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“Que seria de nds se nao sonhassemos?.”

“Nada é para sempre, dizemos, mas ha momentos que parecem ficar suspensos,
pairando sobre o fluir inexoravel do tempo.”

José Saramago
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Tabela 7: Valores de pD, e resposta maxima (Rna, % de contracdo) obtidos
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efeito da Apocinina, SOD e Indometacina sobre a curva concentracao- %8

resposta a acetilcolina em anéis de artéria aorta de ratos dos grupos

Controle e Mercdrio.
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RESUMO

A exposicdo ao mercurio é relacionada a alteracdes no sistema nervoso central e
renal. Nos ultimos anos associa-se também ao maior risco de desenvolvimento de
eventos cardiovasculares, porém nao estao totalmente esclarecidos os mecanismos
pelos quais este metal exerce efeito téxico sobre este sistema. Neste estudo foi
desenvolvido um modelo experimental de exposicdo crbnica a baixas doses de
cloreto de mercurio (HgCl,) e avaliado o efeito desta exposicdo sobre a presséo
arterial sistolica (PAS), a participacdo de produtos derivados do endotélio,
prostandides derivados da via da ciclooxigenase-2 (COX-2), espécies reativas do
oxigénio (EROs) e do sistema renina-angiotensina na reatividade vascular de
artérias de condutancia. Experimentos em segmentos de artéria aorta de ratos
Wistar de 3 meses de idade tratados diariamente, por 30 dias, com HgCl, (12 dose:
4,6 ug/Kg, doses seguintes: 0,07 pg/Kg/dia, i.m) ou veiculo. Os experimentos de
reatividade vascular foram realizados em banho de érgdos, a espectrometria de
absorcdo atbmica para determinagéo da concentracdo sanguinea de mercurio, PCR-
RT e Western Blot para verificar a expresséo génica e protéica, microscopia confocal
na analise os niveis de anion superoxido, propriedades estruturais e localizacdo da
COX nas artérias, kits comerciais para medida de producdo de prostandides
derivados da via da COX-2, determinacdo da atividade da enzima conversora da
angiotensina (ECA) pelo método fluorimétrico e pletismografia de cauda para medida
da PAS. Ao final do tratamento os ratos expostos ao mercuario apresentavam niveis
sanguineos de mercurio de 7,97 = 0,59 ng/ml. Ndo houve alteracdo na PAS, mas
houve aumento da resposta contrétii a fenilefrina, e reducdo da resposta
vasodilatadora a acetilcolina, sem alterar o relaxamento induzido pelo doador de
oxido nitrico, DEA-NO. A participacdo do endotélio na modulagdo da resposta a
fenilefrina foi reduzida e prostandides vasoconstritores derivados da via da COX-2,
EROs e o0 sistema renina-angiotensina participam do incremento desta resposta.
Maior producdo de EROs, aumento da atividade plasmatica da ECA, incremento da
expressdo génica do RNAm para COX-2 e maior produgdo dos prostandides
vasoconstritores (PGE, e TXA;) derivados da COX-2 foram observados em animais
expostos ao mercurio e reforcam a hipétese de maior participacdo destas vias na
alteracdo da resposta vascular a fenilefrina. Na presenca da superoxido dismutase
(SOD) ocorreu melhora da resposta vasodilatadora a acetilcolina nos ratos do grupo
Mercurio, indicando que a disfuncdo endotelial parece ser provocada pela maior
producdo de EROs. A SOD extracelular (EC-SOD) teve expressao aumentada pela
exposicao ao mercurio.

Estes resultados sugerem que neste novo modelo experimental de exposi¢ao
cronica a baixas concentracbes de HgCl, ha disfuncéo endotelial devido a reducéo
da biodisponibilidade do NO induzida pelo aumento do estresse oxidativo, além de
aumento da resposta contratil a fenilefrina com maior participacédo do sistema renina-
angiotensina, EROs e de prostandides vasoconstritores derivados da via da COX-2
nesta resposta. Estes resultados ajudam a esclarecer os mecanismos pelos quais o
mercurio, em baixas doses, exerce efeito toxico sobre o sistema cardiovascular e
pode ser considerado fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares.



ABSTRACT

Mercury exposure produces toxic effects in central nervous system and kidneys.
Recently these toxic effects were associated to cardiovascular events but the
underlying mechanisms are not well explored. The main purpose of this study was to
investigate if mercury exposure at low doses alters vasoconstrictor prostanoids
production from cyclooxygenase-2 (COX-2) and its contribution to phenylephrine
vasoconstrictor responses and acetylcholine vasodilator responses. For this were
developed an experimental model of exposure to low doses of mercury chloride
(HgCly) and evaluated the effect of this exposure on systolic blood pressure (SBP),
the participation of products derived from the endothelium, prostanoids derived from
the cyclooxygenase-2 (COX-2), reactive oxygen species (ROS) and the renin-
angiotensin system in vascular reactivity in conductance arteries. Aortic segments
from 3-month old Wistar rats daily treated with HgCl, (1% dose 4.6 pg/kg, subsequent
dose 0.07 ug/kg/day, i.m) or vehicle for 30 days were used. The vascular reactivity
experiments were performed in an organ bath, the atomic absorption spectrometry
for determination of blood concentration of mercury, RT-PCR and Western blot to
verify the gene and protein expression, confocal microscopy analyzed levels of
superoxide anion and structure of arteries. A commercial kit used to determine the
production of prostanoids derived from COX-2 pathway. The activity of angiotensin-
converting enzyme (ACE) was measured by fluorometry method and SBP by tail
plethysmography. Blood levels of mercury at the end of treatment were 7.97 + 0.59
ng/ml. Mercury treatment did not affect systolic blood pressure, but increased
phenylephrine contractile responses, reduced acetylcholine-induced vasodilatation
and did not change the vasodilatation by the nitric oxide donor, DEA-NO, in aortic
rings. The contractile prostanoids derived from COX-2 pathway, reactive oxygen
species (ROS) and increased plasmatic ACE activity were related to these
responses. Increased production of EROS, increased plasma ACE activity, increased
gene expression of mRNA for COX-2 and increased production of contractile
prostanoids (PGE2 and TXA2) derived from COX-2 were observed in animals
exposed to mercury and reinforce the hypothesis of a greater involvement of these
pathways in the alteration of vascular response to phenylephrine. In the presence of
superoxide dismutase (SOD) the vasodilator response to acetylcholine was improved
in rats of the mercury group, indicating that endothelial dysfunction appears to be
responsible for the increased production of EROS. The extracellular SOD (EC-SOD)
expression was increased by exposure to mercury.

These results suggest that this new experimental model of chronic exposure at low
concentrations of HgCIl, promotes endothelial dysfunction due to the reduced
bioavailability of NO induced by increased oxidative stress, and increase the
contractile response to phenylephrine with greater involvement of the renin-
angiotensin system, EROS and contractile prostanoids derived from COX-2 pathway
in this response. These results help to clarify the mechanisms by which mercury at
low doses exerts toxic effects on the cardiovascular system and can be considered a
risk factor for development of cardiovascular disease.
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| INTRODUCAO

1 Historia do Mercurio

O mercurio tem como simbolo o Hg e origem na palavra Hidrargiro, do grego
Hydro (dgua) e argyros (prata). Por ser liquido o mercurio so foi classificado como
metal e teve suas propriedades fisico-quimicas descritas a partir do século XVIII,
sendo Antoine Laurent Lavoisier o primeiro a reconhecé-lo como elemento quimico
(Azevedo, 2003).

O fato de somente no século XVIII terem sido descritas as propriedades
fisico-quimicas do mercurio pode gerar a falsa idéia que este metal s6 passou a ser
utilizado recentemente, no entanto, o mercurio € utilizado ha mais de 2.500 anos. O
homem pré-histérico utilizava o cinabrio (principal minério do mercurio — sulfeto de
mercurio), devido a sua coloracdo vermelho-dourada, para desenhar nas paredes
das cavernas e em pinturas faciais. Posteriormente o mercurio passou a ser utilizado
na amalgamacéo, alquimia, fotografia e também no tratamento de algumas doencgas.
O uso na amalgamacéo foi iniciado depois que Vitruvius (500 a.C) observou que o
mercurio dissolvia o ouro e poderia ser utilizado para recuperar o ouro das roupas, e
durante séculos os alquimistas utilizaram o mercurio na tentativa de transformar
chumbo em ouro (Graeme & Pollock, 1998).

Varias civilizagbes utilizaram o mercurio no tratamento de doengas nos
olhos, ouvidos, pulmdes, intestinos, no tratamento da sifilis e para estimular
contracdes uterinas durante o parto. Além disso, foi utilizado como anti-séptico,
cosmeético e afrodisiaco. (Yamada et al., 1997; Azevedo, 2003).

Posteriormente véarias medidas contra a exposicdo ao mercurio foram
adotadas e um dos exemplos ocorreu na antiga lugoslavia onde trabalhadores de
minas de mercurio tiveram a carga horaria de trabalho reduzida de 14 para 6
horas/dia e na Italia uma fabrica de cloreto de mercuario (HgCl,) que provocou a
intoxicagcdo de varias pessoas foi acionada judicialmente pela comunidade (Azevedo,
2003).

A intoxicacao crbnica pelo mercurio, provoca uma das mais antigas doencas
ocupacionais, chamada de Hidrargismo ou Mercurialismo. Os efeitos neurolégicos da
intoxicagdo por metilmercurio, foram descritos pela primeira vez na década de 40, a

partir da autopsia de individuos que trabalhavam com fungicidas contendo mercurio
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gue evidenciou lesdo neuronal difusa e atrofia cerebral (Swensson & Ulfvarsson,
1963).

No entanto, foi necesséaria a ocorréncia de catastrofes para que fosse
despertado na comunidade cientifica maior interesse para estudo dos efeitos toxicos
do mercurio. Dentre os maiores acidentes podem ser destacados 0s ocorridos no
Japéo e Iraque. O acidente no Japéao (1953) ocorreu em decorréncia do despejo na
baia de Minamata de dejetos industriais contendo grande quantidade de mercurio
gue causou contaminacdo dos peixes e desencadeou 0 aparecimento de varias
manifestacdes neuroldgicas na populacdo local que era grande consumidora de
peixe. Dentre as manifestacbes destacam-se: retardo mental, paralisia cerebral,
neuropatia periférica e cegueira. A partir de entdo estas alteracbes associadas a
intoxicacdo por mercurio passaram a ser chamadas de Doenca de Minamata
(Gochfeld, 2003). Outra catastrofe ocorreu no Iraque (1971) onde aproximadamente
500 pessoas morreram envenenadas apds consumirem pao feito com trigo
contaminado por mercurio devido a utilizacdo de fungicidas contendo mercurio
organico nas lavouras de trigo (Bakir et al., 1973). Acidentes como estes associados
ao fato de que ainda hoje em paises como Brasil (Passos & Mergler, 2008),
Eslovénia (Zadnik & Pompe-Kirn, 2007), Indonésia e Filipinas (Appleton et al., 1999)
ainda utilizarem o mercurio para a extracdo do ouro e submeterem garimpeiros e a
populacdo que vive préxima aos rios a intoxicacado por mercurio, tornam essencial o
desenvolvimento de pesquisas nesta area da toxicologia ndo sO para conhecimento
dos efeitos téxicos, mas também para a descoberta de possiveis tratamentos a

serem utilizados em casos de intoxicag&o por este metal.

1.1 Caracteristicas do metal

Uma das caracteristicas mais conhecidas do mercurio é de ser encontrado
no estado liquido tanto em temperatura ambiente como a 0C. Na tabela periddica
de classificacdo dos elementos pertence ao grupo 12, possui nimero atdémico 80 e
massa atbmica de 200,59 u sendo considerado metal de transicdo que possui
isétopos naturais (202, 200, 201, 198, 204 e 196) e radioativos (203 e 197).

O mercirio pode se apresentar na forma elementar (Hg ° — merctrio
metalico) e também nas formas oxidadas onde o atomo perdeu um ou dois elétrons,
sdo elas: 1+ (Hg,"® — fon mercuroso) e 2+ (Hg*" - fon mercurico). Estas diferentes

formas de mercurio podem sofrer especiacdo e dar origem aos principais grupos,
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gue sdo: mercurio elementar, mercurio organico e inorganico. Quando o mercurio se
combina com o cloro, enxofre ou oxigénio sdo formados os compostos inorganicos
gue também sdo chamados de sais de mercurio, entretanto quando o metal se liga
de forma covalente com o carbono ele da origem aos compostos de mercurio
organico também chamados de organometalicos (UNEP, 2002).

Dentre os compostos inorganicos de mercurio podemos destacar o HgCl,
gue é altamente toxico e corrosivo; o cloreto mercuroso (Hg.Cl,); o sulfeto de
mercurio (HgS) que possui coloracdo vermelha e devido a isso é utilizado como
pigmento de tintas e o fulminato de mercurio (Hg(CNO),) utilizado como detonador
em explosivos (HSDB, 2004).

Os compostos organometalicos tem aparéncias distintas e o odor varia de
acordo com o radical alquila ao qual esta ligado (NIOSH, 2007). Utiliza-se a
expressdo metilmercurio para designar os compostos monometilmercuriais e muitas
vezes estes compostos ndo sdo totalmente conhecidos e sabe-se somente que
contém o cation metilmercudrio (CHsHg"). Alguns destes compostos foram usados
como pesticidas e tiveram aplicacdo médica como anti-séptico e diurético. Dentre os
diuréticos organomercuriais os farmacos comercialmente mais conhecidos séo:
Neoidrina, Mercuidrina, Tiomerin, Novasurol e Neptal. Os antissépticos
organomercuriais mais conhecidos s&o: Merthiolate, Bacteran, Thimerosal,
Timerosal, Tiomersal, Mercurio cromo e Phemernite. Varios pesticidas
organomercuriais como o Abavit, Acetato etilmercurico, Aretan, Ceresan, Clerit

foram utilizados na agricultura (WHO, 1990).

1.2 Uso do mercurio

O mercurio metéalico € muito utilizado na indastria de cloro-alcali onde para
cada tonelada de cloro-soda fabricada € lancado no meio ambiente
aproximadamente 250 g de Hg o que totaliza o langamento de dezenas de toneladas
de Hg/ano no meio ambiente (Fishbein, 1971). Este tipo de mercurio também &
utilizado na producdo de barébmetros, esfigmomandémetros, termdmetros, na
producdo de lampadas elétricas, na construcdo de supercondutores e na
amalgamacgdo onde é utilizado com a liga de prata-estanho em restauragdes
dentarias e nos garimpos para amalgamacao do ouro e da prata. Estima-se que sao

utilizados 2 quilos (Kg) de Hg para cada Kg de ouro produzido no Brasil e
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aproximadamente 70 toneladas de mercurio metélico, utilizados no garimpo, sdo
lancados no meio ambiente (Pfeifer et al., 1989; Azevedo, 2003).

Na medicina o mercurio inorganico foi utilizado no tratamento da sifilis e
também como anti-séptico, purgante e diurético. Também sdo utilizados como
detonadores de explosivos (fulminato de mercuario) e como corantes na producéo de
tintas utilizadas na protecdo de cascos de navios que em contato com a agua do
mar libera mercurio e, por isso, apresenta risco ambiental (WHO, 1991).

No passado varios medicamentos utilizados como diuréticos e anti-sépticos
continham compostos organomercuriais (mercurio organico) em sua formula. A
agéncia americana “Food and Drug Administration” (FDA) estima que
aproximadamente 80 Kg / ano de compostos organomercuriais seja utilizado em
medicamentos. Os compostos organomercuriais também foram utilizados em
desinfetantes e fungicidas (FDA, 2001).

1.3 Ciclo do Mercurio

O ciclo do mercurio compreende a emissdo, a circulacdo atmosférica de
seus vapores e a precipitacdo com as chuvas que faz com que o mercurio retorne as
terras e as aguas (Boening, 2000). A emissao do mercurio constitui parte importante
do ciclo deste metal na natureza e pode ocorrer de forma natural, por meio de
processos naturais ou antropogénica quando sua emissao ocorre como resultado de
atividades humanas (EPA, 1997).

A emissao natural € principalmente causada pelos desgastes de materiais
geoldgicos, erupcdes vulcanicas e também pela volatizacdo do mercurio presente no
ambiente maritimo e na vegetacdo tem como fonte o mercurio que ja existia no
periodo pré-industrial, bem como, o mercurio ja mobilizado por atividades humanas
(EPA, 1997). A emissdo antropogénica deriva principalmente da queima de
combustiveis fosseis, das industrias de cloro-alcali, da mineracdo e da queima de
lixo (Davidson et al., 2006; Lindberg et al., 2007; WHO, 1990). Apesar de terem
pequena quantidade de mercurio em sua composicao a utilizacdo em grande escala
do carvao (10 a 8,530 ppb de Hg) e do petrdleo (20 a 2.000 ppb de Hg) como
combustiveis o0s torna importantes fontes de emissdo do mercurio. O mercurio
emitido tanto de forma natural como antropogénica encontra-se na forma inorganica

principalmente como vapor metalico (Hg°) (Hansen & Danscher, 1997)



Introducéo 25

Atualmente devido a diversas atividades humanas e industriais a emissao
antropogénica de mercuario tem causado forte impacto sobre o ciclo global do
mercurio. Estima-se que no periodo pré-industrial a quantidade de mercurio presente
na atmosfera era de aproximadamente 1/3 da encontrada atualmente e estima-se
que atualmente 40 a 75% da emissdo anual de mercuario ocorram pela forma
antropogénica (Lindgvist et al., 1991; Horvat et al., 1993; Expert Panel on Mercury
Atmosphere Processes, 1994).

Acredita-se que cerca de 200.000 toneladas de mercurio ja foram emitidas
desde o ano de 1890 e estima-se que 95% do mercurio existente encontre-se no
solo, 3% nos oceanos e 2% na atmosfera (Expert Panel on Mercury Atmosphere
Processes, 1994). A quantidade total de mercurio em nosso planeta aumentou em
até 5 vezes apos o inicio do periodo industrial (Mason et al., 1994). Analise do solo e
da agua na Suécia revelou que o nos ultimos 20 séculos a concentragcdo de mercurio
aumentou de 3 a 7 vezes (EPA Swedish, 2001). Em estudos semelhantes realizados
nos Estados Unidos foram notadas concentragdes de mercurio 3 a 4 vezes maior do
gue a encontrada no periodo pré-industrial (EPA, 1997).

A emissdo de mercurio para a atmosfera também pode ser dividida em: a)
emissdo devido a mobilizagdo de mercurio da crosta terrestre; b) emissao
antropogénica atual pela utlizacdo de combustiveis fdsseis; ¢) emissao
antropogénica de mercurio utilizado em produtos; d) re-emissédo de antiga liberacéo
antropogénica do mercurio (UNEP, 2002).

A deposi¢cdo do mercurio esta diretamente relacionada a forma do metal. O
mercario elementar (Hg®) permanece na atmosfera por aproximadamente um ano
sendo posteriormente depositado enquanto formas oxidadas do mercurio tém
deposicao que pode variar de algumas horas a meses. Nas nuvens 0 mercurio sofre
um processo de transformacdo onde o Hg’ é transformado em Hg®* que pode
rapidamente precipitar com a chuva e a neve ou ser adsorvido por pequenas
particulas e posteriormente sofrer um processo de deposicdo seco ou umido. Esta
transformacdo do mercurio serve como base para explicacdo de que as fontes
antropogénicas que emitem Hg° para a atmosfera sdo também responsaveis pela
deposicao de mercurio no solo e na agua (EPA,1997).

No solo o mercurio inorganico pode ser transformado em mercuario organico,
por um processo chamado de metilacdo, por acdo de bactérias que sdo mais ativas

nas regides superficiais do solo. O mercuario inorganico que sofre processo de



Introducéo 26

metilacdo da origem ao monometilmercario e posteriormente ao dimetilmercurio. O
monometilmercurio integra a cadeia trofica e também pode dar origem ao
dimetilmercario que é insoluvel, mas por ser volatil € emitido para a atmosfera e
posteriormente sera transformado em monometilmercurio e retornard ao meio
aquatico (Clarkson et al., 2003).

A contaminacgao dos oceanos e dos peixes dependem da regiao do oceano e
do tipo de peixe. O oceano pode ser dividido em trés areas chamadas: mar aberto
gue corresponde a 90% da area oceanica total; regido costeira e zona de
ressurgéncia que correspondem a aproximadamente 10% e 0,1% respectivamente.
Apesar da menor extensao da regido costeira e da zona de ressurgéncia € nelas que
ocorre quase toda a producéo de peixe (Rolfus & Fitzgerald, 1995).

Além de receber o monometilmercurio direto das aguas das chuvas, nos
oceanos e lagos também existe o mercurio inorganico que é transportado unido a
particulas que em regides com menor oxigenacao sofre a metilagdo e d4 origem ao
mercurio organico (monometilmercurio). Posteriormente as particulas com as quais o
mercurio esta unido sofrem deterioracédo e ocorre a liberacdo do mercurio (Fitzgerald
& Clarkson, 1991). Acredita-se que o monometilmercurio produzido em mar aberto e
em zonas de ressurgéncia e posteriormente transportado para regides com menos
de 100 metros de profundidade onde passa a integrar a cadeia alimentar (Mason &
Fitzgerald, 1993; Mason et al., 1995). Nestas regides algas e plantas possuem
concentracdo de mercurio maior do que a encontrada nas aguas e
consequentemente 0s peixes que se alimentam destas algas e plantas apresentam
concentragdo ainda maior deste metal. Na bacia amazbnica peixes carnivoros
apresentam maior concentracdo de mercurio e isso se deve a bioacumulacdo do
mercurio na cadeia alimentar. Além disso, peixes com grande longevidade também
apresentam alta concentragdo de mercurio porque a taxa de eliminagédo deste metal
pelo organismo € pequena (Malm et al., 1995; Akagi et al., 1995; Bidone et al.,
1997).

1.4 Formas de exposi¢cao ao mercurio

O mercurio tem a capacidade de se acumular (bioacumulacéo) e ter seu
efeito magnificado (biomagnificacdo) nos organismos. A bioacumulacdo do mercurio
é facilitada por sua lipossolubilidade que torna mais facil o transporte através das

membranas celulares, e por sua capacidade de reagir e se ligar a componentes
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intracelulares (UNEP 2002; WHO, 1996). A biomagnificagdo consiste no acumulo de
mercurio por niveis tréficos sucessivos, pois toda vez que um organismo que ocupa
um nivel inferior da cadeia alimentar estd contaminado com Hg o seu predador
apresentara concentragcbes comparativamente aumentadas. Os processos de
bioaculumacéo e biomagnificagdo tornam o mercurio um importante fator de risco a
saude humana (WHO 1990; Olivero et al., 1997; Boening, 2000).

O homem encontra-se no topo da cadeia alimentar e por isso uma das
principais formas da exposicdo humana ao mercurio se da por meio do consumo de
peixe contaminado com metilmercurio (Clarkson & Magos, 2006; McKelvey et al.,
2007). Em populagbes que utilizam o peixe como principal fonte de proteinas isso se
torna um importante problema de saude publica (Mahaffey, 2004, Clarkson et al.,
2003), pois tem sido observado que a exposicdo ao mercurio esta associada ao
aumento do risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, especialmente
do infarto agudo do miocardio (Salonen et al., 1995; Guallar et al., 2002). Apesar do
peixe ser rico em 0mega-3 que tem efeito cardioprotetor e reduz o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, este efeito parece ser inibido quando
consumido peixe contaminado com mercurio (Oomen et al., 2000; Dewalilly et al.,
2001; Chan & Egeland, 2004; Stern, 2005). Na maior catastrofe provocada pelo
consumo de peixe contaminado com metilmercdrio na cidade de Minamata o0s
individuos que consumiram peixes contaminados além de desenvolverem a doenca
de Minamata apresentavam hipertensdo arterial e disfuncdes hepaticas e
metabdlicas (Graeme & Pollock, 1998; Eto, 2000; Harada, 1995).

Os dentistas, seus auxiliares e individuos que utilizam restauracéo dentaria
com amalgama de mercurio também estdo frequentemente expostos ao vapor de
mercurio que é inalado e posteriormente absorvido (Clarkson et al., 1997). Isso
ocorre porque na restauracdo com amalgama aproximadamente 50% da amalgama
€ constituida de mercurio combinado com prata e zinco. Este tipo de restauracéo é
utilizada ha mais de 150 anos por ser mais resistente e ter menor custo do que
outros tipos de restauracdo. O uso deste tipo de restauracdo atualmente é muito
discutido devido o risco do mercurio para a saude e porque durante o processo de
mastigacao e ingestdo de liquidos quentes ocorre a liberacdo de vapor de mercurio
na cavidade oral. Estima-se que uma restauracdo com amalgama de mercurio libere
de 3 a 17 pg de vapor de mercurio por dia em concentracdes maiores do que as

recomendadas por organizacfes de saude (WHO, 1990; Sallsten et al., 1996;



Introducéo 28

Clarkson et al., 2003). A remocéao destas restauracdes também promove a liberacao
e aumento da concentracdo sanguinea de mercurio (Moulin et al., 1990). O numero
de restauragcdes com amalgama de mercurio esta relacionada a concentracdo
urinaria e sanguinea de mercurio e foi observado que individuos com mais de 10
restauragbes com amalgama de mercurio apresentavam concentracao urinaria de
mercurio duas vezes maior do que individuos sem restauracdo (Kingman et al.,
1998)

Ritchie et al. (2002) verificaram a concentracdo urinaria de mercurio e
realizaram testes psicomotores em um grupo voluntario de dentistas escoceses e
observaram que a concentragcdo média de mercurio foi de 6,8 ug de Hg/L e a
maxima de 55 pg de Hg/L, e que estes apresentavam pior resultado nos testes
psicomotores. Especula-se também que a exposicdo a baixas concentracbes de
vapor de mercurio esteja associada a alteracdes cognitivas, piora da memoria e
também pode ser a causa de piora de doencas de Alzheimer, Parkinson, esclerose
multipla e esclerose lateral amiotrofica (WHO, 1991; Clarkson et al., 2003). No
entanto, ainda hoje é questionado se este tipo de exposicdo realmente prejudica a
saude e este questionamento € valido porque apesar de estudos in vitro indicarem
gue o mercurio participa de processos bioquimicos que parecem estar envolvidos na
doenca de Alzheimer (Leong et al., 2001) estudos epidemiologicos ndo demonstram
associacado entre a restauracdo dentaria com amalgama de mercudrio e o
desenvolvimento de doencas degenerativas (Saxe et al., 1995; Bjorkman et al.,
1996; Ahlgwist et al., 1999).

Outra importante forma de exposi¢cdo humana ao mercurio ocorre por meio
do Timerosal que desde os anos 30 € utilizado como conservante de vacinas devido
a sua acao bactericida que se deve a acao do etil mercurio. Nos anos 90 diferentes
tipos de vacinas contendo timerosal foram utilizadas na imunizagdo de criancas em
todo o mundo e no final desta mesma década alguns autores chamaram a atencao
para o fato de que criancas nascidas nos Estados Unidos, nas quais era
administrada toda a série de vacinas recomendada, recebiam até 187,5 pg de etil
mercurio durante os seis primeiros meses de vida (American Academy of Pediatrics,
1999; Clements et al., 2000; Ball et al., 2001). Considerando o efeito cumulativo do
mercurio isso poderia exceder o limite de seguranca de 0,1 ug Hg/Kg/dia
recomendado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA, 1997)
e isso fez com que a Associacdo Americana de Pediatria recomendasse a retirada
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do Timerosal das vacinas administradas a criancas (American Academy of
Pediatrics, 1999). Isso ocorreu porque acreditavam que estas vacinas provocavam
hiperatividade, autismo e alteracdo no desenvolvimento neuromotor (Ball et al., 2001,
Hviid et al., 2003; Andrews et al., 2004).

1.5 Efeito toxico do mercurio

No século XIX ja haviam sido descritos casos de morte de envenenamento
por metilmercurio na Inglaterra (1860) quando este foi sintetizado, porém, somente
apos as grandes catastrofes ocorridas no Japéao (Eto, 2000) e no Iraque (Bakir et al.,
1973) é que foram evidenciados os grandes efeitos tdéxicos deste metal. Desde entédo
foi verificado que o mercurio tem efeito toéxico principalmente sobre o sistema
nervoso central (SNC) onde além de causar o desenvolvimento de doencas
degenerativas provoca disturbios no cérebro em desenvolvimento (Mutter et al.,
2004). Posteriormente foi verificada a relacdo entre exposicdo ao mercurio com o
aumento do risco de mortalidade por doenca renal (Hodgson et al., 2007) e mais
recentemente tem sido feita associacdo da exposicdo ao mercurio com O
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Salonen et al., 2000; Virtanen et al.,
2005; Houston, 2007).

Todas as formas de mercurio séo toxicas e o efeito toxico esté relacionado
ao tempo de exposicdo, a via de exposicdo e a forma quimica do metal (Zalups,
2000).

A seguir sdo descritos 0s principais sistemas acometidos pelos efeitos

toxicos do mercurio, bem como, os principais mecanismos de acao do mercurio.

1.5.1 Efeito do mercurio sobre o Sistema Nervoso Ce  ntral (SNC)

O interesse em conhecer os efeitos neurotdxicos e 0s mecanismos de acao
do mercurio esta historicamente associado a doen¢ca de Minamata. Na autépsia de
individuos portadores da doenca de Minamata foram encontradas altas
concentracfes de mercurio no cérebro (2,6 a 24,8 ppm) e as regides do encéfalo
mais acometidas eram as areas sensitivas (giro pré-central) e motoras (giro pos-
central), o cortex temporal e o cerebelo. A dilatacdo dos espacgos perivasculares,
morte neuronal, ativacdo da microglia e desmielinizacdo foram as alteracbes
estruturais mais observadas. Alteracdes semelhantes foram observadas em cérebros

de criancas expostas a grandes concentra¢des de metilmercario na vida intra-uterina
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(Choi, 1989; Ninomiya et al., 1995; Harada, 1995; Takeuchi et al., 1996). Apds a
exposicdo ao mercurio existe um periodo de laténcia, que pode variar de meses a
anos, até o inicio do aparecimento dos sintomas e o desenvolvimento das lesdes do
SNC (Rice, 1996).

No periodo pré-natal o SNC é mais sensivel ao efeito téxico do
metilmercurio. Cox et al. (1989) observaram em criancas iraquianas correlacéo entre
o0 nivel de exposicdo da mae ao metilmercurio durante a gestacdo e atraso
psicomotor. Resultado semelhante foi encontrado em criancas das Illhas Faroe onde
maior exposicdo pré-natal ao metilmercurio foi relacionada ao déficit de atencao,
memoaria, linguagem e funcdo motora (Grandjean et al., 1997, 1999).

A diferenca das alteracOes cerebrais promovidas pelo mercurio no periodo
fetal e no individuo adulto ndo é bem conhecida. No entanto, sabe-se que individuos
expostos ao metilmercurio no periodo pré-natal apresentam alteracdo na
citoarquitetura do cérebro e reducdo do numero de neurdnios tornando factivel a
hipétese que este metal interfira na divisdo e na migracdo celular. Esta hipotese é
corroborada por estudos que notaram que o metilmercario inibe a divisdo e a
migracao celular em experimentos “in vivo” e “in vitro” (Sager et al., 1984; Ponce, et
al., 1994; Kunimoto & Suzuki, 1997). Por sua grande afinidade com o grupo sulfidril
da tubulina o metilmercario inibe a organizacdo dos microtibulos que sao
importantes no desenvolvimento do SNC (Choi et al.,, 1981; Mottet et al., 1997;
Castoldi et al., 2000). Além disso, promove a liberagdo de radicais livres que atuam
sobre o DNA, lipidios e outros componentes celulares (LeBel et al., 1992). A
observacdo de que em estudos “in vitro” e “in vivo” antioxidantes como a vitamina E,
glutationa, catalase e o selénio tém efeito protetor contra a toxicidade do
metilmercurio evidencia que o efeito neurotdxico desta forma do mercurio parece
estar relacionado principalmente a maior producéo de radicais livres (Park et al.,
1996; Sarafian, 1999; Dare et al., 2000; Gasso et al., 2001). Por outro lado ja foi
observado que o metilmercurio também altera a homeostase intracelular de calcio
(Danbolt, 2001; Sirois & Atchison, 2000) e age sobre os astrocitos inibindo a
captacdo do glutamato promovendo aumento dos niveis de glutamato e da
estimulacdo glutamatérgica que pode levar a morte celular e neurodegeneracao
(Brookes, 1992; Aschner et al., 2000).

Alguns autores notaram que a exposicdo animal ao metilmercurio além de

promover alteragbes comportamentais causa alteragbes no sistema colinérgico
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levando a reducdo da atividade da acetilcolina transferase e da acetilcolinesterase
(Tsuzuki, 1981; Omata et al., 1982; Day et al., 2005; Weiss et al., 2005). Como a
transmissao colinérgica esta envolvida com funcdes cognitivas e comportamentais
estas alteracOes parecem ser 0 mecanismo pelo qual este metal promove disturbios
do comportamento em animais.

Outra forma de mercurio, o HgCl,, também possui efeito neurotdéxico que
parece estar associado ao aumento do estresse oxidativo, pois a exposicao de
neurdnios motores de camundongos e de astrocitos de ratos a este tipo de mercurio
promoveu aumento dos niveis das espécies reativas de oxigénio (Hussain et al.,
1997; Brawer et al., 1998; Konigsberg et al., 2001). O SNC é suscetivel ao aumento
das espécies reativas ao oxigénio porque possui menor capacidade antioxidante do
que outros tipos celulares (Philbert et al., 1991; Halliwell, 1992) e no SNC as
espécies reativas ao oxigénio agem sobre enzimas, proteinas, membranas lipidicas
e até sobre o DNA alterando vias de sinalizagdo intracelular necesséarias para a
sobrevivéncia dos neurénios (Maher & Schubert, 2000; Droge, 2002). E sabido que o
estresse oxidativo esta associado a etiologia de doencas neurodegenerativas como
a esclerose lateral amiotrofica, a doenca de Parkinson e o mal de Alzheimer (Beal,
2002; Chong et al., 2005).

Também foi observado que em células humanas o HgCl, inibe a ativacdo da
via da Jak-STAT por citocina, que € uma via de comunicacao intracelular que regula
a proliferacao e a diferenciacdo celular (Leonard & Oshea, 1998; Kisseleva et al.,
2002; Monroe & Halvorsen, 2006). Estes achados reforcam a hipdtese que o
mercurio tem acdo neurotoxica e provoca alteracdes com caracteristicas
semelhantes as encontradas em doencas neurodegenerativas como a Esclerose
Lateral Amiotréfica e o mal de Alzheimer.

Estudos epidemioldogicos que analisam o efeito téxico do mercurio, bem
como, as formas de exposicéo e também a concentracao e a disposicdo do mercurio
no corpo serviram como base para que a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos determinasse uma dose / limite oral diaria de metilmercario para
protecdo da saude humana, esta dose foi estimada em 0,1 pg/Kg/dia (EPA, 1997).
J& a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera tolerdvel uma ingesta diaria
de até 0,5 pg/Kg/dia (WHO, 1996). A diferenca de valores pode residir no fato de que

a agéncia americana baseou-se em estudos epidemiologicos realizados no Iraque
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enquanto a OMS utilizou dados de estudos realizados no Japdo (Castoldi et al.,
2003).

1.5.2 Efeito do mercurio sobre o Sistema Renal

Os rins desempenham importante papel na excrecdo de substancias toxicas
e também é o oOrgdo alvo favorito de muitas destas substancias por suas
caracteristicas anatémicas e fisiologicas como o grande fluxo sanguineo e a intensa
atividade enzimatica (Passow et al., 1961; Zalups 1991a, 1991b, 1993; Van Vleet &
Schnellmann, 2003).

O mercurio € uma importante substancia nefrotdxica que induz a faléncia
renal tanto em humanos como em animais experimentais e afeta principalmente os
tubulos proximais (Clarkson, 1997; Zallups, 2000; Stacchiotti et al., 2003) e o
conteudo intrarenal de mercurio esta relacionado com a gravidade das lesfes renais
e da nefropatia (Houser et al., 1992; Bohets et al., 1995; Burton et al., 1995). Pelletier
et al.,, (1987) e Bagenstose et al., (1999) observaram que apds exposi¢cdo ao
mercurio 0s animais desenvolviam glomerulonefrite mediada pelo sistema
imunolégico. Em humanos foi observado que a exposicdo ao mercurio elementar
(Hg®) provocava glomerulonefrite, disfuncéo tubular e sindrome nefrética (Becker et
al., 1962; Tubbs et al., 1982; Bernard & Lauwerys, 1989; Kobal et al., 2000).

Mais recentemente Hodgson et al. (2007) observaram que existe relacéo
entre a exposicdo a ambientes com mercurio e o maior risco de morte por doenca
renal. Inicialmente a exposicdo a baixas doses de mercurio pode resultar em
pequenas mudancas da funcéo renal que sdo compensadas, enquanto a exposi¢ao
a doses mais altas provoca maior dano a funcéo renal, podendo levar a morte por
doenca renal (Zalups & Lash, 1994; Remuzzi & Bertani, 1998, Hodgson et al., 2007).
No entanto, ainda ndo se sabe qual a dose e o tempo de exposi¢cado necessarios para
causar disfuncéo renal.

O aumento da excrecao de proteinas e o aumento da atividade de algumas
enzimas lisossomais na urina sao os primeiros indicadores de disfuncéo renal em
individuos expostos ao mercurio elementar (Barregard et al., 1988; Kobal et al.,
2000). Franko et al., (2005) observaram que individuos que trabalhavam em minas
de mercurio apés curto periodo de exposicdo apresentavam aumento na excrecao
de albumina, imunoglobulina G (IgG), ai-microglobulina indicando a possibilidade

deste individuos apresentarem uma moderada disfuncéo renal por disfuncao tubular
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em decorréncia da exposicdo ocupacional ao mercurio. Resultado semelhante foi
encontrado por Buchet et al. (1980) com trabalhadores da industria de cloro-alkali.

A grande afinidade do mercurio pelos grupos sulfidril parece estar
relacionado a disposicao deste metal nos rins e a seu efeito nefrotdxico. Isso explica
porque alteracdes intracelulares ou extracelulares dos grupos tidis podem afetar
tanto a captagdo renal como o efeito nefrotdxico do mercurio (Zalups & Lash, 1994).
Além disso, sabe-se que alteracdes mitocondriais (Fowler & Woods, 1977; Lund et
al., 1993; Stacchiotti et al., 2004), aumento da producéo de peréxido de hidrogénio e
da peroxidacao lipidica (Lund et al., 1993) e o estresse oxidativo associado a
deplecdo de glutationa (Gstraunthaler et al., 1983) sdo alguns dos mecanismos
associados ao efeito nefrotéxico dos compostos de mercurio.

Outro mecanismo relacionado a toxicidade renal do mercurio foi descrito por
Dieguez-Acuiia et al. (2001) e Woods et al. (2002) que observarm que o mercurio
(Hg*") em baixas concentracdes provocava reducdo da ativacdo do fator nuclear
kappa b (NFkB) que esta envolvido na inducéo de varios tipos de genes, em especial
daqueles envolvidos com a proliferacdo celular e processos anti-apoptoéticos. Além
disso, o efeito do mercurio sobre o NFkB pode tornar as células renais mais
susceptiveis ao efeito de outros agentes toxicos (Sha et al., 1995; Kretz-Remy et al.,
1996; Chen et al., 1999). Posteriormente, Dieguez-Acufia et al. (2004) observaram
que o mercurio (Hg®") além de inibir a ativacédo do NFkB em células do epitélio renal
promove o0 aumento da sensibilidade destas células a estimulos apoptéticos
produzidos por outros agentes.

O acumulo e os efeitos toxicos do mercurio nos rins sofrem influéncia de
varias substancias, dentre as quais podemos destacar o conteudo intracelular e
extracelular de glutationa e da metalotionina. Além disso, algumas substancias
guelantes como o DMPS (2,3-dimercaptopropanossulfato de sddio) e o DMSA (acido
dimercaptosuccinico) tém sido utilizados com o objetivo de prevenir ou reverter os

efeitos toxicos do mercurio (Zallups, 2000).

1.5.3 Efeito do mercurio sobre o Sistema Cardiovasc  ular

Durante décadas o0 mercurio teve seus efeitos tdxicos associados
principalmente aos sistemas nervoso central e renal. No entanto, apds Salonen et al.
(1995) demonstrarem dados epidemioldégicos que associavam exposicdo ao

mercurio com aumento da progressao da aterosclerose e maior risco para
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desenvolvimento de doenca cardiovascular maior importancia passou a ser dada aos
efeitos toxicos do mercurio sobre o sistema cardiovascular.

O trabalho de Salonen et al. (1995) foi o que promoveu maior impacto na
comunidade académica, no entanto, um dos primeiros estudos a associar exposi¢cao
ao mercurio a alteragbes cardiovasculares foi realizado na década de 70 por
Wojciechowski et al. (1975) que observaram que coelhos evoluiam com bradicardia,
trombose em artérias de pequeno e médio calibre, necrose nos musculos papilares e
no endotélio perivalvular, além de apresentar proliferacdo endotelial, processo
inflamatério e fibrose na aorta ascendente apdés inalar vapor de mercario. Em
estudos posteriores foi observado que coragdes de ratos quando expostos
agudamente a altas concentracdes de HgCIl, apresentavam arritmias, alteracdo na
conducédo atrio-ventricular, reducdo da presséo sistolica e do desenvolvimento de
forca (Massaroni et al., 1992; Vassallo et al., 1999). No entanto, quando eram
expostos a baixas concentracbes apresentavam aumento da pressao de perfusdo
coronariana (da Cunha et al., 2000) e reducdo da forca dos musculos papilares.
Além disso, foi observado que a exposicdo aguda a baixas doses de HgCl, promove
vasoconstricdo em artérias caudais de ratos (da Cunha et al., 2000; Wiggers et al.,
2008a).

Wakita (1987) e Carmignani et al. (1992) ja haviam observado que a
exposicao crbnica ao mercurio aumentava a resisténcia vascular e provocava
hipertensao arterial e Rossoni et al. (1999) notaram que a exposi¢cdo aguda a altas
doses de HgCI, promovia aumento da resisténcia vascular pulmonar e redugéo da
pressédo arterial de ratos. JA Machado et al. (2007) verificaram que a exposi¢ao
aguda a doses mais baixas de HgCIl, provocava aumento da pressao arterial e da
freqUéncia cardiaca de ratos. Os resultados destes estudos associados a trabalhos
como o desenvolvido por Golpon et al. (2003) que observaram que o mercurio
promove vasodilatacdo nas artérias aorta e pulmonar chamam a atenc¢éo para o fato
de que os efeitos do mercurio sobre o sistema cardiovascular ndo sédo totalmente
conhecidos e torna factivel a hipétese de que estes efeitos também dependem da
dose e do tempo de exposicao.

Em 1995 Salonen et al. acompanharam durante aproximadamente seis anos
pacientes do sexo masculino, de 42 e 60 anos de idade, que apresentavam
concentracdo média de mercurio nos cabelos de 1,9 pg/g e notaram maior risco de

desenvolvimento de doenca cardiovascular e de morte por qualquer causa nos
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individuos que apresentavam concentragdo de mercurio nos cabelos maior que 2,0
Mg/g. Este mesmo grupo de pesquisadores desenvolveu outro estudo onde também
observaram que maiores niveis de mercurio nos cabelos estavam associados ao
maior risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Além disso,
observaram pela primeira vez que altas concentracbes de mercurio atenuam 0sS
efeitos benéficos dos acidos graxos derivados dos peixes que sdo reconhecidos
como importantes protetores cardiovasculares (Rissanen et al., 2000). Estes
achados foram corroborados por Guallar et al. (2002) que notaram associag¢ao entre
maior concentracdo de mercurio nas unhas com a reducéo dos efeitos benéficos do
consumo de peixe e maior risco de desenvolvimento de infarto agudo do miocardio.

Virtanen et al. (2005) acompanharam pacientes por aproximadamente 14
anos e observaram associacao entre altas concentracdes de mercurio nos cabelos
com maior risco de desenvolvimento de evento cardiovascular, de morte por doenca
cardiovascular e e por outras causas. Outro dado importante deste estudo revela que
para cada micrograma de mercurio nos cabelos o risco de evento coronario agudo
aumentava em 11% enquanto o risco de morte por doenca cardiovascular e de morte
por doenga coronariana aumentava em 10% e 13% respectivamente. Além disso,
dosaram os acidos graxos DHA (&cido docosahexaendico) e DPA (acido
docosapentaendico), derivados dos peixes, e observaram associagdo entre o0s niveis
de mercurio no cabelo e os niveis de DHA e DPA, corroborando a hipétese de que
consumo de peixe contaminado era a principal forma de exposi¢cdo ao mercurio.

A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) é um importante fator de risco para o
desenvolvimento de outras doencas cardiovasculares como o acidente vascular
encefalico e a doenca arterial coronaria (Colins et al., 1990) e a hipétese de que a
exposicao ocupacional ao mercurio também esteja associada a hipertensao e outras
doencas cardiovasculares foi reforcada apos trabalhos de Boffeta et al. (2001) que
observaram que trabalhadores de minas de mercurio na Europa apresentavam maior
incidéncia de HAS (46%) e doencas cardiovasculares (36%), e Sorensen et al.
(1999) que notaram relacdo entre exposicdo ao mercurio e hipertenséao arterial em
criancas da ilhas Faroe, e observaram que o aumento da concentracdo de mercurio
no corddo umbilical de 1 para 10 g/L provocava incremento médio de 14% nas
pressoes sistélica e diastolica.

Outras alteracdes cardiovasculares em adultos e criancas foram associadas

a exposicdo ao mercurio pois adultos expostos ao mercurio no periodo pré-natal
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apresentavam reducdo da pressdo de pulso e aumento da frequéncia cardiaca de
repouso sugerindo que esta forma de exposicao parece estar associada a disfuncao
do sistema nervoso autonémico (Oka et al., 2003). Resultados semelhantes foram
descritos por Grandjean et al. (2004) que ao avaliar criancas de 7 e 14 anos
expostas ao mercurio no periodo pré-natal, notaram reducdo na modulacéo
simpética e parassimpética da frequéncia cardiaca.

No entanto, os mecanismos pelos quais o mercurio exerce efeito toxico
sobre o0 sistema cardiovascular ainda ndo foram totalmente esclarecidos, mas
acredita-se que o aumento do estresse oxidativo seja um destes mecanismos
(Virtanen et al., 2006), pois foi observado que a exposi¢cdo ao mercurio aumenta a
producédo de radicais livres em modelos animais (Jansson et al., 1993; Magos, 1997,
Clarkson, 1997) e isto pode ocorrer devido a participacdo do mercurio na reacao de
Fenton promovendo a formacao de radicais livres (Valko et al., 2006) e também por
promover a reducdo da atividade de enzimas anti-oxidantes como a glutationa
peroxidase. A reducédo da atividade da glutationa peroxidase esta associada ao fato
de que o mercurio se liga ao selénio reduzindo sua biodisponibilidade e
consequentemente reduz a atividade de enzimas como a glutationa peroxidase que
possuem a selénio em seu sitio ativo (Ganther et al., 1972; Cuvin-Aralar et al., 1991,
Rayman, 2000; Raymond & Ralston, 2004). Apesar de existirem quatro tipos de
glutationa contendo selénio em seu sitio ativo, somente a glutationa peroxidase 1
reduz o peréxido de hidrogénio em agua (Flohe, 1988; Arthur, 2000). Além disso,
uma das formas de eliminacdo do mercurio se da por meio da ligacdo com a
glutationa formando o complexo mercurio-glutationa (Zalups, 2000), isso faz com que
ocorra diminuicdo dos niveis de glutationa peroxidase que é um dos principais anti-
oxidantes (Raes et al., 1987; Ursini et al., 1995). A alta afinidade do mercurio pelos
grupos tiol pode levar a redugédo da ativacdo ndo s6 da glutationa peroxidase, mas
também de outras enzimas antioxidantes como a catalase e a superoxido dismutase
e a reducao da atividade antioxidante favorece a ocorréncia da peroxidacao lipidica e
aumenta o risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular (Naganuma et al.,
1980; Rungby & Ernst, 1992).

Salonen et al. (1995) detectaram que os niveis de mercurio sdo preditores
dos niveis de lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL). Particulas oxidadas de
LDL frequentemente sdo encontradas em lesdes ateroscleréticas e estdo associadas

ao desenvolvimento da doenca aterosclerotica (Hulthe et al., 2002; Metso et al.,
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2004; Wallenfeldt et al., 2004), insuficiéncia coronariana aguda (Ehara et al., 2001) e
€ um importante marcador para insuficiéncia coronariana (Toshima et al., 2000; Liu
et al., 2004). Como existem fortes evidéncias da associa¢cdo entre niveis de LDL
oxidado e desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Chisolm & Steinberg,
2000; Nishi et al.,, 2002) é plausivel acreditar que através do aumento da
peroxidacdo lipidica e dos niveis de LDL oxidado o mercurio facilita o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Outro mecanismo pelo qual o mercurio exerce efeito toxico sobre o sistema
cardiovascular se da pela inativacdo da “paraoxonase” (Gonzalvo et al., 1997), que &
uma enzima de alta densidade que retarda a oxidacao do LDL e tem importante acao
anti-aterosclerdtica (Mackness & Mackness, 2004). Também ja foi observado que o
mercurio prejudica a ativacdo e atenua os efeitos do NFkB, possivelmente por sua
ligacdo com o grupo sulfidril do NFKB (Shumilla et al., 1998; Dieguez-Acuia et al.,
2001). Como o NFkB é o principal fator de transcricdo da forma induzivel da sintase
do 6xido nitrico (INOS) (Xie et al., 1994) e como esta € uma das responsaveis pela
producdo de oOxido nitrico este pode ser um dos mecanismos pelos quais a
exposicdo ao mercurio pode afetar o sistema cardiovascular.

As evidéncias da existéncia de associacdo entre exposicdo ao mercurio e
maior risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares ndo sao refutadas nem
mesmo por autores como Hallgren et al. (2001) e Yoshizawa et al. (2002) que
desenvolveram estudos onde nao foi observada esta associacdo. No entanto, apesar
de vérios estudos apontarem a exposicdo ao mercurio como fator de risco para o
desenvolvimento de doenca cardiovascular os mecanismos pelos quais o mercurio

promove dano cardiovascular precisam ser melhor esclarecidos.

1.5.4 Outros sistemas

Grande parte da literatura sobre o mercurio esta relacionada aos efeitos
toxicos sobre os sistemas nervoso central, renal e cardiovascular, mas o mercurio
também exerce efeito sobre outros sistemas, dentre os quais podemos destacam-se
os sistemas imunoldgico, respiratério, hepatico e reprodutor.

Animais expostos cronicamente ao mercurio apresentam maior possibilidade
de desenvolver doencas auto-imunes e imunossupressoras (Kazantzis, 2002;
Hansson & Abedi-Valugerdi, 2004; Abedi-Valugerdi, 2008) que parecem estar
associadas ao aumento na producao de anticorpos, elevacdo das imunoglobulinas
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séricas, proliferacdo de linfocitos e ativacdo das células B e T (Sapin et al., 1977,
Mathieson, 1992; Bagentose et al., 1998; Zheng & Monestier, 2003). O sistema
respiratorio também sofre acdo do mercurio. Foi observado que individuos que
inalam altas doses de mercario frequentemente evoluem com insuficiéncia
respiratéria e apresentam lesdes pulmonares semelhantes as encontradas em
pacientes com sindrome da angustia respiratéria aguda (Rowens et al., 1991).

O sistema hepatico, responsavel pelo metabolismo de varias substancias
endodgenas e exogenas, também sofre os efeitos toxicos do mercurio que reduz a
atividade de algumas enzimas hepaticas além de reduzir os niveis de citocromo P-
450 (Alvares et al.,, 1972). Mais recentemente foi observada associacdo entre
exposicdo ao metilmercurio e anormalidade no sémen de homens pouco férteis
(Choy et al., 2002) e também relacdo inversa entre o0s niveis sanguineos de mercurio
e a qualidade do sémen (Meeker et al., 2008) demonstrando que o mercurio também

possui efeito toxico sobre o sistema reprodutor dos homens.

1.6 Ténus Vascular

A contracdo do coragdo gera o fluxo sanguineo através do sistema arterial
gue segue das artérias de grande calibre e baixa resisténcia para arteriolas de
pequeno calibre e alta resisténcia. A elasticidade da parede arterial e o diametro dos
vasos influenciam de forma importante no controle do fluxo sanguineo. Nas
arteriolas o fluxo sanguineo é dependente da contracdo do musculo liso vascular /
tbnus vascular onde a elevacdo do tonus reduz o didametro do vaso e
consequentemente aumenta a resisténcia vascular e dessa forma influencia
diretamente no fluxo sanguineo (Bevan & Laher, 1991).

Quando o tbénus vascular ndo estd adequado ocorrem alteracoes
circulatérias que podem culminar com a incapacidade de se manter o fluxo
sanguineo necessario para suprir as necessidades metabdlicas. Sendo assim, o
controle do tdnus vascular € muito importante e sabe-se que ele sofre influéncia da
inervacao e de substancias vasoativas circulantes e locais (Mellander, 1989; Feigl,
1989).

Em modelos animais a exposicdo ao HgCl, alterou o tbnus vascular
(vasoconstricdo ou vasodilatacéo) e alteracdes no endotélio vascular, no sistema
renina-angiotensina, na producdo de espécies reativas de oxigénio e de

prostandides da via da ciclooxigenase parecem ser 0s mecanismos envolvidos.
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Portanto, para o melhor entendimento dos efeitos e riscos da exposicao ao mercurio
sobre o sistema cardiovascular € essencial o conhecimento do endotélio vascular e
das vias que participam do controle do tono vascular (da Cunha et al., 2000; Golpon
et al., 2003; Wiggers et al., 2008a).

1.6.1 Endotélio Vascular

O endotélio vascular é formado por uma camada de células localizada na
interface entre o sangue e o musculo liso vascular. Inicialmente a importancia do
endotélio estava relacionada exclusivamente a seus efeitos sobre o tono vascular
mas atualmente é reconhecido que o endotélio atua como barreira permeavel
regulando o fluxo de nutrientes e substancias e também atua na manutencdo do
equilibrio entre trombose e fibrindlise através da liberacdo de substancias como a
prostaciclina, na inibicdo da proliferacdo de células do musculo liso vascular atraves
da liberacdo de Oxido nitrico e participa de respostas do sistema imunolégico
(Simionescu et al., 1975; Moncada et al., 1977; Andrews et al., 2001).

Por regular o diametro e o tono do vaso através da liberacéo de substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras participa do controle do aporte sanguineo, do
consumo de oxigénio e também do remodelamento vascular em diferentes érgaos e
sistemas (Furchgott & Vanhoute, 1989; Schechter & Gladwin, 2003; Deanfield et al.,
2007). As principais substancias vasodilatadoras derivadas do endotélio sdo: oxido
nitrico (NO), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), prostaciclina,
acetilcolina e a bradicinina. Enquanto a endotelina, os prostanoides derivados da via
da ciclooxigenase e a angiotensina Il sdo as principais substancias vasoconstritoras
(Maturana et al., 2007).

Alteracdes na funcéo endotelial (disfuncdo endotelial) aumentam o risco de
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e estdo associadas a doengas como
a Diabetes Mellitus, Hipertensdo Arterial, Insuficiéncia Cardiaca Congestiva,
Aterosclerose e Hipertensdo Pulmonar (Cannon Ill, 1998; Anderson, 1999; Mcintyre
et al., 1999; Triggle et al., 2003; Melo et al., 2004). O termo disfun¢do endotelial é
utilizado quando ha prejuizo na resposta vasodilatadora derivada do endotélio devido
a reducdo na producdo e/ou biodisponibilidade das substéncias vasodilatadoras
derivadas do endotélio, em especial, reducédo dos niveis ou da biodisponibilidade do
NO (Maturana et al., 2007).
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1.6.1.1 Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) foi identificado pela primeira vez por Palmer et al. (1987)
e em 1992 foi considerada a “molécula do ano” pela revista Science. A importancia
da descoberta do NO e de sua acéo sobre o sistema cardiovascular fez com que os
pesquisadores envolvidos na descoberta recebessem o Prémio Nobel de Medicina e
Fisiologia.

A geracdo do NO da-se a partir da L-arginina pela acédo da trés diferentes
isoformas da sintase do Oxido nitrico: sintase do NO endotelial (eNOS), sintase do
NO neuronal (NNOS) que sdo constitutivas e a sintase do 6xido nitrico induzivel
(INOS) que quando estimulada é expressa varios tipos de células (Bredt et al., 1991,
Lamas et al., 1992; Xie et al., 1992). Para gerar o NO é necessario a presenca de L-
arginina, oxigénio (O,), NADPH (adenina dinucleotideo fosfato) e tetrahidrobipterina
(BH;) (Mayer & Hemmens, 1997). Depois de formado o NO difunde-se para as
células do musculo liso vascular e ativa a guanilato ciclase produzindo aumento da
concentracdo de GMPc e ativacao de kinases dependentes de GMP que reduzem a
concentragdo de calcio intracelular e produzem vasodilatacdo (Moncada et al.,
1991). A producao do NO via ativagdo da eNOS pode ser estimulada pelo estresse
de cisalhamento e também pela acdo de moléculas de sinalizacdo como bradicinina,
adenosina, serotonina e fator de crescimento vascular endotelial (Corson et al.,
1996; Govers & Rabelink, 2001; Forstermann & Munzel, 2006). Os efeitos mediados
pelo NO dependem da expressdo da NOS, da biodisponibilidade de fatores que
regulam a atividade da NOS e das espécies reativas do oxigénio (Chatterjee &
Catravas, 2008).

A reducao na producdo ou na biodisponibilidade de NO pode ser um dos
mecanismos que contribui para o aumento da resisténcia vascular periférica e o
desenvolvimento da Hipertensdo em diferentes modelos experimentais e também em
humanos (Mcintyre et al., 1999). Em pacientes portadores de hipertensao
renovascular foi observado que o aumento do estresse oxidativo parece ser
responsavel pela disfuncdo endotelial por reduzir a liberacdo de NO (Higashi et al.,
2002).

O equilibrio entre os niveis de anion superoxido e a liberagdo de NO é
essencial para manter a funcao endotelial normal (Fraga et al., 1990; Nakae et al.,
1997). No entanto, um dos principais mecanismos para a reducdo da

biodisponibilidade de NO ¢é a interacdo deste com o anion superoxido, pois quando
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0s niveis de anion superoxido estdo elevados ocorre competicdo do NO com a
superéxido dismutase (SOD) pelo anion superéxido (O, ") e como a reacdao do NO
com o O, é aproximadamente seis vezes mais rapida que a reacdo deste com a
SOD, o NO torna-se um “scavenger” de anion superdxido muito mais potente que a
SOD e isto leva a reducdo da biodisponibilidade do NO e a geragdo do peroxido
nitrito (ONOQO") que € um potente agente oxidante (Rubany & Vanhoute, 1986;
Koppenol et al., 1992; Beckman & Koppenol, 1996).

O aumento da producdo de O, associado a reducdo da capacidade anti-
oxidante e a disfuncdo endotelial também é observado em condicbes de
hiperglicemia e Diabetes. Em modelos experimentais de Diabetes a disfuncao
endotelial é revertida por “scavenger” de O, e este parece ser mais um modelo
experimental onde a disfungéo endotelial ocorre por reducdo da biodisponibilidade
do NO provocada pelo anion superéxido (Rosen et al., 1995; Ceriello et al., 1996).

Resultados semelhantes tém sido observados em estudos in vitro e in vivo
com diferentes tipos de células e leitos vasculares onde a exposicdo ao mercurio
promove aumento do estresse oxidativo e disfuncdo endotelial, disfuncéo esta
possivelmente promovida pela reducédo da biodisponibilidade do NO devido a acao

das espécies reativas do oxigénio (Wolf & Baynes, 2007; Wiggers et al., 2008a).

1.6.1.2 Via da Ciclooxigenase (COX)

Os prostandides derivados da via da ciclooxigenase atuam sobre o leito
vascular promovendo tanto a vasoconstricdo como a vasodilatacao e, por isso, estao
diretamente relacionados ao controle do tono e da reatividade vascular em
condicBes fisiologicas e patoldgicas. A producdo destes prostandides depende da
disponibilidade de &acido araquidonico e da atividade das ciclooxigenases e das
sintases das prostaglandinas (Davidge, 2001; Adeagbo et al., 2005; Alvarez et al.,
2005, 2007).

Existem duas isoformas da ciclooxigenase, denominadas ciclooxigenase-1
(COX -1) e 2 (COX-2) que realizam a sintese das prostaglandinas (PG) e do
tromboxano A, (TXA,). A isoforma constitutiva, COX-1, € expressa em muitos tecidos
e sintetiza pequenas quantidades de PGs e tem como principal funcdo a
manutencdo das fungdes fisiologicas (Smith et al., 1996). A COX-2 é a isoforma

induzida por estimulos pro-inflamatorios, citocinas, fatores mitogénicos e
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endotoxinas e tem a expressdo relacionada principalmente com processos
inflamatorios (Wu, 1995, Antman et al., 2005). As isoformas da COX convertem o
acido araquidénico em Prostaglandina H, e esta por acdo de sintases especificas &
convertida em prostaglandina E, (PGE,), prostaglandina I, (PGIl,), prostaglandina F,a
(PGF20), prostaglandina D, (PGD;) ou TXA, (Mardini & FitzGerald, 2001).

Os prostandides sao liberados apds serem sintetizados e vao se unir a
receptores acoplados a proteinas G. Existem oito diferentes tipos de receptores para
os prostandides da COX, assim denominados: EP;, EP,, EP3, EP4, IP, FP, DP e TP.
A PGE; une-se aos receptores EP enquanto a PGI, une-se ao IP, a PGF,a une-se
ao FP, a PGD; une-se ao DP e o TXA; une-se ao receptor TP. Ap0s a unido com 0s
respectivos receptores os prostandides vao exercer seus efeitos sobre o leito
vascular. Os receptores EP,, EP4, IP e DP quando ativados pelos prostandides
estimulam a adenilato ciclase, promovem aumento do AMPc e relaxamento do
musculo liso vascular. Os receptores EP;, EP3, FP e TP quando ativados promovem
a contracdo do musculo liso vascular por distintos mecanismos. Os receptores EP1,
FP e TP promovem vasoconstriccdo pelo aumento dos niveis de Ca?* intracelular,
enquanto os receptores EP3 inibem a adenilato ciclase, reduzem os niveis de AMPc
e promovem a vasoconstriccdo (Funk, 2001; Wright et al., 2001). Apesar da
especificidade da maioria dos receptores dos prostandides derivados da via da COX,
o receptor TP (do TXA;) também pode ser estimulado pelos prostandides PGE,,
PGI, e PGF.a (Williams et al., 1994).

Além da participacdo da COX na manutencdo de condicdes fisioldgicas,
atualmente € bem conhecida a implicacdo dos prostandides derivados desta via no
processo patologico de véarias doengas que cursam com processos inflamatorios e
também em enfermidades cardiovasculares e renais (Vane et al., 1994; Schonbeck
et al., 1999; Wu et al., 2005). Em modelos experimentais de hipertensao foi notada
maior expressdo da COX-2 e maior participacdo dos prostanoides contrateis
derivados desta via na resposta vascular a fenilefrina (Alvarez et al., 2005).

A exposicado aguda ao mercurio ativa a enzima conversora da angiotensina
(ECA) (Wiggers et al., 2008a) e foi recentemente demonstrado que em ratos
hipertensos a angiotensina Il, via ativacdo de receptores AT, promove aumento da
participacdo de mediadores contrateis derivados da COX-2 na resposta vascular a

fenilefrina (Alvarez et al., 2007). Além disso, foi notado que a exposi¢cao ao mercurio



Introducéo 43

promoveu vasoconstricdo e aumento da resposta vasoconstritora a fenilefrina na
artéria caudal de ratos, sendo estas alteracbes associadas aos prostandides
contrateis derivados da via da COX e a maior producéo de radicais livres (da Cunha
et al., 2000; Wiggers et al., 2008a). No entanto, o efeito das diferentes formas de
mercurio sobre a producédo dos prostandides derivados da via da COX ainda € muito
discutido, pois o mercurio tem apresentado efeitos distintos em diferentes tipos
celulares. Na medula renal o metilmercurio provocou reducdo de PGE, e PGE.a
(Fujimoto et al., 1986), enquanto nos glomérulos e nas células glomerulares oHgCl,
aumenta a producéo de PGE; (Sraer et al., 1982). Além disso, o efeito citotdxico do
metilmercurio nas células do endotélio vascular sdo mediadas pela ativacdo da
fosfolipase A, (Mazerik et al., 2007).

1.6.1.3 Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina desempenha papel vital no controle da funcéo
dos sistemas cardiovascular e renal, pois a angiotensina Il, principal substancia
efetora deste sistema, participa do controle do tono vascular e na manutencéo da
pressado arterial em niveis adequados. No entanto, o aumento do estimulo e dos
niveis circulantes de angiotensina Il cronicamente pode causar hiperplasia e
hipertrofia do musculo liso vascular e levar ao desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares e renais (Geisterfer et al., 1988; Metha & Griendling, 2007).

O substrato do sistema renina-angiotensina € uma a-glicoproteina chamada
angiotensinogénio que é liberada pelo figado na circulacdo e por acdo da renina,
secretada pelas células justaglomerulares dos rins, € clivado em um decapeptideo
chamado angiotensina |. Este decapeptideo por sua vez sofre a agcdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA), que € expressa principalmente nas células
endoteliais do pulméao, e é transformado em um octapeptideo chamado angiotensina
Il. A angiotensina Il atua diretamente sobre receptores especificos localizados nas
células do musculo liso vascular ou atua através da liberacdo de aldosterona pela
estimulacdo da adrenal (Quinn & Williams, 1988; Hackenthal, et al., 1990;
Deschepper, 1994; Hall, 2003; Persson et al., 2004).

Foi identificada posteriormente outra enzima participante deste sistema, uma
carboxipeptidase, denominada enzima conversora da angiotensina Il (ECA II) que
cliva tanto a angiotensina | como a angiotensina Il em um metabdlito chamado

angiotensina 1-7 que tem propriedades vasodilatadoras. Tanto a ECA | como a ECA
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Il s&o importantes no controle dos niveis de angiotensina Il (Crackower, et al., 2002;
Danilczyk & Penninger, 2006). Porém outras peptidases também podem degradar a
angiotensina Il em agiontensina lll e angiotensina 3-8 (Carey & Siragy, 2003).

Os efeitos mais conhecidos da angiotensina Il sdo mediados principalmente
pelos receptores da angiotensina tipo 1 (AT;) que sdo amplamente distribuidos por
todos os 6rgdos. No entanto, os receptores da angiotensina tipo 2 (AT,) quando
estimulados antagonizam os efeitos dos receptores AT; e exercem efeito anti-
proliferativo e anti-apoptotico. Os receptores AT, sdo importantes na regulacdo do
crescimento, na diferenciagdo e na regeneracdo do tecido nervoso, mas apos o
nascimento ocorre reducdo da sua expressao, expressao esta que pode ser induzida
em algumas condicfes patologicas (Griedling, et al., 1996; Steckelings et al., 2005).

A unido da angiotensina Il ao receptor AT; ativa vias mediadas por proteinas
G, tirosinas-quinases e por receptores nao-tirosina-quinases. A angiotensina I
também exerce efeito sobre leito vascular através da geracdo de espécies reativas
de oxigénio por meio da ativacdo da NADPHoxidase. Além disso, ativa a PKC e a
MAPsK que estdo implicadas na hipertrofia e no crescimento celular (Suzuki et al.,
2005).

A via mediada pela proteina G ativa as fosfolipases C (PLC), A; (PLA), D
(PLD) e as lipooxigenases. A ativacdo da PLC produz inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3; ap0Os se ligar ao receptor no reticulo sarcoplasmatico
aumenta o influxo de calcio para o citoplasma onde este se liga a calmodulina
ativando a miosina quinase de cadeia leve que fosforila a miosina de cadeia leve e
aumenta a interacdo entre actina e miosina causando a contra¢cdo do musculo liso
vascular. J& o DAG ativa a PKC que fosforila a bomba Na'/K* que aumenta o pH
durante a contragdo do musculo liso vascular (Vallega et al., 1988; Ushio-Fukai et al.,
1999).

A ativacdo da PLA; leva a producdo do acido araquiddnico e dos
prostandides derivados da via da COX que participam do controle do tono vascular
por meio de estimulos vasodilatadores (PGl, e PGE;) e vasoconstritores (TXA2). A
PLD quando ativada provoca a hidrélise da fosfatidilcolina em colina e &cido
fosfatidico que € rapidamente convertido em DAG que aumenta a ativagdo da PKC e
sustenta a contracdo do musculo liso por mais tempo. A angiotensina Il também

ativa a via das lipooxigenases onde media a formacdo de leucotrienos que sao
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vasoconstritores associados a doencgas inflamatorias e a hipertenséo arterial (Touyz
& Schiffrin, 2000; Sarkis et al., 2004).

A angiotensina Il além de alterar a reatividade vascular exerce importante
acao pro-inflamatoéria na parede vascular através da producédo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), citocinas inflamatérias e moléculas de adesdo (Schiffrin &
Touyz, 2004; Cheng et al., 2005; Pauletto & Rattazzi, 2006) que participam das
respostas inflamatoérias presentes nas doencas vasculares. A angiotensina Il também
estimula a liberacdo de prostaglandinas em células do muasculo liso, e também em
outros tipos celulares, através da ativacao da fosfolipase A, (Freeman et al., 1998).
Além disso, a angiotensina Il regula a producdo de prostandides e a expresséo da
COX-2 em células do musculo liso vascular (Ohnaka et al., 2000; Hu et al., 2002,
Alvarez et al.,, 2007) e em fibroblastos adventiciais através da ativacdo dos
receptores AT, (Beltran et al., 2009). Devido a isto alteracbes no sistema renina-
angiotensina estao associados ao desenvolvimento de doengas como aterosclerose,
hipertensdo arterial e insuficiéncia renal e cardiaca (Rajagopalan et al., 1996;
Griendling et al., 2000; Ohtsu et al., 2005).

A possibilidade da exposi¢cdo ao mercurio promover alteragdes no sistema
renina-angiotensina tem sido corroborada por experimentos in vivo que revelam que
a exposi¢cdo ao mercurio promove aumento dos niveis plasméticos de renina (Bidani
et al.,, 1980), e experimentos in vitro onde foi observado que o mercurio além de
promover aumento da atividade da enzima conversora da angiotensina (Wiggers et
al., 2008a) exerce efeito direto sobre as células justaglomerulares estimulando a

liberacao de renina (Kozma et al., 1996).

1.6.1.4 Espécies reativas do oxigénio e estresse ox idativo

A mitocondria além de ser fonte geradora de energia (ATP) é também a
principal geradora de espécies reativas de oxigénio (EROs) em condigbes
fisiologicas e patologicas (Lee & Wei, 2007). Outras importantes fontes geradoras de
EROs sédo as xantina oxidases, mieloperoxidases, ciclooxigenases, lipooxigenases,
NOS e as enzimas da familia das NADPHoxidases (Mueller et al., 2005; Bedard &
Krause, 2007; Koh et al., 2009).

Todos os tipos de células vasculares podem produzir EROs que séo
moléculas derivadas do metabolismo do oxigénio, altamente reativas e que

participam da ativacdo e inativagdo de muitas vias de sinalizacdo. Em condi¢cbes
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normais, estas espécies, sdo encontradas em baixos niveis no interior da célula e
sdo constantemente geradas e destruidas por sistemas enddgenos e estimulos
ambientais. O adequado equilibrio entre a geracdo e a inativacdo das EROs é
necessario porque estas espécies modulam a funcédo vascular, seja por acao direta
causada pelo estresse oxidativo ou por ativar vias de sinalizacao intracelulares que
provocam a proliferacdo celular, remodelamento vascular, desenvolvimento de
processo inflamatério e alteracdo no ténus vascular (Szasz, 2007).

O 0,7, o mais importante EROs do sistema vascular, é formado pela
reducdo univalente do oxigénio que € mediada por enzimas como a NADPHoxidase
e xantinas oxidases. ApoOs ser formado o anion superoxido além de exercer seus
efeitos em diferentes vasos e 6rgdos pode dar origem a outras EROs. O O, reage
com o NO, inativa-o e da origem ao peroxido de nitrito (ONOQO") e por acdo da SOD
0 O, é dismutado em peroxido de hidrogénio (H,O,) e este pode ser convertido em
agua por acao da glutationa peroxidase (GPx) ou da catalase. O H,O, regula vias de
sinalizacdo que levam a contracdo e ao crescimento do musculo liso vascular,
migracdo e inflamacdo. O H,O, também pode ser metabolizado pela
mieloperoxidase e formar o acido hipocloroso (HOCI) ou reagir com metais de
transicdo e dar origem ao radical hidroxila (OH). (Griedling et al., 2000; Szocs et al.,
2002). O 0", o peroxido de nitrito e o radical hidroxila sdo as EROs mais instaveis e
reativas enquanto o peréxido de hidrogénio € a mais estavel (Droge, 2002; Taniyama
& Griendling, 2003).

A NADPHoxidase, uma das principais fontes geradoras de anion superoxido,
€ constituida por diferentes subunidades: gp91phox, p22phox, p47phox, p67phox,
p40phox e rac2 (proteina G de baixo peso molecular), porém, a p22phox é a
subunidade essencial para o adequado funcionamento da NADPHoxidase.
Acreditava-se que estas enzimas eram expressas somente nos fagocitos, no
entanto, foram descobertos homologos da gp91phox que fazem parte da familia Nox
da NADPHoxidase, que é composta pela Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, Duoxl e
Duox 2 que sé@o expressas em Varios tecidos e estdo ligadas a funcbes bioldgicas
relacionadas com a defesa e o crescimento celular (Lassegue & Clempus, 2003;
Geiszt, 2006; Griendling, 2006).

Outra fonte geradora de EROs é a xantina oxidase que utiliza a xantina,
hipoxantina ou a NADH na geragdo de EROs enquanto a mieloperoxidase além de
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formar EROs utiliza o NO para gerar espécies reativas de nitrogénio provocando
reducdo da biodisponibilidade do NO e aumento do estresse oxidativo (Harrison,
2002; Gaut et al., 2002). As trés isoformas da NOS também podem promover a
formacdo de O, quando estdo desacopladas. Na eNOS o desacoplamento é
causado pela auséncia dos co-fatores L-arginina e tetrahidrobiopterina (BH,)
(Vasquez-Vivar et al., 1998; Andrews & Mayer, 1999).

Diferentes tipos de mecanismos intracelulares e extracelulares associados a
atividades enziméticas compdem o sistema antioxidante que se contrapfde a acao
das EROs e do estresse oxidativo. Nos vasos as trés isoformas da SOD, a catalase
e a glutationa peroxidase constituem o principal sistema antioxidante. As diferentes
isoformas da SOD catalizam a rea¢do que transforma o anion superéxido em H,0, e
O,, sendo a SOD extracelular (ECSOD) a isoforma mais encontrada nos vasos. A
glutationa peroxidase, que é importante em baixos niveis de estresse oxidativo,
transforma o H,O, em H,0O. Enquanto a catalase, importante antioxidante
intracelular, € mais efetivo quando o estresse oxidativo estd em altos niveis e
participa da reacédo que transforma o H,O, em H,O e O,. (Sindhu et al., 2005; Cali,
2005; Gongora et al., 2006).

Situacdes onde ocorre aumento da producdo de EROs, reducédo da atividade
do sistema antioxidante e aumento do estresse oxidativo estdo associadas ao
desenvolvimento de enfermidades como o cancer, artrites, doengas
neurodegenerativas e cardiovasculares (Griendling & Fitzgerald, 2003; Valko et al.,
2006).

A capacidade de o mercurio aumentar o estresse oxidativo parece estar
relacionada a sua participacdo na reacdo de Fenton causando aumento da producéo
de espécies reativas de oxigénio. Além disso, este metal possui grande afinidade
com os grupos sulfidril (-SH) e pode causar a inativacdo de antioxidantes que
possuem composto tiol. O mercurio também pode unir-se ao selénio provocando a
reducdo da atividade de enzimas antioxidantes, pois impede que o selénio sirva de
co-fator para enzimas como a glutationa peroxidase (Naganuma et al., 1980; Cuvin-
Aralar & Furness, 1991, Su et al., 2008). Ja foi notado que a exposi¢cdo ao
metilmercurio promove aumento do estresse oxidativo no cérebro, cerebelo, rins e
figado de camundongos (Huang et al., 2008; de Freitas et al., 2009) e que o HgCl,
também exerce efeito nefrotoxico, em ratos, através do aumento do estresse

oxidativo (Fouda, et al.,, 2008). Também j& foi observado que a exposicdo ao
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mercurio promove aumento da producdo de EROs em diferentes tipos de células
(Kishimoto et al., 1995; Park & Park, 2007; Wolf & Baynes, 2007) e em varios 6rgaos
e sistemas (Miller & Woods, 1993; Huang et al., 1996; Mahboob et al., 2001; Reus et
al., 2003; Kim & Shama, 2004; Houston, 2007).

Além de estimular a geracdo de espécies reativas do oxigénio o mercurio
também pode promover alteracbes nos sistemas antioxidantes e por meio destas
alteracdes exerce efeito toxico sobre diferentes sistemas podendo causar doencas
neuroldgicas, renais, imunolégicas e cardiovasculares. (Clarkson et al.,, 2003;
Virtanen et al., 2005; Magos & Clarkson, 2006; Vas & Monestier, 2008).

1.6.1.5 Outros fatores
1.6.1.5.1 Endotelina

A endotelina é uma das substancias vasoativas mais importantes no controle
do tono vascular e das trés isoformas conhecidas, a endotelina 1 (ET-1) € a que tem
maior efeito vasoconstritor e também é a principal isoforma encontrada no endotélio
e no sistema cardiovascular. Apesar de ser produzida primariamente pelo endotélio,
células do musculo liso vascular, fibroblastos, cardiomiocitos, células do epitélio
tubular renal, macrofagos e leucécitos também podem produzi-la (Yanagisawa et al.,
1988; Kohan, 1997).

A ET-1 exerce seus efeitos ap0s unir-se a seu receptor especifico e
atualmente sdo conhecidos dois subtipos de receptores denominados: ETa e ETs.
Nas células do musculo liso vascular sao expressos 0s receptores ETa, que media
vasoconstricdo e mitogénese, e ETg, que media tanto a vasoconstricdo como a
vasodilatacdo. Enquanto nas células endoteliais sdo expressos primariamente 0s
receptores ETg que induzem a vasodilatacao (Schiffrin, 2005). Ao unir-se ao receptor
ETa a ET-1 promove a vasoconstricdo através da ativagdo da fosfolipase C, da
proteina quinase C (PKC) e dos canais de Ca*" dependentes de voltagem que
aumentam os niveis intracelulares de Ca?*. Enquanto a unido com o receptor ETg
ativa a fosfolipase A, e a guanilato ciclase que estimulam a liberacdo do NO e da
prostaglandina I, (PGly) promovendo a vasodilatacdo (Villar et al., 2005).

Aumento da pressédo arterial, reducdo da frequéncia cardiaca, do volume
sistélico e do deébito cardiaco e vasoconstricdo em diferentes leitos vasculares sao
alguns dos efeitos da ET-1 observados em humanos. Por sua potente acéo

vasoconstritora e por seus efeitos pro-inflamatorios e pro-fibréticos acredita-se que a
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ET-1 contribua para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares como a
insuficiéncia coronariana, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca (Love et al., 2000;
Bohm & Pernow, 2007; Dhaun et al., 2008).

1.6.1.5.2 Fator Hiperpolarizante Derivado do Endoté lio (EDHF)

Além da via do NO e da prostaciclina existe uma outra via através da qual o
endotélio promove a vasodilatacdo. Nesta terceira via a vasodilatacdo esta
associada a hiperpolarizacédo das células do musculo liso vascular que ocorre devido
a ativacdo de canais de K" dependentes de Ca?* por substancias liberadas pelo
endotélio que sdo chamadas de fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio
(EDHF). Séo conhecidos dois mecanismos pelos quais se explica como a ativacao
dos canais de K' dependentes de Ca®" hiperpolariza células do musculo liso
vascular, sdo eles: a) transmisséo via gap junctions, da hiperpolarizacao das células
endoteliais para as células do musculo liso; b) ativacdo de condutores de potassio ou
da bomba Na'K*-ATPase pelo acimulo de K* no espaco extra-celular. (Félétou &
Vanhoutte, 2008).

Apesar de sO serem considerados EDHF as substancias que promovam a
hiperpolarizagdo das células do musculo liso vascular via hiperpolarizacdo das
células endoteliais ou mediante ativacdo dos IK(Ca) e / ou SK(Ca), encontrados
principalmente no endotélio vascular. Substancias como os ions K*, H,O, e os
acidos epoxieicosatrienoicos e dihidroxieicosatrienoicos (derivados do acido
araquidénico) que promovem a hiperpolarizacdo das células do musculo liso
vascular, mas que ainda ndo tem confirmada acdo mediante estes mecanismos,
continuam sendo chamados de EDHF (Bryan et al.,, 2005; Félétou & Vanhoutte,
2008).
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1.7 Justificativa

A exposicdo humana ao mercurio ocorre principalmente através do consumo
de peixe contaminado, uso de restauracdo dentaria com amalgama de mercurio,
exposicdo ocupacional e também por viver em areas contaminadas. Nestas
situacdes o individuo frequentemente € exposto cronicamente a baixas
concentragdes de mercuario. Nos anos 60 foram desenvolvidos os primeiros estudos
para investigar os efeitos téxicos do mercurio, e uma vez estabelecido seu grande
poder toxico passaram a ser desenvolvidos experimentos cientificos para esclarecer
0S mecanismos através do quais este metal age. Nestes estudos, “in vitro” ou “in
vivo”, frequentemente € feita exposicdo a altas concentracbes de mercurio e nos
poucos estudos realizados com baixas concentracdes o tempo de exposicdo ao
metal ndo ultrapassa ha uma hora.

Nestes estudos, ndo ocorre exposicdo semelhante a exposicdo humana a
este metal e considerando que o efeito toxico do mercurio parece estar diretamente
relacionado ao tempo e ao nivel de exposicdo, torna-se necessario e essencial o
desenvolvimento de um modelo experimental onde o animal fosse exposto
cronicamente, de maneira controlada, a baixas doses de mercurio. Além disso, o
controle do nivel sanguineo de mercurio é necessario para confirmar que este animal
esteve exposto a niveis semelhantes ao de humanos. Um modelo experimental
assim desenvolvido permitira, pela primeira vez, que sejam investigados os efeitos
toxicos do mercurio, bem como, 0s mecanismos pelos quais este metal exerce
efeito, sobre o sistema cardiovascular em condicbes semelhantes aquelas

encontradas em humanos frequentemente expostos ao mercurio.
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I OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver modelo experimental de exposicdo a baixas concentracdes de
cloreto de mercurio (HgCl,) e investigar as possiveis alteracfes promovidas, pela
exposicdo ao HgCl,, na reatividade vascular da artéria aorta toracica e no

comportamento da presséao arterial.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar o efeito do HgCl,, em concentracdo plasmética semelhante as
encontradas em humanos expostos ao mercurio, sobre 0 comportamento da pressao
arterial de ratos acordados;

Avaliar se a exposicdo cronica ao HgCl, promove alteragcdo na reatividade
vascular a fenilefrina da artéria aorta toracica;

Verificar se o tratamento com HgCl, altera a participacdo do endotélio na
resposta contratil a fenilefrina;

Estudar a participacdo das espécies reativas ao oxigénio, dos prostandides
derivados da via da ciclooxigenase-2 e do sistema renina-angiotensina na
reatividade vascular a fenilefrina da artéria aorta de ratos expostos ao HgCly;

Analisar se a exposicdo cronica ao HgCl, altera a atividade plasmatica da
enzima conversora da angiotensina;

Avaliar se a exposicdo ao HgCl, altera a expressdo protéica da isoforma
endotelial da sintase do O6xido nitrico, da ciclooxigenase-2, do receptor da
angiotensina AT; e das isoformas extracelular, cobre-zinco e manganés da
superoéxido dismutase;

Verificar se em anéis de artéria aorta toracica as respostas vasodilatadoras
dependentes e independentes do endotélio sdo alteradas pela exposi¢cao cronica ao
HgCly;

Analisar as possiveis alteracbes estruturais na artéria aorta toracica

promovidas pelo HgCls.
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lIl MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais experimentais

Na realizacdo deste estudo foram utilizados ratos machos, Wistar que no
inicio do estudo tinham trés meses de idade e pesavam entre 250 — 300 g. Os
animais foram cedidos pelo biotério da Facultad de Medicina da Universidad
Autonoma de Madrid. Durante o tratamento os ratos permaneciam em gaiolas com
temperatura e umidade constantes, e ciclo claro-escuro de 12:12 h. Os animais

tinham livre acesso a racao e agua.

3.2 Desenvolvimento do modelo experimental
3.2.1 Modelo experimental

Os ratos foram divididos de forma aleatéria em dois grupos experimentais,
chamados: Controle e Mercurio. Os animais do grupo Mercurio receberam
diariamente, durante trinta dias, injecbes intramusculares (im.) de HgCl, na face
interna das patas traseiras, sendo a primeira dose de 4,6 pg/kg e as doses
subsequentes de 0,07 pg/kg/dia. Os animais do grupo Controle receberam
diariamente, injecdo im. nas patas traseiras, de solucdo salina durante os trinta dias
de tratamento.

Com o objetivo de determinar se a exposicao crénica ao mercurio exerce
efeito sobre o consumo diario de agua e excrecao urinaria alguns animais foram
colocados em gaiolas metabolicas, durante 24 horas, no primeiro e ultimo dia do
protocolo de tratamento, dias O e 30 respectivamente. Todos 0s animais foram
submetidos a processo de adaptacdo a gaiola metabdlica durante periodo de 24
horas.

Este trabalho foi desenvolvido segundo o Consenso de Uso e Protecdo de
Animais de Laboratério da National Institutes of Health (NIH Pubblication N° 85 - 23
revisado em 1996) e também de acordo com leis espanholas e européias (RD

233/88 Ministério da Agricultura, Pesca e Alimentacdo e 609/86).

3.2.2 Dosagem do cloreto de mercurio plasmatico
Os niveis de mercurio plasmatico apés 30 dias de tratamento foram

medidos nas amostras sanguineas de ratos do grupo Mercurio por
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espectrofotometria por fluorescéncia atdbmica acoplada ao gerador de vapor frio
(PSA Analytical, Model 1025 Millenium System) no Centro de Espectrometria
Atbmica (Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espana). A acuracia da
analise do mercurio foi confirmada por material de referéncia externo, sendo
considerado aceitavel quando: valor teérico de 3,8 ng/ml e valor experimental de
3,85 ng/ml. Todas as amostras foram analisadas em duplicado.

3.3 Analise do comportamento da pressao arterial si  stélica

Objetivando a andlise do efeito da exposi¢do cronica ao HgCl, sobre o
comportamento dos niveis pressoricos dos animais, os valores da pressao arterial
sistélica, de animais dos grupos Controle e Mercuario, foram verificados
semanalmente, de maneira indireta, pelo método de pletismografia de cauda (Letica,

Digital Pressure Meter, LE 5000, Barcelona, Espanha) (Bufiag, 1973).

3.4 Estudo da reatividade vascular da aorta
3.4.1 Método de estudo da reatividade vascular daa orta

Para avaliar o efeito da exposi¢cado cronica ao HgCl, sobre a reatividade
vascular das artérias aorta, apos 30 dias de tratamento os ratos dos grupos Controle
e Mercurio foram anestesiados com diéxido de carbono (CO,) e posteriormente
sacrificados por decapitacdo na guilhotina. As artérias aortas toracicas foram
removidas e imersas em uma placa petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit a
4°C, composta por (mM): NaCl 115; KCI 4,7, NaHCO3; 25; MgS0,4.7H,0 1,2 ;CaCl,
2,5; KH,PO4 1,2; glicose 11,1 e Na,EDTA 0,01, aerada por mistura carbogénica
contendo 95% de O, e 5% de COa,.

Posteriormente foram removidos os tecidos conectivo e adiposo das artérias
sendo, em seguida, divididas em segmentos de aproximadamente 2 mm de
comprimento. A obtencdo do registro de tensdo isométrica foi feito de acordo com o
meétodo descrito por Nielsen & Owman (1971). Cada anel de aorta foi colocado em
uma cuba que continha 5 ml de solucdo de Krebs-Henseleit aquecida a 37°C e
continuamente aeradas por carbogénio para alcancar um pH 6timo de 7,3-7,4. Dois
pinos de metal foram colocados no Iimen dos anéis de aorta, um dos pinos estava
fixado a parede da cuba e o outro era conectado verticalmente ao transdutor de
tensdo isométrica. O transdutor de forca (Letica TRI 011) que registrava a tensao

isométrica estava conectado a um sistema de aquisicdo de dados (MaclLab/4l
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ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) e este, a um computador Machintosh
(SE 1/20) (Figura 1A).

3.4.2 Protocolos experimentais
3.4.2.1 Periodo de estabilizacdo, resposta vasocons tritora ao cloreto de
potassio e teste de integridade funcional do endoté lio

ApOs a montagem os anéis de aorta toracica foram submetidos a tenséo de
repouso de 1,5 g, sendo esta, reajustada a cada 15 minutos durante os 45 minutos
do periodo de estabilizacdo. Terminado o periodo de estabilizacdo as artérias foram
contraidas com KCI (75 mM) para comprovar sua integridade funcional. A contracao
induzida pelo KCI (75 mM) foi considerada como contracdo maxima, e 0s aneéis com
contragcdo menor que um grama néo eram utilizados.

A exposicdo ao KCI (75 mM) foi seguida pela troca da solucdo de Krebs-
Henseleit da preparacdo e de outro periodo de estabilizagdo com duracdo de 45
minutos. ApOs este periodo os anéis da aorta foram pré-contraidos com fenilefrina,
até aproximadamente 50% da contracdo maxima produzida pelo KCI (75 mM), e a
integridade do endotélio foi determinada pela capacidade da acetilcolina (10 uM)
relaxar as artérias pré-contraidas. Anéis de aorta de animais do grupo Controle que
apresentaram relaxamento maior que 80% foram considerados segmentos com

endotélio.

3.4.2.2 Avaliacdo da resposta vascular a fenilefrin ~ a
Apbs a realizacdo do teste de integridade do endotélio a solucao de Krebs-
Henseleit da preparacdo era trocada e, 1 hora depois, era realizada a curva

concentracdo-resposta a fenilefrina (1 nM a 30 uM) (Figura 1B).
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Figura 1: A) Esquema representativo do banho de 6rgdos onde foram realizados os
experimentos de reatividade vascular em segmentos de artéria aorta toracica; B)
Representacao dos registros dos experimentos de reatividade vascular ao KCl (75 mM),
teste de integridade do endotélio e contracdo a fenilefrina; C) Resposta vascular a

acetilcolina (Modificado de Alvarez, 2006).
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3.4.2.2.1 Andlise da modulagdo do endotélio na resp osta vasoconstritora a
fenilefrina

Para avaliar a capacidade de o endotélio modular a resposta contratil a
fenilefrina, alguns anéis de aorta toracica antes de serem montados tiveram o
endotélio removido mecanicamente, por meio do uso de uma agulha de metal limpa
com etanol e solugdo de Krebs-Henseleit. Apdés montagem os anéis foram
submetidos a tensdo de repouso de 1,5 g, e depois de 45 minutos de estabilizacéo
foram expostos a KCI (75 mM) para avaliar a integridade do vaso. Todos 0s anéis
que apresentaram contracgédo inferior a um grama foram descartados.

A administracao de KCI (75 mM) era seguida da troca da solucao de Krebs-
Henseleit e de outro periodo de estabilizacdo de 45 minutos. Apés este periodo as
preparacdes foram pré-contraidas com fenilefrina (em uma concentracao capaz de
induzir resposta contrétil de aproximadamente 50% da contracdo maxima ao KCl 75
Mm) e a auséncia do endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina (10
MM) induzir relaxamento maior que 10%. Apds teste de integridade do endotélio a
solucdo de Krebs-Henseleit da preparacdo era trocada e depois de
aproximadamente uma hora, eram realizadas curvas concentracdo-resposta a

fenilefrina de maneira cumulativa (1 nM a 30 uM).

3.4.2.2.2 Efeito do bloqueio da via do o6xido nitric o, com L-NAME, sobre a
resposta vasoconstritora a fenilefrina

Para avaliar a influéncia do Oxido nitrico sobre a resposta contratil a
fenilefrina foi utilizado o inibidor ndo seletivo da sintase do dxido nitrico (NOS) o N*-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 yM).

Neste protocolo, a administracdo de KCI (75 mM) foi seguida de 45 minutos
de estabilizacdo e, apOs este periodo foi avaliada a integridade funcional do
endotélio, através da administracéo de acetilcolina (10 uM), em anéis pré-contraidos
(contracdo de aproximadamente 50% da contracdo maxima ao KCl (75 mM) com
fenilefrina, sendo considerado integro o endotélio dos anéis que relaxassem mais
que 90%. Uma hora apds o teste de integridade do endotélio foi realizada curva
concentracdo-resposta a fenilefrina (1 nM a 30 uM). O L-NAME era administrado 30

minutos antes do inicio da curva de fenilefrina.
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3.4.2.2.3 Andlise da participacdo da via da angiote nsina e das espécies
reativas ao oxigénio sobre a resposta vasoconstrito ra a fenilefrina

Com a finalidade de investigar a participagdo do sistema renina-
angiotensina e das espécies reativas do oxigénio (anion superoéxido e peroxido de
hidrogénio) na resposta contratil a fenilefrina foram realizadas curvas concentracéo-
resposta a fenilefrina na presenca de Losartan (10 mM), bloqueador dos receptores
angiotensinoginérgicos AT;; Captopril (0,1 mM), inibidor da enzima conversora da
angiotensina; Apocinina (0,3 mM), inibidor da NADPH oxidase; Superoxido
Dismutase (SOD, 150 U/ml), “scavenger” do anion superéxido e Catalase (1000
U/ml), “scavenger” do peréxido de hidrogénio. Todos os farmacos foram adicionados
a preparacdao 30 minutos antes do inicio da curva concentracdo-resposta a

fenilefrina.

3.4.2.2.4 Andlise da participacdo dos prostanoides derivados da via acido
araquiddnico-ciclooxigenase na resposta contratil a fenilefrina

Com o objetivo de estudar a influéncia dos prostandides da via da
ciclooxigenase na vasoconstricdo induzida pela fenilefrina, foram utilizados os
seguintes farmacos: Indometacina (1 uM), inibidor ndo especifico da ciclooxigenase;
NS 398 (1 uM), inibidor especifico da ciclooxigenase-2 (COX-2); SQ 29,548 (1 uM),
antagonista do receptor TP - receptor do tromboxano A, e da prostaglandina H,; SC
19,220 (10 uM), antagonista do receptor EP;; e furegrelato (10 uM) inibidor da
sintese do tromboxano A,. Estes farmacos foram adicionados a preparagdo 30

minutos antes do inicio da curva de fenilefrina.

3.4.2.3 Avaliacao da resposta vasodilatadora depend  ente e ndo-dependente do
endotélio
3.4.2.3.1 Avaliagdo da resposta vasodilatadora ndo-  dependente do endotélio
Curvas concentracdo-resposta ao doador de oxido nitrico, DEA-NO (10 nM
- 0,1 mM), foram utilizadas para avaliar o relaxamento ndo-dependente do endotélio,
as curvas eram iniciadas assim que a prée-contracao a fenilefrina atingisse um platoé
com valor correspondente a aproximadamente 50% da contragdo maxima induzida
pelo KCI (75 mM), a pré-contragdo a fenilefrina era iniciada 45 apds a exposi¢édo dos

anéis ao KCI.
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3.4.2.3.2 Avaliacao da resposta vasodilatadora depe  ndente do endotélio

Para avaliar a resposta vasodilatadora dependente do endotélio foram
realizadas curvas concentragdo-resposta a acetilcolina (1 nM a 30 uM) em anéis de
artéria aorta pré-contraidos com fenilefrina, até aproximadamente 50% da contracao
maxima produzida pelo KCI (75 mM). A pré-contracdo das artérias com fenilefrina

era iniciada 45 minutos apoés o término da contracdo maxima ao KCI (Figura 1C).

3.4.2.3.3 Andlise da participacdo das espécies reat ivas do oxigénio e dos
prostanoides derivados da via acido araquiddnico-ci clooxigenase na resposta
vasodilatadora a acetilcolina

Para analisar a participacdo das espécies reativas do oxigénio e dos
prostandides derivados da via da COX na resposta vascular a acetilcolina, anéis de
artéria aorta de ratos dos grupos Controle e Mercurio foram realizadas curvas
concentracéo-resposta a acetilcolina na presenca de Apocinina (0,3 mM), inibidor da
NADPH oxidase; superoxido dismutase (SOD, 150 U/ml), “scavenger” do anion
superéxido; Catalase (1000 U/ml), “scavenger” do peroxido de hidrogénio e
Indometacina (1 pM), inibidor inespecifico da COX. Estes farmacos foram
adicionados a preparacdo 30 minutos antes do inicio da curva concentragcao-

resposta a acetilcolina.

3.5 Estudo da expressao protéica
3.5.1 Western Blot para deteccao da eNOS, SOD e rec eptor AT ;

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia da
exposicdo crénica ao HgCl, sobre a expressdo protéica em segmentos de artéria
aorta toracica de ratos dos grupos Controle e Mercurio. Foram medidas a expressao
protéica da isoforma endotelial da sintase de oxido nitrico (eNOS), das trés
isoformas da superoéxido dismutase (SOD), a manganés (MnSOD), a cobre zinco
(CuZnSOD) e a isoforma extracelular (EC-SOD) e do receptor AT;. A expressao
protéica de todas as proteinas foi realizada em condi¢cdo basal (segmentos retirados

logo apds o animal ser sacrificado).

3.5.1.1 Preparacao do tecido e quantificagdo das pr  oteinas
As amostras foram preparadas utilizando segmentos de aorta toracica de

ambos os grupos. Os anéis da aorta na condicdo basal e estimulada eram



Materiais e Métodos 59

congelados com nitrogénio liquido e mantidos a -70°C até o momento em que foram
utilizados.

A homogeneizacdo dos segmentos arteriais congelados foi realizado com
homogeneizador de vidro contendo “buffer” aquecido composto por 10 mM de Tris
(pH 7,4), 1% de dodecil sulfato sédico (SDS) e 1 mM do inibidor de proteases
metavanadato sédico. Depois de homogeneizadas as amostras eram centrifugadas
durante 10 minutos a 4C e, em seguida, o0 sobrenada nte era retirado e feita entdo a
quantificacdo pelo uso do método de Lowry (1951) (Bio Rad DC Protein Assay).
Posteriormente foi calculado o volume necessario para uma carga de 30 ug de
proteina, sendo este volume de amostra misturado, em partes iguais, com “buffer”
de Laemli (0,5 mM de uréia, 0,17 mM de SDS, 39 uM de ditioteitol, 0,01 M de Tris e
azul de bromefol). A amostra depois de preparada era aquecida a 99 durante 4

minutos.

3.5.1.2 Eletroforese e transferéncia das amostras

A eletroforese foi realizada no Mini Protean (Bio Rad Laboratorios, Madrid,
Espana), o primeiro gel, chamado gel concentrador, e o segundo, chamado gel
separador foram polimerizados. Posteriormente os géis foram colocados em uma
cuba com “buffer” de eletroforese (25 mM de Tris, 0,2 M de glicina e 1% de SDS),
que é um eletrolito com alto poder de tamponamento. Em seguida as amostras
foram colocadas (carregadas) no gel concentrador (3% de acrilamida, 1,49% de Tris
(pH = 6,8), 0.1% de SDS, 0,98% de persulfato amoénico (APS) e 0,053% de Temed).
Depois de carregado o gel as amostras com proteina foram submetidas a
eletroforese, aplicando corrente constante de 80 mV durante aproximadamente 2
horas, isto promoveu a transferéncia das amostras do gel concentrador para o gel
separador (4,6% de Tris — pH — 8,8, 0,1% de SDS, 3,4% de glicerol, 0,03 de APS,
0,033% de Temed e concentracao de acrilamida de 7,5%).

Apos o término da eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de polivinil diofluorida (PDVF, Transfer Membrane, Hybond P, Amersham
Life Science), previamente ativada com metanol por 20 segundos. Para a
transferéncia o gel, a membrana, o papel Whatman foram montados em um sistema
de sanduiche e imersos em uma cuba (Mini-Protean Il, Médulo de Transferéncia,

BioRad) contendo solucdo de transferéncia (Tris 25 mM; Glicina 190 mM; SDS
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0.05% e Metanol 20%). O sistema foi submetido a uma corrente de 230 mA durante
aproximadamente 18 horas.

3.5.1.3 Incubacéo dos anticorpos

Ao fim da transferéncia para evitar a unido ndo-especifica com reativos nao-
imunoldgicos, as membranas foram incubadas durante aproximadamente 90
minutos, a temperatura ambiente, com solucdo bloqueante (leite desnatado 5%,
soroalbumina bovina 5%, Tris 25 mM, NaCl 137 mM e Tween 20 0,2%). Em
seguida, ainda em temperatura ambiente, as membranas eram incubadas durante
90 minutos, sob agitacdo com solucédo blogueante e os anticorpos primarios para
eNOS (anticorpos primarios monoclonais contra a isoforma eNOS, diluicdo 1:2500 -
Transduction Laboratories, KY), AT; (anticorpos monoclonais de coelho anti-AT1,
1:500, Sigma Chemical, CO, St Louis, USA) e das isoformas da SOD, MnSOD
(anticorpos policlonais de coelho anti-MnSOD ,1:20000, Sigma Chemical, CO, St
Louis, USA), CuzZnSOD (anticorpos policlonais de coelho anti-CuzZnSOD, 1:10000,
Sigma Chemical, CO, St Louis, USA), EC-SOD (anticorpos policlonais de coelho
anti-EC-SOD, 1:1000 Sigma Chemical, CO, St Louis, USA) e da a-actina (anticorpo
monoclonal de rato anti-a-actina, 1:3000000, Sigma Chemical, CO, St. Louis, USA).
Para corrigir a expresséo da eNOS, AT; e das trés isoformas das SOD foi utilizada a
expressdo da a-actina. Depois disto, as membranas eram lavadas, sob agitacao,
com solucdo TBS-T (Tris 10 Mm; NaCl 100 mM e Tween 20 0.1%) durante 30
minutos, sendo trocada a solugcéo de TBS-T a cada 10 minutos. Posteriormente as
membranas foram incubadas durante 90 minutos com o anticorpo secundario
(Transduction Laboratories, KY) Imunoglobulina 1gG anti-camundongo unida a
peroxidase de coelho para a eNOS e a-actina nas membranas que foram incubadas
com anticorpo primério para eNOS e a-actina (1:2000 Bio-Rad), Imunoglobulina 1gG
anti-coelho unida a peroxidase de coelho para as trés isoformas da SOD e AT;
(1:2000 Bio-Rad) nas membranas anteriormente incubadas com anticorpos

primarios para SOD ou ATj;.

3.5.1.4 Deteccéo das proteinas
As proteinas correspondentes a eNOS, receptor AT, a-actina e as trés
diferentes isoformas da SOD foram detectadas por uma reacdo de

quimiluminescéncia por meio da exposicdo da membrana, durante 5 minutos, um
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sistema de deteccdo (ECL Plus, Amersham Life Science). Em seguida, as
membranas eram colocadas em contato com um filme fotografico (Hyperfilm,
Amersham Life Science), sendo as bandas impregnadas posteriormente reveladas.
A analise densitométrica foi utilizada para quantificar as bandas das proteinas e,
para isso, os filmes com as bandas protéicas impregnadas foram gravados por um
scanner conectado a um computador. O programa FootLook 2.05 foi utilizado para
analisar as bandas e a quantificacdo da area e da densidade das bandas foi feita

por meio do programa de analise de imagens NIH Image 161.

3.6 Expressao de RNAm por PCR em tempo real (RT-PCR )

A quantificacdo de RNAmM de COX-2 foi realizada em segmentos de artéria
aorta extraidos de ratos dos grupos Controle e Mercurio.

As artérias foram homogeneizadas com trizol (Invitrogen Life Technologies,
Philadelphia, PA, USA), um “buffer” especifico de isolamento de RNAm. As amostras
foram centrifugadas a 12000 g durante 10 min a 4C e se recolheu o sobrenadante
ao qual se adicionou cloroférmio. A mistura foi novamente centrifugada a 12000 g
durante 15 min a 4°C. Recolheu-se a fase aquosa e foi adicionado isopropanol para
precipitar o RNAm. Depois de incubar a mistura em temperatura ambiente durante
20 minutos foi realizada nova centrifugagéo por 30 min a 4C. O precipitado desta
centrifugacédo foi lavado com etanol 75% e mantido em agua bidestilada-0,1%
dietilpirocarbonato (dgua DEPC) que inativa ribonucleases. A quantificacdo do RNA
total foi calculada medindo-se a absorvancia a 260nm. Na sequéncia, 1 pg do RNA
total tratado com DNAase | foi transcrito a cDNA utilizando-se um kit comercial (High
Capacity cDNA Archive Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O
protocolo foi realizado segundo as instru¢cdes comerciais em 20 yL de volume de
reagdo. Esta mistura foi processada em um termociclador durante 10 minutos a 25T
e duas horas a 37C. Os cDNA obtidos se mantiveram a -20C. 10 ng de cDNA
foram adicionados a mistura de reacdo de RT-PCR (Tagman Universal PCR
Master Mix, Applied Biosystems). Foram utilizados primers para amplificar o gen
da COX-2 (Rn00568225 m1, Applied Biosystems) e primers para amplificar o gene
da B2 microglobulina (Rn00560865_m1, Applied Biosystems) como controle interno
de cada amostra. A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada em um sistema de

deteccdo de sequéncia ABI prism 7700 (Applied Biosystems), nas seguintes
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condi¢gbes: 50C por 2 minutos, 95C por 10 minutos, 95T por 15 minutos durante

40 ciclos e 60T por 1 minuto. As amostram foram fe itas em duplicata.

3.7 Imunofluorescéncia

A expressdo da COX-2 também foi determinada por imunofluorescéncia em
cortes transversais de segmentos da aorta toracica de ratos dos grupos Controle e
Mercurio. Para isso segmentos de aorta foram fixados com paraformaldeido 4%
(PFA em 0,2 M PBS, pH: 7,2-7,4) durante aproximadamente 2 horas. ApOs este
periodo as artérias foram lavadas trés vezes com PBS 0,1M durante 10 minutos
cada lavado. Apés, foi incubado com Sacarose 30% durante 1 hora. Depois disso 0s
segmentos de aorta foram incluidos em meio de congelamento “OCT Tissue-Tek”
(Sakura Finetek Europe, Holanda) e congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -
70°C. Foram realizados cortes transversais de 14 ym de espessura com um
criostato sobre laminas gelatinadas. Apds periodo de secagem a 37° C por duas
horas as laminas foram lavadas com PBS 0,1M e bloqueadas com PBS 0,1M,
Tween 20 0,3% e BSA 5% durante 1 hora a 37°C para evitar unides inespecificas do
anticorpo. Apés o bloqueio as artérias foram incubadas com anticorpo policlonal
anti-COX-2 (1:100, Cayman Chemicals) durante 1 hora a 37°C. Depois de trés
lavados de 10 minutos com PBS 0,1M, as artérias foram incubadas com o anticorpo
secundario, anti-coelho IgG (1:1.000) conjugado com Alexa 546 (1:500, Molecular
Probes, Leiden, Holanda) durante 1 hora a 37°C. Apds o periodo de incubacédo as
artérias foram lavadas durante 10 minutos por 3 vezes com PBS 0,1M. Em seguida,
para visualizar a presenca das trés camadas vasculares, os cortes foram corados
com corante nuclear Hoechst 33342 (0.01 mg/ml, Sigma Chemical). Os anticorpos
foram diluidos com PBS 0,1M, Tween 20 0,3% e BSA 2% e todas as incubacdes
foram realizadas em camara umida.

A fluorescéncia foi visualizada em microscépio confocal invertido Leica TCS
SP2 com lente objetivo 40x. O anticorpo conjugado com Alexa foram visualizados
com Aexc= 546 nm e detectados com Aem= 600 — 700 nm e nucleos corados com
Hoechst foram visualizados com excitacdo de 351 e 364 nm e deteccao a 400-500
nm. A especificidade da unido foi avaliada mediante a omisséo do anticorpo primario

€ 0 mesmo processamento da amostra.
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3.8 Medida da producgéo de Prostaglandina E  ; e Tromboxano A

A producdo dos prostanoides derivados da via da ciclooxigenase-2,
Prostaglandina E, (PGE;) e do Tromboxano A, (TXA;), foi medida através da
quantificacdo do seu metabdlito estavel 13,14-dihidro-15-keto PGE; e Tromboxano
B, (TXB,), respectivamente. A quantificacdo foi realizada por reacdo de
imunoensaio utilizando os kits comerciais Prostaglandina E; EIA Kit- Monoclonal e o
Tromboxano B, EIA Kit (Cayman Chemical Ann Arbor, MI, USA). As medidas
foram realizadas em preparacdes com anéis de aorta em solucdo Krebs-Henseleit
onde foram realizadas curvas concentragdo resposta a fenilefrina, na presenca e
auséncia do inibidor especifico da COX-2, NS 398 (1 uM). Ao final da curva de
fenilefrina o sobrenadante era recolhido, congelado e mantido a -70 € até o
momento da utilizacdo. A reagcdo consiste na competicdo entre o prostandide
presente na amostra a ser analisada e o mesmo prostandide que se encontra
conjugado com uma enzima cuja concentracdo € conhecida. A enzima conjugada ao
prostandide reage com um dos reativos do kit comercial e forma um composto que
pode ser lido em uma onda com longitude de 405 — 420 nm, sendo assim realizada
a quantificagdo (Figura 2). Para determinar a concentracdo das amostras, foram
extrapolados os resultados de densidade 6ptica na curva padréo realizada durante o
experimento.

= Proteinas bloqueantes
™ = Anticorpo monoclonal

) = Prostanoéide livre
m—_ = Prostanéide conjugado a enzin
L' = Anticorpo policlonal especifico para cada prostadide

3 ymmo
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i I e A h . N .
1. Placa com antigeno e 2. Incubagdo da amostra com
anticorpo monoclonal anticorpo policlonal frente ao

prostanoide conjugado da enzima e ao
prostanéide da amostra.

IR 3Y

4. Reagdo enzimatica com o
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3. Lavados da placa para eliminar ‘
0s agentes que ndo se uniram. reativo.

Figura 2: Esquema representativo do processo de imunoensaio (Modificado de Alvarez,
2006).
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3.9 Quantificacdo da producédo de anion superoxido ( O2")

Para verificar a influéncia da exposicéo cronica ao HgCl, sobre a producao
de O, foi utilizada a técnica de fluorescéncia produzida pela oxidacdo do
dihidroetidio (DHE). O experimento foi realizado em segmentos de aorta toracica de
ratos dos grupos Controle e Mercurio.

O DHE é um derivado do etidio quando entra em contato com O, oxida-se
e posteriormente se liga ao DNA das células emitindo fluorescéncia vermelha. Este
método permite analisar a producao “in situ” nos segmentos arteriais. Os segmentos
de aorta séo retirados dos animais, em seguida, limpos e mantidos por 1 hora em
solucdo Krebs-Henseleit com sacarose a 30%. Posteriormente foram congelados
em meio adequado (OCT tissue-tek, Sakura) e as amostras mantidas a -70C até o
dia do experimento.

Os segmentos de aorta congelados foram cortados no criostato, em anéis
com 10 ym de espessura, estes anéis foram recolhidos em laminas gelatinadas e
posteriormente foram secos na estufa a 37 durante 90 minutos. Depois disso,
laminas contendo as artérias foram lavadas com KH-HEPES e incubadas em uma
camara umida, por 30 minutos, a 37C, com solu¢cdo K H-HEPES e posteriormente
incubadas com solucdo KH-HEPES contendo DHE 2 pM por igual periodo de tempo
e temperatura.

A luminescéncia emitida foi visualizada com microscopio confocal Leica
TCS SP2. O componente auto-fluorescente da elastina na parede do vaso foi
visualizado com Aexc= 488 nm e detectado com Aem= 490 - 535 nm, e o etidio,
unido ao nucleo das células, foi visualizado com Aexc= 546 nm e detectado com

Aem= 600 - 700 nm.

3.10 Determinacao da atividade da enzima conversora  da angiotensina (ECA)

A atividade da ECA foi medida por método fluorimétrico, adaptado por
Friedland e Silverstein (1976). As amostras de plasma em triplicado (3 pL) foram
incubadas por 15 minutos a uma temperatura de 37 T com 40 pL “buffer” contendo
0 substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Sigma). A reacao foi cessada pela adicéo
de 190 pyL de 0,35 N HClL O produto gerado, His-Leu, foi mensurado
fluorimetricamente seguindo 10 minutos de incubag¢do com 100 uL de 2% o-phatal-

dialdehyde (OPA) em metanol. As medidas de fluorescéncia foram realizadas a
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37T em uma placa de leitura Fluostar Optima (BMG L abtech, Offenburg, Germany)
com filtros de excitagdo de 350 nm e de emissdo de 520 nm. A placa de leitura
fluorescente foi controlada pelo software Fluostar Optima. Placas negras com 96
cavidades (Biogen Cientifica, Madri, Espanha) foram utilizadas. Uma curva de

calibracdo com ECA de pulméao de coelho (Sigma) foi incluida em cada placa.

3.11 Estudo das propriedades estruturais de segment  0s de aorta toracica de
ratos

Para realizacdo deste estudo artérias aorta de ratos dos grupos Controle e
Mercurio foram removidas, colocadas em uma placa Petri contendo solucdo de
Krebs Henseleit a 4°C, e posteriormente foram retirados os tecidos conectivo e

gorduroso das artérias.

3.11.1 Microscopia Confocal

A analise morfométrica dos componentes da parede vascular foi realizada
através da microscopia confocal. Para isso, anéis de artéria aorta toracica
previamente fixados com paraformaldeido (4%) foram incubados durante 15
minutos, protegidos da luz, com o corante nuclear Hoechst 33342 (0,01 ml/ml). As
artérias foram colocadas em uma camara confeccionada com fita adesiva para
impedir a compressao e alteracdo de sua estrutura. Posteriormente os anéis das
artérias foram imersas em meio de montagem Fluoroguard (Antifaz Reagent —
Biorad), cobertas com laminula, protegidas da luz e levadas para visualizacdo em
um microscépio confocal Leica ECS SP2 acoplado a um microscépio invertido e a

uma fonte de laser (Argon e Helio-Neon Laser Sources).

3.11.1.1 Analise morfométrica dos componentes celul  ares da parede vascular
Seccdes opticas da camada adventicia ao limen do vaso foram capturadas
com uma objetiva de imersdo em o6leo (NA 1,3) e aumento de 40x. No microscopio
confocal foi utilizado comprimento de onda de 351 e 364 nm para excitacdo e
deteccdo a 400 — 500 nm. Pelo menos duas imagens eram capturadas em cada
anel de aorta analisado, sempre sob as mesmas condi¢des de intensidade, laser,

brilho e contraste.
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A medida da espessura da parede da artéria foi determinada pela distancia
entre a primeira e a ultima lamela. A espessura da parede foi determinada pela
meédia de trés medidas de diferentes regides da mesma artéria.

Para quantificacdo do numero de nucleos celulares na camada média, uma
area foi determinada aleatoriamente e foi quantificado o numero de nucleos
pertencentes a esta area. Isto foi realizado em trés diferentes pontos da artéria,
sendo o numero de ndcleos por area determinado pela média destas medidas. As
imagens foram analisadas no MetaMorph Image Analysis Software (Universal Image

Corporation) (Figura 3).

Figura 3: Seccdes Opticas obtidas por meio de microscopia confocal mostrando diferentes
componentes da parede vascular de anéis de aorta toracica de ratos fixadas com
paraformaldeido (4%) e coradas em azul com o corante Hoechst 33342. As imagens foram

capturadas com objetiva de 40x.

3.12 Expresséao dos resultados e analise estatistica

Os resultados foram analisados e apresentados comparando 0sS animais
dos grupos Controle e Mercurio, os dados estdo expressos como meédia = erro
padrdao da média (EPM). Os valores de “n” representam 0 numero de animais

utilizados nos protocolos experimentais.
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Nos anéis de aorta as respostas vasoconstritoras a fenilefrina foram
normalizadas em funcdo da resposta contratil méxima induzida pelo KCI (75 mM),
que foi considerada como 100% da resposta contratil do masculo. As respostas de
relaxamento induzidos pela acetilcolina e DEA-NO estdo expressos em
porcentagem de relaxamento e foram avaliadas a partir dos valores de tensédo
atingidos durante o platd da pré-contracdo com fenilefrina, sendo o platd
considerado 100% da contracdo. Nas curvas concentragdo-resposta a fenilefrina e
acetilcolina foram calculados os valores de PD, (-log. ECso) e resposta maxima.
(Rmax) sendo para isso realizada analise de regressao ndo-linear, obtida através da
analise das curvas concentracdo-resposta a esses farmacos utilizando o programa
GraphPad Prism Software (San Diego, CA, U.S.A).

Para comparar a magnitude dos efeitos de alguns farmacos ou da remocéao
do endotélio sobre a resposta contratil a fenilefrina, nos animais dos grupos Controle
e Mercurio, alguns resultados estdo expressos por meio da diferenca da area abaixo
da curva (dAUC) de concentracéo-resposta a fenilefrina nas situacdes controle (sem
farmaco) e experimental (preparacdes com farmacos ou sem o endotélio). O calculo
da AUC foi realizada para cada curva concentracdo-resposta a fenilefrina e a
diferenca esta expressa como porcentagem da diferenca da AUC (dAUC) da curva
controle correspondente (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, U.S.A).

Os resultados da expresséo protéica da eNOS, do receptor AT; e das trés
isoformas da SOD estdo expressos como a relacdo entre a densidade Optica para
estas proteinas em relacédo a a-actina.

Os dados de expressdo de RNAm foram calculados pela expressao relativa
do RNAmM em segmentos arteriais do grupo Mercurio em relagdo ao grupo Controle.
Foi utilizado teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para analise entre 0s grupos.

A liberacdo dos prostanodides Prostaciclina e Tromboxano A, foram
expressos como nanograma de prostandide / grama de tecido / ml de KH.

Os dados de medida da producdo de anion superoxido foram expressos
como unidades de luz relativa (ULR) por grama de tecido seco por minuto.

A anadlise estatistica dos resultados foi realizada por meio de teste t de
“student” pareado e / ou ndo-pareado, analise de variancia (ANOVA), de duas vias
para medidas repetidas ou completamente randomizada. Quando a ANOVA

apresentava significancia estatistica era realizado o pos-hoc de Bonferroni
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(GraphPad Prism Software, San Diego, CA, U.S.A). Foram considerados
estatisticamente significantes os resultados com valores de P<0,05.

A analise estatistica dos resultados foi realizada por meio de teste t de
“student” pareado e / ou ndo-pareado, analise de variancia (ANOVA), de duas vias
completamente randomizada para comparagéo entre os grupos e ANOVA duas vias
para medidas repetidas para comparar os tratamentos dentro do mesmo grupo ou
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Quando a ANOVA apresentava
significAncia estatistica era realizado o pos-hoc de Bonferroni (GraphPad Prism
Software, San Diego, CA, U.S.A). Foram considerados estatisticamente significantes
os resultados com valores de P<0,05.

3.13 Farmacos e reagentes utilizados

- 2-Hidroxietilmercaptano (B-mercaptoetanol) (Sigma)

- 3, 3", 57, 5"-Tetrabromofenolsulfoneftaleina, sal sddico (Azul de Bromefol) (Sigma)
- Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

- Acido acético glacial (Probus)

- Acido aminoacético (Glicina) (Sigma)

- Acido etilodiaminotetracético (EDTA) (Sigma)

- Acido hidroxietilpiperazina etanosulfénico 9HEPES) (Sigma)

- Albumina bovina (Sigma)

- Anticorpo de camundongo anti-Enos (Anti-Enos) (Transduction Laboratories)
- Anti-imunoglobulina G de camundongo (Transduction Laboratories)

- Apocinina (Fluka)

- Azul brilhante de Coomassie G (BioRad)

- Azul brilhante de Coomassie R (Sigma)

- Bicarbonato de sédio (Pancreac)

- Catalase (Sigma)

- Cloreto de célcio (Pancreac)

- Cloreto de potassio (Pancreac)

- Cloreto de sédio (Pancreac)

- Controle positivo para eNOS (Células endoteliais) (Transduction Laboratories)
- Corante nuclear Hoescht 33342 (Hoescht)

- Cromo alumbre de potassio

- Dihidroetidio (Molecular Probes)
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- DL-Ditioteritol (DTT) (Sigma)

- Etanol absoluto (Probus)

- Eter sulfurico (Pancreac)

- Fosfato de potassio (Pancreac)

- Fosfato de sédio (Merck)

- Furegrelato (Sigma)

- Gelatina

- Glicerol (Sigma)

- Glicose (Merck)

- Indometacina (Sigma)

- Lauril sulfato sodico (SDS) (BioRad)

- Leite desnatado (Asturiana)

- Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

- Losartan (Merck)

- Metanol (Merck)

- Meio de congelamento de tecidos para criostomia Tissue-Tek OCT (Bayer)
- Meio de imersédo Fluoroguard, Glycerol: antifade (Biorad)

- N, N, N°, N'- Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)

- N, N'- Metilenbisacrilamida 40% Solucédo 37, 5:1 (Acrilamida) (BioRad)

- NS 398(N-(2-ciclohexiloxi-4-nitrofenil) metanosulfonamida) (Calbiochem)

- N(W)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), dicloridrato (Sigma)

- Paraformaldeido (Panreac)

- Persulfato Aménico (APS) (Sigma)

- Picro Sirius F3B em solucdo saturada de acido picrico (Aldrich Chemical
Company)

- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Biorad)

- Reagente para deteccdo de Western Blot (ECL Plus) (Amersham Life Sciende,
Pharmacia biotech)

- Sacarose (Merck)

- Sulfato de magnésio heptahidratado (Merck)

- SQ 19,548 (Acido [1S-[1 alfa,2 beta (5Z),3 beta,4 alpha]-7-[3-[[2-
[(fenilamino) carbonillhidrazinjmetil]-7-oxabiciclo[2.2.1]hept-2-il]-5-heptenoico) (ICN
Ibérica SA)

- SC 19,220 (Cayman Chemical)
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- Superoxido dismutase (Sigma)
- Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris) (Biorad)

- Uréia (Sigma)

Com excegdao da indometacina que foi dissolvida em solugdo de
bicarbonato de sédio 1,5 mM, todas as outras solucées concentradas (10™ e 10 M)
foram dissolvidas em agua deionizada e mantidas no congelador a temperatura de
-20C.
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IV RESULTADOS

4.1 Niveis de mercurio plasmatico
A dosagem do nivel plasméatico de HgCl, foi realizada ap6s 30 dias de
exposicdo ao metal e os animais do grupo Mercario apresentavam niveis

plasmaticos de 7,97 £ 0,59 ng/ml (n = 5).

4.2 Avaliacdo do comportamento da presséao arterial sistélica (PAS)

Nos animais dos grupos Controle e Mercurio o comportamento da PAS foi
avaliado semanalmente. Antes de iniciar o tratamento os dois grupos apresentavam
valores pressoricos semelhantes (Controle, n = 9, 135,3 + 3,7 mmHg vs Mercurio, n
=9, 129,6 + 2,2 mmHg, ANOVA (duas vias): P>0,05). No decorrer do tratamento os
animais de ambos 0s grupos apresentaram pequenas variagcdes da pressao arterial
(Figura 4), no entanto, estas ndo foram significantes e, ao final do tratamento
apresentaram niveis pressoricos semelhantes (Controle, n =9, 132,8 + 3,8 mmHg vs
Mercurio, n =9, 122,0 £ 3,7 mmHg, ANOVA (duas vias) P>0,05).

150
—&— Controle (n=9)

—e— Mercurio (n=9)

PAS (mmHgQ)
= =
w B
T %2

[EEN
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=
2

Tempo (semanas)

Figura 4: Comportamento dos valores da presséo arterial sistdlica (PAS) medidos por meio
da pletismografia de cauda em ratos dos grupos Controle e Mercurio, durante quatro
semanas. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA
(duas vias) P>0,05.
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4.3 Consumo de bebida, ragéo e valores de massa cor  poral

O consumo de agua e racéao foi semelhante em ambos os grupos. Os animais
dos grupos Controle e Mercurio apresentaram peso semelhante no inicio e ao fim do
tratamento sugerindo que a exposicao cronica ao HgCl, néo influencia no consumo

de racdo e 4gua e no ganho de peso corporeo (Tabela 1).

Tabela 1: Valores do consumo médio de racdo (g), 4gua (ml) e valores médios do peso

corporal (g) no inicio e ao término da exposi¢ao crénica ao HgCl,.

Grupo Peso Corporal  Peso Corporal Consumo de Consumo de
P Inicial (g) Final (g) Racéo (g) Agua (ml)
Controle 325,1+75 381,2+9,8 26,1+51 355+25
(n=9)
Mercario 327,1+7.3 390,6 £ 8,0 24,1+1,6 376 +2,1
(n=9)

Os valores estéo expressos como média * erro padrédo da média. Teste t: P>0,05

4.4 Respostas vasculares ao Cloreto de Potassio (KC |) e a fenilefrina em artéria
aorta

A exposicdo dos segmentos arteriais ao KCI (75 mM) promoveu resposta
contratii com magnitude semelhante nos dois grupos experimentais. A retirada
mecanica do endotélio ndo modificou de forma significante a resposta contrétil ao
KCI (Controle, n = 43; 2,84 + 0,35 g vs Mercurio, n = 35; 2,78 + 0,47 g), e assim
como nos segmentos com endotélio integro a resposta ao KCl nos anéis sem
endotélio foi semelhante nos dois grupos experimentais.

A fenilefrina (agonista a; adrenérgico) promoveu resposta vasoconstritora
concentracdo-dependente nos anéis de aorta de animais dos grupos Controle e
Mercurio, no entanto, a resposta maxima foi maior nos segmentos arteriais dos
animais do grupo Mercurio. A resposta a fenilefrina foi expressa em porcentagem da

contracdo maxima induzida pelo KCI (Figura 5).
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Figura 5: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta
toracica de ratos dos grupos Controle e Mercurio. Os resultados (média + erro padrdo da
média) estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM de KCI.
ANOVA (duas vias): * P<0,01.

4.5. Participacdo do endotélio na resposta contrati | a fenilefrina

Para avaliar a participacdo do endotélio na resposta vascular a fenilefrina o
endotélio vascular foi removido e, a auséncia do endotélio foi confirmada pela
incapacidade da acetilcolina (30 uM) induzir relaxamento maior que 10%.

A remocdo mecanica do endotélio promoveu aumento significante da
sensibilidade e da resposta méaxima a fenilefrina em segmentos arteriais dos animais
dos grupos Controle e Mercurio, no entanto, quando comparados os resultados do
efeito da retirada do endotélio, por meio da dAUC, entre os animais dos dois grupos
experimentais foi observado efeito de menor magnitude nos animais do grupo
Mercurio. Diferente do observado nos experimentos com endotélio integro, nos
segmentos arteriais sem endotélio a resposta maxima e a sensibilidade a fenilefrina
foram semelhantes nos animais de ambos o0s grupos experimentais (Figura 6,
Tabela 2).



Resultados 74

Controle Mercurio
A
150+ B E+ (n=10) x 150 o E+ (n=8)

A E-(n=5) A E-(n=9) . *
Q\z 100+ ANOVA: Q\’ 100+ ANOVA:
3 P<0.01 3 P<0.01
On O
o o
5 50+ 5 50+
O (@]

0- 0- =
I T T T T 1 I T T T T 1
9 8 -7 6 -5 -4 9 8 -7 6 -5 -4
Fenilefrina (log M) Fenilefrina (log M)

120+

dAUC (%)
[ee]
?

N
?

T T
Controle Mercurio

Figura 6: Efeito da retirada mecéanica do endotélio sobre a curva concentracdo-resposta a
fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos Controle (A) e
Mercurio (B). Diferenca percentual da &rea abaixo da curva de concentracdo-resposta a
fenilefrina (dAUC) em segmentos de aorta de ambos o0s grupos experimentais (C). Os
resultados (média * erro padrdo da média) da resposta a fenilefrina estdo expressos como
porcentagem da contracdo induzida por 75 mM de KCI. ANOVA (duas vias) * P<0,01. Teste t
* P< 0.05 (dAUC).
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Tabela 2: Valores de pD, e resposta maxima (Rmax, % de contracdo) obtidos por meio das
curvas concentragdo-resposta a fenilefrina, na presenca (E+) e na auséncia (E-) do

endotélio, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos Controle e Mercurio.

pDZ Rméx (%)
Controle Mercurio Controle Mercurio
E+ -6,74 £ 0,15 -6,51 +0,11 86,6 +6,2 111,7+7,0
E- -7,59 +0,10* -7,36 £0,08* 145,8 + 12 5% 124,42 +6,1

Valores expressos como média + erro padrao da média.
Teste t: *P<0,01 E+ vs E-.

4.6 Efeito do blogueio da sintese do oxido nitrico sobre a resposta vascular a
fenilefrina

Para avaliar se a exposicao crénica ao HgCI, altera a participacdo do Oxido
nitrico na resposta contratil a fenilefrina em segmentos de artéria aorta de ratos,
anéis de aorta toracica, com endotélio preservado, foram incubados com L-NAME
(100 uM), inibidor nado-especifico da NOS. O L-NAME provocou aumento da
sensibilidade e da resposta maxima a fenilefrina nas artérias de animais dos grupos
Controle e Mercurio. Porém, os valores da dAUC demonstram que a participacdo do
oxido nitrico na resposta contratil a fenilefrina est4 reduzida em ratos expostos ao

mercurio (Figura 7, Tabela 3).
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Figura 7: Efeito do bloqueio da sintese do 6xido nitrico com L-NAME (100 uM) sobre a
curva concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos
dos grupos Controle (A) e Mercurio (B). Diferenca percentual da area abaixo da curva de
concentracao-resposta a fenilefrina (dAAUC) em segmentos de aorta de ambos 0s grupos
experimentais (C). Os resultados (média + erro padrdo da média) da resposta a fenilefrina
estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM de KCIl. ANOVA
(duas vias) * P<0,01. Teste t * P<0,05 (dAUC).
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Tabela 3: Efeito do bloqueio da sintese do 6xido nitrico com L-NAME (100 uM) sobre a
curva concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos

dos grupos Controle e Mercurio.

pD2 Rméx (%)
Controle Mercurio Controle Mercurio
Controle -6,79 + 0,09 -6,71 + 0,07 88,4 +3,6 106,7 + 3,5#
L-NAME -7,35+0,08* -7,33+0,07* 125,0 +1,4* 128,7 £+ 3,7*

Valores expressos como média + erro padrdo da média.
Teste t: *P<0.001 Curva Controle vs Curva + Farmaco. #P<0,05 grupo Controle vs grupo Mercurio.

4.7 Expressdo protéica da isoforma endotelial da si  ntase do 6Oxido nitrico
(eNOS)

A expressdo da eNOS em condi¢Ges basais (segmentos arteriais retirados
logo apds o animal ser sacrificado) foi detectada, através da técnica de Western Blot
em segmentos de aorta toracica de ratos dos grupos Controle e Mercurio. Foi
observado que nestas artérias a exposicdo a baixas doses de HgCl, durante trinta

dias ndo provocou alteragdo na expressao protéica da eNOS (Figura 8).
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Figura 8: Resultados da expressdo protéica da isoforma endotelial da sintase do éxido
nitrico (eNOS), por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica
de ratos dos grupos Controle (n = 12) e Mercurio (n = 12). Na parte superior da figura estdo
as bandas de Western Blot representativas da expressdo da eNOS e da a-actina. Células
endoteliais humanas foram utilizadas como controle positivo (imagem ndo mostrada). Os
resultados (média + erro padrdo da média) estdo expressos como relacédo entre a densidade

das bandas da eNOS e da a-actina. Teste t: P>0,05.

4.8 Participacdo das espécies reativas ao oxigénio na resposta vasoconstritora
a fenilefrina

Alguns autores associam o efeito tdxico do mercurio ao aumento da producao
de espécies reativas de oxigénio (Reus et al., 2003; Kim & Shama, 2004; Houston,
2007) e, por isso, decidimos analisar a participacdo do anion superéxido e do
peroxido de hidrogénio na resposta contratil a fenilefrina. Para avaliar a participacdo
do O, na resposta vascular a fenilefrina foram realizados experimentos de
reatividade vascular em anéis de aorta na presenca do “scavenger” do anion
superéxido, SOD (150 U/ml) e também experimentos na presenca do inibidor da
NADPHoxidase, Apocinina (0,3 mM).

A apocinina promoveu redugao tanto na sensibilidade como na resposta
maxima a fenilefrina nos segmentos arteriais de animais dos grupos Controle e
Mercurio, todavia, quando comparados os efeitos da inibicdo da NADPHoxidase, por
meio da dAUC, entre os animais dos dois grupos experimentais, nota-se efeito de

maior magnitude nos animais do grupo mercurio (Figura 9, Tabela 4).
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Nos experimentos realizados na presenca de SOD foi observada redugéo da
sensibilidade e da resposta méaxima a fenilefrina somente em anéis de aorta dos
animais do grupo Mercurio (Figura 10, Tabela 4).

A participacdo do H,O, na resposta contratil a fenilefrina foi avaliada em
experimentos em que os aneéis de aorta eram incubados com o “scavenger” do
peréxido de hidrogénio, catalase (1000 U/ml) e, foi observado que a catalase nao
modificou a resposta vascular a fenilefrina em nenhum dos grupos estudados
(Figura 11, Tabela 4).

Estes resultados sugerem que em animais expostos cronicamente a baixas

doses de HgCl, ocorre maior participacdo do O," " na resposta contratil a fenilefrina.
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Figura 9: Efeito do inibidor da NADPHoxidase, Apocinina (0.3 mM) sobre a curva
concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos Controle (A) e Mercurio (B). Diferenca percentual da area abaixo da curva de
concentracao-resposta a fenilefrina (dAAUC) em segmentos de aorta de ambos os grupos
experimentais (C). Os resultados (média + erro padrdo da média) da resposta a fenilefrina
estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM de KCI. ANOVA
(duas vias) * P<0,01. Teste t * P<0,05 (dAUC).
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Figura 10: Efeito do “scavenger” do &nion superoxido, SOD (150 U/ml) sobre a curva
concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos Controle e Mercurio. Os resultados (média + erro padrdo da média) da resposta a
fenilefrina estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM de KCI.
ANOVA (duas vias) * P<0,01.
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Figura 11: Efeito da catalase (1000 U/ml), “scavenger” do peréxido de hidrogénio sobre a
curva concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos
dos grupos Controle e Mercurio. Os resultados (média + erro padrao da média) da resposta
a fenilefrina estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM de KCI.
ANOVA (duas vias) P>0,05.



Resultados 81

Tabela 4: Efeito do inibidor da NADPHoxidase, Apocinina (0.3 Mm) , do “scavenger” do
anion superoxido, SOD (150 U/ml) e da Catalase (1000 U/ml), “scavenger” do peréxido de
hidrogénio sobre os valores de pD, e resposta maxima (Rnax, % de contragdo) a curva
concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos

grupos Controle e Mercdrio.

pD> Rmax (%)
Controle Mercdrio Controle Mercurio
Apocinina
Controle -6,58 + 0,08 -6,82 + 0,03 90,8+4,2 116,2 + 7,1#
Apocinina -6,46 £ 0.08 -6,40 + 0,09* 51,3 +6,3* 39,0 £5,0*
SOD
Controle -6,53 +0,10 -6,48 +0,13 82,8+5,0 117,5 +6,3#
SOD -6,10 + 0,12* -6,23+0,12 71,3+10,8 63,0 + 3,0*
Catalase
Controle -6,81 + 0,08 -6,72 +0.,7 87,2+3,8 103,4 £ 3,7#
Catalase -6,71 + 0,08 -6,81 +0,13 78,6 £6,7 975+46

Valores expressos em média + erro padrao da média.
Teste t: *P<0,01 Curva Controle vs Curva + Farmaco. #P<0,05 grupo Controle vs grupo Mercurio.

4.9 Producao de anion superoxido

Como os resultados dos experimentos de reatividade vascular sugeriam maior
participacdo do O, na resposta contratil a fenilefrina em segmentos arteriais dos
animais do grupo Mercurio, resolvemos verificar se a exposi¢do cronica ao HgCls
influéncia na produgdo de O,". Para isto, utilizamos a técnica de fluorescéncia

produzida pela oxidacao do dihidroetidio (DHE) (Figura 12).
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Nos experimentos realizados em condicdo basal (anéis de aorta nado
estimulados) foi observada maior producdo de O, " nos segmentos arteriais dos ratos

do grupo Mercurio.
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Figura 12: Imagens de micrografia representam a fluorescéncia emitida por dihidroetidio em
segmentos de artéria aorta de ratos dos grupos Controle (A) e Mercurio (B). Gréfico com
valores médios da fluorescéncia emitida por dihidroetidio quando excluida (C) a camada

adventicia ou contada (C). Teste t: * P<0,05.
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4.10 Expressao protéica das trés isoformas da super  6xido dismutase (SOD):
MnSOD, CuzZnSOD e EC-SOD

Os resultados sugerem que a exposi¢ao cronica ao HgCl, promove aumento
da producédo de O, e também maior participacdo deste radical livre na resposta
contrétil a fenilefrina em anéis de artéria aorta. Isso demonstrou a necessidade de
investigarmos o efeito da exposicdo ao mercurio sobre a expressdo de enzimas
antioxidantes, sendo assim, estudamos a expressédo protéica das trés isoformas da
SOD nos segmentos arteriais de animais dos grupos Controle e Mercurio.

A expresséao protéica das trés isoformas da SOD foi detectada em anéis de
aorta toracica de ratos de ambos os grupos experimentais. O tratamento com
mercurio ndo alterou a expressdo protéica das isoformas MnSOD e CuzZnSOD, no
entanto, foi observado aumento da expressao protéica da isoforma EC-SOD nos

segmentos arteriais dos animais do grupo Mercurio (Figura 13).
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Figura 13: Resultados da expresséo protéica das trés isoformas da superdxido dismutase
(SOD), por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica de
ratos dos grupos Controle e Mercurio. Na parte superior das figuras estdo as bandas de
Western Blot representativas da expressdo das isoformas da SOD e da a-actina. A.
CuzZnSOD (Controle n = 7; Mercario n = 8), B. MnSOD (Controle n = 7; Mercurio n = 7). C.
EC-SOD (Controle n = 8; Mercurio n = 8). Extrato de tecido cerebral de rato foi utilizado
como controle positivo para CuZn-SOD e Mn-SOD, e extrato de tecido pulmonar de rato foi
0 controle positivo para EC-SOD. Os resultados (média + erro padrdo da média) estdo

expressos como relagdo entre a densidade das isoformas da SOD e a a-actina. Teste t:

P>0,05.
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4.11 Participacao dos prostanoides derivados da via da ciclooxigenase (COX)
na resposta contratil a fenilefrina

Para estudar a influéncia dos prostanoides derivados da via da ciclooxigenase
sobre a resposta contratil a fenilefrina em segmentos de aorta toracica de ratos dos
grupos Controle e Mercurio, foi desenvolvida uma sequiéncia de experimentos de
reatividade vascular com indometacina, NS 398, SQ 29,548, SC 19,220 e
furegrelato.

O inibidor nédo-especifico da COX, indometacina (1 pM) reduziu a resposta
maxima a fenilefrina nos segmentos arteriais de ratos dos grupos Controle e
Mercurio. Porém, quando comparados os efeitos da inibicdo da COX, através da
dAUC, entre os dois grupos experimentais, observa-se efeito de maior magnitude
nos animais do grupo Mercurio (Figura 14, Tabela 5). Estes resultados sugerem que
nos animais do grupo Mercurio existe maior participacdo dos prostanoides
vasoconstritores derivados da COX na resposta a fenilefrina.

ApoOs verificar que a exposicdo ao HgCl, aumenta a participacdo dos
prostanodides contrateis derivados da COX na resposta vascular a fenilefrina
decidimos estudar se, estes prostandides, sao derivados da COX-2. Para testar esta
hipétese anéis de aorta foram pré-incubados com o inibidor especifico da COX-2, o
NS 398 (1 uM). Este farmaco promoveu reducdo da resposta maxima a fenilefrina
somente em animais do grupo Mercurio (Figura 15, Tabela 5).

Diante das evidéncias de maior participacdo dos prostanoides derivados da
COX-2 na resposta contrétil a fenilefrina em anéis de aorta dos ratos expostos ao
HgCl, foi investigado se estes prostandides agem através da ativacdo dos
receptores TP ou EP;. Para isso foram realizados experimentos de reatividade
vascular a fenilefrina em anéis de aorta pré-incubados com o antagonista do
receptor TP, o SQ 29,548 (1 yM) e experimentos com artérias pré-incubadas com o
SC 19,220 (10 uM), antagonista do receptor EP;. Estes farmacos reduziram a
resposta maxima a fenilefrina somente nos segmentos arteriais de ratos do grupo
Mercurio (Figuras 16 e 17, Tabela 5).

Para estudar se a exposi¢cdo ao HgCl, promove aumento da participagcéo do
tromboxano A, (TXA,) na resposta contratil a fenilefrina, anéis de aorta de ratos dos
grupos Controle e Mercurio foram pré-incubados com furegrelato (10 puM), inibidor da
sintase do TXA,. O furegrelato reduziu a resposta contratil a fenilefrina somente nos

anéis de aorta de ratos expostos ao HgCl, (Figura 18, Tabela 5).
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Estes resultados sugerem maior participacdo dos prostandides derivados da
COX-2, em especial do TXA,, na resposta contratil a fenilefrina em anéis de aorta de
ratos expostos ao HgCl,. Além disso, estes prostandides parecem agir

principalmente por meio da ativacao dos receptores TP e EP;.
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Figura 14: Efeito do inibidor ndo-especifico da COX, indometacina (1 uM) sobre a curva
concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos Controle (A) e Mercuario (B). Diferenca percentual da &area abaixo da curva de
concentracao-resposta a fenilefrina (dAUC) em segmentos de aorta de ambos 0s grupos
experimentais (C). Os resultados (média + erro padrdo da média) da resposta a fenilefrina
estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM de KCIl. ANOVA
(duas vias) * P<0,05. Teste t * P< 0,05 (dAUC).
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Figura 15: Efeito do inibidor especifico da COX-2, o NS 398 (1 pM) sobre a curva
concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos Controle (A) e Mercurio (B). Os resultados (média = erro padrdo da média) da
resposta a fenilefrina estdo expressos como porcentagem da contracao induzida por 75 mM
de KCI. ANOVA (duas vias) * P<0,05.
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Figura 16: Efeito do antagonista do receptor TP, SQ 29,548 (1 pM), sobre a curva
concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos Controle (A) e Mercuario (B). Os resultados (média + erro padrdo da média) da
resposta a fenilefrina estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM
de KCI. ANOVA (duas vias) * P<0,05.
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Figura 17: Efeito do antagonista do receptor EP,, SC 19,220 (10 uM), sobre a curva
concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos Controle (A) e Mercuario (B). Os resultados (média + erro padrdo da média) da
resposta a fenilefrina estdo expressos como porcentagem da contragcdo induzida por 75 mM
de KCI. ANOVA (duas vias) * P<0,05.
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Figura 18: Efeito inibidor da sintase do TXA,, furegrelato (10 uM), sobre a curva
concentracao-resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos Controle (A) e Mercurio (B). Os resultados (média = erro padrdo da média) da
resposta a fenilefrina estdo expressos como porcentagem da contracao induzida por 75 mM
de KCI. ANOVA (duas vias) * P<0,05.
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Tabela 5: Efeito do inibidor ndo-especifico da COX, indometacina (1 uM), do inibidor
especifico da COX-2, NS 398 (1 uM), do antagonista do receptor TP, SQ 29,548 (1 uM), do
antagonista do receptor EP;, SC 19,220 (10 pM) e do inibidor da sintase do TXA,,
furegrelato (10 pM), sobre a curva concentracdo-resposta a fenilefrina em segmentos de

artéria aorta toracica de ratos dos grupos Controle e Mercdrio.

pD Rmax (%)
Controle Mercurio Controle Mercurio

Indometacina

Controle -6,79 + 0,09 -6,70 £ 0,07 88,4+3,6 106,7 £ 3,5#

Indometacina -6,77 £0.07 -6,71 £0,10 73,9 + 3,4* 76,7 +5,8*
NS 398

Controle -6,53 £ 0,09 -6,48 £ 0,13 82,8+5,0 117,5 +6,3#

NS 398 -6,49 + 0,16 -6,35 + 0,09 74,3+9,8 55,5 +5,0*
SQ 29,548

Controle -6,53 +0,10 -6,48 + 0,13 82,8+45 117,5 +6,3#

SQ 29,548 -6,72 + 0,08 -6,72 + 0,08 68,7 +9,3 67,8+4,1*
SC 19,220

Controle -6,58 + 0,08 -6,82 + 0,03 90,8+4,2 116,2 +7,1#

SC 19,220 -6,62 +0,07 -6,62 +0,04* 946 +4,3 90,8 + 7,0*
Furegrelato

Controle -6,58 + 0,08 -6,82 + 0,03 90,9+4,72 116,2 £+ 7,1#

Furegrelato -6,75+0,09 -6,60+0,07* 99,2+3/4 85,2 £4,9*

Valores expressos em média + erro padrao da média.
Teste t: *P<0,01 Curva Controle vs Curva + Farmaco. # P<0,05 grupo Controle vs grupo Mercdurio.
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4.12 Expressao génica da COX-2
A analise do RNAm de COX-2 nos segmentos de aorta de animais dos
grupos Controle e Mercurio demonstrou que a expressdao do RNAmM de COX-2 é

muito maior na aorta dos animais que foram expostos ao HgCl, (Figura 19).

Expresséo Relativa

T T
Controle Mercurio

Figura 19: Resultados da analise da expressdo do RNAmM da COX-2, por meio da técnica de
PCR-RT, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos Controle (n = 7) e
Mercurio (n = 9). Os resultados (média + erro padrdo da média) estdo expressos como
relagdo entre a expressdo relativa de RNAm do grupo Controle comparado ao grupo
Mercurio. Mann-Whitney test: *P<0,05.

4.13 Expressao de COX-2 por Imunofluorescéncia

Na analise de cortes transversais de segmentos de aorta de animais dos
grupos Controle e Mercurio foi notada expressdo da COX-2 no endotélio e na
camada adventicia de animais expostos ao HgCl, (Figura 20).

A B

A/

Figura 20: Imagens representam a expressdo da COX-2, por imunofluorescéncia, na
camada adventicia (A) e em células endoteliais (B) de segmentos de aorta de animais do

grupo Mercdrio.
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4.14 Quantificacdo da liberacdo de prostandides der  ivados da COX-2

Como visto anteriormente os resultados de reatividade vascular indicam que
animais do grupo Mercurio apresentam maior participacdo dos prostanodides
derivados da via da COX-2 na resposta vascular a fenilefrina. O TXA; e o0s
prostandides que agem via ativacdo dos receptores TP e EP; sdo os que parecem
tem maior acdo. Foi visto que a maior participacdo dos prostanoides desta via esta
associada ao aumento da expressao génica da COX-2 e, para verificar a maior
participacdo destes prostandides na resposta a fenilefrina em anéis de aorta dos
animais do grupo Mercurio foi quantificada a liberacdo de PGE; e do TXA, na
solucdo de Krebs-Henseleit depois de realizada curva de concentracdo-resposta a
fenilefrina. As curvas de fenilefrina foram realizadas na presenca e auséncia do
inibidor especifico da COX-2, NS 398 (1 uM).

Os niveis de 13,14-dihidro-15-keto PGE, e Tromboxano B, (TXB;) eram
maiores nos meios onde estavam incubados os segmentos arteriais dos animais
expostos ao HgCl,. Na presenca do inibidor especifico da COX-2, NS 398, ocorreu
reducado da liberacdo dos prostandides 13,14-dihidro-15-keto PGE; e TXB, somente
nos meios de incubagdo dos segmentos arteriais dos animais do grupo Mercurio
(Figura 21 A e B)

Estes resultados sugerem que a exposi¢cdo cronica ao HgCl, aumenta a
producdo dos prostanoides contrateis, 13,14-dihidro-15-ceto PGE, e TXA;, na

resposta vascular a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica.
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Figura 21: Efeito da exposicao cronica ao HgCl, sobre a liberacdo de 13,14-dihidro-15-ceto
PGE, (A) e TXB, (B) em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos Controle e
Mercurio. As medidas foram realizadas nas condic¢des: Controle (n = 6), Controle + NS398
(n = 7), Mercurio (n = 7) e Mercurio + NS398 (n = 7). ANOVA (duas vias) *P<0,01 vs

Controle.

4.15 Analise da participacdo do sistema renina-angi  otensina na resposta
contrétil a fenilefrina

Trabalho desenvolvido em nosso laboratério (Wiggers et al., 2008a) sugere
que em leito vascular caudal de ratos a exposicdao aguda ao HgCl, promove
aumento da resposta contratil a fenilefrina, sendo este aumento possivelmente
associado a maior atividade da enzima conversora da angiotensina. Com base nesta
informacédo foi investigada a participacdo do sistema renina-angiotensina na
resposta contratil a fenilefrina em segmentos de artéria aorta de ratos expostos
cronicamente ao HgCl,.

Para esta investigagao foram realizados experimentos de reatividade vascular
na presenca do inibidor da enzima conversora da angiotensina, Captopril (0.1 mM) e
também experimentos onde o0s anéis de aorta eram pré-incubados com o
antagonista dos receptores AT;, Losartan (10 mM). O Losartan reduziu a resposta
maxima a fenilefrina somente nos segmentos arteriais dos animais do grupo

Mercurio (Figura 22A, Tabela 6). A inibicdo da enzima conversora da angiotensina
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ndo alterou a resposta contrétil a fenilefrina em anéis de aorta em nenhum dos
grupos experimentais (Figura 22B, Tabela 6).

Estes resultados sugerem que a exposicdo crénica ao HgCl, aumenta a
participacdo da angiotensina Il na resposta contratil a fenilefrina. Além disso, tornou

necessaria a avaliagdo da atividade plasmatica da enzima conversora da

angiotensina e também o estudo da expressdo protéica dos receptores
angiotensinoginérgicos ATj.
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Figura 22: Efeito do inibidor da enzima conversora da angiotensina, Captopril (0,1 mM) e do
antagonista do receptor AT1, Losartan (10 mM) sobre a curva concentragcdo-resposta a
fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos Controle e Mercurio.
Os resultados (média + erro padrdo da média) da resposta a fenilefrina estdo expressos
como porcentagem da contracao induzida por 75 mM de KCI. ANOVA (duas vias) * P<0,05.
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Tabela 6: Efeito do inibidor da enzima conversora da angiotensina, Captopril (0.1 mM) e do
antagonista do receptor AT,, Losartan (10 mM) sobre os valores de pD, e resposta maxima
(Rmax» % de contracdo) obtidos através das curvas concentracao-resposta a fenilefrina em

segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos Controle e Mercurio.

pD» Rmax (%)
Controle Mercdrio Controle Mercurio

Captopril

Controle -6,81 + 0,08 -6,72 + 0,07 87,2+3,8 103,4 +3,7#

Captopril -6,73 £ 0,08 -6,64 + 0,09 85,0+3,4 98,2+7,3
Losartan

Controle -6,59 + 0,08 -6,83 + 0,03 89,4+3,9 114,0 £ 6,9*#

Losartan -6,51 +0,08 -6,65 + 0,03 76,5+5,3 75,9 £ 3,7

Valores expressos em média + erro padrao da média.
Teste t: *P<0,05 Curva Controle vs Curva + Farmaco. # P<0,05 grupo Controle vs grupo Mercdrio.
4.16 Atividade plasmatica da enzima conversoradaa ngiotensina (ECA)

A atividade da enzima conversora da angiotensina (ECA) foi significantemente
maior no plasma dos animais expostos cronicamente ao HgCl, quando comparados

aos animais controle (Figura 23).
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Figura 23: Atividade da ECA (mU/ml) no plasma de ratos dos grupos Controle (n = 16) e
Mercurio (n = 8). Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da média. Teste t: *
P<0,01.
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4.17 Expressao protéica do receptor angiotensinogin érgico AT ;

Através da técnica de Western Blot a expressao protéica dos receptores AT,
foi detectada nos segmentos de aorta toracica dos animais de ambos os grupos
experimentais. A expressao protéica foi semelhante nas artérias dos animais dos
grupos Controle e Mercurio (Figura 24).

A andlise destes resultados sugere que a exposi¢cao cronica a baixas doses
de HgCl, aumenta a participagcdo do sistema renina-angiotensina por meio do
aumento da atividade plasmatica da ECA sem alterar a expressao dos receptores

ATi.
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Figura 24: Resultados da expressado protéica do receptor angiotensinoginérgico AT, por
meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos Controle (n = 8) e Mercurio (n = 8). Na parte superior das figuras estdo as bandas de
Western Blot representativas da expressao do receptor AT; e da a-actina. Os resultados
(média * erro padrdo da média) estdo expressos como relacdo entre a densidade do

receptor AT, e da a-actina. Teste t: P>0,05.

4.18 Respostas vasculares a acetilcolina e ao DEA-N O

A exposicao a acetilcolina (1 nM a 30 uM) e ao DEA-NO (10 nM — 0.1 mM)
promoveu relaxamento concentragdo-dependente nos anéis de aorta torécica, de
ambos 0s grupos, estes anéis foram previamente expostos a dose de fenilefrina
suficiente para promover pré-contracdo correspondente a 50% da resposta maxima
ao KCI. A exposicéo cronica ao HgCl, promoveu alteracdo na resposta vascular a
acetilcolina observada pela reducdo da resposta méxima e da sensibilidade a
acetilcolina nos anéis de aorta dos animais do grupo mercurio (Figura 25A, Tabela
7).
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A resposta vasodilatadora ao doador do Oxido nitrico, DEA-NO, foi
semelhante nos segmentos arteriais dos animais dos grupos Controle e Mercurio
(Figura 25B, Tabela 7).
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Figura 25: Curva concentracdo-resposta a acetilcolina (A) e ao doador de 6xido nitrico,
DEA-NO (B) em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos Controle e
Mercurio pré-contraidas com fenilefrina. Os resultados estdo expressos em média + erro
padrao da média. ANOVA (duas vias) * P<0,01.

4.18.1 Participacao das espécies reativas ao oxigén i0 na resposta vascular a
acetilcolina

Resultados anteriores sugerem que a exposi¢cdo ao HgCl, promove aumento
da producdo de radicais livres e, como foi observado piora na resposta
vasodilatadora dependente do endotélio decidimos investigar se o prejuizo na
resposta vasodilatadora esta associado ao aumento na producdo de espécies
reativas ao oxigénio. Para isso foram desenvolvidos experimentos de reatividade
vascular onde anéis de aorta de animais dos grupos Controle e Mercuario eram pré-
incubados com o “scavenger” do anion superéxido, SOD (150 U/ml), e também com
o inibidor da NADPHoxidase, apocinina (0,3 mM).

A SOD e a apocinina promoveram melhora na resposta vasodilatadora a
acetilcolina nos segmentos arteriais de animais do grupo Mercurio (Figura 26,
Tabela 7).

Esses resultados indicam que o anion superoxido parece ser provocar a

reducado da resposta vasodilatadora a acetilcolina em animais expostos ao HgCls.
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Figura 26: Efeito do inibidor da NADPHoxidase, Apocinina (0,3 mM) (A) e efeito do
“scavenger” do anion superoxido, SOD (150 U/ml) (B) sobre a curva concentragéo-resposta
a acetilcolina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos do grupo Mercurio pré-
contraidas com fenilefrina. Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo da

média. ANOVA (duas vias) * P<0,01 Mercurio vs Apocinina-Mercurio e SOD-Mercurio.

4.18.2 Participacdo dos prostanoides da via da COX na resposta vascular a
acetilcolina

Como resultados deste estudo indicam maior participacdo de prostandides
derivados da COX na resposta contratil a fenilefrina, resolvemos investigar se os
prostandides derivados desta via estdo envolvidos na piora da resposta
vasodilatadora a acetilcolina. Experimentos de reatividade vascular foram realizados
na presenca do inibidor inespecifico da COX, indometacina (1 uM).

A indometacina ndo provocou alteracdo da resposta vasodilatadora a
acetilcolina (Figura 27, Tabela 7). Indicando, com isso, que o0s prostanodides

derivados da via da COX nao parecem estar envolvidos no prejuizo da resposta
vasodilatadora a acetilcolina.
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Figura 27: Efeito do inibidor ndo-especifico da COX, indometacina (1 uM) sobre a curva
concentracao-resposta a acetilcolina em segmentos de artéria aorta toracica de ratos do
grupo Mercurio pré-contraidas com fenilefrina. Os resultados estdo expressos em média +
erro padrdo da média. ANOVA (duas vias): P>0,05.

Tabela 7: Valores de pD, e resposta maxima (Rmax, % de contragdo) obtidos através das
curvas concentracdo-resposta a DEA-NO e acetilcolina; efeito da Apocinina, SOD e
Indometacina sobre a curva concentracao-resposta a acetilcolina em anéis de artéria aorta
de ratos dos grupos Controle e Mercdrio.

pD- Rmax (%)
Controle Mercurio Controle Mercurio
DEA-NO -6,30 + 0,20 -6,44 + 0,14 975+3,0 103,0+1,7
Acetilcolina -7,44 +0,07 -7,30 +0,14# 88,6 +1.3 74,9 + 2 5#
Apocinina
Controle -7,26 +0,13 -6,73 +0,13# 78,8 +3,9 69,4 + 4,44

Apocinina -6,90+0,66 -7,24 +0,15* 89,6 £5,9 84,7 +3,3*
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SOD
Controle -7,25+0.13 -6,61 +0,15# 79,4 +3,9 64,7 +1,1#
SOD -6,91+0,13 -7,01+0,18* 84,5+3,7 74,5 +2,3*

Indometacina
Controle -7,25+0,13 -6,63 +0,11# 79,4 +3,9 65,6 +1,1#

Indometacina -7,19 +0,14 -6,65 + 0,08 79,6 £+2.,8 72.8+4,72

Valores expressos em média + erro padrao da média.
Teste t: *P<0,01 Curva Controle vs Curva + Farmaco. # P<0,01 grupo Controle vs grupo Mercdrio.

4.19 Andlise das propriedades estruturais dos segme  ntos de aorta toracica
Através da utilizacdo do microscopio confocal foram determinados os valores
médios de espessura da camada média e o numero de nucleos celulares na camada
média em anéis de aorta de ratos dos grupos Controle e Mercurio. Os animais do
grupo Mercurio apresentaram menor numero de ndcleos na camada média
(Controle: 3625 + 229 niicleos/mm? vs Mercurio: 2863 + 214 ndcleos/mm?; Teste t —
P<0,05), bem como, menor espessura da camada média (Controle: 111.5 + 5.0 ym
vs Mercurio: 95.1 + 3.6 um; Teste t — P<0,05). Estes resultados sugerem que a
exposicao ao mercurio, mesmo em baixas doses, é capaz de promover alteracoes

estruturais em segmentos de artéria aorta toracica.
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V DISCUSSAO

O mercurio é considerado fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares em humanos (Guallar et al., 2002; Houston, 2007) e em
experimentos animais a exposicdo aguda ao mercurio é relacionada a alteracdes
vasculares (da Cunha et al., 2000; Wiggers et al., 2008a) e cardiacas (Massaroni et
al., 1992; Vassallo et al.,, 1999), e a exposi¢cdo cronica promove aumento da
resisténcia vascular periférica e hipertenséo arterial (Wakita, 1987; Carmignani et al.,
1992). O efeito toxico exercido pelo mercurio esta relacionado ao aumento do
estresse oxidativo (Valko et al., 2006; Virtanen et al., 2006), da peroxidacédo lipidica
(Salonen et al., 1995) e também por meio da reducdo da atividade de enzimas anti-
oxidantes (Jie et al., 2007), do NFkB (Dieguez-Acuiia et al., 2001) e de outras
enzimas como a paraoxanose (Gonzalvo et al., 1997). Além disso, alteracdes nos
sistemas renina-angiotensina (Kozma et al., 1996; Wiggers et al., 2008a) e nos
prostandides derivados da via da ciclooxigenase-2 (da Cunha et al., 2000) também
foram observados em trabalhos experimentais com exposicéo a este metal.

Embora seja crescente o numero de trabalhos que estudam os efeitos
téxicos do mercurio sobre o sistema cardiovascular pouco se sabe sobre o efeito da
exposicao cronica a baixas doses de mercurio sobre este sistema. A importancia
deste estudo reside no fato de ter sido desenvolvido um modelo experimental de
exposicdo cronica a baixas doses de mercurio que permitiu ndo s6 avaliar e tornar
mais conhecido o efeito deste tipo de exposi¢cdo sobre o sistema cardiovascular, em
especial, sobre a artéria aorta, mas também, analisar se a toxicidade do mercurio
neste leito vascular relaciona-se com alteracfes endoteliais, producdo de radicais
livres, alteragdo da atividade de enzimas antioxidantes, do sistema renina-
angiotensina e da via da ciclooxigenase-2. E sem ddvida conseguimos avangar no
conhecimento dos efeitos e dos mecanismos pelos quais o mercurio exerce efeito
toxico sobre o leito vascular de ratos.

Os resultados deste estudo podem ser divididos em dois grupos:
1) a criacdo de um modelo experimental animal onde o rato € submetido a exposi¢ao
cronica e controlada a baixas doses de HgCl,, tendo ao final da exposicéo
concentracdo sanguinea semelhante a de humanos expostos a este metal; 2) a

exposicdo crénica ao HgCl, promoveu alteracdo na reatividade vascular em artéria
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aorta de ratos por induzir disfuncdo endotelial e alteragBes nas vias do 6xido nitrico,

ciclooxigenase-2, sistema renina-angiotensina e estados oxidante e antioxidante.

5.1 Modelo experimental

Um dos principais objetivos deste estudo foi o desenvolvimento de um
modelo experimental que permitisse a avaliagdo dos efeitos cardiovasculares da
exposicao cronica a baixas doses de mercurio.

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos considera que
concentragbes sanguineas de até 5,8 ng/ml sdo seguras e ndo provocam efeitos
adversos (National Academy of Sciences, 2000; Rice, 2004; Stern, 2005). No modelo
experimental desenvolvido neste estudo, ao final de trinta dias de exposicdo ao
HgCl, os ratos apresentavam niveis sanguineos de mercurio de aproximadamente 8
ng/ml.

Considerando que trabalhadores expostos ao mercurio no ambiente de
trabalho (Gupta et al., 1996) e individuos que vivem em areas contaminadas
apresentam niveis sanguineos de mercurio variando de 7 a 10 ng/ml (Chen et al.,
2005), e que a populacdo adulta de Nova lorque apresenta concentragdo sanguinea
de mercurio de 2,73 ng/ml enquanto a populacdo consumidora regular de peixe
apresenta concentragcdo meédia de 5,65 ng/ml (McKelvey et al.,, 2007), podemos
afirmar que no modelo animal deste estudo a concentracdo de mercurio encontrada
no sangue é semelhante a observada em humanos expostos a este metal. O
desenvolvimento deste modelo permitiu a realizagdo de experimentos com o intuito
de esclarecer os mecanismos pelos quais 0 mercurio exerce seu efeito toxico sobre
0 sistema cardiovascular. Aléem disso, € importante ressaltar que este € o primeiro
modelo experimental animal de exposicéo controlada a baixas doses de mercurio.

No decorrer do experimento foi analisada a ingesta de &gua e racdo e
também foi controlado o peso dos animais e foi observado que a exposicdo ao

mercurio ndo afeta ingesta de agua e racdo nem interfere no peso dos animais.

5.2 Comportamento da presséao sistolica

A Hipertensdo Arterial € um dos principais fatores de risco para
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Gu et al., 2009) e como existem
relatos de associacdo entre exposicdo ao mercurio e desenvolvimento de

Hipertenséo Arterial em humanos (Torres et al., 2000; Boffetta et al., 2001; Kobal et
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al., 2004; Garcia Gomez et al., 2007) e animais (Wakita, 1987; Carmignani et al.,
1992) foi investigado o efeito da exposicdo ao HgCl, sobre o comportamento da
pressao arterial sistélica (PAS) neste modelo experimental.

Neste estudo ndo foram observadas alteracdes significantes na PAS durante
todo o periodo de exposicdo ao mercurio e isto pode estar relacionado ao fato de
gue neste modelo experimental os animais foram expostos durante somente 30 dias
a concentracbes muito baixas de HgCl,, concentracbes estas semelhantes as
encontradas em humanos. A diferenca nos resultados de outros estudos em que foi
observado aumento da pressdo sanguinea de ratos apOs exposicdo ao mercurio
pode dever-se a dose e ao tempo de exposicdo ao mercurio utilizados. Foi
observado aumento da pressédo sanguinea em ratos expostos a altas concentracdes
de metilmercurio (0,5 mg/kg/dia) e de HgCl, (50 ug/ml, 200 pg/ml) durante periodo
de tempo que variava de 180 a 350 dias (Carmignani & Boscolo, 1984; Wakita et al.,
1987; Carmignani et al., 1992). Em estudos de exposi¢cdo aguda ao mercurio foi
observado que a exposicao durante 20 minutos da artéria caudal de ratos a 5 uM de
HgCl, promovia aumento da pressao média de perfusdo (da Cunha et al., 2000),
também foi observado que a exposi¢cdo aguda de ratos a 680 ng/Kg de HgCl,,
durante 1 hora, provocava aumento da pressdo arterial sistolica e diastélica, no
entanto, este aumento ndo era notado na presenca do Tempol, mimétido da SOD,
sugerindo participacao das espécies reativas do oxigénio nesta resposta (Machado
et al., 2007). Este mesmo grupo observou que ratos expostos agudamente a dose
de 5 mg/kg de HgCl, apresentavam queda da presséao arterial, disfuncéo ventricular
bilateral e aumento da resisténcia vascular pulmonar. A provavel reducdo do débito
cardiaco secundario a disfuncédo ventricular e ao aumento da resisténcia vascular
pulmonar parecem ter sido a causa da queda da pressao arterial (Rossoni et al.,
1999). Os resultados conflitantes provavelmente devem-se as baixas doses de
mercurio as quais os animais foram expostos e também a duragdo da exposicao.
Além disso, estes resultados parecem indicar que o efeito do mercurio sobre a
presséao arterial € dependente da dose.

Mesmo nado tendo sido observadas alteracBes significantes nos niveis
pressoricos, ap0s exposicdo ao mercurio, era necessario investigar o efeito deste
tipo de exposicéo sobre o leito vascular, pois o mercurio é associado ao maior risco

de desenvolvimento de altera¢des cardiovasculares.
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5.3 Efeito do mercurio sobre a resposta vascular a fenilefrina

Inicialmente foi verificada a resposta a fenilefrina em artéria aorta de ratos
dos grupos Controle e Mercurio e foi observada resposta contratil concentragcao-
dependente que era maior nos animais expostos ao HgCl,. Vale ressaltar que a
resposta ao cloreto de potassio (KCIl) foi semelhante em ambos 0s grupos
estudados.

Anteriormente da Cunha et al. (2000) observaram que a administracédo
aguda de HgCl, em doses de 0,5 a 10 uyM produzia vasoconstricdo em artéria caudal
de ratos. Resultado semelhante foi obtido por Wiggers et al. (2008a) que observaram
que a exposicdo aguda a baixas doses de HgCl, (6 M) promoveu aumento da
resposta contratil e da sensibilidade a fenilefrina no leito vascular caudal de ratos, e
também por Evans & Weingarten (1990) que notaram a ocorréncia de
vasoconstricao na artéria aorta de tubardes ap0s exposicdo ao mercurio. No entanto,
Golpon et al. (2003) observaram que em segmentos do tronco pulmonar e da artéria
aorta toracica de ratos, pré-contraidas com noradrenalina, o mercurio provocava
vasodilatacdo. O fato de o mercdrio provocar, em artéria aorta, 0 aumento da
resposta contratil a fenilefrina sem que seja observada alteracdo na resposta
contratil ao cloreto de potassio (KCI) indica que a exposi¢cado a este metal promove
alteragdo na participagdo do endotélio vascular nestas respostas. No entanto, ndo
podemos descartar a possibilidade de que a exposicdo ao mercurio altere vias de
sinalizacao celulares que participem da resposta a fenilefrina, ou mesmo, que nos
ratos tratados com HgCI, exista um maior nimero de receptores a-adrenérgicos
sobre os quais a fenilefrina atua.

Para melhor entendimento dos efeitos do mercurio sobre o leito vascular foi
investigado se este tipo de exposicao alterava a participacdo do endotélio e do 6xido

nitrico no controle do tono vascular.

5.4 Participacao do endotélio na resposta a fenilef  rina e a acetilcolina

As células endoteliais desempenham importante papel no controle do tono
vascular através da liberacdo de substancias vasoativas como o Oxido nitrico, fator
hiperpolarizante derivado do endotélio, endotelina, angiotensina Il e prostanoides
derivados da via da ciclooxigenase-2, entre outros (Vane & Botting, 1993; Vane et
al., 1994; Harrison, 1994). Estes mediadores endoteliais podem participar tanto nas

respostas vasodilatadoras com na modulacdo das respostas vasoconstritoras. Ja foi
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descrito que a remocdo do endotélio potencializa as respostas contrateis induzidas
pela fenilefrina em artérias mesentéricas de resisténcia (Briones et al., 2000; Xavier
et al., 2004), artéria mesentérica superior (Rossoni et al., 2002; Xavier et al., 2004) e
aorta (Rossoni et al., 2002; Alvarez et al., 2005), indicando modulagéo negativa
destas respostas por fatores endoteliais vasodilatadores. Alteracdo na producdo ou
atividade de alguns destes mediadores poderia justificar o incremento nas respostas
vasoconstritoras a fenilefrina observadas na aorta de ratos expostos ao HgCl,. A
possibilidade de ocorréncia de alteracdo da funcdo endotélio no modelo
experimental desenvolvido neste estudo associado ao fato de que a disfungéo
endotelial é considerada um importante fator de risco para desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (Melo et al., 2004) fez com que fossem desenvolvidos
experimentos para verificar a ocorréncia de disfuncéo endotelial.

Como o termo disfuncdo endotelial € utilizado quando ha prejuizo no
relaxamento vascular dependente do endotélio por redugcédo da ac¢do do 6xido nitrico
(Cai & Harrison, 2000), foram realizadas curvas concentracao-resposta a
acetilcolina, que promove relaxamento por via dependente do endotélio, em
segmentos de artéria aorta de ratos pré-contraidos com fenilefrina. Foi observado
que a acetilcolina provocou resposta vasodilatadora, concentragdo-dependente, nos
segmentos arteriais de animais dos grupos Controle e Mercuario, no entanto, o
relaxamento foi menor nos animais do grupo Mercurio, evidenciando que o mercurio
prejudicou o relaxamento dependente do endotélio.

Também foram realizados experimentos com DEA-NO, doador de oOxido
nitrico, para avaliar o relaxamento independente do endotélio e foi observado que o
DEA-NO provocou resposta vasodilatadora semelhante nos segmentos arteriais dos
animais de ambos grupos experimentais, sugerindo que a exposicao crbnica ao
HgCl,, nas doses estudas, ndo altera o relaxamento independente do endotélio.

Estes resultados demonstram que a exposi¢cdo durante 30 dias a baixas
concentracfes de HgCl, promoveu disfuncdo endotelial nos segmentos de artéria
aorta. Considerando que o relaxamento induzido pela acetilcolina € mediado pelo
oxido nitrico (Freitas et al.,, 2003) pode-se sugerir que a disfuncdo endotelial
promovida pela exposicdo ao mercurio deve-se a alteracdo na producdo ou na
biodisponibilidade do éxido nitrico. No entanto, ndo se pode afastar completamente
a possibilidade de que o mercurio cause alteracdo de outros fatores derivados do

endotélio que participam da resposta a acetilcolina. da Cunha et al. (2000) haviam
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observado que a exposi¢cdo da artéria caudal ao HgCl, durante 20 minutos a uma
concentracdo de 5 uM reduzia a resposta vasodilatadora a acetilcolina em artéria
caudal de ratos. Resultado semelhante foi observado por Golpon et al. (2003) em
artéria aorta de ratos expostos a 1 uM de HgCl, por 20 minutos. Experimentos “in
vitro” onde células endoteliais da artéria pulmonar de bovinos eram expostas a
doses de 3 a 5 yM de ions mercurio (Wolf & