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RESUMO

A avaliacdo da exposicdo ambiental a pequenas quantidades de mercurio tem
demonstrado que o metal afeta o sistema cardiovascular. Sua exposi¢cdo cronica
promove hipertensao arterial e correlaciona-se com eventos cardiovasculares e, em

baixas concentragdes, promove stress oxidativo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da exposicéo por 30 dias a 20 nM de

HgCl, sobre parametros hemodinamicos e a contratilidade miocardica.

Ratos Wistar foram separados aleatoriamente em dois grupos. O grupo Controle
recebeu, durante 30 dias, inje¢cbes intramusculares (IM) de salina e o grupo tratado
recebeu no primeiro dia de tratamento uma inje¢cdo IM de solugdo de HQgCl,
suficiente para alcancar a concentracdo plasmatica de 20 nM. Até o término do
tratamento, os ratos recebiam diariamente doses de reforco para manter a

concentracéo desejada.

Apéds 30 dias os ratos eram anestesiados, heparinizados e submetidos a canulagéo
da artéria carotida e da veia jugular direitas para medidas da pressdo arterial
sistélica, arterial diastélica, arterial média, e pressdes sistdlica e diastolica de VE e

VD e suas derivadas temporais.

Foram avaliados os parametros contrateis de coragfes isolados perfundidos pela
técnica de Langendorff. Um baldo de latex, conectado a um transdutor de presséo,
foi utilizado para determinacao da presséao diastolica (PD) e mensuracao da pressao
sistélica isovolumétrica do VE. Os protocolos realizados foram: resposta ao aumento
da PD e resposta a estimulagéo p-adrenérgica. Durante todo o experimento também
foi medida a presséo de perfusao coronariana (PPC).

Também foram analisados, em musculos papilares de VE: o inotropismo cardiaco,
0S parametros temporais, a atividade funcional do reticulo sarcoplasmatico, a
permeabilidade da membrana sarcolemal ao calcio e a responsividade das proteinas

contrateis.

Por fim, foram medidas as atividades especificas da Na'-K'-ATPase (NKA) e da

Ca®" ATPase miosinica cardiacas.

Andlise estatistica: ANOVA duas vias ou teste t-Student. p< 0,05 foi considerado

significante.



Os parametros hemodindmicos mostraram uma unica alteragdo, aumento da
pressao diastdlica final de VE (PDfVE) no grupo Mercurio em relacdo ao Controle.
No entanto, em coracdes isolados observamos, no grupo exposto ao HgCly,
diminuicdo da pressao desenvolvida e das derivadas temporais na condi¢cdo basal e
em praticamente todas as PD estudadas. Os corac¢des do grupo Mercurio também
apresentaram diminuicdo da resposta 3-adrenérgica.

No entanto, o tratamento cronico com HgCl, ndo foi capaz de alterar os parametros
contrateis em musculos papilares do VE, mas aumentou a atividade da e Ca®'

ATPase miosinica e inibiu a atividade especifica da NKA.

Possivelmente, o aumento da PDfVE in vivo e o efeito inotropico negativo em
coracOes isolados se devem a inibicdo da NKA, que causa aumento da
concentracéo intracelular de calcio, induzindo defeito no relaxamento por sobrecarga

de calcio no musculo cardiaco.

Como os parametros hemodinamicos encontram-se preservados in vivo, podemos
especular que fatores neuro-humorais estejam participando da manutencédo do
inotropismo cardiaco e pressédo arterial. O aumento da atividade da Ca®* ATPase

miosinica também poder ser um mecanismo compensatorio do musculo cardiaco.

7

Sugerimos que a diminuicdo da resposta [p-adrenérgica € conseqiéncia da
dessensibilizacdo dos receptores [ cardiacos, por uma ativacdo simpatica

aumentada, como mecanismo compensatoério, durante a exposi¢cao ao HgCl..

Podemos concluir que a exposicao a baixa concentracdo de HgCl, promove efeito
inotropico negativo em coracgdes isolados, déficit de relaxamento in vivo, aumento da

ATPase miosina e inibigdo da NKA.



ABSTRACT

The evaluation of environmental exposure to small quantities of mercury showed
that the metal affects the cardiovascular system. The chronic exposition produces
hypertension and correlates with cardiovascular events and promotes oxidative

stress.

Our objective was to study the effects of 20 nM HgCl, exposure during 30 days on

hemodynamic parameters and cardiac contractility.

Wistar rats were divided at random in 2 groups. The control group received
intramuscular injections (IM) of saline during 30 days and the treated group received,
in the first day, one IM injection containing HgCl, sufficient to produce a plasma
concentration of 20 nM HgCl,. Until the end of the treatment period rats received a

supplement dose to maintain the desired plasma concentration.

After 30 days rats were anesthetized, received heparin and the right carotid artery
and jugular vein were cannulate, for measurements of systolic, diastolic and mean
arterial pressure, left and right systolic and diastolic ventricular pressure and their

time derivatives.

In isolated perfused rats according to the Langendorff technique contractile
characteristics were investigated. A latex balloon, connected to a pressure
transducer was used to measure isovolumetric left ventricular systolic and diastolic
pressures. The following protocols were performed: progressive increments of
diastolic pressure and the answer to B-adrenergic stimulation. Throughout the

experiment the coronary mean perfusion pressure was measured (CPP).

Cardiac contractility was also evaluated in left ventricle papillary muscles: inotropism,
temporal parameters, sarcoplasmic reticulum activity, sarcolemmal calcium

permeability and the role of contractile proteins.

The myocardial activities of Na*-K*-ATPase (NKA) and myosin Ca** ATPase were

also measured.

Statistical analyses: two-way ANOVA and the Student t- test. p< 0,05 was
considered significant.

Hemodynamic parameters showed one single alteration, the increase of the left

ventricular end diastolic pressure (LVEDP) in the Mercury group when compared to



control. However, in isolated hearts it was observed in the HgCl, group reduction of
developed pressure and time derivatives in control conditions and in all diastolic
pressures. The hearts from the Mercury group also showed a reduction of the B-

adrenergic response.

Moreover, the HgCl, chronic treatment was not capable to alter the contractile
parameters in left ventricle papillary muscles, but increased the myosin Ca®* ATPase

and the NKA specific activity.

Possibly the LVEDP increase in vivo and the negative inotropic effect observed in
isolated hearts are linked to the NKA inhibition that causes an increase of
intracellular calcium inducing a defective relaxation by the myocardium calcium

overload.

Considering that the hemodynamic parameters are preserved in vivo we could
speculate that neuro-humoral factors might be playing a role to maintain the cardiac
inotropic state and the arterial pressure. The increased activity of the myosin Ca?*

ATPase might also be a compensatory mechanism of the cardiac muscle.

We suggest that the reduction of the B-adrenergic response is a consequence of a
desensitization process caused by an increased sympathetic tone as a
compensatory mechanism during HgCl, exposure.

We might conclude that the chronic exposure to a small concentration of HgCl,
produces a negative inotropic effect in isolated hearts, a relaxation deficit in vivo and

an increase of myosin ATPase activity and NKA inhibtion.
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1 INTRODUCAO

O uso de metais pesados esta intimamente ligado a histéria do homem. Ja na pré-
histéria o homem descobriu 0os metais como importante material para fabricacdo de
utensilios e ferramentas. Entretanto, os registros referentes aos metais ndo sao
somente aqueles que relatam os seus beneficios (Nascimento & Chasin, 2001). O
contato humano com compostos metalicos isentos de atividade fisiolégica, mesmo
em baixas concentracdes, esta correlacionado com alta toxicidade (Clarkson et al.,
2003; Dufol, 2003). Diversas atividades industriais e agricolas geram efluentes que
contém uma ampla variedade dessas espécies quimicas, como o cadmio, o chumbo
e 0 mercurio, que estdo geralmente associados a poluicdo ambiental, devido a sua

toxicidade e propriedade de acumulagcdo em organismos (Azevedo, 2003).

O mercurio se destaca neste contexto, devido a sua elevada toxicidade e grande
mobilidade nos ecossistemas. Este metal pode ser encontrado em todas as esferas
do ambiente, sendo liberado a partir de fontes naturais e antropogénicas, como por
exemplo, a queima de combustiveis fosseis e a mineragdo de ouro e prata. Na
atualidade, a exposicdo a elementos metalicos se d& principalmente na atividade
laboral. Entretanto, a poluicdo do ar, aguas oceanicas, rios, solo e da atmosfera

ocasiona riscos a populacédo em geral (Alexandre, 2006).
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1.1 O MERCURIO

Por ser liquido, altamente maleavel e possuir uma cor magica, o mercurio, desde
tempos imemoriaveis, encanta o homem (Azevedo, 2003). E o Gnico metal que, em
sua forma elementar e em condi¢cdes normais de temperatura e pressao, encontra-
se na forma liquida. Isso explica o seu nhome, derivado do latim, hydrargyrum, que

significa prata liquida, metal ao qual se assemelha (HSDB, 2000).

Esse metal, pertencente a familia quimica dos metais do grupo Ilb da tabela
periodica dos elementos, pode apresentar-se de trés formas distintas. Na forma
elementar, na qual se apresenta metalico e com estado de valéncia 0, sendo a forma
mais volatil dos compostos mercuriais. E em outros estados de valéncia: +1 e +2
chamados, respectivamente, merctrio mercuroso (Hg,™") e mercurio mercuirico
(Hg™). Na natureza e gerados por atividade antropogénica encontram-se associados
formando compostos organicos e inorganicos, como exposto na tabela 1. Dos

compostos inorganicos, 0s compostos mercuricos sao 0s mais abundantes.

Tabela 1: Compostos de mercurio.

Mercurio Elementar

Hg°

Compostos Inorganicos

HgClZv HgZC|2! HgFZ! HgZF21 HgBrZ! ngBrZ, Hg|21 HgZ'Z! HgHZ! HgO! HgZO! HgS! Hgsev HgTev
Hg2(NO3)..

Compostos Organicos

CHsHgCI (compostos de alquilmercrio), C6H5HgCI (compostos de arilmercurio), CH,OCH,HgClI

(compostos de alcoxiarilmercurio).

Modificado de Azevedo, 2003.

Os sais mais importantes séo: o cloreto de mercurio (HgCl,), um composto corrosivo
e muito téxico; o cloreto mercuroso, ainda utilizado na medicina como medicamento;

o cinabrio (HgS), que € a forma mais comumente encontrada na natureza, tem cor
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avermelhada e € empregado como pigmento para tintas; e o fulminato de mercurio

Hg(CNO),, um detonador presente em explosivos (Nascimento & Chasin, 2001).

Os compostos organicos de mercario sdo ainda mais perigosos, por sua alta
toxicidade e afinidade com o sistema nervoso central (SNC). O mercurio se liga a
pelo menos um atomo de carbono e a anions diversos, formando compostos RHgR’
ou RHgX. O R e R’ sdo, normalmente, radicais alquila, fenila, propila e metoxietila.
Os anions X podem ser cloretos, sulfatos e nitratos. Os diversos compostos
organomercuriais tem aparéncia e odores distintos, dependentes dos radicais

ligados ao mercurio (Hg?") (Ferrer, 2003; Nascimento & Chasin, 2001).

O Hg?* vem sendo utilizado comercialmente e na medicina por séculos. No passado,
comumente constituia muitas medicacdes e hoje, ainda, € o principal conservante
empregado em vacinas. Mesmo com o conhecimento da sua toxicidade, permanece
sendo utiizado em equipamentos hospitalares, como termémetros e
esfigmomandmetros e, comercialmente, em lampadas fluorescentes e baterias.
Desta forma, 0 seu uso leva a exposi¢ao tanto ocupacional como acidental (Clarkson
et al., 2003).

Muitos organomercuriais foram utilizados como praguicidas (eventualmente, de
forma desaconselhada, ainda sdo empregados), outros seguem tendo aplicagéo
meédica como anti-séptico (como o sal sédico do acido o-(etilmercurio), conhecido
comercialmente como Merthiolate) e também ja houve a era dos diuréticos

mercuriais (Azevedo, 2003).

1.1.1 Ocorréncia na natureza

O mercurio em pequenas e variaveis concentracdes encontra-se em todos 0s meios
geoldgicos: hidrosfera, litosfera, atmosfera e biosfera. Entre esses compartimentos
h&a um constante fluxo dos compostos de mercurio (Figura 1). E a 162 substancia
mais abundante do planeta, com reservas estimadas em 30 bilhdes de toneladas
(Azevedo, 2003).

O cindbrio ou sulfeto de mercario € o composto de mercurio mais abundante na
natureza e contém quantidade suficiente de mercurio para extragdo mineral do metal
(86,2%). Ele possui cor avermelhada e é encontrado em rochas préximas de

atividades vulcéanicas recentes, em veios ou fraturas minerais e em areas proximas



INTRODUCAQO 24

de fontes de aguas termais. Em Almaden, Espanha, existe a mina mais antiga do
mundo, em funcionamento desde 200 a.C.. Esse pais € considerado o maior

produtor mundial de cinabrio

As fontes naturais mais importantes do mercario sado provenientes da
desgaseificacdo da crosta terrestre, processo que libera anualmente até 150 mil
toneladas, das emissfes de vulcdes e da evaporacdo de corpos aquéticos. Devido a
erosdo e aos ciclos geoquimicos, estima-se que mais de 5 toneladas de Hg sao
lancadas ao mar todos os anos, e mais da metade da producdo das minas é
distribuida pelos mares, solo e pela atmosfera. Assim sendo, a crosta terrestre é
uma importante fonte de contaminacdo dos meios aquéticos. Portanto, é muito dificil
diferir o quanto do mercurio presente nos corpos aquaticos é proveniente de fontes
naturais e o quanto se deve a contribuicdo da atividade antropogénica. A figura 1

ilustra o ciclo natural do mercurio no meio ambiente (Nascimento & Chasin, 2001).
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> | Atmosfera

N

Ac¢3o Biologica A

Evaporagdo Condensagdo
Biosfera
. 3
A 4
Agdo Bioldgica - Processos Hidrotérmicos
~ | Hidrosfera | <
Decomposigdo A
Enriquecimento Desgaste
Hidrolégico Extragao ©
IS
«(Q
]
e T T T T T  om | 2
1 I >
—H Sedimentos , > [ Rochasigneas | 7
! Metamorfismo e
: : o
| >
1 Processo Palingenético Enriguecimento =
1
= i
! Rochas i
1 1
]

Figura 1: Ciclo do mercurio no meio ambiente. Modificado de Azevedo, 2003.

Por razdes ecotoxicoldgicas € importante ressaltar a presenca do mercurio em

combustiveis fésseis. No carvao foram encontrados de 10 a 300.000 ppb de Hg. O
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petréleo e seus gases brutos também possuem consideravel quantidade de

mercuriais em suspensao (Azevedo, 2003).

1.1.2 Propriedades fisico-quimicas e uso industrial

As propriedades fisico-quimicas dos compostos de mercurio tém intima relagdo com
0s anions aos que o Hg se liga. O mercurio elementar € o que apresenta maior
volatilidade. O HgCH3Cl e o HgCl, também podem apresentar-se na forma gasosa.
A solubilidade em &agua dos compostos de mercurio € muito variada. Esses
compostos podem encontrar-se volatizados, na forma de espécies reativas soluveis

em agua ou como espécies nao reativas (Nascimento & Chasin, 2001).

