
Para isso, os ratos foram pesados semanalmente. Apds avaliacdo da ultima
pressdo arterial os animais foram anestesiados com Ketamina (50mg/Kg) e
Xilazina (10mg/Kg) administrada por via intraperitoneal e eutanaziados para que
fossem removidos o coracdo, o leito mesentérico e coletado o sangue para as

analises funcionais e bioquimicas.

4.4. Avaliacéo da hipertrofia cardiaca

Para avaliar a presenca ou nao de hipertrofia cardiaca, foi realizada uma
toracotomia e, posteriormente, o isolamento do coracdo. Em seguida, o
ventriculo esquerdo (VE) foi cuidadosamente removido do coracao,
acondicionado em uma estufa a 37°C por 24 horas e, por fim, pesado em balanca
de alta precisdo com a finalidade de se obter o peso seco do VE. A tibia foi
retirada apos a extracdo do leito mesentérico e seu comprimento mensurado
com paquimetro, a fim de estimar o crescimento 6sseo, sendo 0 peso seco do
VE corrigido pelo comprimento da tibia do respectivo rato. A razdo entre o peso

do VE (g) e o comprimento da tibia (mm) foi calculada.
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4 5. Estudo dareatividade vascular “in vitro” de artérias mesentéricas
de resisténcia

Apoés a eutanasia, o leito mesentérico foi removido e acondicionado em
uma placa de petri contendo solucdo gelada de Krebs-Henseleit a 4°C (em mM:
115 NacCl, 25 NaHCOs, 4,7 KClI, 1,2 MgS04.7H20, 2,5 CaClz, 1,2 KH2PO4, 11,1
glicose e 0,01 Na2EDTA). Posteriormente, com auxilio de um microscoépio, o
ramo de terceira ordem da artéria mesentérica, que corresponde a artéria
mesentérica de resisténcia, foi dissecado e limpo de tecido adiposo e, em
seguida, cortado em segmentos com aproximadamente 2 mm de comprimento
(Figura 3). Estes segmentos foram montados em pequenas camaras de miografo
para vasos de resisténcia (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading
I/S, Aarhus, Dinamarca), entre dois fios de tungsténio (40 um de diametro)
inseridos em seu liumen para estudos de tensdo isométrica, sendo um fio
conectado a um transdutor de tensao, de forma a captar qualquer alteracéo do
didmetro do vaso.

O midgrafo foi conectado a um sistema para aquisicdo de dados
(Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) e este, por sua vez,
a um computador. Apés 30 minutos de equilibrio em solucéo de Krebs-Henseleit
gaseificada com uma mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de COz, pH 7,4) e
aguecida a 37° C, os segmentos foram estirados a uma tensao de repouso
considerada 6tima em relacdo ao seu diametro interno. Para isso, em cada
artéria a relacdo tenséo:diametro interno foi calculada e a circunferéncia interna
correspondente a uma pressao transmural de 100 mm Hg para um vaso relaxado
in situ (Lioo) foi determinada (Mulvany e Halpern, 1977). Para a realizacdo dos
experimentos, as artérias foram mantidas com uma circunferéncia interna (L1),
calculado como L1 = 0,90 x Lioo, circunferéncia na qual, o desenvolvimento de

forga € maximo (Mulvany e Halpern, 1977).
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Figura 3: Artérias mesentéricas de resisténcia e cAmara para estudo in vitro. Dissec¢éo das
artérias mesentéricas de resisténcia e ramos de terceira ordem indicados pelas setas pretas (A).
Anel da artéria montado (2 mm de comprimento) em camara do miografo (B) para analise de
reatividade (Adaptado de Bertoli, 2017).

4.5.1. Protocolos experimentais

45.1.1. Avaliacdo daintegridade do musculo liso e endotélio vascular

Apos a normalizacdo e um periodo de estabilizacdo de 30 minutos, as
artérias foram contraidas com solucao de cloreto de potassio (KCl, 120 mM), a
fim de avaliar a integridade do musculo liso vascular. Apds o retorno a tenséo
basal, as artérias foram pré-contraidas com fenilefrina (10" a 10¢ M), até pelo
menos 50% da contragcdo maxima produzida por 120 mM de KCI, e em seguida
uma Unica dose de acetilcolina (10 M) foi administrada a fim de comprovar a
integridade do endotélio, que foi considerada aceitavel quando o relaxamento a
acetilcolina era maior que 80% (Figura 4).

4.5.1.2. Avaliacao daresposta vasoconstritora a fenilefrina

Para investigar o efeito do tratamento com HgCIl2 sobre a resposta
vasoconstritora, apés mais 30 minutos de estabilizacdo foi realizada a curva
dose-resposta a fenilefrina (10® a 10 M). A resposta vasoconstritora foi
normalizada em fungéo da resposta contratil maxima induzida pelo KCI, que foi

considerada 100 % da resposta contratil (Figura 4).
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4.5.1.3. Influéncia do 6xido nitrico, das espécies reativas de oxigénio,
dos canais para o potassio e dos prostandides derivados da COX sobre
a resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina e suas possiveis
alteragbes na exposicédo ao HgCl2

O efeito do NO sobre a contracdo induzida por fenilefrina foi avaliado
atraves da utilizacdo de L-NAME (100 uM), inibidor nao seletivo da éxido nitrico
sintase. Para avaliar se a exposi¢cdo ao HgClz interfere na participagédo das
espécies reativas do oxigénio sobre a resposta contratil ao fenilefrina, artérias
mesentéricas de resisténcia foram incubadas com Apocinina (30 pM, um inibidor
da NAPDH oxidase) e Catalase (1000 U/ml, um “varredor” de peréxido de
hidrogénio). Para avaliar a influéncia dos canais para o potassio sobre a resposta
contratil induzida por fenilefrina, as artérias foram incubadas com tetraetilaménio
(TEA, 2 mM), um bloqueador inespecifico de canais para potéassio. Para avaliar
o efeito do tratamento com HgClz sobre a participacdo da via da COX na resposta
contratil a fenilefrina, as artérias foram incubadas com Indometacina (inibidor
especifico da COX, 5 uM), CAY 10441 (antagonista de receptor de prostaciclina,
1 mM), SQ 29.548 (antagonista de receptor de tromboxano A2, 1 uM) e SC
19.220 (antagonista do receptor 1 de prostaglandina E2, 10 uM). (Figura 4).
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Figura 4: Representacdo do protocolo experimental. Esquema representativo do protocolo
experimental realizado para avaliar a integridade do musculo liso, do endotélio e a reatividade
vascular em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos. KCI = cloreto de potéassio; Ach =
acetilcolina (adaptado de Simdes, 2015).

45.1.4. Avaliacdo da resposta vasodilatadora dependente e
independente do endotélio

Para avaliar a resposta vasodilatadora dependente do endotélio foram
realizadas curvas dose resposta a acetilcolina (10! a 10° M) em artérias

previamente contraidas com fenilefrina, avaliando-se o percentual de reducéo da
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tensdo em relacdo ao estado pré-contraido. A vasodilatacdo independente do
endotélio foi avaliada por meio da resposta ao doador de O&xido nitrico,
nitroprussiato de sédio (NPS, 10'! a 10°° M), também realizada nas artérias
previamente contraidas com fenilefrina, avaliando-se o percentual de reducéo da

tensdo em relacdo ao estado pré-contraido (Figura 5).

| ¥ .I"._“l_r\\ "'..\.“L/\

Estabilizacdo 30 Estabilizacdo 30

Figura 5: Esquema ilustrativo do protocolo de reatividade vascular. Resposta
vasodilatadora dependente do endotélio demonstrada em A e resposta vasodilatadora
independente do endotélio demonstrada em B. KCI = cloreto de potassio; Fe = fenilefrina; Ach =
acetilcolina; NPS = nitroprussiato de sédio (Adaptado de Bertoli, 2017).

4.5.1.5. Deteccdao vascular in situ da producao de anion superéxido

O corante fluorescente oxidativo dihidroetidio (DHE) foi utilizado para
avaliar a producéo vascular do anion superoxido (Oze-) in situ, como descrito
anteriormente (WIGGERS et al., 2008b). Os ramos de MRA foram tratados com
sacarose 30% e congelados em meio de congelamento de tecidos para
criostomia Tissue-Tek - OCT (Bayer) a -80°C. Em seguida, foram cortados
transversalmente em um criostato (CM 1900) em aneis de 10 um de diametro.
Os aneis foram dispostos em laminas de vidro por 30 min a 37 ° C em tampéao
Krebs-HEPES (em mM: 130 NacCl, 5,6 KCI, 2 CaClz, 0,24 MgClz, 8,3 HEPES e
11 glucose, pH 7,4). Em seguida, apés um periodo de secagem, eles foram
expostos a um banho com DHE (2 uM) e incubados por 30 min em uma camara
Uumida a 37 ° C. Imagens digitais foram adquiridas com uma ampliagdo de 400x
por microscopia optica de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ti, Melville, NY, EUA).
Imagens dos grupos SHR Controle e HgCl2> foram obtidas com os mesmos
ajustes e analisadas pelo software MetaMorph (Molecular Devices LLC, S&o

José, Califérnia, EUA). A média das densidades das fluorescéncias foi calculada
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4.5.1.6. Deteccdao vascular in situ da producao de 6xido nitrico

A produgdo in situ de NO foi determinada utilizando 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2), conforme descrito por Ribeiro Junior et al. (2016).
Os ramos de MRA foram tratados com sacarose 30% e congelados em meio de
congelamento de tecidos para criostomia Tissue-Tek - OCT (Bayer) a -80°C. Em
seguida, foram cortados transversalmente em um criostato (CM 1900) em aneis
de 10 um de diametro. Os aneis foram dispostos em laminas de vidro por 30 min
a 37°C em tampao de fosfato (0,1 M) contendo CaClz (0,45 mM). Em seguida,
apos um periodo de secagem, eles foram incubados por 30 min em uma camara
Umida a 37°C com DAF-2 (8 mM) em tampéao fosfato (0,1 M) contendo CaCl2
(0,45 mM). Apos 30 min, imagens digitais foram adquiridas com uma ampliacao
de 400x por microscopia optica de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ti, Melville, NY,

EUA). As imagens foram analisadas usando o software MetaMorph.

45.1.7. Estudo da expresséo proteica pelo método de Western Blot

Amostras congeladas de MRAs foram sonicadas com tampao RIPA
gelado (Sigma Aldrich, St Louis, EUA). Os homogeneizados foram centrifugados
a 6000 rpm, o sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteina foi
determinada pelo método de Bradford (1976). A solucdo de Laemmli foi
adicionada a aliguotas contendo 40 ug de proteina de cada animal e as amostras
foram carregadas em 7,5, 10 ou 12% acrilamida TGX Stain-Free Gels (Bio-Rad).
As proteinas foram separadas por eletroforese em um sistema de células Mini-
PROTEAN Tetra (Bio-Rad) por 2 horas a 120 V em tampé&o contendo 140 mM
de glicina, 37 mM Tris base e 1% de dodecil sulfato de sddio (Sigma Aldrich, St
Louis , EUA). Os géis foram entéo activados por irradiacdo com UV (Sistema de
Imagiologia ChemiDoc XRS +, Bio-Rad) durante 1 minuto, o que produziu um
sinal fluorescente a partir dos residuos de triptofano presentes nas proteinas. As
proteinas separadas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Bio-
Rad) durante 18 horas a 0,25 A numa solugéo de transferéncia arrefecida com
gelo contendo glicina 140 mM, base Tris 37 mM e 20% de metanol. O teor total
de proteina para cada amostra foi determinado por imagiologia da emisséo de
fluorescéncia (ChemiDoc XRS +, Bio-Rad). As membranas foram bloqueadas

com leite desnatado a 5% (Molico, Nestlé) em solucéo Tris-tamponada (25 mM,
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NaCl 137 mM) com Tween 20 (0,2%, TBST) por 1 hora sob agitacdo a
temperatura ambiente e incubadas com anticorpos primarios diluidos em TBST,
incluindo anti-Gp91Phox (1: 700 , BD Transduction Laboratories, San Jose,
EUA), anti-COX 2 (1: 800, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA), catalase (1:
14000, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e anti-peNOS Serl1177 (1. 500, BD
Transduction Laboratories, San Jose, EUA), sob agitacdo durante a noite a 4 °C.
Depois de cuidadosamente lavadas, as membranas foram incubadas com
conjugado de StrepTactin-HRP (1: 5000) e anti-camundongo (1: 5000, Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) ou anti-coelho (1: 5000, Sigma-Aldrich , St. Louis, EUA),
anticorpos secundarios, em albumina de soro bovino a 3% (Sigma-Aldrich, St
Louis, USA) em TBST durante 1 h com agitacdo antes de serem novamente
lavados com TBST. Um substrato quimioluminescente (acido cumérico 0,2 mM,
luminol 1,25 mM, Tris-HCI 0,1 M e peroxido de hidrogénio a 0,06%) foi
adicionado as membranas e as imagens foram obtidas com um sistema
ChemiDoc XRS +. A intensidade da luminescéncia foi quantificada e normalizada
pelo contelddo total de proteinas da amostra usando o Image Lab 6.0.1 Software
(Bio-Rad).

4.5.2. Farmacos e reagentes utilizados

- Albumina bovina (Sigma)

- Anti-catalase (Sigma-Aldrich)

- Anticorpo de camundongo (Sigma-Aldrich)

- Anticorpo de coelho (Sigma-Aldrich)

- Anti-COX 2 (Cayman Chemical)

- Anti-Gp91Phox (BD Biosciences)

- Anti-peNOS Serl1177 (BD Biosciences)

- Apocinina (Sigma-Aldrich)

- Catalase (Sigma-Aldrich)

- CAY 10441 (Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA)
- Cetamina (Vetnil)

- Cloreto de acetilcolina (Sigma-Aldrich)

- Cloreto de mercurio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)

- Cloreto de potassio (Merck)
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- Cloridrato de etraetilamonio (TEA) (Sigma-Aldrich)

- Cloridrato de fenilefrina (Sigma-Aldrich)

- DHE (Sigma-Aldrich)

- Glicose (Merck)

- Indometacina (Sigma-Aldrich)

- Leite desnatado (Molico)

- Meio de congelamento de tecidos para criostomia Tissue-Tek OCT (Bayer)
- N(W)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma-Aldrich)

- Nitroprussiato de sédio (Sigma-Aldrich)

- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (BioRad)

- Sacarose (Merck)

- SC 19220 (Cayman Chemical)

- SQ 29,548 (Cayman Chemical)

- Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris) (BioRad)

- Xilazina (Ceva)

Os sais e reagentes, quando néo especificados, eram de grau analitico e foram

obtidos da Sigma-Aldrich e da Merck (Darmstadt, Alemanha).

453 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + EPM. Os dados foram
analisados através do teste t de Student ndo pareado para comparacdo entre
duas médias ou ANOVA de duas-vias para comparacao entre varias medias,
seguida do poOs-teste de Bonferroni. Para comparar as magnitudes dos efeitos
do tratamento na resposta vascular contratil, foram calculadas as diferencas nas
areas abaixo das curvas (dAUCS) entre 0s grupos. Para a analise da expresséo
proteica, os dados foram expressos como a razao entre 0s sinais no immunoblot
correspondente a proteina estudada e a proteina total. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Graph Prism Software 6

(San Diego, CA, USA). P <0,05 foi considerado para indicar significancia.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da massa corporal e presséo arterial sistdlica

Os valores de massa corporal foram semelhantes entre os grupos SHR
Controle vs SHR HgCl2 do inicio (Controle: 66 + 8,76 g vs HgClz: 77 £ 19,46 g;
teste t — P > 0,05) ao final do tratamento (Controle: 178 + 23,5 g vs HgCl2: 184+
16,9 g; teste t — P > 0,05), evidenciando que a exposicéo por 30 dias ao HgCl2
nao influencia no ganho ponderal.

Ao longo das semanas de tratamento, € possivel observar aumento na
PAS em ambos o0s grupos, porém a exposicdo ao HgCl: acelerou
significativamente o desenvolvimento de hipertensdo em relagéo ao grupo SHR

Controle (Figura 6).

o SHR Controle (n=8)
160-m SHRHgCI, (n=8) *
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Figura 6: Efeito da exposi¢do crbnica ao cloreto de mercurio sobre a presséo arterial
sistélica. Evolucdo temporal dos valores de presséo arterial sistélica (PAS) medidos através de
pletismografia de cauda em SHR Controle e intoxicados com HgClz durante quatro semanas. Os
resultados estdo expressos como média + EPM. *P < 0,05 vs SHR Controle. ANOVA 2-vias

seguida de pos teste de Bonferroni.

5.2. Efeitos da exposicao cronica ao HgCl2 sobre a sobrecarga do
ventriculo esquerdo

A presenca ou ndo de hipertrofia cardiaca em ambos os grupos foi
analisada pela relacdo peso do ventriculo esquerdo seco dividido pelo
comprimento da tibia (mm). O peso do VE e comprimento da tibia ndo foram
diferentes entre os grupos estudados (Peso VE- SHR Controle: 113 £ 6 mg (n =
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10); SHR HgCl2: 103 + 4 mg (n = 10), (Comprimento da tibia — SHR Controle:
29,58 + 0,59 mm (n = 10); SHR HgCl2: 30,17 = 0,51 mm (n = 10); P > 0,05). A
razdo peso VE (g)/comprimento da tibia (mm), obtida para se estimar a

hipertrofia cardiaca, também néo foi diferente entre os grupos (Figura 7).
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Figura 7: Efeito da exposi¢do crdnica ao cloreto de mercurio sobre a sobrecarga do
ventriculo esquerdo. Andlise da hipertrofia cardiaca dos SHRs na auséncia (Controle) e
presenca de HgCI2 analisados pela razdo peso (g) ventriculo esquerdo (VE) seco pelo
comprimento da tibia (mm). Os resultados estdo expressos em média =+ EPM. P > 0,05 vs SHR
Controle. Teste t de Student ndo pareado. Todos 0s grupos apresentaram n=10.

5.3. Efeitos da exposicado cronica ao HgCl2 sobre a reatividade
vascular de artérias mesentéricas de resisténcia

5.3.1. Efeitos da exposicdo cronica ao HgCl2 sobre a resposta
vasoconstritora ao cloreto de potassio (KClI)

N&o houve diferenga entre os valores de contragéao induzida por 120 mM
de KCI dos grupos SHR Controle (2,28 £ 0,16 mN/mm; n=9) e SHR HgCl2 (2,26
+ 0,27 mN/mm; n=9), sugerindo que o tratamento com cloreto de mercurio n&o
interfere na resposta vascular ao KCIl, o que sugere que, mesmo apoés a

exposicdo ao metal, o musculo liso vascular permaneceu integro.

5.3.2. Efeitos da exposicdo cronica ao HgCl2 sobre a resposta
vasoconstritora a fenilefrina e sobre a resposta vasodilatadora
dependente e independente do endotélio

A exposicao cronica ao HgClz foi capaz de reduzir a reatividade vascular

a fenilefrina em anéis de MRA isolados do grupo SHR HgCl2, guando comparado
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ao grupo SHR Controle (Figura 8A). Em contrapartida, ndo houve diferencas na

resposta vasodilatadora induzida pela acetilcolina e nitroprussiato de sodio

(Figura 8B e C, respectivamente) em nenhum dos grupos estudados.
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Figura 8: Efeito da exposigao cronica ao mercurio sobre a reatividade vascular de MRAs.

Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de MRA expostos e ndo expostos ao HgClz

(A). Curvas concentracao-resposta a acetilcolina (Ach) em anéis de MRA expostos e nédo

expostos ao HgClz (B). Curvas concentragcdo-resposta ao nitroprussiato de sédio (NPS) em anéis

de MRA expostos e ndo expostos ao HgClz (C). Os resultados estdo expressos como média +

EPM. *P < 0,05 vs SHR Controle. ANOVA 2-vias seguido de pés teste de Bonferroni. O niimero

de animais utilizados esté indicado entre parénteses.

Com o objetivo de avaliar a participagdo dos fatores vasoativos nessa

resposta, foram realizados os protocolos a seguir, com seus respectivos

resultados.
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5.3.3. Influéncia do oOxido nitrico sobre a resposta vasoconstritora
induzida por fenilefrina

Para investigar se a exposi¢ao cronica ao HgCl: alterou o papel do NO na
resposta vasoconstritora a fenilefrina, segmentos arteriais com endotélio intacto
foram pré-incubados com L-NAME (100 uM). A incubagdo com L-NAME
aumentou a reatividade vascular apenas no grupo SHR HgCl2 (Figura 9A e B).
Diante desse achado, quantificamos a producéo in situ de NO detectado por
DAF-2, sendo observado aumento na producéo desse agente vasodilatador em
anéis de MRA expostos ao HgClz. Apesar disso, ndo observamos altera¢des na

expressao da eNOS fosforilada pelo método de Western Blot (Figura 9C e D).
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Figura 9: Efeitos da exposic¢éo crdonica ao mercUrio na resposta vasodilatadora mediada
por NO em anéis de MRA. Efeito do blogueio com L-NAME (100 uM) na curva concentragéo-
resposta a fenilefrina em segmentos de MRA dos grupos Controle (A) e HgCl2 (B) na auséncia e
presenca de L-NAME. (C) Microfotografias fluorescentes marcadas com DAF-2 e analise
densitométrica dos resultados de Western Blot para expressdo da eNOS fosforilada (peNOS)
(D). Os resultados estdo expressos como média £+ EPM. * P< 0,05 vs SHR Controle. ANOVA
duas-vias seguida do teste de Bonferroni para A e B. Teste t de Student ndo pareado paraC e
D. O nimero de animais utilizados é indicado entre parénteses.

5.3.4. Efeito das espécies reativas de oxigénio sobre a resposta
vasoconstritora a fenilefrina

O mercurio tem a capacidade de aumentar a producdo de espécies
reativas de oxigénio (CHEN et al., 2005; HUANG; CHENG; LIN, 1996;
MAHBOOB et al.,, 2001; REUS et al.,, 2003; WIGGERS et al., 2008b). Para
analisar se a exposicao crénica ao cloreto de mercurio alterou a producéo das
EROS em anéis de MRAs, a contracdo a fenilefrina foi avaliada na presenca de
um inibidor da NADPH oxidase, a apocinina (30 uM) e da enzima “varredora” de
H202, a catalase (1000 U/ml). A incubagdo com apocinina promoveu aumento
significante da resposta vasoconstritora a fenilefrina no grupo SHR HgClz, o que
sugere maior participacdo do O2e- (Figura 10A e B). Diante dessa resposta
vascular, partimos da hipotese que o H20:2 estaria atuando nesse leito vascular,
induzindo vasodilatacdo. Para testar a hipdtese, incubamos os anéis com
catalase, também sendo observado aumento da reatividade no grupo exposto,
fato que confirmou a participa¢ao do H202 como um agente vasodilatador (Figura
10C-D) envolvido na reducdo da reatividade observado no grupo SHR HgCl2
(Figura 8A).
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Corroborando esses achados, a analise por DHE confirmou o aumento na
producdo vascular de O2 «- (Figura 10E) e a analise pelo método de Western
Blot indicou um aumento na expressao da Gp91Phox (Figura 10F), ambos
apenas no grupo SHR HgClz. Sabendo que o aumento na producdo de H202
poderia ocorrer pela reducdo da expressdo da catalase, realizamos a analise
pelo método de Western Blot, porém, ndo encontramos diferencas na expressao

dessa enzima entre os grupos estudados (Figura 10G).
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Figura 10: Exposicéo crdnica ao cloreto de mercurio aumenta o estresse oxidativo. Efeito
da apocinina (30 pM) sobre a reatividade vascular a fenilefrina em segmentos de MRA dos grupos
Controle (A) e HgClz (B). Curva concentrac@o-resposta a fenilefrina na presenca e auséncia da
catalase (1000 U / mL) em segmentos de MRA dos grupos Controle (C) e HgClz (D). (E) Producéo
vascular anion superéxido em segmentos de MRAs e andlise da expresséao proteica pelo método
de Western Blot da Gp91Phox (F) e catalase (G). Os resultados estao expressos como média *
EPM. * P< 0,05 vs SHR Controle. ANOVA duas-vias seguida do pés-teste de Bonferroni para A-
D. Teste t de Student ndo pareado para E-G. O nimero de animais utilizados esta indicado entre
parénteses.
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5.3.5. Influéncia dos canais para potassio na reatividade vascular apos
a exposicao crbnica ao cloreto de mercurio

Com o intuito de melhor investigar o efeito da exposicéo cronica ao HgCl2
na resposta vascular a fenilefrina, também avaliamos o papel modulador do
EDHF, que apresenta maior acdo em artérias de resisténcia (Urakami-Harasawa
et al.,, 1997). Somado a isso, ja foi demonstrado que o H202 pode induzir
vasodilatacao através de sua acdo sobre 0s canais para potassio. Dessa forma,
investigamos o papel desses canais na reatividade vascular apds a exposicao
ao mercuario. Para isso, curvas concentracdo-resposta a fenilefrina foram
realizadas na presenca do tetraetiiambnio, TEA (2 mM), um blogueador
inespecifico de canais para potassio. No entanto, ndo houve alteracdo na
resposta contratil em nenhum dos grupos estudados (Figura 11A e B). Diante
deste resultado, para avaliar qual seria 0 agente vasodilatador com maior
participacdo na reducdo da reatividade vascular encontrada no grupo exposto,
NO ou H202, (Figura 8A), co-incubamos os anéis com TEA + L-NAME e TEA +
catalase, sendo observado aumento na resposta contratil apenas nos grupos
expostos a HgCl: para ambas as co-incubagfes. Entretanto foi maior na co-
incubacgao com 0 TEA + L-NAME (Figura 11C-F).
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Figura 11: Efeito da exposicéo crénica ao mercurio sobre os canais para potassio. Curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de MRA expostos ou nédo cronicamente ao cloreto
de mercurio, na presenca do TEA (A e B), TEA + L-NAME (C e D) e TEA + Catalase (E e F). Os

resultados estdo expressos como média + EPM. *P < 0,05 vs SHR Controle. ANOVA 2-vias
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seguido de pos teste de Bonferroni. O ndmero de animais utilizados esta indicado entre

parénteses.

5.3.6. Influéncia dos prostandides derivados da via do &cido
araquiddnico-ciclooxigenase sobre a resposta vasoconstritora a
fenilefrina

Para investigar se a exposicao crénica ao cloreto de mercurio altera a
participacdo dos prostanoides derivados da via do acido araquidbnico-
ciclooxigenase na resposta contratil a fenilefrina em artérias mesentéricas de
resisténcia dos grupos SHR Controle e HgClz, incubamos os anéis com
Indometacina (5 pM), CAY 10441 (1 mM), SQ 29.548 (1 pM) e SC 19220 (10
MM). A presenca de indometacina promoveu uma reducdo de reatividade a
fenilefrina em ambos os grupos, porém de maior magnitude no grupo exposto ao
HgCl2 (Figura 12A, B e C). Os resultados foram comparados através do calculo
da diferenca percentual da area abaixo da curva (% dAUC) dos gréficos (Figura
12C). Estes resultados indicam que a exposicao crénica ao mercurio altera a
participacdo da via do acido araquiddnico-ciclooxigenase na resposta contratil a
fenilefrina em artérias mesentéricas de resisténcia de SHRs, provavelmente
estimulando a producdo de algum prostandide vasconstritor. Este achado foi
refor¢cado pelos resultados da andlise de Western Blot, que indicou um aumento

na expressao proteica da COX-2 (Figura 12D) no grupo exposto ao mercurio.
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Figura 12: O papel da ciclooxigenase nareatividade vascular de MRA em SHRs expostos
e nao expostos ao mercurio. Curva concentragdo-resposta a fenilefrina na presenca e
auséncia de indometacina (5 yM) em segmentos de MRA dos grupos Controle (A) e HgClz (B).
(C) Magnitude do efeito analisada pelo célculo da diferenga da &rea abaixo da curva (dAUC).
Andlise da expressao proteica pelo método de Western Blot da COX-2 (D). Os resultados estdo
expressos como média + EPM. * P< 0,05 vs SHR Controle. ANOVA duas-vias seguida do p0s-
teste de Bonferroni para A e B. Teste t de Student ndo pareado para C e D. O nimero de animais
utilizados esta indicado entre parénteses.

Como a exposicao ao cloreto de mercurio promoveu uma diminui¢ao de
reatividade no grupo SHR HgClz (Figura 8A) e aumento da expressao da COX-
2 em comparacdo ao SHR Controle, investigamos a participagdo de
prostandides vasodilatadores derivados da via do acido araquidbnico-
ciclooxigenase na resposta contratil a fenilefrina em artérias mesentéricas de
resisténcia. Para isso, artérias dos grupos Controle e HgCl2 foram incubadas
com um antagonista de receptor de prostaciclina (PGlz2), o CAY 10441, sendo
observada reducao de reatividade em ambos o0s grupos, de igual magnitude
(Figura 13A-C). Esse achado sugere que, nesses SHRs jovens, a prostaciclina
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estaria atuando como um agente vasoconstritor. Por isso, investigamos o papel
dos receptores de tromboxano A2 e de prostaglandina. Na presenca do SQ
29.548 néo alterou a resposta contrétil no grupo SHR HgCl2 (Figura 13D e E).
Tais resultados sugerem que o tromboxano A2 (TXA2) ndo esta envolvido na
resposta vasoconstritora observada apos a incubacdo com indometacina. Em
contraste, SC 19220 promoveu uma redu¢cdo maior no grupo de controle SHR

do que no grupo SHR HgCI2 (Figura 13F-H).
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Figura 13: Efeitos da exposicdo crbénica ao cloreto de mercurio sobre o papel dos
prostandides derivados da COX na reatividade vascular de MRAs. Curva concentracéo-
resposta a fenilefrina na presenca e auséncia de CAY 10441 (1 mM), SQ 29, 548 (1 uM), SC
19220(10 uM) em segmentos de MRA dos grupos Controle (A, D e F) e HgCl. (B,E e G). (C e
H) Magnitude do efeito analisada pelo calculo da diferenca da area abaixo da curva (dAUC). Os
resultados estdo expressos como média + EPM. * P< 0,05 vs SHR Controle. ANOVA duas-vias
seguida do pos-teste de Bonferroni para A, B, D-G. Teste t de Student ndo pareado para C e H.
O numero de animais utilizados esta indicado entre parénteses.

6. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram, pela primeira vez na literatura, que a
exposicdo cronica ao HgCl2 aumentou a PAS, acelerou o desenvolvimento de
hipertensdo em SHRs jovens e induziu um mecanismo de adaptagéo
vasoprotetora para suportar o aumento da pressdo arterial. Além disso, a
exposicdo cronica ao HgClz provocou: reducdo da reatividade vascular a
fenilefrina nas MRAs; aumento da producdo de NO; disfuncédo vascular pelo
aumento da producao de EROs, como o H202; aumento da expressao proteica
da Gp91Phox e aumento dos niveis in situ de O2¢ - e reduziu a producao de
prostandides vasoconstritores derivados da COX em comparacao com o grupo
controle. A superproducédo de H202 e NO parece ter ocorrido para contrarregular
0 aumento inicial da presséao arterial, reduzindo a reatividade vascular.

Na tentativa de reproduzir um modelo de exposicdo que atingisse
concentragcbes plasméticas finais de HgCl: semelhantes as encontradas em
humanos expostos, Wiggers et al. (2008b) desenvolveram um modelo
experimental de ratos expostos cronicamente a doses intramusculares de HgCl2
em que a concentracao final de mercuario no plasma atingiu aproximadamente 8
ng / mL (CLARKSON, 2003). Este modelo de tratamento com HgCl2 ndo alterou
0 ganho de massa corporal entre 0s grupos estudados porém, em comparagao
com animais normotensos, 0s SHRs apresentam massa corporal
significativamente menor (WIGGERS et al., 2008b). De acordo com Kristek e
Gerova (2004), esses animais, na fase fetal, ndo apresentam aporte sanguineo
suficiente em decorréncia da hipertensdo das maes, justificando a reducdo no
ganho de massa corporal. No entanto, como € possivel observar através dos
nossos dados, o ganho reduzido de massa nos SHRs néo tem relagdo com a
intoxicacdo por cloreto de mercario, uma vez que 0sS animais expostos e nao

expostos apresentaram ganho ponderal semelhante.
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Estudos utilizando o mesmo modelo de tratamento demonstraram a
ocorréncia de disfungdo endotelial, tanto em artérias de resisténcia quanto em
artérias de condutancia, porém em ratos Wistar (WIGGERS et al., 2008b;
LEMOS et al, 2012; PECANHA et al., 2010; RIZZETTI et al., 2013).
Considerando que a exposicdo cronica ao HgCl2 gera disfuncdo endotelial em
ratos adultos normotensos, e que a presenca de disfuncdo endotelial é
considerada um fator de risco para o0 desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como a hipertensao (RIZZONI et al, 1996; ROSSI et al, 1997;
BRIONES et al., 1999), analisamos o impacto desse mesmo modelo de
tratamento sobre SHR jovens, antes do estabelecimento da hipertensdo. Embora
os estudos acima tenham demonstrado a presenca de disfuncao endotelial apés
exposicao ao mercurio, ndo houve alteracdo na PAS apds 30 dias de exposicdo
em ratos adultos normotensos (WIGGERS et al., 2008b; LEMOS et al., 2012;
PECANHA et al., 2010; RIZZETTI et al., 2013). Em contraste, o aumento da PAS
foi observado apos os regimes de tratamento de 180 dias com mercurio na agua
de beber e 60 dias de mercurio intramuscular, respectivamente (CARMIGNANI;
BOSCOLO, 1992; RIZZETTI et al., 2017). Dessa forma, podemos concluir que
os efeitos do mercurio na PAS de ratos Wistar sdo controversos e aparentemente
dependem da dose, da via e do tempo de exposigao.

Os processos que levam o SHR a apresentar hipertensdo arterial
comecam a se desenvolver desde cedo (RIOUX; BERKOWITZ, 1977; TUCKER;
JOHNSON, 1984; DICKHOUT; LEE, 1997; ARRIBAS et al., 2008; CACANYIOVA
et al., 2016). Estudos mostram que por volta da 82 semana de vida a hipertenséo
ja é considerada instalada nesses animais (YAMORI, 1994). Em nosso estudo,
um rapido aumento na PAS foi observado logo na primeira semana de
tratamento. Os SHRs em situacdo controle apresentaram hipertensao arterial,
com PAS acima de 140 mmHg a partir da 82 semana de vida. Em contrapartida,
0s SHRs intoxicados com cloreto de mercurio apresentaram hipertensao mais
precocemente, com 7 semanas, indicando que a exposi¢cao crénica ao HgCl2
aumentou a PAS e acelerou o desenvolvimento de hipertensdo em SHRs jovens.
Esses achados ndo foram observados em SHRs adultos, como demonstrado por
Vassallo et al. (2018), que acompanharam a evolucédo temporal da PAS em

SHRs com trés meses de idade expostos e ndo expostos a mesma concentracao
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de HgClI2 utilizada em nosso estudo e, apos 30 dias, ndo observaram diferenca
na PAS entre 0s grupos.

Segundo Bristow (1996), a hipertensao arterial imp&e ao miocardio uma
sobrecarga decorrente do aumento da pds-carga que, por sua vez, ocorre em
consequéncia a elevacéao da resisténcia vascular periférica (RVP) e uma relacéo
entre hipertrofia cardiaca e disfuncéo ventricular resultante do aumento dos
niveis de PAS em SHRs adultos ja foi relatada (BING et al., 1995). Em nosso
estudo, entretanto, apesar do aumento da PA nos SHR jovens, 0s animais néo
apresentaram alteracdes na relacdo peso do VE/comprimento da tibia
estimando-se, assim, que ndo houve hipertrofia cardiaca com 30 dias de
tratamento com mercurio. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de os
animais ainda se encontrarem no estagio inicial da hipertensao arterial.

A RVP pode ser regulada por modificacBes na estrutura, mecanica e
funcdo dos vasos. Nesse contexto, alteragdes nas respostas vasodilatadoras e
vasoconstritoras podem culminar em aumento da RVP e serem responséaveis
pela hipertensdo (INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000). Como a exposi¢cdo ao
mercurio alterou o curso natural do desenvolvimento da hipertenséo e sabendo
gue os vasos de resisténcia contribuem significativamente com a reducao ou
aumento da RVP, investigamos os efeitos desse metal nas artérias mesentéricas
de resisténcia (MULVANY, 2002; 2003).

De acordo com nossos achados, a exposicdo crénica ao HgCl2 reduziu
a resposta vasoconstritora a fenilefrina. Embora estudos demonstrem que 0s
SHRs jovens podem apresentar reatividade vascular reduzida em comparacgéo
com ratos normotensos da mesma idade (ARRIBAS et al., 1996; MIZUTANI et
al., 1999; TOROK, 2006; TSUDA et al., 1987; SZEMEREDI et al., 1988; ZHAO
et al., 2012), a exposicdo ao mercurio parece intensificar essa reducdo na
reatividade. No entanto, a exposicdo ao mercurio nao alterou as respostas
vasodilatadoras a acetilcolina e ao nitroprussiato de sodio. Esses achados
sugerem que os SHRs pré-hipertensos podem ter mecanismos intactos de
relaxamento dependentes e independente do endotélio, como jA observado
anteriormente (TSUDA et al., 1987; IBARRA et al., 2006; CACANYIOVA et al.,
2016). Da mesma forma, em ratos Wistar adultos, ndo foram observadas
alteracdes no relaxamento independente do endotélio apos exposi¢cao HgClz. No

entanto, nesses mesmos animais, a resposta vasodilatadora a acetilcolina foi
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reduzida nos grupos tratados com o metal (WIGGERS et al., 2008b; PECANHA
et al., 2010; BOTELHO et al., 2019).

Para entender a reducdo na resposta vasoconstritora a fenilefrina,
investigamos os efeitos do mercuario na modulacao do NO. Para isso, as artérias
foram incubadas com um inibidor inespecifico da sintase do NO, o L-NAME.
Alguns tabalhos mostram que na hipertensdo ocorre maior ativagdo dos
mecanismos vasodilatadores dependentes do endotélio, como aumento da
producdo de NO e aumento da expresséo de eNOS ou iNOS, tratando-se de um
mecanismo compensatério (WU, 1996; CHOU, 1998; VARIZI et al., 1998;
BRIONES et al., 1999; 2000; CHANG et al., 2002; ALEXANDER et al., 1999).
Em nosso estudo, ndo houve alteracdo da resposta vascular a fenilefrina no
grupo SHR Controle apds a incubacdo com L-NAME, sugerindo que ndo houve
entdo aumento na producdo de NO neste grupo. Esse resultado pode se dever
ao fato de essas alteracBes, como incremento da sintese de NO, serem
encontradas mais comumente em SHRs a partir de 10 semanas de idade, como
parte de um processo adaptativo contra a hipertensao (WU, 1996; CHOU, 1998;
VARIZI et al., 1998; BRIONES et al., 1999; 2000). Assim, possivelmente nao
observamos alteracdo na producao de NO no grupo controle porque 0s animais
que utilizamos eram muito jovens (8 semanas de idade) e sua PAS ainda esta
baixa. No entanto, a exposicdo crbnica ao cloreto de mercurio aumentou a
reatividade vascular a fenilefrina apds incubacdo com L-NAME, sugerindo
aumento da producgédo de NO neste grupo.

Apoiando nossos achados funcionais, os niveis de NO quantificados in
situ foram maiores no grupo exposto ao mercurio que no grupo SHR Controle,
indicando que, mesmo em SHRs muito jovens, a exposicdo ao mercurio
aumentou a producdo de NO nas artérias mesentéricas de resisténcia. Esses
resultados podem ser explicados pelo fato de o grupo SHR HgCl: ter
apresentado uma pressao arterial significativamente maior que o grupo controle,
0 que possivelmente acelerou o desenvolvimento do mecanismo de protegéo
vasodilatador explicado mais acima. A potencializagdo desse mecanismo
vasodilatador dependente do endotélio no grupo exposto pode estar relacionada
com a reducdo da reatividade a fenilefrina observada no grupo SHR HgCla.
Apesar do aumento da produgcdo de NO em ratos expostos ao mercurio, ndo
houve diferenca na expressao da eNOS entre 0s grupos. Estudos evidenciaram
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que hipertensédo arterial pode aumentar os niveis plasmaticos de um inibidor
endogeno da eNOS produzido pelas células endoteliais, o N(G), N(G)-
dimetilarginina (ADMA) (ACHAN et al, 2003; DAYOUB et al, 2003; KIELSTEIN
et al, 2004).

Assim, 0 aumento na producao de NO pode ser devido ao aumento da
expressdo da iINOS, uma isoforma expressa em condi¢des inflamatérias, como
hipertensdo (FORSTERMANN et al., 1993; 1994), sendo também expressa apos
a exposicao cronica ao mercurio, como observado por Faria et al. (2018). Briones
et al. (2002) observaram que em artérias cerebrais de SHRs adultos ndo havia
um prejuizo na producao endotelial de NO, nem na expressédo da eNOS. Em
contrapartida, a hipertenséo induziu um up-regulation da expressao da iNOS.

De acordo com Nava et al. (1995 e 1998), na hipertensédo, embora a
producdo de NO possa estar aumentada, sua degradacdo também pode estar
elevada em decorréncia do aumento da producdo de EROs. Somado a isso,
sabendo que a exposi¢cao ao mercurio por 30 dias aumenta a producao de EROs
em ratos normotensos adultos (WIGGERS et al., 2008b, FURIERI et al., 2011;
LEMOS et al., 2012; PECANHA et al., 2010; WIGGERS et al., 2008a, AZEVEDO
etal., 2016), nés investigamos os efeitos do mercurio nessa via em SHRs jovens.

Assim, incubamos os aneis com Apocinina, un inibidor da NAD(P)H
oxidase. Apoés incubacdo, observamos aumento da reatividade vascular a
fenilefrina somente no grupo exposto ao cloreto de mercurio, sugerindo maior
participacdo da NAD(P)H oxidase nesse grupo. Diante deste resultado,
avaliamos a expresséo proteica da Gp91Phox, uma subunidade da NAD(P)H
oxidase e verificamos aumento da sua expressao apds exposicado ao mercurio.
Estudos similares em animais hipertensos e em animais expostos ao mercurio
também observaram aumento do estresse oxidativo pela participacdo da
NAD(P)H oxidase, produzindo &nion superoxido (WU et al, 2001; HAMILTON et
al, 2001; FURIERI et al., 2011; LEMOS et al., 2012; PECANHA et al., 2010).
Sabendo que a NAD(P)H oxidase é a principal fonte geradora de &anion
superéxido e que o mercurio aumenta sua expressao, avaliamos a producéo in
situ dessa molécula e observamos que a exposicéo crénica por 30 dias ao cloreto
de mercurio aumentou a produgcdo de Ogzs- em animais em SHR jovens.
Curiosamente, embora tenha ocorrido aumento na produgéo de Oz2+-, que tem
carater vasoconstritor (SUZUKI et al, 1995), houve aumento da reatividade



64

vascular a fenilefrina no grupo SHR exposto ao cloreto de mercurio apos a
incubagdo com apocinina, sugerindo a participacdo de alguma espécie reativa
de oxigénio que leva a vasodilatagao.

Sabendo que o H202 é formado por agdo da SOD sobre o &nion
superéxido e pode atuar tanto como vasoconstritor quanto como vasodilatador,
fato j& observado em artérias mesentéricas de resisténcia (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; HAYABUCHI, 1998; GIL-LONGO; GONZALES-VAZQUEZ,
2005; FELETOU, 2009), investigamos a hipotese que a exposi¢io ao mercirio
exerce influéncia sobre a producéo do peroxido de hidrogénio em SHRs jovens.
Para isso, realizamos protocolos experimentais com anéis incubados com
Catalase, um varredor H202. A incubagdo com esta droga aumentou a resposta
vasoconstritora induzida pela fenilefrina em mesentéricas de ratos expostos ao
mercurio, mas ndo afetou as respostas de mesentéricas de ratos ndo expostos.
Assim, podemos concluir que a exposi¢cao ao mercurio aumenta a producao de
EROs em SHRs jovens e, diante desses resultados, hipotetizamos que a
producéo de H202 poderia estar aumentada por dois mecanismos: aumento do
substrato (de O2+-) ou reducéo da expresséao/atividade da catalase, no entanto,
nao encontramos mudancas na sua expressao. Assim, o aumento da producao
de H20:2 parece de fato estar associado a um aumento de O2e-.

Estudos mostram que, na hipertensdo, ao passo que ocorre aumento
de EROs, também parece haver aumento compensatério de enzimas
antioxidantes, como a SOD (RATHAUS; BERNHEIM; 2002; ZHAN et al, 2004).
Esse efeito pode ser observado em SHRs adultos, mas ndo em SHRs jovens
pré-hipertensos, como mostrado no grupo SHR Controle (GONGORA 2006;
ZALBA 2000). Da mesma maneira, 0 mercurio também parece aumentar a
expressdo da SOD para permitir o metabolismo da molécula de O2+- em H202,
um radical livre menos deletério e reativo, potencializando e acelerando o
desenvolvimento desse mecanismo compensatdrio, uma vez que esse grupo ja
apresenta hipertensédo instalada precocemente (FERREIRA e MATSUBARA,
1997). A conversdo do Ogze- produzido em H202 permite que o NO
superproduzido ndo tenha sua biodisponibilidade reduzida pela sua interacéo
com Ogze-, formando ONOO- (RUBANY; VANHOUTE, 1986; GAO; MANN, 2009).

Tomados em conjunto, a produgcdo aumentada de NO e H202 potencializa o
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mecanismo vasoprotetor dos animais SHR pré-hipertensos expostos ao
mercurio.

Até entdo, no presente estudo observamos uma diminuicdo da
reatividade vascular em SHRs jovens provocada pela exposicdo ao cloreto de
mercurio, caracterizada pelo aumento de NO e estresse oxidativo, onde ha um
aumento da producdo de perdxido de hidrogénio resultante de uma maior
atividade da NAD(P)H oxidase e, possivelmente da SOD. De posse dos nossos
achados, sabendo que o peroxido de hidrogénio parece contribuir para
vasodilatacéo através da ativacdo de canais para potassio (FELETOU, 2009) e,
por ultimo, que a contribuicdo de EDHF para vasodilatacdo dependente do
endotélio € mais importante em vasos de resisténcia do que em vasos de
condutancia (URAKAMI-HARASAWA, 1997), investigamos a participacéo
desses canais na resposta vasodilatadora. Para isso, incubamos as artérias com
TEA, um inibidor ndo especifico de canais para potassio, ndo havendo mudanca
na reatividade vascular a fenilefrina em nenhum dos grupos analisados, talvez
pelo fato de em animais SHR, a densidade de canais na membrana da célula
aumentar conforme a idade (HU et al., 2013).

Para investigar o efeito do H202 nos canais para potassio no grupo
exposto ao mercurio, coincubamos as amostras com Catalase e TEA. Os
resultados apds a coincubacéo sugeriram que o H20:2 estava atuando por outra
via, uma vez que, mesmo apos o bloqueio dos canais para potassio, uma
resposta vasodilatadora ainda pdde ser observada. Estudos mostraram que
outra acao vasodilatadora do H202 pode ocorrer ndo somente pela ativagao de
canais para potassio, como também por meio da ativacéo direta da GCs, o que
justificaria nosso achado (HAYABUCHI, 1998). Como o0 mercurio aumentou a
producdo de dois agentes vasodilatadores, NO e H202, investigamos qual foi o
principal determinante da redug&o da reatividade vascular a fenilefrina. Para
isso, também coincubamos as artérias com TEA e L-NAME, o que causou um
aumento significativo na reatividade, maior que o efeito observado pela
coincubacdo com TEA e catalase. Este resultado sugere uma maior participagéo
de NO do que H202 na modulacdo negativa da contracdo induzida pela
fenilefrina.

Os prostandides derivados da COX também contribuem para o controle
do ténus vascular (KARIMI et al., 2002; ANTMAN et al., 2005). Além disso, sabe-
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se que a propria COX pode ser um fator de ativacdo da NAD(P)H oxidase,
geradora de radicais livres (INOGUCHI et al.,, 2003). Dentre algumas
particularidades descritas dos modelos de SHR, podemos encontrar a alta
ativacdo via da COX, uma vez que estudos mostraram que a prépria hipertenséo
arterial aumenta a participacdo de prostandides vasoconstritores derivados da
COX nas artérias de resisténcia, e ndo somente o contrario (ALVAREZ et al,
2005; VIRDIS et al.,, 2007). Além disso, estudos anteriores também
demonstraram que a exposicdo crbnica ao mercurio em ratos adultos
normotensos promove aumento da participacdo desses prostandides
vasoconstritores, resultando em disfuncdo endotelial (WIGGERS et al., 2008b;
PECANHA et al., 2010; RIZZETTI et al., 2013; 2017). No entanto, a participacao
da COX especificamente em SHRs pré-hipertensos nunca foi descrita.

Ao incubarmos os aneis de MRA com Indometacina, um inibidor ndo
especifico da COX, observamos uma reducéo na resposta contrétil a fenilefrina
em ambos 0s grupos, porém a magnitude desse efeito foi maior no grupo exposto
ao mercurio, sugerindo de fato que em SHRs existe maior ativacdo da COX e a
exposicao intensifica esse mecanismo. Afim de confirmar esse achado,
analisamos a expressao proteica da COX-2, que também estava elevada no
grupo exposto. Contrariamente, Wiggers et al. (2008b) ndo observaram
alteracdes na via da COX induzidas pelo mercurio no leito mesentérico, porém
em ratos normotensos.

Considerando que o tratamento com mercuario reduziu a reatividade
vascular a fenilefrina, mas aumentou a expressao da COX-2, investigamos a
participacdo da PGl2, que usualmente apresenta a¢do vasodilatadora (KARIMI et
al. 2002). Para isso, os anéis foram incubados com um antagonista do receptor
PGl2, 0 CAY 10441, e uma reducédo similar na reatividade vascular a fenilefrina
foi encontrada em ambos os grupos. A PGl2, além de ser um agente
antitrombdtico e antiagregante plaquetario, geralmente é um prostandide
vasodilatador (MONCADA et al., 1979; CORRIU et al., 2001; PARKINTON et al.,
2004; FELETOU, 2007). Entretanto, em algumas doencas cardiovasculares,
como a hipertenséo, a PGl2 também pode atuar como um fator de contracao
derivado do endotélio, ativando os receptores TXA: e prostaglandinas,
contribuindo para a disfuncao endotelial (GLUAIS et al., 2005; GOMEZ et al.,
2008; VANHOUTTE; TANG, 2008; LIU et al.,, 2015). Somado a isso, foi
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previamente descrito que SHRs jovens podem apresentar disfuncéo do receptor
da PGI2, pois no momento de sua ligacdo com o substrato ocorre
comprometimento da ativagao da adenilato ciclase, impedindo assim a cascata
vasodilatadora (GOMEZ et al.,, 2008). Tomados em conjunto, esses estudos
ajudam a explicar nossos resultados, que indicam que a PGI2 ndo contribui com
a reducéo da reatividade observada no grupo SHR HgCl2, uma vez que mostrou
apresentar carater vasoconstritor. Assim, como sua agao vasoconstritora pode
se dar via receptores de TXA: e prostaglandinas, incubamos os aneis com SC
19220, antagonista de receptor EP1 e SQ 29,548, antagonista de receptor de
TXA2 (GLUAIS et al., 2005; GOMEZ et al.,2008; VANHOUTTE; TANG, 2008;
LIU et al., 2015).

De acordo com Pecanha et al. (2010) e da Cunha et al. (2000), a
exposicdo cronica ao HgClz aumentou a producédo de PGE: e de TXAz,
contribuindo assim para aumento do tonus vascular em aortas de ratos adultos
normotensos. Curiosamente, quando bloqueamos o receptor TXA2, houve uma
discreta reducéo de reatividade no grupo SHR Controle, enquanto nenhuma
alteracdo foi observada no grupo exposto ao mercurio, sugerindo que a
exposi¢do ao mercurio aboliu a acdo do TXA2 em artérias mesentéricas de SHRs
jovens. Ao realizarmos o bloqueio dos receptores EP1, observamos reducéo de
reatividade vascular em ambos os grupos, porém a magnitude do efeito foi
significativamente mais elevada no grupo controle, indicando que, em relacdo ao
grupo controle, a exposicdo ao mercurio também reduziu a participacao da
PGE-2. Ineditamente, esses achados evidenciam que as alteragcdes encontradas
na via da COX neste estudo em SHRs jovens ndo contribuem para a hipertensao
arterial manifestada no grupo exposto ao mercurio. De forma interessante, em
conjunto, nossos resultados mostram que a reducdo na reatividade vascular
encontrada no grupo SHR HgClI: foi devido de fato ao aumento da producao de
NO, de H202, e talvez a reducdo da participacdo de prostandides

vasoconstritores derivados da COX.
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7. SUMARIZACAO DOS RESULTADOS
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Figura 14: Sumarizacdo esquemética dos resultados obtidos no presente estudo. A
exposi¢cdo ao mercurio acelera o desenvolvimento da hipertenséo e, apesar disso, aumenta a
producdo de NO e H20: e reduz a producdo de prostandides da COX, que atuam em conjunto
para reduzir a reatividade vascular de MRAs, como uma tentativa de contrabalancear o rapido
aumento de PAS. MRA: artéria mesentérica de resisténcia; NO: 6xido nitrico; H202: perdxido de
hidrogénio; PAS: pressao arterial sistolica.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, nosso estudo mostrou pela primeira vez na literatura,
que a exposicao cronica ao HgCl2 na dose utilizada, encontrada em individuos
expostos, aumenta a pressdo arterial e acelera o desenvolvimento de
hipertensdo em SHRs jovens. Este processo parece potencializar um
mecanismo de adaptacdo desses animais para suportar alta presséo sistolica.
Esse mecanismo envolve o aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio, especificamente H202 e ainda o NO e reducdo da producdo de
prostanoides derivados da COX. Juntos, esses agentes promovem reducéo na
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reatividade vascular, o0 que parece ser uma tentativa de contrabalancear o
aumento da pressao arterial. Por fim, esses achados mostram que a exposi¢cao
cronica ao HgClz pode ser considerada um fator de risco para doencas
cardiovasculares, uma vez que acelera o desenvolvimento da hipertensdo em

animais pré-dispostos.
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