As caracteristicas apresentadas pelos compostos do mercurio permitem que eles
sejam amplamente utilizados na construcdo de aparelhos, como interruptores de
rede elétrica e termdmetros, pois 0 mercurio € um bom condutor de eletricidade e
registra expanséo linear. E empregado também em muitos métodos analiticos, pela
sua intensidade de absorcdo de luz ultravioleta e pelo vapor de mercurio emitir
espectro caracteristico sob a influéncia de descarga elétrica (Azevedo, 2003). A
tabela 2 demonstra a relacdo entre as forma quimicas, suas caracteristicas e

aplicabilidade.
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Tabela 2: Relacao entre a forma quimica, propriedades caracteristicas e aplicacdes

do mercurio

Forma Propriedades caracteristicas Aplicacdes

Quimica

Metal Liquido a temperatura ambiente, expansao Aparelhos de medicéo de
volumétrica uniforme em ampla faixa de pressao e temperatura:
temperatura, alta tensao superficial, ndo termdmetros, mandmetros e
aderéncia a superficies vitreas barémetros
Baixa resisténcia elétrica e alta Materiais elétricos e
condutividade térmica eletrdnicos, agente resfriante
Alto potencial de oxidacéo em relacdo ao Operacgdes eletroquimicas:
hidrogénio industrias de cloro e soda
Facilidade de formacédo de amalgamas com Metalurgia, odontologia,
outros metais processos extrativos (garimpo)

Compostos Poder de assepsia por oxidacéo de Inseticidas, bactericidas,

orgéanicos matéria organica fungicidas

Compostos Alta estereoespecificidade Catalise na industria de

inorganicos polimeros sintéticos

Modificado de Micaroni et al., 2000
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1.2 EXPOSICAO POPULACIONAL E OCUPACIONAL

A exposicdo ocupacional ao mercurio, normalmente, resulta da exposicdo ao vapor
de mercurio e mercario inorganico. Dentistas, técnicos de consultorios
odontologicos, trabalhadores de industrias de cloro e soda, mineiros, trabalhadores
de industrias de equipamentos de medicdo e de lampadas fluorescente sdo os
principais individuos expostos ocupacionalmente (Mahaffey, 2005; Zavariz & Glina,
1992).

Atualmente, a populacdo em geral esta exposta ao mercurio por 3 principais fontes:
0 consumo de peixes contaminados, 0 uso e manipulacdo de amalgamas dentarios
e o timerosal contido em vacinas. Cada uma dessas fontes de exposi¢cdo contém

suas caracteristicas toxicologicas especificas (Clarkson, 2002).

1.2.1 Vacinas

O timerosal € um composto organomercurial que desde 1930 vem sendo
amplamente utilizado como conservante em drogas bioldgicas, como vacinas e
soros. Os conservantes sao compostos que matam ou previnem a proliferacdo de
microorganismos, como bactérias e fungos. Desta forma, eles sédo utilizados para
prevenir o crescimento microbioldgico em vacinas que, eventualmente, possam vir a
ser contaminadas. Muitas vacinas possuem em um mesmo frasco muitas doses,
nesses casos, 0 risco de contaminacdo é muito grande devido as multiplas
puncturas, por isso a utilizacdo do timerosal como conservante é imprescindivel
(FDA, 2008).

O timerosal é metabolizado no corpo humano e degradado em etilmercurio e
tiosalicilato. O etilmercario € um organomercurial, assim como o metilmercurio. A
regulamentacao da utilizacdo do timerosal baseia-se, entdo, nos niveis de exposi¢ao
seguros ao metilmercurio, devido as poucas pesquisas existentes sobre 0s riscos
especificos desse organomercurial utilizado em vacinas. Entretanto, a diferenca
guimica entre esses compostos € um importante determinante das suas toxicidades
e vem sendo estudada (Guzzi & La Porta, 2008). Todavia, a FDA considera a
exposicdo ao etil e ao metilmercurio equivalentes em relagdo a avaliagdo de risco
(FDA, 2008; Clarkson, 2002).
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Geier e Geier em 2003 mostraram forte evidéncia epidemioldgica de ligacdo entre o
conteudo de timerosal nas vacinas e o aparecimento de desordens neurolégicas e
cardiacas em criancas. Neste estudo, inicialmente, foi comparada a quantidade de
timerosal nas vacinas com a recomendacao de ingestdo de metilmercurio na dieta
pelo 6rgdo competente norte-americano (FDA- Food and Drug Administration). Em
seguida, foi realizada uma comparacdo da incidéncia de desordens neurologicas e
cardiacas em criancas que recebiam vacinas contendo timerosal e vacinas sem
esse conservante. Os autores concluiram que além de a quantidade de timerosal
exceder as normas de seguranca de ingestédo, ele ainda estd sendo administrado
por via diferente, ou seja, a absor¢cdo desse composto por via endovenosa e
intramuscular é muito maior do que a absor¢do por via oral. Devido aos dados
mostrando que a concentracdo de timerosal nas vacinas aumenta a incidéncia de
autismo, desordens na fala e doencas cardiacas, 0s autores sugerem que O
timerosal seja completamente removido de vacinas imediatamente, propondo 0 uso
de frascos contendo uma Unica dose de vacina, o que tornaria 0 uso desse perigoso

conservante desnecessario.

Baskin e colaboradores em 2003 mostraram em um estudo experimental que, em
neurdnios humanos corticais, o timerosal, em pequenas concentragdes, provocou
mudanc¢a na permeabilidade da membrana, induziu a quebra do DNA e apoptose

apos pouco tempo de exposicao.

No Brasil, 0 manual de normas de vacina¢do do Ministério da Saude, publicado em
junho de 2001, mostra que o timerosal é utilizado em muitas vacinas administradas.
Essas vacinas previnem a gripe (vacina contra influenza), a raiva (vacina anti-

rabica), a infec¢cdo por meningococo do sorogrupo b e a hepatite B.

E importante ressaltar que a vacina contra hepatite B, por exemplo, é administrada
na crianga ao nascer, com um més de vida e aos seis meses; e a vacina contra gripe
€ administrada anualmente, pois a imunizagdo contra um subtipo do virus confere
pouca ou henhuma protecao a outros subtipos. Assim, os individuos serdo expostos
ao timerosal contido nas vacinas inUmeras vezes durante toda a vida. (BRASIL,
2001).
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1.2.2 Consumo de peixes

Como dito anteriormente, além de fontes naturais de emissdo de mercurio, muitas
fontes antropogénicas participam da contaminagdo ambiental. O descarte de
mercurio pelas industrias de cloro soda e pela atividade mineradora, como ocorre
macicamente na bacia amazoénica, tem importante contribuicdo na contaminacdo da
hidrosfera. Estima-se que, aproximadamente, 130 toneladas de mercario séo
despejadas por ano s6 na bacia amazbnica (Pfeiffer & Lacerda, 1988). Os
microorganismos aquaticos possuem ampla capacidade de converter mercurio
inorganico em metilmercurio. Levando a bioacumulagcédo em planctons, herbivoros e,

por fim, em peixes que ocupam o topo da cadeia alimentar (Clarkson, 2002).

Os riscos pertinentes ao consumo de peixes contaminados constituem um grave
problema de saude mundial. Aproximadamente 95% do metilmercurio, forma de Hg
presente em peixes, € absorvido pelo trato gastrointestinal e distribuido por todos os

tecidos corporais (Clarkson, 2002).

Estudos mostram altas concentracdes de mercurio no cabelo de membros de
familias ribeirinhas da regido amazonica (Boischio & Barbosa, 1993) e correlacéo
positiva entre exposicdo ao mercurio e pressdo arterial sanguinea (Fillion et al.,
2006).

O consumo de peixes € recomendado por diminuir os riscos de doencas
coronarianas (Burr et al., 1989). No entanto, devido a contaminacdo dos peixes por
mercurio, muitos autores ponderam sobre os beneficios desse consumo. Estudos
correlacionam o consumo de peixes com aumento da incidéncia de infarto agudo do
miocardio e arterosclerose (Yoshizawa et al., 2002; Virtanen et al., 2005; Konig et
al., 2005). Os riscos relacionados ao consumo, principalmente sobre o
desenvolvimento do sistema nervoso central, levaram a U.S. EPA (United State
Environmental Protection Agency) a restringir o consumo de peixes por criangas e

gestantes.

1.2.3 Amalgamas dentarios

O uso de amalgamas dentarios € a maior fonte de exposicdo ao mercurio inorganico
da populagdo em geral. Dentistas e técnicos de consultérios odontoldgicos estdo
potencialmente expostos (Clarkson, 2002).
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Os améalgamas dentéarios sédo produzidos pela associacdo de mercurio com outros
elementos metélicos, como a prata, o cadmio e o latdo. Como o mercurio metalico
ou elementar € o mais volatil dos compostos mercuriais, a exposicdo se da por
inalacdo de vapor de mercurio presente na cavidade bucal e no ar dos consultérios

odontologicos (Nascimento & Chasin, 2001).

Em pacientes a liberagéo diaria de mercurio por amalgama € de, aproximadamente,
4 a 5 pg/dia e existe correlacdo positiva entre 0 nidmero de amalgamas e a
concentracdo sanguinea de mercurio. A concentracdo sanguinea de mercurio apos
a retirada da restauracao pode alcancar até 5 nmol/L (Halbach, 1995; Sandborgh-
Englund et al., 1998; Halbach et al., 2008).

Em trabalhadores, a exposi¢cdo ao vapor de mercurio se da durante a producdo,
implantacédo e remocéao das amalgamas. Aproximadamente 80% do mercurio inalado
€ absorvido pelo trato respiratorio, podendo alcancar até 18 nmol/L de sangue
(Langworth et al., 1997; Trzcinka-Ochocka et al., 2007).
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1.4 EFEITOS BIOLOGICOS DO MERCURIO

O mercurio elementar e seus compostos organicos e inorganicos podem causar
sérios danos aos diversos oOrgaos e tecidos do organismo humano, tanto apos
exposicao aguda quanto crénica. A alta afinidade com os grupamentos sulfidrilicos
(SH) presentes nos diversos sistemas enzimaticos das células é o principal
determinante da toxicidade do mercurio (Nascimento & Chasin, 2001). Os efeitos
adversos dependem da forma quimica do mercurio, da severidade e do tempo de

exposicao (Zavariz & Glina, 1992).

O mercario elementar e 0os sais inorganicos sdo pouco absorvidos pelo trato
digestivo, mas se mantidos em contato com a mucosa intestinal podem provocar
ulceracdo. Os sinais e sintomas que podem aparecer ap0s exposicdo a sais
mercuricos e mercurosos sao: estomatites, sabor metalico na boca, nauseas,
vomitos, dores abdominais, anorexia, diarréia, colite, necrose da parede intestinal,
hematémese, salivacdo excessiva, e até perda dos dentes (Graeme & Pollack, 1998;
Berglund & Molin, 1996).

No sistema nervoso central (SNC) os efeitos mais frequentes da exposicdo ao
mercurio inorganico sao: irritabilidade, fadiga, mudangcas comportamentais, tremores,
cefaléia, perda auditiva e cognitiva, disartria, incoordenacdo motora, alucinagdes e
pode até ocasionar a morte. A exposicdo ao metilmercurio leva as situagfes mais
graves. Em criancas, o contato com o Hg promove importantes alteracdes no
desenvolvimento do SNC (Graeme & Pollack, 1998; Nascimento & Chasin, 2001).

A excrecdo dos mercuriais é realizada principalmente pelos rins, e nesses 6rgaos
sao responsaveis por lesao glomerular, injaria tubular, insuficiéncia renal e apoptose,
ou seja, danos morfologicos e funcionais (Zalups, 2000; Carranza-Rosales et al.,
2005).

A exposicado a compostos de mercurio exercem efeitos também sobre os pulmdes,
sistema imunoldgico, reprodutor e alguns estudos relacionam a exposi¢cdo ao metal

com aumento da incidéncia de cancer (Gémez et al., 2007; Gleichmann et al., 1989).
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1.4.1 Efeitos cardiovasculares

Poucos estudos retratam os efeitos cardiovasculares do mercuario apds a exposicao
cronica a pequenas concentragcbes. Entretanto, muitos estudos experimentais
mostram os efeitos cardiovasculares da exposi¢cado aguda a diferentes concentracdes

do metal.

Estudos mostram diminuigdo da PAM, FC, aumento do intervalo PR do
eletrocardiograma, diminuicdo da resposta hipotensora e cronotropica negativa a
acetilcolina, elevada incidéncia de arritmias, pequena reducdo na pressao sistolica
do ventriculo esquerdo, aumento da pressédo sistolica do ventriculo direito e da
pressédo diastdlica dos ventriculos esquerdo e direito apds infusdo endovenosa de 5
mg/kg de HgCl, em ratos anestesiados (Massaroni et al., 1995; Rossoni et al., 1999).
Porém, a exposicao aguda a concentracdo nanomolar aumentou a PAS, PAD, FC e
reatividade pressorica a fenilefrina (Machado et al., 2007). Em artérias caudais de
ratos, o HgCl, (6 nM) aumenta a resposta contrétil a fenilefrina e a producgéo local de
angiotensina (Wiggers et al., 2008).

Em coracfes isolados e perfundidos pela técnica de Langendorff, a exposicdo ao
metal promove aumento da presséo diastolica do ventriculo esquerdo de coracbes
expostos agudamente a 20 nM de HgCI, (Assis et. al., 2003) e aumento, dose-
dependente (0,1 a 3 uM de HgCl,), desse parametro em ventriculo direito (Cunha et
al. 2001). O mercario também promove diminuicdo da pressdo sistolica
isovolumétrica do ventriculo esquerdo imediatamente apds exposi¢cao a 0,5; 1; 2; 10
MM e apds 30 minutos de exposi¢cdo a 20 nM (Massaroni et al., 1995; Assis et al.
2003). No entanto, a exposicao ao metal ndo modifica a resposta dos coragdes ao
estiramento, ou seja, esses coracdes possuem 0 mecanismo de auto-regulacao

heterométrica preservado (Massaroni et al., 1995).

Su e Chen (1979) mostraram que o metil-mercurio promove um efeito bifasico em
tecido atrial de ratos. Inicialmente, quando os tecidos atriais estdo expostos a
pequenas concentracbes (0,5 a 2 ppm), ocorre um efeito inotrépico positivo,
acompanhado por déficit de contratilidade a medida que a concentracdo do metal
aumenta (2 a 50 ppm). Esses achados funcionais foram acompanhados por
alteracdes estruturais em musculos papilares e em atrios, como dilatacdo da

mitocondria e do reticulo sarcoplasmatico (RS). Outros estudos também mostram



INTRODUCAO 33

como diferentes concentracdes de HgCl, influenciam na forga contratil de musculos
papilares e tiras de ventriculo direito, alteram a cinética do calcio ativador; a
atividade das proteinas contrateis, o funcionamento do RS, (Brunder et al., 1988;
Oliveira et al., 1994; Cunha et al., 2001; Assis et al., 2003; Falcochio et al., 2004).

As alteracbes funcionais promovidas pelo mercdrio muitas vezes véem
acompanhadas de alteragbes em um ou mais processos envolvidos no mecanismo
de acoplamento excitagdo-contragdo como: 1) inibicdo a Na*- K*-ATPase (Halbach
et al., 1989; Anner et al., 1990; Anner et al., 1992; Anner & Moosmayer, 1992); 2)
inibicdo da Ca®*-ATPase miosinica (Moreira et al., 2003); 3) inibicdo da bomba de
calcio do reticulo sarcoplasmatico (Hechtenberg & Beyersmann, 1991); e 4) inibicdo
Ca™"-Mg*"-ATPase (Shamoo & MacLennan, 1975).

Ratos que recebiam doses diarias de 0,16mg/kg por 30 dias demonstraram
diminuicdo da capacidade antioxidante plasmatica e aumento significativo de
radicais livres circulantes (Gutierrez et al., 2006). E aqueles que foram submetidos a
exposicao cronica a pequena concentracao tiveram aumento da producgéo vascular
de anion superoéxido, da expressao da eNOS (isoforma endotelial da sintase do
oxido nitrico) e da concentracdo plasmatica de MDA (malondialdeido) (Wiggers et
al., 2008).

Em habitantes da Amazonia, que estdo expostos ao mercurio através do consumo
frequente de peixes, foi observada forte correlacdo positiva entre concentracdes
sanguineas de Hg e presséo arterial sanguinea (Fillion et al., 2006). Outros estudos
também correlacionam a exposi¢cdo ao mercurio com aumento do risco de ocorréncia
de infarto do miocardio e de doencas coronarianas (Yoshizawa et al., 2002; Guallar
et al., 2002; Virtanen et al., 2005).

No entanto, poucos sdo os estudos que mostram as alteracdes cardiovasculares
promovidas pela exposi¢cdo crbnica a pequenas concentracdes de mercurio, como
as rotineiramente encontradas em trabalhadores expostos. Observada a caréncia
dessas investigacbes, 0 presente estudo visa pesquisar as alteracdes na
contratilidade miocardica e nos parametros arteriais de ratos que foram expostos
cronicamente ao HgCl,. Para o melhor entendimento das alteragdes encontradas no

presente estudo e como essas influenciam no funcionamento do muasculo cardiaco,
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a seguir temos uma breve revisao sobre os mecanismos envolvidos no acoplamento

excitacdo contracdo cardiaco e na contratilidade miocérdica.
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1.5 ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO E CONTRATILIDADE
MIOCARDICA

O mecanismo de acoplamento excitagdo-contracdo cardiaco compreende 0s
processos de ativacdo elétrica dos midcitos que desencadeiam a contracdo do
coracao. O calcio € um ion intimamente envolvido na atividade elétrica cardiaca e,
por interagir diretamente com os miofilamentos, na contracdo muscular (ver revisao
em Bers, 2002).

Durante o potencial de acéo cardiaco, o calcio entra na célula via canais ativados
por despolarizacdo, contribuindo para a formacao do platé do potencial de acédo. O
influxo de célcio promove liberacdo de célcio dos estoques intracelulares, sendo

), resulta

essa liberacdo denominada liberacdo de calcio induzida por célcio. A [Ca
da combinacdo do influxo de calcio pelo sarcolema e a liberagcdo de calcio pelo
reticulo sarcoplasmatico (o principal reservatorio intracelular de célcio) e € o ion que,
por ligacdo direta aos miofilamentos, serd o responséavel pela génese da forca e

encurtamento muscular (Bers, 2002).

No interior da célula miocéardica, o calcio se liga a troponina C. Essa interacdo faz
com que a tropomiosina deixe de bloquear o sitio de ligacdo entre actina e miosina.
A actina apresenta sitios ativos que sdo capazes de interagir com a miosina, pra tal
a atividade ATPasica da miosina é ativada, quebrando ATP em ADP e Pi e liberando
energia necessaria para o deslizamento dos miofilamentos, ocasionando a
contracdo muscular. Entdo, a afinidade do calcio a troponina C modula a forca de

contracdo miocardica e sera discutida mais adiante (Vassallo et al., 2008).

Para que ocorra o relaxamento do musculo cardiaco é necesséario que o célcio se
desligue da troponina C e seja removido para o meio extracelular e para os
compartimentos intracelulares que estocam calcio. O transporte de calcio para fora
do citosol envolve quatro vias: a bomba de célcio do RS, o trocador Na*'/Ca’™", a
bomba de célcio do sarcolema e o uniporte de célcio mitocondrial. Alteragdes nos
mecanismo de extrusdo de calcio também podem modificar a contratilidade, visto

que interferem na concentracao intracelular de calcio (Bers, 2002).

Os mecanismos envolvidos na entrada, liberacdo e extrusdo de célcio; e a
participacdo desse ion no potencial de acdo e contracdo miocéardica estéo ilustrados
na figura 2.
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Figura 2: Entrada e extruséo do célcio no miécito cardiaco e participacao do calcio no potencial de
acdo miocardico. Modificado de Bers, 2002.

1.5.1 Fatores que afetam a contratilidade miocardic a
1.5.1.1 Influéncia da Na*-K*- ATPase e da troca sodio-célcio

A funcdo da NKA é retirar o Na* para fora da célula ao mesmo tempo que o K* é
transportado para o meio intracelular. O seu funcionamento é dependente das
concentracdes intra e extracelulares desses dois ions. A inibicdo da NKA ocasiona
aumento da [Na'’], visto que diminui sua extrusdo. O aumento da concentragio
intracelular de Na promove diminuicdo da troca Na*'/Ca*™, consequente aumento da

concentracéo intracelular de célcio e efeito inotropico positivo (Blaustein, 1988).

A troca Na'/Ca’™ funciona com a estequiometria de 3:1, ou seja, trés ions Na*
entram para o meio intracelular a medida que um ion calcio é retirado do interior da
célula. O aumento da [Na'] por inibicdo da NKA diminui a atividade do trocador,
aumento a [Ca®"], por ligacdo do Na* aos sitios intracelulares do trocador (Bers &
Guo, 2005)
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1.5.1.2 Estimulac&o B-adrenérgica

A ativacdo dos receptores [(-adrenérgicos cardiacos esta relacionada a efeitos
inotrépicos e lusitropicos postivos na célula miocérdica. A ligacdo de agonistas aos
receptores [-adrenérgicos ativa a proteina ligada ao GTP (Gs) que estimula a
adenilato ciclase (AC) a produzir AMPc, que, entdo, ativa a proteina cinase
dependente de AMPc (PKA). Essa cinase fosforila diversas proteinas relacionadas

ao acoplamento excitagdo-contracao (Bers, 2002).

O efeito lusitrépico da PKA é mediado pela fosforilacdo da troponina I, diminuindo a
afinidade da troponina C ao célcio, e do fosfolambam, que deixa de inibir a bomba
de célcio do RS. A PKA também fosforila os canais de calcio do sarcolema e os
receptores de rianodina, aumentando a concentracdo intracelular de calcio e

promovendo efeito inotrépico positivo (Bers, 2002).

Os mecanismos intracelulares envolvidos na ativacdo (B-adrenérgica e as acdes da

PKA estao ilustrados na figura 3.
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Figura 3: Ativacdo B-adrenérgica no miécito cardiaco.l) Fosforilagdo dos canais de célcio do
sarcolema e dos rececptores de rianodina, responsaveis pelo aumento do célcio intracelular e efeito
inotrépico positivo; 2) Fosforilagdo do fosfolambam e da troponina I, promovendo efeito lusitrépico
postivo. ATP- trifosfato de adenosina; PLB- fosfolambam; Tnl- troponina |; RyR- receptor de
rianodina. Modificado de Bers, 2002
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1.5.1.3 Responsividade miofibrilar ao calcio

Alteracdes na responsividade ao célcio podem ocorrem por modificacdo da afinidade
da troponina C ao calcio e pela fosforilagdo da cadeia leve fosforildvel da miosina
(MPLC) ou da isoenzima da miosina (Kobayashi & Solaro, 2005).

Muitas sdo as alteracfes fisiologicas e fisiopatoldgicas capazes de diminuir a
afinidade da troponina C ao calcio. Entre elas podemos enfatizar. a hipdxia, a
anoOxia, acidose, aumento intracelular do fosfato inorganico e aumento das
atividades das proteinas cinases. O mecanismo de Frank-Starling € um mecanismo
de auto-regulacdo heterométrica que aumenta a afinidade dos miofilamentos ao
calcio (Bers, 2002).

1.5.1.5 Mudanca no pH intracelular

Em condic¢des fisiologicas, o transporte transmembrana mantém o pH intracelular em
torno de 7. Algumas condi¢fes patoldgicas e farmacoldgicas sao capazes de alterar
o pH intracelular, como: o uso de glicosideos cardiotbnicos (como os digitalicos, que
inibem a NKA) e a acidose que ocorre no infarto agudo do miocérdio (Vassallo et al.,
2008).

A acidose diminui 0 nimero de pontes cruzadas entre actina e miosina geradas e
diminui a for¢ca produzida pelas pontes que se formaram. Determinando menor
eficiéncia das células miocérdicas, visto que menos forca € gerada com o0 mesmo

gasto energético (Williams et al., 1974).

1.5.1.6 Estiramento

O mecanismo de auto-regulacdo heterométrica do coracdo € mais comumente
conhecido como lei de Frank-Starling, que € a modulacéo da forca de contracéo pelo
estiramento do sarcOmeros, proporcionando ao coracdo génese de forca suficiente
para bombear mais sangue em resposta ao aumento do retorno venoso e da

pressao diastdlica final do ventriculo (Konhilas et al., 2002).

O estiramento promove melhor interacdo entre os miofilamentos e compresséo
lateral dos filamentos transversos, aumentando a interagdo actomiosinica. Também,

existem propostas que o efeito inotropico promovido pelo estiramento pode ser



INTRODUCAO 39

devido a maior liberacdo mioplasmatica de célcio e a alteracdo da sensibilidade dos

miofilamentos ao célcio (Schneider et al., 2006).

1.5.1.7 Oxido nitrico

O oxido nitrico modula o estado inotropico cardiaco, seja positiva ou negativamente,
dependendo da concentragdo de NO, da sua taxa de liberagdo e da presenca de

estimulacdo B-adrenérgica (Layland et al., 2002).

O oxido nitrico (NO) liga-se a guanililciclase, levando a formacado de GMPc. O GMPc
ativa proteinas cinases dependentes de GMPc (PKG), iniciando uma gama de
resposta intracelulares (Isoldi e Castrucci, 2008). Em cardiomiécitos, a PKG fosforila
a troponina |, diminuindo a afinidade da troponina C ao calcio. A reducdo da
sensibilidade dos miofilamentos também resulta da acidificacdo citosélica induzida
pela alteracéo da funcéo do trocador Na*-H" via GMPc (Layland et al., 2002). A PKG
também é capaz de suprimir o aumento da corrente de calcio ocasionado pela
fosforilacdo dos canais de célcio do tipo L pela PKA formada, por exemplo, apos

uma ativacao simpatica (Layland et al., 2002).

Ja se sabe que a exposicdo aguda e a altas concentragcdes de mercurio causa
alteracdes importantes no aparelho cardiovascular (Su & Chen,1979; Massaroni et
al., 1995; Rossoni et al., 1999; Cunha et al. 2001). No entanto, ainda sdo escassos
na literatura estudos que demonstram os efeitos cardiovasculares de uma exposi¢cao
cronica e a concentracdes nanomolares, possiveis de serem encontradas em

individuos expostos ocupacionalmente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicdo por 30 dias a 20 nM de HgCI, nos parametros

cardiovasculares de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos do tratamento crénico com HgCl, sobre o ganho de peso corporal

e peso das camaras ventriculares.

- Comparar os parametros cardiovasculares in vivo de ratos expostos por 30 dias a

20 nM de HgCl, com ratos expostos a salina.

- Estudar a funcao ventricular esquerda de coracoes isolados dos ratos expostos a

20 nM de HgCl; e salina frente a intervencdes heterométricas e homeomeétricas.

- Investigar os efeitos do tratamento crébnico com HgCl, sobre o inotropismo
cardiaco, parametros temporais, atividade do reticulo sarcoplasmatico,
permeabilidade da membrana sarcoplasmatica ao calcio e responsividade das
proteinas contrateis em muasculos papilares isolados de ventriculo esquerdo de

ratos.

- Analisar as alteracGes nas atividades enzimaticas da Na'-K*'- ATPase e ATPase
miosinica promovidas pelo tratamento crénico com baixa concentracao de HgCl, em

coracOes de ratos.



MATERIAIS E
METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus) machos, com idade
aproximada de trés meses e pesando entre 250 e 300 gramas. Esses animais foram
fornecidos pelo biotério do Programa de Péds-Graduacgédo em Ciéncias Fisioldgicas da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas com
livre acesso a agua e racédo, sob controle da temperatura e ciclo claro-escuro de 12

horas.

Os experimentos foram realizados conforme as normas de legislagéo e ética para a
pratica Didéatico-Cientifico da vivissec¢cdo de animais de acordo com a Lei n.° 6.638,
de 08 de maio de 1979. Os protocolos experimentais realizados neste trabalho foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Ciéncias
da Santa Casa de Misericérdia de Vitoria (CEUA/EMESCAM).
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3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram aleatoriamente divididos em dois grupos, de mesmo tamanho,

denominados: Controle e Mercurio.

O grupo Controle recebia, diariamente, injecdes intramusculares de salina (NaCl
0.9% - 0,1 mL/300g de rato) durante um periodo de 30 dias.

Os ratos pertencentes ao grupo Mercurio recebiam, no primeiro dia do tratamento,
uma injecdo intramuscular contendo quantidade suficiente de solucao de cloreto de
mercurio (HgCly), dissolvido em salina, para atingir a concentracéo plasmatica de 20
nM (4,34 pg/kg). Nos dias subsequentes, levando em consideracdo que a meia-vida
do HgCl, é 37 dias (Azevedo, 2003), os ratos recebiam doses diérias de reforco
(0,07 ng/kg) contendo somente a quantidade que eles excretariam em um dia,
segundo protocolo experimental desenvolvido por Wiggers et al. (2008).

Para realizacdo dos protocolos experimentais trés tratamentos cronicos foram
realizados. Os ratos pertencentes ao primeiro tratamento (n=24) foram utilizados
para aquisicdo dos parametros hemodinamicos, dos seus pesos corporais e para
realizacdo da técnica de musculos isolados (papilar). Durante a realizacdo dos
experimentos, trés ratos morreram em durante o uso do anestésico. Dois

pertencentes ao grupo Controle e um ao grupo Mercdrio.

Os ratos que pertenciam ao segundo tratamento (n=26) foram utilizados para
realizacdo da preparacdo de coracao isolado e pesagem dos ventriculos direito e
esquerdo dos coracdes. Sendo seis coracdes do grupo Controle e seis do grupo

Mercurio.

O terceiro tratamento (n=48) foi realizado para retirada de coracdes, que foram
congelados em nitrogénio liquido e estocados a - 20° C, para utilizagdo em
mensuracdes bioquimicas das atividades especificas da Ca®* - ATPase miosinica
(CAM) e Na™-K* ATPase (NKA).
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3.3 AVALIACAO PONDERAL

No inicio e no fim do tratamento os ratos dos grupos Controle e Mercurio foram

pesados para avaliacdo do ganho ponderal.

Os coracdes dos ratos de ambos o0s grupos, apos realizacdo dos protocolos em
coracOes isolados, tiveram seus ventriculos direito e esquerdo separados e
posteriormente pesados. O procedimento de disseccao dos ventriculos foi realizado
pelo mesmo pesquisador, com cuidado na equidade da conduta.
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3.4 AVALIACAO CARDIOVASCULAR in vivo

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de uretana (1,2 g/ Kg) e
submetidos a cirurgia de cateterizacdo da veia jugular e artéria carétida direitas para
mensuracdo dos parametros cardiovasculares in vivo. O plano anestésico foi
avaliado pela responsividade ao estimulo doloroso, e quando necessario, houve
suplementacdo na dose utilizada. As canulagdes foram realizadas com um cateter

de polietileno (PE 50, Clay-Adams) preenchido com salina heparinizada (100 Ul/ml).

As pressfes foram mensuradas através de um transdutor de pressao (TSD 104A-
Biopac conectado a um pré-amplificador Funbec MP-100) e registradas em um
microcomputador por um sistema de aquisi¢do de dados (MP 30 Byopac Systems,
Inc; CA). Os dados de frequéncia cardiaca foram obtidos indireta e
concomitantemente a partir dos registros de pressao. Para a aquisicao dos dados foi
utilizada taxa de amostragem de 2000 amostras / segundo. As derivadas temporais
(dP/dt) maxima e minima foram obtidas offline dos registros de ondas de pressao

intraventricular.

Apos periodo de estabilizacdo de 20 minutos foram avaliadas, em ratos dos grupos

Controle e Mercurio, por registro continuo:

1) Pressbes arterial sistélica (PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM); e
frequéncia cardiaca (FC).

2) Foram avaliados os seguintes parametros, em ambos os ventriculos: pressao
sistélica intraventricular, pressdo diastolica final (PDf), primeira derivada
temporal da pressédo positiva (dP/dt max) e negativa (dP/dt min). Para
realizacdo dessas medidas foram cateterizados os ventriculos direito (VD) e
esquerdo (VE), pela introduc&o do cateter através da veia jugular direita (VD)

e atraves da artéria carotida direita (VE).

A figura 4 demonstra registros tipicos, obtidos de ratos in vivo, dos parametros

hemodinamicos.
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Figura 4: Registros tipicos dos parametros cardiovasculares in vivo. Pressao arterial (PA); Pressao do
ventriculo direito (PVD); Derivadas temporais do ventriculo direito (dP/dt VD); Pressdo do ventriculo

esquerdo (PVE); Derivadas temporais do ventriculo esquerdo (dP/dt VE); Freqiiéncia cardiaca (FC).
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3.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS CARDIACOS EM CORACOES ISOLADOS

Apés o término do tratamento cronico, 0s animais receberam injecbes
intraperitoneais de uretana soédica (1,2 g / kg) para inducdo anestésica, e de
heparina sodica (40 U) para evitar a formacédo de coagulos sanguineos durante a
manipulacédo dos coracdes. Depois de anestesiados, os ratos foram sacrificados por
deslocamento cervical, o térax aberto e o coragdo exposto. As artérias derivadas do
arco aortico foram amarradas com fio de algoddo. O coragédo foi retirado e
perfundido retrogadamente através da aorta com solugédo Krebs-Henseleit (em mM):
NaCl=120, KCI=5.4, MgCl,=1.2, CaCl,=1.25, NaH,PO,=2, Nay;S0,=1.2,
NaHCO3=24, glicose=11; pH 7,4 e 34° C e gaseificada com mistura carbogénica (5%
CO; e 95% O,) através do coto aortico com fluxo constante de 10 mL/min, de acordo
com a técnica de Langendorff (Langendorff, 1898; Skrzypiec-Spring et al., 2007). Um
transdutor de pressao (TSD 104A- Biopac conectado a um pré-amplificador Funbec
MP-100) ligado ao sistema de perfusao foi utilizado para medida e acompanhamento
da pressdo de perfusdo coronariana (PPC). A pressdo coronariana € igual ao
produto da resisténcia coronariana pelo fluxo. Como o fluxo € mantido constante,
mudancas na pressao coronariana retratam alteracdes na resisténcia da circulacao

coronariana.

O atrio direito (AD) foi retirado visando a remocdo do nodulo sinoatrial, e a
frequéncia de estimulacéo elétrica foi fixada em 200 bpm através de dois eletrodos
(Ag/AgCl) colocados em contato com 0 meio contendo a solucdo nutridora
previamente citada. Os pulsos elétricos eram retangulares, com intensidade de 10 V
e com duracdo de 10 a 12 ms. O &trio esquerdo foi aberto e um baldo de latex
inflavel com agua, conectado a um transdutor de pressdo (TSD 104A- Biopac
conectado a um pré-amplificador Funbec MP-100) foi introduzido na cavidade
ventricular esquerda para controle da pressédo diastélica isovolumétrica (PD) e
mensuracao da pressao sistolica isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE) e
suas derivadas temporais positiva e negativa (dP/dt max e min). O transdutor era
mantido conectado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac Systems:
Inc; CA) e esses registrados em computador pelo software Biopac Student Lab
utilizando taxa de amostragem de 2000 amostras / segundo. As derivadas de
pressao foram obtidas indiretamente, através das ondas de presséo isovolumétricas

dos ventriculos esquerdos, apds o término dos experimentos pelo mesmo software
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(filtro digital Blackman -61dB com frequéncia de corte de 250 Hz e taxa de

amostragem de 5000/s).

A PD foi fixada em 5 mmHg, através da inflagdo do baldo de latex contido na
cavidade ventricular, e as preparacdes mantidas por um periodo de estabilizacdo de
20 minutos. Apos esse periodo foram realizadas as mensuracfes de PPC, PSIVE e
derivadas temporais (figura 5); e iniciados os protocolos experimentais em coragoes
de ratos dos grupos Controle e Mercurio. Em todos os momentos o fluxo foi mantido

constante (10 ml/min) e foram medidas a PPC, a PSIVE e suas derivadas temporais.
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Figura 5: Registros tipicos obtidos de uma preparacdo de coracao isolado perfundido com fluxo
constante de 10 mL/min com solugdo nutridora de Krebs, demonstrando a pressao sistélica
isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE); a presséo de perfusédo coronariana (PPC); derivada

temporal de presséo (dP/dt) e freqliéncia cardiaca (FC).
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3.5.1 Protocolos experimentais
3.5.1.1 Intervengdo Heterométrica

Neste protocolo foi avaliada a resposta ao aumento da PD. A PD era incrementada
por inflacdo do baldo de latex localizado na cavidade ventricular esquerda (0O, 5, 10,
15, 20, 25 e 30 mmHg). Essa manobra é conhecida como curva de funcao

ventricular ou curva de Frank-Starling (Stefanon et al., 1990).

3.5.1.2 IntervengBes Homeomeétricas

Foi mensurada a resposta 3-adrenérgica, realizada com a inje¢édo in bolus (0.1 mL)
do agonista B-adrenérgico isoproterenol (10° M). A resposta B-adrenérgica foi
medida como incremento da pressao sistdlica isovolumétrica desenvolvida, e das
derivadas temporais imediatamente apés a injecdo de isoproterenol. Para realizacao
deste protocolo os coragdes isolados foram perfundidos com solugcdo nutridora na
qual a concentracao de célcio era 0,625 mM (Vassallo et al., 1994). A figura 6 ilustra
a PSIVE, as derivadas temporais e a FC antes e ap0s a injecao in bolus de
isoproterenol.
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Figura 6: Registros tipicos da resposta homeométrica ao isoproterenol. Pressdo sistdlica
isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE); derivada maxima de pressao positiva e negativa

(dP/dt) e freqiiéncia cardiaca (FC).
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3.6 MUSCULOS PAPILARES ISOLADOS

Apds a mensuracdo dos parametros hemodindmicos, os ratos foram sacrificados,
submetidos a toracotomia, os coracdes removidos e perfundidos retrogadamente
através do coto aodrtico com solucdo nutridora para permitir adequada selecéo e
disseccdo dos musculos papilares da parede anterior e posterior do ventriculo
esquerdo (VE). Os musculos papilares removidos eram fixados por argolas, e entédo
presos em uma extremidade fixa e outra ligada a um transdutor de forca, dentro de
camaras de vidro com volume de 20 ml contendo solugcdo de Krebs-Henseleit
gaseificada com mistura carbogénica (5% de O, e 95% de CO,). Para evitar a
possibilidade de hipdxia, os experimentos eram realizados sob baixa temperatura
(26° C) como previamente descrito (Vassallo e Paes de Carvalho, 1979).

Os musculos papilares do VE eram estirados até Lmax (COmprimento de masculo no
qual a tenséo ativa € maxima) e estimulados eletricamente por pulsos retangulares
(uma e meia vezes o limiar, duracdo de 12 ms) através de um par de eletrodos de
platina posicionados ao longo de toda a extensdo do musculo. A frequéncia de
estimulacdo padréo era de 0,5 Hz. A forca desenvolvida foi medida através de
transdutor de forca isométrica (TSD125 - Byopac Systems, Inc; CA) acoplado a um
amplificador (DA100C Byopac Systems, Inc; CA) e registrados em sistema de
aquisicao de dados (MP100 Byopac Systems, Inc; CA) com taxa de amostragem de
500 amostras/segundo. A forca de contragdo isométrica desenvolvida foi corrigida
pelo peso dos musculos (Controle: 4,75 + 0,44 mg, n=22; Mercurio: 4,98 + 0,68 mg,
n=22). ApoOs um periodo de 60 minutos de estabilizacdo iniciou-se o protocolo

experimental.

3.6.1 Protocolos experimentais
3.6.1.1 Forca de contracdo isométrica e parametros temporais

Apés o periodo de estabilizacdo foram medidas a forgca isométrica desenvolvida e os
parametros temporais (TA- tempo de ativagcdo; TR- tempo de relaxamento) em
musculos papilares de ratos dos grupos Controle e Mercurio. Os resultados de forca
isométrica estdo expressos em gramas por miligramas de peso do musculo. Os

tempos de ativacéo e relaxamento sao os tempos despendidos, respectivamente, do
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inicio da contracdo até o pico maximo de forca e do pico maximo até o periodo de
relaxamento isomeétrico (Vassallo et al., 2008). A figura 7 representa registros tipicos
de contracbes isométricas e a figura 8 o pico e parametros temporais dessas

contracoes.
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Figura 7: Registro tipico de contragcdes isométricas desenvolvidas por musculos papilares de

ventriculo esquerdo de ratos nutridos com solugdo Krebs.
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Figura 8: Registro tipico evidenciando os parametros temporais da contracao isométrica de musculos

papilares de VE de ratos.

3.6.1.2 Potenciacao relativa ap6s pausas de 15, 30 e 60 segundos

A potenciacao relativa foi considerada como a razdo entre a amplitude da contracéo
apos a pausa e a amplitude da contracdo antes da pausa, objetivando avaliar a
atividade do reticulo sarcoplasmatico (RS) (Vassallo e Mill, 1987; Leite et al., 1991;
Mill et. al., 1992) em musculos papilares dos grupos Controle e Mercurio. A figura 9
representa registros tipicos das contracfes isométricas de musculos papilares de VE
da ratos obtidas antes e apos pausas de 15, 30 e 60 segundos na estimulacéo

elétrica.
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Figura 9: Registros tipicos de contracdes isométricas apds estabilizacdo e potenciacdes pos-pausas
(PPP) obtidas apds pausas de 15, 30 e 60 s em musculos papilares de VE de ratos.

6.1.3 Variagdo da frequéncia de estimulagéo elétrica

Foram realizadas alteracbes na frequéncia de estimulacdo elétrica (0,1; 0,2; 0,5;
0,75 e 1,0 Hz) e mensuradas as forcas isométricas desenvolvidas pelos musculos
papilares, apos estabilizacdo em cada frequéncia (figura 10) (Mill et. al., 1994).
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Figura 10: Registros tipicos de contracdes isométricas desenvolvidas por musculos papilares de VE
de ratos em diferentes frequéncias de estimulacéo elétrica.

3.6.1.4 Forca desenvolvida durante contracdes tetanicas

Apés 30 minutos de exposi¢cdo a solugdo nutridora Krebs-Henseleit contendo 5 mM
de cafeina as contragfes tetanicas foram obtidas pela estimulacéo elétrica numa
frequéncia de 10 Hz, e duracao de 15 segundos, como descrita previamente (LEITE
et al., 1995). As contracdes tetanicas seguem o padrdo mostrado na figura 11. Para
fins experimentais utilizamos a forca desenvolvida nos picos e platés dessas
contracdes caracteristicas. Essa manobra € utilizada com a finalidade de investigar

os efeitos do tratamento crénico com HgCl, nas proteinas contrateis.
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Figura 11. Registro tipico de uma contracao tetanica, indicando o pico e platd dessas contracdes
caracteristicas.

3.6.1.5 Forca desenvolvida apés repouso de 10 minutos

Os musculos foram repetidamente lavados com solucéo Krebs Henseleit, porém sem
conter sais de calcio (“Ca free”) em sua composi¢cao e contendo 10 mM de cafeina ,
até as contracdes serem abolidas. A cafeina depleta os estoques intracelulares de
calcio por se ligar aos receptores de rianodina (Bassani et al., 1994; Leite et. al.,
1995) e a exposicao a solucdo sem calcio na sua composicao facilita a extrusao de
calcio pelo sarcolema (Vassallo et al., 2008). Entédo o estimulo elétrico era cessado
por 10 minutos. Segundos antes de a estimulagcédo ser reiniciada, as preparagdes
eram reperfundidas com solucédo Krebs-Henseleit normal. Desta forma, a contracéo
apos a pausa de 10 minutos € dependende do calcio proveniente do meio

extracelular, visto que os estoques intracelulares foram depletados.

Os dados de forca apos pausa de 10 minutos sédo representados como razéo entre a
forca desenvolvida apdés o estimulo ser reiniciado e a forca desenvolvida

imediatamente antes de o musculo ser exposto a solucdo Krebs-Henseleit “Ca-free”.
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3.7 ANALISE BIOQUIMICA
3.7.1 Ca*" - ATPase miosinica

Possiveis alteracdes induzidas pelo tratamento crénico por 30 dias com mercurio na
atividade da ATPase miosinica foram analisadas em conformidade com protocolo
previamente descrito (Claude & Swynghedauw, 1975 e Cappelli et al., 1989). A
miosina foi preparada a partir de ventriculos esquerdos homogeneizados e tratados
com tampao fosfato (0,3 M KClI, 0,2 M tampéo fosfato [KH,PO4] , pH 6,5) (Bremel &
Weber, 1975). ApGs precipitacdo da miosina e residuos musculares por diluicdo (15
vezes com agua), os residuos musculares eram separados por filtracao utilizando-se
gaze. O sobrenadante contendo a miosina era centrifugado a 33.000 g por 40
minutos. Apés decantacdo do sobrenadante, o precipitado era novamente dissolvido
em 0,6 M KCI e, consequentemente, a miosina era diluida sob alta forca i6nica (1 ml
de agua era adicionado para cada grama de tecido para produzir nova precipitacao).
O material era novamente centrifugado a 33.000 g por 40 minutos e o residuo
muscular era separado por filtragdo. O material era mais uma vez dissolvido, agora,
em 14 ml de agua por grama de tecido centrifugado. O precipitado era dissolvido em
5 mM HEPES, pH 7, e 0,6 M KCI mais 50 %, v/v, de glicerol e estocado a - 20°C.
Para o uso da miosina estocada, esta era diluida em agua (1:12) e centrifugada a
3.000 g por 15 minutos. O precipitado era ressuspendido em 50 mM HEPES, pH 7, e

0,6 M KCl, e centrifugado a 3.000 g novamente. O sobrenadante era utilizado.

A atividade da Ca®" - ATPase miosinica era avaliada pela determinacao da liberacéo
de fosfato (P;) a partir do ATP 1 mM na presenca de HEPES 50 mM, pH 7, KCI 0,6
M, CaCl, 5mM ou EGTA no coragbes dos ratos do grupo controle e do grupo
mercurio num volume final de 200 pl. O nucleotideo foi adicionado ao meio da
reacao e pré-incubado por 5 minutos a 30°C. A reacao era iniciada através da adicao
de fracdo da enzima (3 a 5 pg proteina) ao meio de reacao por 10 minutos. O tempo
de incubacdo e a concentragdo de proteina foram escolhidos no sentido de
assegurar a linearidade da reacéo. A reacao foi interrompida através da adicao de
200 pl de acido tricloroacético a 10%. Os controles com a adicéo de preparacéo de
enzima, apdés a adicdo de acido tricloroacético, foram utilizados para corrigir a
hidrolise ndo enzimatica do substrato. Todas as amostras foram realizadas em
duplicata. A atividade da enzima foi calculada como a diferenca entre a atividade

observada na presenca de Ca®" e na presenca de 10 mM EGTA. O fosfato
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inorganico foi determinado pelo método de Chan et al., 1986. A atividade especifica
foi expressa como nmol P; liberado por minuto por mg de proteina. A proteina foi
determinada pelo método Coomassie Blue de acordo com Bradford, 1976, usando-

se albumina como padréao.

3.7.2 Na*-K" ATPase

O material enzimatico utilizado para avaliar possiveis efeitos provocados pelo
tratamento crénico com 20 nM de cloreto de mercurio na atividade da bomba de
Na*-K* foi obtido, essencialmente, como previamente descrito (Velema & Zaagsma,

1981), com as seguintes modificagdes:

Cada ventriculo foi homogeneizado em 4 ml de solugéo Tris-HCI 20 mM e EDTA 1
mM (pH 7.0) , usando um homogeneizador de tecidos, por 4 periodos de 7 segundos

com intervalos de 15 segundos de descanso.

O homogeneizado era centrifugado a 8.800 rpm por 20 minutos e, em seguida, o
precipitado era descartado. Ao sobrenadante era adicionado volume equivalente de
solucéo de Tris-HCI 20 mM e EDTA 1 mM (pH 7.0) e em seguida era centrifugado

novamente a 10.000 rpm por 1 hora.

O precipitado era ressuspendido, na mesma solucao que foi homogeneizado, em um

volume que proporcionasse uma quantidade de 0,5 mg/ml de proteina.
A concentracao de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976).

A atividade enzimatica determinada pela diferenca de atividade de hidrolise de ATP
(concentracao final 3,0 mM) entre um meio que continha MgCl, 3,0 mM, NaCl 125
mM, KCI 20 mM e Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e um meio idéntico a esse, exceto que

continha ouabaina na concentracéo final de 5 mM.

Assim pode-se definir como atividade Na*-K* — ATPasica aquela por¢éo da atividade

ATPA4sica total inibida pela ouabaina.

As fragbes (10 a 50 pg de proteina) eram pré-incubadas por 5 minutos a 37 T e a
reacao iniciada pela adicdo de ATP. O tempo de reacéo era de 15 minutos. A reacao
foi interrompida através da adicao de acido tricloroacético (concentracéo final 5%). O

fosfato liberado foi determinado pelo método descrito por Moreira et al. (2003).
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram representados como meédia + erro padrdo da meédia (EPM). A
avaliacdo foi feita por analise de variancia (ANOVA), uma ou duas vias, nao
randomizada; quando encontrada diferenca estatistica o teste post hoc de Fisher
LSD era empregado. Para comparacdo de médias foi empregado o teste t de
Student ndo pareado. Foram considerados estatisticamente significantes valores de
p <0,05.

Para realizacdo da analise dos dados por ANOVA duas vias, seguida de post hoc de
Fisher LSD foi utilizado o programa GB-STAT 6.5 for Windows (Dynamic
Microsystem INc., Silver Spring, MD, USA). Para as demais analises estatisticas e
plotagem de todos os graficos foi empregado o GraphPad Prisma 4.0 (San Diego,
CA, USA).



MATERIAIS E METODOS 58

3.9 FARMACOS E REAGENTES

Cloreto de sddio - NaCl (Vetec)

Cloreto de magnésio Hexahidratado - MgCl,. 6H,0 (Merck)
Cloreto de potéassio - KCI (Merck)

Cloreto de calcio dihidratado - CaCl,. 2H,0 (Merck)
Bicarbonato de sédio - NaHCO3; (Merck)

Sulfato de sédio - Na,SO4 (Merck)

Fosfato de sédio monobasico - NaH,PO,4 (Merck)
Cafeina (B. Herzog)

L-Isoproterenol (Sigma)

Heparina sédica (Roche)

Uretana sodica (Sigma)

Cloreto de mercurio (Sigma)

Glicose (Vetec)

KH,PO, (Merck)

HEPES (Sigma)

Glicerol (Reagen)

EGTA (sigma)

Acido tricloroacético (Merck)

Albumina (Sigma)

Tris-HCI (Sigma)

EDTA (Sigma)

Alcool polivinilico (Merck)

Molibdato de amonio (Nuclear)

Acido cloridrico — HCI (Merck)
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO PONDERAL

Com o objetivo de avaliar o ganho de peso corporal dos ratos dos grupos Controle e
Mercurio, foi realizada a pesagem desses animais imediatamente antes do inicio do
tratamento e ao fim de 30 dias de tratamento. Como apresentado na tabela 3 e
figura 12 os ratos, ao inicio do tratamento, possuiam a mesma média de peso
corporal, e o tratamento com mercurio ou salina néo interferiu no ganho de peso

destes ratos apoés 30 dias de tratamento.
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Figura 12: Avaliacdo do ganho ponderal nos grupos Controle (n=12) e Mercirio (n=12). A- Peso
corporal dos ratos ao inicio do tratamento. B- Peso corporal dos ratos ao término do tratamento.

Dados expressos em Média + EPM. p>0,05, Teste t de Student ndo pareado.

Ao fim da realizagdo dos protocolos em coragfes isolados, esses orgdos foram
cuidadosamente dissecados e seus ventriculos direito e esquerdo separados. Como
demonstrado na figura 13 e tabela 3, ndo houve diferenca entre os pesos absolutos
de ambos os ventriculos quando comparados coracdes de ratos dos grupos Controle
e Mercurio. O mesmo foi encontrado quando os pesos dos ventriculos foram

corrigidos pelo peso corporal de cada rato.
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Figura 13: Avaliagdo ponderal das camaras cardiacas em ratos dos grupos Controle (n=13) e
Mercurio (n=13). A- Peso do ventriculo esquerdo (VE); B- Razdo do peso do ventriculo esquerdo
pelo peso corporal dos ratos (VE/PC); C- Peso do ventriculo direito (VD); D- Razao do peso do
ventriculo direito pelo peso corporal dos ratos (VD/PC). Dados expressos em Média = EPM. p>0,05,

Teste t de Student ndo pareado.



RESULTADOS 62

Tabela 3: Dados da avaliacédo ponderal dos ratos dos grupos Controle e Mercurio.

Controle n Mercurio n p
PC inicial (g) 251 +4 12 251+5 12 0,94
PC final (g) 364 +5 12 365+8 12 0,89
VE (g) 886 + 42 13 904 + 47 13 0,78
VE/PC (mg/q) 2,3+0,1 13 24+0,1 13 0,75
VD (@) 229+11 13 227,38 13 0,89
VD/PC (mg/g) 0,6 + 0,02 13 0,6 + 0,03 13 0,80

Peso corporal inicial (PC inicial); Peso corporal final (PC final); Peso dos pulm&es (PP); peso dos rins
(PR); Peso do figado (PF); Peso ventricular esquerdo (VE); Relagédo peso do ventriculo esquerdo pelo
peso corporal (VE/PC); Peso ventricular direito (VD);Relagdo peso do ventriculo direito pelo peso

corporal (VD/PC). Teste t de Student ndo pareado.
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4.2 AVALIACAO CARDIOVASCULAR in vivo

Todos os dados da avaliacdo cardiovascular in vivo estédo representados na tabela 4
e também nas figuras 14, 15 e 16. Como demonstrado na figura 14, ndo houve
diferenca nas PAM, PAD, PAS e FC, entre os grupos tratados com salina e HgCl..
Quando avaliada a cavidade ventricular esquerda (figura 15), a Unica alteracdo
encontrada nos ventriculos de ratos pertencentes ao grupo Mercario quando
comparados aos ratos do grupo Controle foi aumento da PDfVE (p=0,005). Os
demais parametros ventriculares esquerdos (PSVE, dP/dt max VE e dP/dt min VE) e
também todos os parametros da cavidade ventricular direita (dP/dt min VD, dP/dt Max

VD, PDfVD e PSVD), como representado na figura 16, sdo estatisticamente

semelhantes entre 0s grupos.
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Figura 14: Avaliacdo hemodinamica in vivo dos ratos dos grupos Controle (n=10) e Mercurio (n=11).
A- Pressao arterial sistdlica (PAS); B- Pressédo arterial diastolica (PAD); C- Pressao arterial média

(PAM); D- Frequencia cardiaca (FC). Dados expressos como Média + EPM. p >0,05, Teste t de

Student ndo pareado.
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Figura 15: Avaliacdo dos paradmetros do ventriculo esquerdo in vivo dos ratos dos grupos Controle
(n=8) e Mercurio (n=10). A- Presséo sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE); B- Pressao diastolica
final do ventriculo esquerdo (PDfVE); C- Derivada de pressédo por derivada de tempo maxima do
ventriculo esquerdo (dP/dt max VE); D- Derivada de pressdo por derivada de tempo minima do

ventriculo esquerdo (dP/dt min VE). Dados expressos como Média + EPM. Teste t de Student nédo

pareado. *p <0,05 vs Controle.
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Figura 16: Avaliacao dos parametros do ventriculo direito in vivo dos ratos dos grupos Controle (n=10)
e Mercurio (n=10). A- Presséo sistélica do ventriculo direito (PSVD); B- Pressao diastélica final do
ventriculo direito (PDfVD); C- Derivada de pressdo por derivada de tempo maxima do ventriculo
direito (dP/dt max VD); D- Derivada de pressédo por derivada de tempo minima do ventriculo direito

(dP/dt min VD). Dados expressos como Média + EPM. p >0,05, Teste t de Student ndo pareado.
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Tabela 4: Dados da avaliac&o cardiovascular in vivo dos ratos dos grupos Controle e

Mercurio.

Controle n Mercurio n p
FC (bpm) 303+14 10 319+12 11 0,40
PAS (mmHg) 103 +£6 10 110+£5 11 0,43
PAD (mmHg) 57 +4 10 62 +5 11 041
PAM (mmHg) 77+6 10 75+5 11 0,86
PSVE (mmHg) 110+ 9 8 119+7 10 0,47
PDfVE (mmHg) 2,2+0,3 8 3,9 £0,4* 10 <0,01
dP/dt max VE (mmHg/s) 3972 + 740 8 4579 + 617 10 0,53
dP/dt min VE (mmHg/s) 4827 £ 547 8 4995 + 495 10 0,82
PSVD (mmHg) 27,7+19 10 30,2+1/4 10 0,30
PDfVD (mmHg) -02+0,4 10 0,3%£0,2 10 0,31
dP/dt max VD (mmHg/s) 1221 +£102 10 1382 £ 126 10 0,33
dP/dt min VD (mmHg/s) 1382 £ 130 10 1429 + 115 10 0,79

Frequéncia cardiaca (FC); Pressao arterial sist6lica (PAS); Presséo arterial diastélica (PAD); Presséo

arterial média (PAM); Presséo sistdlica do ventriculo esquerdo (PSVE); Presséo diatélica final do

ventriculo esquerdo (PDfVE); Derivada maxima de pressao positiva (dP/dt Max VE) e negativa (dP/dt

min VE) do ventriculo esquerdo; Presséo sistolica do ventriculo direito (PSVD); Pressao diatdlica final

do ventriculo direito (PDfVD); Derivada de presséo por derivada de tempo maxima (dP/dt max VD) e

minima (dP/dt min VD) do ventriculo direito. Teste t de Student ndo pareado. *p <0,05 vs Controle.
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4.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS CARDIACOS EM CORACOES ISOLADOS

Apés estabilizacdo da preparacdo de coracgdes isolados a PSIVE, dP/dt méx e min
foram mensuradas em ventriculos esquerdos de ratos dos grupos Mercurio e
Controle. Houve diminuicdo de todos os parametros analisados no momento da
estabilizacdo, como demonstrado na figura 17. A PSIVE de ratos do grupo Mercurio
foi cerca de 15% menor que a desenvolvida por ventriculos de ratos do grupo
Controle (p=0,036). As derivadas temporais também sofreram significativa

diminuicdo. As dP/dt max e min sofreram reducéo de, respectivamente, 29 e 19%.

A pressdao de perfusdo coronariana (PPC) foi semelhante entre 0os grupos e
manteve-se inalterada no decorrer dos protocolos realizados (figuras 17-D, 18-D e
19-D).
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Figura 17: Valores de presséo sistélica isovolumétrica, derivadas temporais e pressdo de perfusédo
coronariana de coracdes isolados de ratos do grupo Controle (n=7) e do grupo Mercurio (n=7) apés
estabilizacdo. A- Pressao sistélica isovolumétrica do Ventriculo esquerdo (PSIVE); B- Derivada de
pressédo por derivada de tempo maxima (dP/dt max); C- Derivada de pressédo por derivada de tempo
minima (dP/dt min); D- Pressédo de perfusdo coronariana. Dados expressos em Média + EPM. Teste t

de Student ndo pareado. *p <0,05 vs Controle.

4.3.1 Intervencéo Heterométrica

Por meio da inflagdo do baldo de latex contido do interior da cavidade ventricular
esquerda era possivel incrementar a PDIVE e avaliar como os parametros cardiacos
reagiam ao estiramento da parede ventricular. Como esperado, 0 aumento da
PDIVE promove aumento da PSIVE em ambos os grupos. Porém, em todos o0s
valores de PDIVE, exceto na presséo diastdlica 5 mmHg, as PSIVE desenvolvidas
pelos ventriculos de ratos do grupo Mercurio sdo menores que as desenvolvidas por
ventriculos de ratos do grupo Controle (figura 18). Quando o desenvolvimento de
presséo é plotado em funcdo do tempo também € encontrada diferenca significativa,

demonstrado por diminuicdo das dP/dt max e min em todos os valores de PDIVE.
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Figura 18: Valores de presséo sistolica isovolumétrica, derivadas temporais e pressao de perfuséo
coronariana de coragdes isolados de ratos dos grupos Controle (n=7) e Mercurio (n=7) em diferentes
pressdes diastélicas. A- Pressao sistélica isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE); B- Derivada
de pressao por derivada de tempo maxima (dP/dt méax); C- Derivada de pressédo por derivada de
tempo minima (dP/dt min). D- Presséo de perfusdo coronariana. Dados expressos em Média + EPM.
ANOVA duas vias seguida de post hoc de Fisher LSD. *p<0,05 vs Controle.

4.3.2 Intervencdo Homeométrica: Resposta  B-adrenérgica

Na resposta homeométrica ao isoproterenol, como demonstrado na figura 19, os
coracOes de ratos dos grupos Mercurio e Controle comportaram-se de forma distinta.
O incremento da PSIVE apés injecdo in bolus de agonista de receptores [3-
adrenérgicos foi, aproximadamente, 27 % menor em corac¢des de ratos do grupo
mercurio quando comparados com ratos do grupo Controle. No desenvolvimento de
pressdo em funcdo do tempo, uma diferenca significativa foi encontrada na dP/dt

max, entretanto a dP/dt min é estatisticamente similar entre os grupos.
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Figura 19: Resposta a estimulagdo (-adrenérgica (isoproterenol 10° M) em coracfes isolados de
ratos dos grupos Controle (n=7) e Mercurio (n=7). A- Incremento da pressao sistolica isovolumétrica
do Ventriculo esquerdo (PSIVE); B- Incremento da derivada de pressdo por derivada de tempo
maxima (dP/dt méax); C- Incremento da derivada de pressao por derivada de tempo minima (dP/dt
min); D- Pressdo de perfusdo coronariana antes a apds injecéo in bolus de isoproterenol. Dados

expressos em Média £ EPM. Teste t de Student ndo pareado. *p <0,05 vs Controle.
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4.4 MUSCULOS PAPILARES ISOLADOS
4.4.1 Forga de contragdo isométrica e parametros te  mporais

O tratamento com HgCl, durante 30 dias n&o alterou a forca isométrica desenvolvida
por musculos papilares do ventriculo esquerdo dos ratos, quando comparados aos
ratos expostos durante 30 dias a salina. A figura 20 demonstra que as forcas
desenvolvidas corrigidas pelos pesos dos papilares sdo estatisticamente iguais em
ambos os grupos (Controle: 0,55 + 0,04 g/mg e Mercurio: 0,58 + 0,05 g/mg).

A exposicdo cronica a esse metal pesado, nestas concentracfes usadas, também
nao foi capaz de influenciar os parametros temporais da contracdo isométrica de
musculos papilares de VE de ratos do grupo Mercurio quando comparado ao grupo
Controle. Tanto o tempo de ativagdo quanto o tempo de relaxamento foram iguais

entre os grupos (figura 21)
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Figura 20: Forca isométrica desenvolvida pelos musculos papilares do ventriculo esquerdo de ratos
dos grupos Controle (n=22) e Mercurio (n=22). Dados expressos em Média + EPM. p >0,05, Teste t
de Student ndo pareado.
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Figura 21: Parametros temporais em musculos papilares de VE de ratos dos grupos Controle (n=22) e
Mercurio (n=22). A- Tempo de ativacdo; B- tempo de relaxamento. Dados expressos em Média *
EPM. p>0,05, Teste t de Student ndo pareado.

4.4.2 Potenciacao relativa apds pausas de 15, 30 e 60 seg undos

A potenciacdo poés-pausa (PPP) foi utilizada para avaliar um possivel efeito do
tratamento com HgCI, sobre a atividade do RS. O tratamento durante 30 dias com
HgCl, ndo alterou o funcionamento do RS, visto que os valores de PPP de 15, 30 e
60 segundos de musculos provenientes de ratos do grupo Mercurio sdo semelhantes

aos dos musculos de ratos do grupo Controle, como demonstrado na figura 22.

4.4.3 Forga desenvolvida em diferentes frequéncias de est  imulagéo elétrica

O aumento na frequéncia de estimulacdo elétrica reduziu discretamente a forca de
contracdo em musculos papilares de ambos os grupos, como era esperado, ja que
no miocardio de rato o aumento de freqiiéncia, nas frequéncias estudadas, reduz a
forca de contracao. Todavia, como mostrado na figura 23, os diferentes tratamentos
(HgCl, e salina) ndo alteraram a forma como os musculo reagem aos incrementos
da frequéncia de estimulacédo elétrica. Em todas as frequéncias estudadas a forca

desenvolvida pelos musculos foi estatisticamente semelhante entre 0os grupos.



RESULTADOS 73

< 200 1 Controle
o .
~  \VercUrio
© . =
% 1501 =
©
o
8
8 100+
Q
T
& 50
‘C
C
[}
5 ol L - -
o
T T T
15 seg 30 seg 60 seg

Figura 22: Potenciacao relativa das contragBes apds pausas na estimulagéo elétrica (PPP) de 15, 30
e 60 segundos, em musculos papilares de ventriculo esquerdo de ratos dos grupos Controle (n=22) e

Mercurio (n=22). p >0,05, Dados expressos em Média £+ EPM. ANOVA uma via.
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Figura 23: Forca desenvolvida, em diferentes freqiéncias de estimulacdo elétrica, por musculos
papilares de ventriculo esquerdo de ratos dos grupos Controle (n=22) e Mercirio (n=22). Os dados

estao expressos em Média + EPM. p>0,05. ANOVA duas vias.

4.4.4 Forca desenvolvida durante contragdes tetanicas

O efeito do tratamento crénico com HgCI, sobre as proteinas contrateis cardiacas foi
indiretamente avaliado através de contracdes tetanicas induzidas por aumento na
frequéncia de estimulacao elétrica e presenca de cafeina. Nas contracfes tetanicas
ocorre desenvolvimento de uma répida elevacdo da forca (pico da contracdo
tetanica), seguida por uma pequena queda e consequiente formacao de um platd. As

contracdes tetanicas foram obtidas em musculos papilares de ventriculo esquerdo
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de ratos dos grupos Controle e Mercurio. A figura 24 mostra que o desenvolvimento
de forca tanto no pico da contracdo tetanica como no platdé dessas contragdes foi
estatisticamente semelhante entre os grupos estudados.
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Figura 24: Forca desenvolvida em contragbes tetanicas por musculos papilares de ventriculo
esquerdo de ratos dos grupos Controle (n=22) e Mercurio (n=22). A- Forga desenvolvida no pico das
contracdes tetdnicas e B- Forca desenvolvida nos platdés das contracdes tetdnicas. Dados expressos
em Média + EPM. p >0,05, Teste t de Student ndo pareado.

4.4.5 Forca desenvolvida apos repouso de 10 minutos

Esse protocolo experimental foi utilizado para avaliar o efeito da exposi¢cao por 30
dias a 20 nM de HgClI, sobre a permeabilidade da membrana sarcoplasmatica ao
calcio. A figura 25 evidencia que a permeabilidade a esse ion ndo foi prejudicada
pelo tratamento com HQCl,. As forcas desenvolvidas apds exposicéo a solucéo livre
de célcio, a fim de promover a deplecdo dos estoques de calcio intracelulares, e

pausas de 10 minutos ndo foram diferentes entre os grupos Controle e Mercurio.
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Figura 25: Potenciacao relativa das contrac@es apds pausas na estimulagéo elétrica (PRC) de 10 min
na presenca de cafeina e solucéo nutridora Krebs Henseleit livre de calcio, em musculos papilares de
ventriculo esquerdo de ratos dos grupos Controle (n=22) e Mercuario (n=22). Dados expressos em
Média + EPM. p >0,05, Teste t de Student ndo pareado.



RESULTADOS 76

4.5 ANALISE BIOQUIMICA
4.5.1 Ca**ATPase miosinica

A atividade especifica da enzima ATPase miosinica foi afetada pelo tratamento
cronico com HgCl,. Considerando a atividade enzimatica encontrada em coracdes
dos ratos Controle como 100%, houve um aumento de 17% na atividade desta
enzima em ratos do grupo mercurio. A figura 26 mostra a alteracdo promovida pelo

tratamento cronico com mercurio na atividade da ATPase miosinica.
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Figura 26: Atividade especifica da enzima ATPase miosinica de coracfes de ratos dos grupos
Controle (n=5) e Mercurio (n=11). Dados expressos em Média + EPM. Teste t de Student néo
pareado. *p <0,05 vs Controle. 100% do controle = 257,7 + 26,4 nmol Pi/min/mg de proteina.

4.5.2 Na'- K" - ATPase

A exposicao crénica a 20 nM de HgCl, durante 30 dias foi capaz de inibir a atividade
da Na' - K' - ATPase. Houve reducio de, aproximadamente, 50 % na atividade
especifica desta enzima em coracdes de ratos do grupo exposto ao mercurio
guando comparado com ratos expostos somente a salina, como demonstrado na
figura 27.
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Figura 27: Atividade enzimatica especifica da sédio-potassio ATPase. Dados expressos em Média *
EPM. Teste t de Student ndo pareado. *p <0,05 vs Controle. Controle: 59,81 + 4,49 nmol Pi/min/mg
(n=6) e Mercurio 35,27 + 8,65 nmol Pi/min/mg (n=6).
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o tratamento cronico por 30
dias com doses pequenas de HgCl, foi capaz de produzir aumento da PDfVE in vivo,
porém sem alterar os demais parametros hemodinamicos das camaras ventriculares,

0s parametros arteriais e a frequiéncia cardiaca.

A avaliacdo dos coracdes isolados mostrou que o tratamento crénico com mercurio
alterou a contratilidade. Houve diminuicédo da PSIVE, das derivadas temporais e da
resposta inotropica promovida por injecdo in bolus de isoproterenol. O mecanismo
de auto-regulacdo heterométrica do coracao foi preservado, entretanto, a presséo
desenvolvida por cora¢des do grupo Mercuario foi menor na maioria das pressdes

diastolicas estudadas.

No entanto, quando musculos papilares foram avaliados, nenhuma alteracéao
inotropica, nos parametros temporais, na atividade do reticulo sarcoplasmatico, na
atividade das proteinas contrateis e no influxo de caélcio transsarcolemal foi

encontrada.

O Mercurio ainda promoveu alteracbes enzimaticas no musculo cardiaco. A
atividade da Ca®*ATPase miosinica mostrou-se aumentada em coracdes do grupo
Mercurio. E a exposicdo crénica por 30 dias a concentragdo nanomolar de mercurio
foi capaz de inibir a atividade da NKA sarcolemal. Devido a grande participagédo
destas enzimas no mecanismo de acoplamento excitacdo-contracdo, essas
alteracdes, possivelmente, tém forte e estreita relacdo com os dados funcionais
obtidos no presente estudo. Além disso, o tratamento crénico ndo alterou o peso

corporal dos ratos e 0 peso das camaras ventriculares.

Embora ja se tenha comprovado correlacéo entre pequenas concentracdes de Hg no
plasma e doenca cardiovasculares, ainda sdo escassos na literatura trabalhos que
demonstrem as alteragBes cardiovasculares promovidas pelo mercario em
concentragfes muito baixas administradas cronicamente. Entretanto, € grande o
namero de estudos envolvendo a exposi¢do aguda (Su & Chen, 1979; Oliveira et al.,
1994; Massaroni et al., 1992; Massaroni et al., 1995; Rossoni et.al., 1999; Cunha et
al., 2001; Assis et al., 2003; Moreira et al., 2003; Falcochio et al., 2005; Machado et
al., 2007; Wiggers et al., 2008).
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5.1 AVALIACAO PONDERAL
5.1.1 Peso corporal

Os ratos do grupo Mercurio deste presente estudo recebiam uma dose inicial de
4,34 ug/Kg com a finalidade de alcancar a concentracdo plasmatica de 20 nM e
doses diarias que continham somente o que o organismo do animal excretaria por
dia (0,07 pg/kg) (Wiggers et al., 2008). Esse tratamento por 30 dias nao foi capaz de
alterar o ganho de peso corporal dos ratos. Tanto o peso ao inicio do tratamento,
qguanto o peso ao fim do tratamento, sdo semelhantes em ratos dos grupos Controle
e Mercario. Semanalmente, os ratos também foram pesados e, em nenhum
momento, a avaliacdo demonstrou diferengas de ganho ponderal entre 0s grupos
(dados nédo mostrados).

Corroborando com os resultados encontrados, Oliveira e colaboradores em 1992
mostraram que ratos no periodo de lactacdo que recebiam doses diarias de 0,1 a 2,5
mg/Kg de HgCl, por 19 dias ndo apresentaram alteragédo do peso corporal quando
comparados com ratos que recebiam salina. O peso so6 foi alterado quando os ratos
eram expostos a doses diarias de 5 mg/Kg, mostrando que a influéncia do HgClI, no
ganho de peso corporal é dose-dependente (Bartolome et al., 1984). No mesmo ano,
outro estudo demonstrou que ratos Wistar que recebiam de 50 a 200 pg/ml de HgCl,
na agua de beber ndo tiveram o seu peso corporal e a aparéncia modificados ao fim
de 350 dias de exposi¢cédo (Carmignani et al., 1992).

5.1.2 Peso dos ventriculos

Apés o fim do tratamento, os coragBes dos ratos dos grupos Mercurio e Controle
eram utilizados para realizacdo dos protocolos em coragbes isolados e,
imediatamente depois, tinham seus ventriculos separados e pesados. Observou-se
que o tratamento com HgCI, por 30 dias ndo foi capaz de promover alteracbes no
peso dos ventriculos (VE e VD) e também néo foi detectada diferenca quando o

peso dos ventriculos era corrigido pelo peso corporal dos ratos (VE/PC e VD/PC).

Trabalhos na literatura mostram que tanto o mercurio organico como 0 inorganico
sdo capazes de alterar o peso do coracdo, entretanto, em todos os estudos, as
concentragfes as quais os animais foram expostos sdo maiores (1 a 5mg/Kg de

metilmercurio e 0,5 a 2,5 mg/Kg de HgCl,) (Bartolome et al., 1982; Bartolome et al.,
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1984) que a utilizada em nosso trabalho (4,34 pg/Kg). Ratos que recebiam doses
diarias de metil-mercurio por 21 dias (1; 2,5 e 5 mg/Kg), iniciando-se o tratamento no
primeiro dia ap0s o nascimento, tiveram répido crescimento e desenvolvimento
tecidual dos coracdes, acompanhado por hipertrofia cardiaca quando adultos
(Bartolome et al., 1982). Ja o HgCl, (0,5; 1 e 2,5 mg/Kg) provocou aumento inicial do
peso do coracdo com subsequente diminuicdo a valores menores que de ratos

controle (Bartolome et al., 1984).
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5.2 ANALISE BIOQUIMICA

Visto que os dados funcionais obtidos no presente estudo tém estreita relagdo com
as alteracdes bioquimicas promovidas pelo tratamento créonico com HgCly,
consideramos importante que a discussao sobre as alteracdes das atividades
especificas da NKA e ATPase miosinica fossem descritas anteriormente aos dados

funcionais.
5.2.1 Ca®" ATPase miosinica

O mercurio é um inibidor ndo competitivo da atividade da Ca®* ATPase miosinica, e
os efeitos toxicos sdo dependentes da reacdo do mercurio com grupamentos SH
(Vassallo et al., 1999; Moreira et al. 2003). Baixa concentracao de HgCl, (50 nM),
menor que concentracdes que produzem efeito inotrépico negativo em musculos
papilares (> 1uM), ja é capaz de reduzir a atividade especifica da ATPase miosinica
(Moreira et al. 2003). No entanto, ratos que ficaram expostos a pequenas
concentracdes de HgCl, por 30 dias tiveram a atividade especifica da Ca** ATPase

miosinica aumentada.

E provavel que a concentracdo de HgCl, estudada nio seja capaz de reduzir a
atividade ATPasica da miosina, visto que, o efeito do mercurio sobre esse enzima é
dose-dependente. Moreira et al. em 2003 mostraram que 50 nM do metal diminuiu,
aproximadamente, 20% da atividade da enzima e a exposi¢cao a 400 nM reduziu a
atividade em mais de 80%. E ainda, € provavel que a resposta que encontramos
possa resultar de mecanismo adaptativo celular, contrapondo-se a uma inibicao
inicial.

Neste estudo foi encontrado efeito inotropico negativo em coracdes isolados, entéo,
0 aumento encontrado na atividade especifica da Ca®* ATPase miosinica pode ser
uma resposta compensatoéria para restabelecer o inotropismo cardiaco. O aumento
dessa atividade enzimatica pode contribuir para manter o estado contratil de
musculos papilares de VE de ratos do grupo Mercurio. E esse aumento, juntamente
com mecanismos neuro-humorais, pode estar envolvido nha manutencao das PSVE e

PSVD em ratos anestesiados.
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5.2.2 Na'- K" - ATPase

A NKA é uma bomba crucial para a manutencdo do gradiente transsarcolemal de
Na® e, indiretamente, para regulagdo da concentracdo intracelular de outros ions
(Kaplan, 1985). A inibicdo da bomba leva ao aumento da [Na'];e, através da reducdo
da atividade do trocador Na*-Ca®**, ao aumento de célcio intracelular (Blaustein,
1988).

Sabe-se que muitos cardiotbnicos esterdides (ouabaina, digoxina) tém como

++]i

mecanismo de acdo a inibicdo da NKA, levando ao aumento da [Ca '], (Langer,
1977). Entretanto, existem diferencas entre a inibicdo da NKA pela ouabaina e pelo
HgCl,. Os cardiotdnicos interagem com um receptor extracelular especifico e o alvo
do mercurio sdo grupamentos sulfidrilicos (SH) localizados, predominantemente,
num dominio intracelular de proteina. Trabalhos demonstram que o mercurio €
capaz de bloquear as NKA renais sensiveis e resistentes a ouabaina (Anner &
Moosmayer, 1992). E cabe ressaltar que o mercurio, mesmo utilizado agudamente,
€ capaz de aumentar a atividade de outras enzimas, como a ECA (enzima
conversora de angiotensina) e colinesterase (Wiggers et al., 2008; Rossoni et al.,

1999).

J& estd amplamente descrito na literatura que o mercuario causa inibicdo da NKA
(Nechay & Saunders,1978; Henderson et al., 1979; Ziegelhoffer et al., 1983; Klonne
& Johnson,1988; Halbach et al., 1989; Anner et al., 1990; Chetty et al., 1990; Anner
et al., 1992; Anner & Moosmayer, 1992; Wang & Horisberger, 1996; Chuu et al.,
2001). Os resultados encontrados nas mensuragfes bioguimicas realizadas apés a
exposicao cronica ao HgCl, durante 30 dias corroboram com esses estudos.

A inibicdo da NKA promovida pela exposicdo ao mercurio pode ser responsavel pelo
aumento da PDfVE encontrada na avaliagao cardiovascular in vivo (Watanabe et al.,
1987; Patmore et al., 1989) e também, devido a uma sobrecarga de calcio, ao efeito
inotropico negativo encontrado em coracfes isolados (Khatter et al., 1989). A
inibicdo da NKA ocasiona um efeito semelhante ao uso de digitalicos no coracao,
aumentando a concentracdo intracelular de sodio e, entéo, reduzindo a atividade do
trocador Na'-Ca?* (Blaustein, 1988). Esse mecanismo acarreta um aumento da

concentragéo intracelular de calcio e, em consequéncia, incremento da forca de
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contracdo. Ou, caso o aumento leve a sobrecarga de calcio, havera déficit na forca

de contragéo.
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5.3 AVALIACAO CARDIOVASCULAR in vivo

A exposicao cronica por 30 dias ao HgCl, ndo alterou a PAS, PAD, PAM e FC,
diferente do que aconteceu com ratos anestesiados expostos agudamente a
concentracfes mais elevadas de mercurio. Estudos prévios no nosso laboratorio
mostram, apos infusdo endovenosa de 5 mg/kg de HgCl, em ratos anestesiados,
diminuicdo da PAM, FC, aumento do intervalo PR do eletrocardiograma, aumento da
resposta hipotensora e cronotrépica negativa a acetilcolina e elevada incidéncia de
arritmias (Massaroni et al., 1995; Rossoni et al., 1999). No entanto, a exposi¢cao
aguda a concentracdo nanomolar aumentou a PAS, PAD, FC e reatividade
pressorica a fenilefrina (Machado et al., 2007). Ratos anestesiados que receberam
uma dose de 50 mg/kg de Hg?* morreram no primeiro minuto apés o inicio da
infusdo e animais expostos a 0,5 mg/kg ndo apresentaram nenhuma alteracao

hemodinamica (Massaroni et al., 1995).

Outro estudo sugere que o Hg?* age nas terminacdes nervosas produzindo liberacéo
de neurotransmissores autonémicos parassimpaticos (Kostial & Landeka, 1975). As
atividades catecolaminérgicas e colinérgicas também foram avaliadas com 0 uso,
respectivamente, de propranolol e atropina. A atropina produziu uma aparente
protecdo, por bloquear mudancas na FC, PAM e intervalo PR (Massaroni et al.,
1995; Rossoni et al., 1999). Esses achados sugerem que o mercurio, agudamente,
possa induzir um incremento na atividade autonémica em ratos anestesiados.
Machado et al. (2007) mostraram que o0 uso de hexametonio, um bloqueador
ganglionar, exacerbou os efeitos promovidos por infusdo endovenosa de 680 ng/Kg
de mercurio, sugerindo que os efeitos promovidos pelo mercurio podem ser

modulados por reflexos autonémicos.

Entdo, é possivel que mecanismos de regulacédo neuro-humorais da pressao arterial
e contratilidade miocardica estejam agindo nos ratos do grupo Mercurio a fim de
manter os parametros cardiovasculares em niveis iguais aos dos ratos do grupo

Controle.

A exposicao cronica ao HgCl, néo alterou a PSVE e PSVD quando comparado com
ratos expostos a salina pelo mesmo periodo. Rossoni e colaboradores em 1999
mostraram que uma injecao in bolus por via endovenosa de 5 mg/kg de HgCl,

promove uma pequena reducdo na PSVE e aumento da PSVD apdés,
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respectivamente, 30 e 40 minutos de exposi¢cado. Entéo, a exposi¢cdo cronica a uma
concentracdo muito baixa ndo foi capaz de promover alteragdes na pressao sistolica
dos ventriculos. Também, mecanismos neuro-humorais podem estar envolvidos na
manutencdo do estado contratii dos ventriculos, como uma maior ativacdo de
receptores [B-adrenérgicos (Jakob et al.,, 1988). Tal fato explicaria porque em
coracgOes isolados, nos quais ndo ha modulagcido autondmica reflexa, foi encontrado

déficit de contratilidade.

Corroborando com a alteracdo na PDfVE encontrada neste estudo, trabalhos na
literatura mostraram aumento da PDfVE apds administracdo endovenosa de 5
mg/kg de HgCl, em ratos (Rossoni et al., 1999). Desta forma, a exposicéo crbnica a
uma pequena concentracdo também é capaz de aumentar a PDfVE assim como
uma dose in bolus de HgCl,, que origina uma concentracdo sanguinea cerca de

1000 vezes maior que a encontrada nos ratos expostos cronicamente.

Esse aumento pode ser explicado pela inibicdo da NKA induzida pela exposi¢ao
crénica ao Hg?*. Quando a NKA é inibida por um longo periodo de tempo ocorre,
inicialmente, aumento da pressao desenvolvida pelos ventriculos, acompanhada por
diminuicdo, devido a sobrecarga de célcio. Sabe-se também que durante a
sobrecarga de célcio o efeito inotropico negativo é acompanhado por aumento da
tensdo basal do musculo cardiaco (Vassale & Lin, 1979; Pilate & Paradise, 1984;
Wier & Hess, 1984; Valdeolmillos & Eisner, 1985; Vassalle & Lin, 2004). Entéo, de
forma indireta e tempo-dependente, a inibicdo da bomba promove “déficit” de

relaxamento do musculo cardiaco e aumento da pressao ao fim da diastole.

A exposicdo aguda a 20 nM de HgCl, também foi capaz de promover incremento da
pressdo diastolica (PD) em coracdes isolados perfundidos pela técnica de
Langendorff (Langendorff, 1898; Skrzypiec-Spring et al., 2007). A perfusdo com
solugcéao contendo 20 nM de HgCl, aumentou progressivamente a PD em func&o do
tempo. Apos uma hora de exposicdo a PD havia aumentado cerca de 50%, e ao
decorrer duas horas a PD encontrava-se 150% maior que antes da exposi¢cdo ao
metal ( Assis et. al., 2003). No VD também houve aumento dose-dependente (0,1 a
3 UM de HgCl,) da pressao diastolica isovolumétrica (Cunha et al. 2001). Apos
exposi¢cao crbnica ndao ocorreu aumento da PD em coragdes isolados, pois na
avaliacdo realizada em nosso trabalho, a PD era fixada por inflagdo do baldo de
latex e a diferenca existente na PDfVE, encontrada na avaliagdo cardiovascular in
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vivo, provavelmente foi mascarada por definicdo da PD. Quando agudamente, a PD
era fixada e, entdo, se iniciava a perfusdo com solugdo contendo HgCl, o que
possibilitava a observacgéo de alteragGes neste parametro.
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5.4 AVALIACAO EM CORACOES ISOLADOS

Apés o periodo de estabilizacdo das preparacdoes de coracbes isolados foram
medidas a PSIVE, derivadas temporais e PPC. Os coracdes de ratos do grupo
Mercurio tiveram sua PSIVE e suas derivadas temporais reduzidas, porém sem
alteracdo da PPC. E provavel que a inibicio da NKA seja o fator determinante do
efeito inotropico negativo encontrado nesta preparacdo. A inibicdo induzida pela
exposicdo cronica pode estar levando a sobrecarga de célcio, que é altamente

nociva para as ceélulas miocéardicas.

Situacdo similar ocorre quando a NKA € inibida por concentracfes toxicas de
ouabaina (1 pM) levando a disfuncdo mecénica do miocardio e a alteracdes
mitocondriais em coracfes isolados de cobaias (Khatter et al., 1989). A ouabaina
produziu um aumento transiente na forca contratil e posteriormente levou a um
declinio na funcdo mecéanica do VE. Mitocondrias isoladas desses coracdes
perfundidos com ouabaina mostraram maior recaptacdo de célcio, reducdo da
fosforilagéo oxidativa e da taxa de geracdo de ATP. Esses achados foram revertidos
pelo uso de bloqueadores de canais de calcio, sugerindo que sédo dependentes da
sobrecarga de calcio induzida pela inibicdo da NKA pela ouabaina (Khatter et al.,
1989). Sabe-se também que a toxicidade mecanica produzida pelo uso de digitalicos
€ acompanhada por lesdes ultraestruturais como: hipercontratura de sarcémeros e
rompimento miofibrilar (Pilate & Paradise, 1984). Desta forma, a inibicdo crbnica da
NKA em coracgfes de ratos expostos cronicamente ao HgCl, pode ser a responsavel

pelo efeito inotropico negativo.

Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, estudos realizados em
nosso laboratorio mostraram diminuicdo da PSIVE imediatamente ap0s exposicdo a
0,5; 1; 2; 10 uM e apds 30 minutos de exposicdo a 20 nM (Massaroni et al., 1995;
Assis et al. 2003).

Podemos especular que a expressao aumentada da eNOS, como a encontrada em
artérias mesentéricas de ratos submetidos ao mesmo tratamento realizado nos ratos
do nosso estudo (Wiggers et al., 2008), também poderia estar presente nas artérias
coronarianas. O aumento da expressao da isoforma endotelial da sintase do NO
promoveria aumento da producdo local de NO que, no musculo cardiaco promove

efeito inotrépico negativo (ver revisdo em Shah & MacCarthy, 2000). Como, em
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coracOes isolados, ndo temos a participacdo de mecanismos neuro-humorais na
manuten¢ao do inotropismo, se tornou evidente nessa preparacao a depressao do
inotropismo possivelmente promovida pelo NO. Corroborando com essa hipétese,
em musculos papilares isolados, nos quais a nutricdo ndo € realizada via leito

coronariano, hdo encontramos prejuizo na forga contréatil.

5.4.1 Intervengdo Heterométrica: Curva de fungdo v  entricular

Os coracgdes de ratos do grupo Mercurio mantiveram a resposta inotropica positiva
induzida pelo estiramento (Stefanon et al., 1990; Vassallo & Mill, 1982; Vassallo &
Tucci, 1978), no entanto, a PSIVE e derivadas temporais foram menores em quase
todas as PD estudadas. O tratamento cronico ndo alterou a responsividade dos
miofilamentos ao estiramento, e os menores valores observados de PSIVE e
derivadas temporais sao consequéncia da diminuicdo ja observada ap6s o periodo

de estabilizagao.

Apoiando nossos achados, a perfuséo de coragbes isolados com solugdo contendo
concentracfbes crescentes de mercurio (0,1 a 10 puM) ndo alterou a resposta ao
estiramento, mas a PSIVE foi menor nos coracbes perfundidos com solucdo
nutridora contendo Hg®*. Os autores especulam que esses resultados podem ser
devidos a sobrecarga de calcio promovida pela inibicdo da NKA e da bomba de
calcio do RS, reduzindo a PSIVE em todas as concentracdes de mercurio estudadas
(Massaroni et al., 1995).

5.4.2 Intervencdo Homeomeétrica: Resposta  B-adrenérgica

Foi observado na avaliacdo de coracOes isolados que o tratamento cronico com
HgCl, promoveu efeito inotropico negativo, entretanto essas alteracbes nao foram
encontradas quando os parametros hemodinamicos eram avaliados in vivo.
Possivelmente, por participacdo de fatores neuro-humorais na manutencdo do

inotropismo cardiaco.

Uma maior atividade autdbnomica simpatica pode ser um dos principais mecanismos
envolvidos na manutengdo do inotropismo cardiaco encontrada na avaliacdo

cardiovascular in vivo. Os agonistas de receptores B-adrenérgicos cardiacos (B1)
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ativam a proteina Gs (estimulatoria) ligada ao GTP. Ao ser estimulada, a proteina Gs
desencadeia a acdo da adenilato ciclase (AC). Assim, aumenta-se a producgéo
intracelular do segundo mensageiro AMPc, que ativa a proteina cinase A (PKA) que,
dentre outras acdes, fosforila canais de célcio do sarcolema e receptores de
rianodina, levando a um efeito inotrépico positivo (Bers, 2002; Jakob et al., 1988). A
ativacdo aumentada e mantida durante os 30 dias de exposicdo ao HgCl,
possivelmente promove uma dessensibilizacdo dos receptores B; (Lefkowitz &
Hoffman, 1982; Watanabe et al., 1982; Harden, 1983) evidenciada pela diminuigao
da resposta (B-adrenérgica ao isoproterenol encontrada nos coracdes isolados de

ratos do grupo Mercurio.
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5.5 AVALIACAO CARDIACA EM MUSCULOS PAPILARES ISOLADOS

Ao contrario do que foi encontrado nos experimentos com coragdes isolados, nos
quais houve diminuicdo do estado inotropico dos coragcbes de ratos do grupo
Mercuario, ndo foi detectada alteracdo de inotropismo, da atividade do RS, da
responsividade das proteinas contrateis e alteracdo do influxo de célcio pelo

sarcolema em musculos papilares de VE desses ratos.

A forca isométrica dos musculos papilares foi expressa pela razdo da forca, em
gramas, pelo peso do mduasculo, em miligramas, jA que o peso dos papilares
influencia a forca desenvolvida pelos mesmos. A nutricdo dos midcitos nesta
preparacdo se da por difusdo, assim, a espessura dos musculos é um fator
determinante da sua nutricdo (Paradise et al., 1981; Leite et al., 1995). Nao foi
encontrada diferenca entre os pesos dos musculos papilares dos ratos dos grupos
Controle e Mercurio (Controle: 4,75 = 0,44 mg, n=22; Mercurio: 4,98 + 0,68 mg,
n=22). Entdo, os resultados encontrados ndo sofrem influéncia de nutricdo

diferenciada entre os grupos.

5.5.1 Forca de contracdo isométrica e parametros te  mporais

Uma série de informacfes pode ser obtida de registros de contracdes isométricas,
referentes as variagcdes da amplitude da contracdo e de seus parametros temporais.
A amplitude da contracao traduz a quantidade de forca desenvolvida pelo masculo e
0s parametros temporais fornecem informacfdes sobre a cinética de ativacdo e
relaxamento da contragdo muscular. O tempo de ativacdo é o tempo despendido do
inicio da contracdo até seu pico maximo e traduz a cinética dos processos
envolvidos na ativacdo da contracdo, ou seja, processos que aumentam a
concentracdo e a cinética de entrada de calcio no mioplasma. Ja o tempo de
relaxamento é medido do pico maximo até o término da contracao e reflete a cinética
dos processos envolvidos no relaxamento ou diminuicdo do calcio mioplasmatico.
(Vassallo et al., 2008)

Desta forma, visto que o tratamento crénico ndo alterou a forca isométrica
desenvolvida por musculos papilares de ratos, podemos sugerir qgue esse metal
pesado ndo interferiu na capacidade do musculo papilar isolado em gerar forca,
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mesmo que em coragdes isolados o tratamento cronico tenha promovido efeito

inotrépico negativo.

As diferencas encontradas nas preparacbes de coracdes isolados e musculos
papilares podem estar relacionadas a forma de nutricdo dos miocitos. Em musculos
papilares, a solucdo nutridora chega as células musculares por difusdo. Ja em
coracdes isolados a perfusao é feita via capilares, visto que a circulagdo coronariana
encontra-se preservada nesta montagem. Desta forma, como a circulagéo
coronariana exerce forte influéncia sobre os parametros contrateis (Tucci et al.,
1980; Koomen et al., 1980), o mercurio poderia estar exercendo efeito sobre a
resisténcia coronariana. No entanto, ndo foi encontrada diferenca na PPC e, como o
fluxo é constante, podemos sugerir que ndo houve alteracdo na resisténcia deste

leito vascular.

E possivel que a exposi¢édo crénica por 30 dias ao HgCl, promova a liberacdo de
substancias produzidas no leito coronariano que alterariam a condigdo contratil dos
coragfes mantendo 0s mesmos Vvalores da resisténcia coronariana. Como
especulado anteriormente, uma maior expressdao da eNOS, com consequente
aumento da producdo de NO (Wiggers et al.,, 2008) levaria a um “déficit” de
contratilidade em coracdes isolado. E, como em musculos isolados néo temos o leito
coronariano preservado, ndo teriamos produgcdo de NO nessa preparagdo e o efeito

inotropico negativo promovido por essa substancia.

Alguns estudos ja obtiveram resultados contraditorios em muasculos papilares e
coragOes isolados expostos agudamente a uma mesma concentracdo (1uM) de
Hg**. Em musculos papilares houve efeito inotrépico positivo (Oliveira et al., 1994) e,
em coracgoes isolados, efeito inotropico negativo (Massaroni et al., 1995). Indicando
gque existem mecanismos que podem influenciar na resposta inotropica diferenciada

encontrada nessas preparacoes.

Estudos prévios mostraram que a exposicdo aguda ao Hg?* promove um efeito
bifasico na capacidade de musculos papilares de VE e tecido atrial esquerdo em
gerar forca (Su & Chen, 1979; Halbach et al., 1989; Oliveira et al., 1994; Falcochio,
2004). Em concentracdes menores (1 e 2,5 uM), o mercurio promove efeito
inotrépico positivo, evidenciado por aumento da for¢ca desenvolvida e aumento da
dF/dt em muasculos papilares de VE; jA em concentracdes maiores (5 e 10 uM; 0,5 a
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15 ppm) a exposicdo aguda promoveu efeito inotrépico negativo (Oliveira, 1994; Su
& Chen, 1979). Também em atrios esquerdos isolados ocorre, inicialmente, aumento
da forca desenvolvida e uma diminuicdo de forca, tempo-dependente, em
exposicoes agudas a 0,5; 2 e 5 ppm de mercurio organico (Su & Chen, 1979). Os
autores sugeriram que os efeitos depressivos na contratilidade promovidos pelo

mercurio se devem a inibicdo da NKA (levando a sobrecarga de calcio), ATPase
miosinica, Ca’*-Mg*"-ATPase e bomba de Ca™ do RS (SERCA).

Experimentos utilizando tiras de VD foram realizados por esse tecido possuir menor
concentracdo de NKA sarcolemal (Wang et al., 1996), que é fortemente inibida pelo
mercurio, que o VE. Os resultados mostraram diminuicdo da forca isométrica
desenvolvida quando expostas por 2 horas a 5 nM de HgCl,, diferente do efeito
inotropico positivo promovido, agudamente, por baixas concentragcdes em musculos
papilares. Assim, em baixas concentracdes, o aumento da forca de contracdo se
deve a inibicdo da Na*-K*- ATPase e consequente aumento do célcio mioplasmatico
(Assis et al., 2003). Além disso, na auséncia dessa inibicdo outras alteracdes podem
ser responsaveis pelo efeito inotrépico negativo, como a inibicdo da Ca** ATPase

miosinica (Moreira et al., 2003).

Entretanto, estudos ndo mostram os efeitos na funcdo contratii de musculos
papilares de ratos expostos cronicamente a concentracbes pequenas como a
utilizada neste estudo. E possivel que, cronicamente, o aumento do célcio
mioplasmatico por inibicdo da NKA leve a uma injuria promovida por sobrecarga de
calcio (como a que ocorre em altas concentracdes de mercurio); e que o0 aumento da
atividade especifica da ATPase miosinica compense o efeito promovido pela inibicdo
da NKA sarcolemal, e os resultados ndo mostrem alteracdo do estado contratil dos

musculos papilares.

Os processos que levam ao aumento do calcio mioplasmatico do repouso até o pico
maximo da contracdo sdo dependentes de abertura de canais de célcio do
sarcolema e liberacdo de célcio pelo RS e, em contrapartida, o relaxamento é
dependente do desligamento do célcio da troponina C, recaptacéo de célcio pelo RS

e extrusao de calcio pelo sarcolema (Bers, 2002).

Como o tratamento cronico com HgCl, ndo alterou os tempos de ativacdo e de

relaxamento, podemos sugerir que ndo houve alteragdo na cinética do calcio
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ativador e nos processos de relaxamento. Esses dados em conjunto com a auséncia
de alteracdo nas PPP, na for¢a isométrica desenvolvida e na PRC sugerem que ndo
houve alteracdo na liberacdo, na recaptacdo de calcio pelo RS, no influxo e efluxo
de calcio pelo sarcolema. O tratamento cronico ndo alterou os processos que levam

ao aumento e diminui¢éo do calcio mioplasmatico.

Assis e colaboradores, em 2003, mostraram que 5 nM de mercuario diminui o tempo
de ativacdo apds 50 minutos de exposicado e que apdés 100 minutos os tempos de
ativacao de tiras de VD expostas ao mercurio voltam a se igualar aos de tiras de VD
nao expostas. Possivelmente, essa reducdo se deve ao aumento da liberacdo de
calcio pelo RS. Essas alteracbes se mantém somente por um curto periodo de
tempo, corroborando com 0s nossos resultados obtidos apés exposicao crénica por
30 dias. E em tiras de VD expostos a altas concentracdes (1 e 2,5 uM) houve

diminuicao das derivadas temporais de for¢a (dF/dt) (Cunha et al., 2001).

Outro trabalho mostrou que em todas as concentracdes (1 a 10 uM), os tempos de
ativacdo e as potenciacdes obtidas apos pausas foram prejudicados, sugerindo
reducdo da recaptacado de calcio pelo RS. A fim de elucidar esse mecanismo foram
utilizados também musculos papilares de rds que possuem um RS pouco
desenvolvido. Nenhuma alteracdo na contratilidade foi encontrada. Entdo, os
resultados encontrados nos musculos papilares de ratos sdo, provavelmente,
dependentes de acbes do Hg®* no RS. Esse metal também altera a tensdo
desenvolvida em contracfes tetanicas apdés exposicdo a 5 pM, sugerindo uma

depressao da maquinaria contratil em altas concentracées (Oliveira, 1994).

5.5.2 Potenciacao relativa apés pausas de 15,30 e 60 segundos

As contracdes obtidas apds pausas sdo mostradas como razdo das contracdes
potencializadas pelas obtidas no periodo de estabilizagdo anterior & pausa. O estado
inotrépico das contracdes estabilizadas influencia as PPP (Vassallo & Mill, 1988; Mill
et al., 1992). Diferentes tempos de pausas foram avaliados (15, 30 e 60 s), pois as
PPP de musculos papilares de ratos também séo dependentes da duracéao da pausa
(Abreu et al., 1987; Vassallo et. al., 1990).

As contracfes obtidas apds pausas tém maior dependéncia da liberagdo de calcio
pelos seus estoques intracelulares do que pelo influxo de calcio pelo sarcolema.
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Desta forma, as mensuracfes das PPP visam avaliar a atividade do RS, tanto a
magnitude de liberacdo de calcio ativador quanto, juntamente com os dados obtidos
de tempo de relaxamento, a capacidade de recaptar calcio (Wussling et al., 1980;
Woussling et al., 1986; Leite et al., 1988; Leite et al., 1991; Mill et al., 1992; Mill et al.,
1994).

Estudos mostram que o HgCl,, agudamente e em altas concentracdes, € capaz de
bloguear a liberacdo de célcio induzida por calcio pelo RS e inibir a bomba de célcio
do RS (SERCA) (Brunder et al., 1988). Estudo prévio em nosso laboratorio,
utilizando musculos papilares, mostrou que as PPP obtidas apds pausas de 15, 30 e
60 s diminuiram ap6s 10 minutos de exposicdo a concentracdes crescentes de
mercurio (1, 2, 5 e 10 uM) (Oliveira et al., 1994).

Em nosso trabalho, ndo houve alteracdo das PPP em musculos papilares de VE de
ratos do grupo Mercurio em comparacdo aos do grupo Controle. Entdo, podemos
sugerir que a exposi¢ao cronica a 20 nM de HgCI, ndo alterou o funcionamento do
RS. Corroborando com esses resultados, foi observado que o tempo de relaxamento

também nao foi influenciado pelo tratamento com HgCl,.

5.5.3 Forga desenvolvida em diferentes frequéncias  de estimulacéo elétrica

Em ratos, a bomba de célcio do RS é a principal responsavel pela queda da
concentracdo de calcio (10®° M) intracelular apés a contracéo (92%) e o trocador
Na’-Ca™ (7%), bomba de Ca' sarcolemal e uniporte mitocondrial de célcio
possuem pouca participagdo na extrusao de calcio (1%) (Nayler & Dunnet, 1975; Mill
et al., 1994; Bers, 2002). Entdo, a observacdo da forca desenvolvida em diferentes
freqiéncias de estimulacdo elétrica em musculos papilares visa avaliar se o0s
mecanismos de extrusdo de célcio estdo preservados em musculos papilares de VE

de ratos do grupo Mercdrio.

Como nenhuma alteragédo no desenvolvimento de forga foi encontrada nas diferentes
frequéncias de estimulacdo elétrica, podemos sugerir que 0s midcitos de ratos

expostos por 30 dias possuem 0s mecanismos de extrusao de célcio preservados.
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5.5.4 Forca desenvolvida durante contracfes tetanic  as

O musculo cardiaco possui um potencial de acdo (PA) longo, isso previne que o
miocito sofra uma re-estimulagéo e tetanizagdo. Portanto, o tétano ndo pode ser
obtido em condi¢cdes normais, nas quais € impossivel a fusdo das contracbes. Por
esse motivo, foi utilizada a cafeina, que depleta os estoques de calcio do RS por
ligar-se aos receptores de rianodina (Bassani et al., 1992; Bassani et al., 1994) e
aumento da frequéncia de estimulacdo elétrica (10 Hz) para se produzir a ativacao
méaxima da maquinaria contratil em musculos papilares (Leite et. al., 1995).

Em miocardio de ratos, as contracfes tetanicas obtidas apoOs tratamento com
cafeina sdo menores que as contragfes em condi¢do estabilizada. Isto sugere que a
ativacdo da maquinaria contratil nas contragfes tetanicas € dependente da entrada
de célcio pelo sarcolema (Leite et. al., 1995) e a manutencdo da contracdo €

dependente da sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio.

As contracfes tetanicas obtidas em preparacdes de musculos isolados de ratos
expostos por 30 dias a 20 nM de HgCI, ndo apresentaram alteracées nos picos e
nos platdés dessas contracfes caracteristicas. I1sso sugere que o mercurio, nessa
concentracdo, nao influencia a entrada de calcio pelo sarcolema e a sensibilidade
dos miofilamentos. Podemos relacionar que a inexisténcia de alteragdes nas
contragbes tetdnicas devem-se também ao aumento da atividade especifica

ATPasica da miosina encontrada nesses ratos expostos cronicamente ao HgCls.

No entanto, quando tiras de VD foram expostas a concentracbes crescentes de
mercurio (0,1 a 1 uM) e expostas agudamente (por 2 horas) a uma concentracao
baixissima (5 nM) houve reducdo do pico das contracdes tetanicas (Cunha et al.,
2001; Assis et al., 2003).

5.5.5 Forca desenvolvida apds repouso de 10 minutos

Em conjunto com a for¢a desenvolvida durante o pico das contracdes tetanicas, as
contracdes obtidas apOs pausa na estimulacdo elétrica, tratamento com cafeina e

exposicao a solucdo sem calcio visam avaliar o influxo de calcio pelo sarcolema.

No musculo cardiaco de ratos, a extrusdo de calcio para o meio extracelular é

dependente do transporte de calcio para estoques intracelulares e da extrusdo
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através do sarcolema. A cafeina depleta os estoques intracelulares de calcio por se
ligar aos receptores de rianodina (Bassani et al., 1992; Bassani et al., 1994; Leite et.
al., 1995) e a exposicao a solucdo sem calcio na sua composicao facilita a extrusédo
de calcio pelo sarcolema (Vassallo et al., 2008). Diferente do que ocorre nas PPP,
que sao dependentes da liberacdo de calcio pelo RS e sdo potencializadas pela
duracdo da pausa (Abreu et al., 1987), as contracdes desenvolvidas ap0s repouso
sdo dependentes, principalmente, do influxo de calcio pelo sarcolema. O tratamento
cronico ndo alterou a forca desenvolvida das contracfes obtidas apés repouso de 10

minutos.
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6 CONCLUSOES

O principal achado deste estudo € que a exposicao cronica a baixa concentracao de
mercurio, proxima as encontradas em individuos que removeram amalgamas
dentarios e que foram expostos a vapor de mercurio, foi capaz de promover “déficit”
de relaxamento em VE de coracdes de ratos anestesiados, efeito inotropico negativo
em coracOes isolados, aumento da atividade ATPasica da miosina e inibicdo da

NKA. No entanto, ndo alterou a contratilidade de musculos papilares isolados.

Em ratos anestesiados, a exposicdo cronica a baixa concentragdo promoveu
alteracdo diastdlica do ventriculo esquerdo. No entanto, ndo alterou os demais

parametros ventriculares, arteriais e cronotropico.

Em coracdes isolados perfundidos pela técnica de Langendorff, a pressao sistélica
isovolumétrica do ventriculo esquerdo foi menor em coracdes de ratos expostos ao
cloreto de mercurio quando comparado com coracdes de ratos expostos a salina. No
grupo Mercurio, também houve diminuicdo das derivadas temporais e da resposta a
estimulacdo B-adrenérgica. JA& em musculos papilares isolados do ventriculo
esquerdo de ratos ndo houve alteracdo do inotropismo, do funcionamento do reticulo

sarcoplasmatico, do influxo transsarcolemal de calcio e da responsividade miofibrilar.

A analise biguimica revelou que a exposi¢cao cronica ao Hg foi capaz de inibir a

atividade da NKA e aumentar a atividade especifica da ATPase-miosinica.

Sugerimos, entdo, que as alteracbes funcionais encontradas tém estreita relacéo
com as altera¢des bioquimicas. O aumento da atividade da NKA teria participacéo
no aumento da PDfVE em ratos anestesiados e no efeito inotropico negativo em
coracgOes isolados, possivelmente, pelos efeitos nocivos promovidos pela sobrecarga
de calcio. E, possivelmente, a atividade especifica da Ca®*- ATPase miosinica

aumentou como mecanismo compensatoério ao “déficit” de contratilidade.

Poucos séo os estudos que demonstram as alteracfes cardiovasculares promovidas
pela exposicao cronica a pequenas concentracdes de mercurio. Desta forma, nosso
trabalho foi muito importante por demonstrar que o mercurio em baixas
concentracfes e cronicamente foi capaz de alterar o relaxamento ventricular in vivo
e o funcionamento adequado de coracgles isolados, antes de serem observadas
alteracdes arteriais e nos diversos parametros cardiovasculares em ratos

anestesiados.
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Entdo, antes mesmo de serem observadas alteracbes em parametros mais
facilmente mensuraveis, como PAM, PAS, PAD e FC, o mercario promove
importante “déficit” de contratilidade miocardica em coragdes isolados. E, in vivo,
possivelmente, fatores neuro-humorais mantém o inotropismo cardiaco. E importante
ressaltar também que a avaliacdo cardiovascular foi realizada apds 30 dias de
exposicao, entdo, ndo sabemos quais sao os efeitos cardiovasculares provocados
pela exposicdo por um periodo maior, como ocorre em pacientes que possuem

amalgamas dentarios e individuos expostos ocupacionalmente.
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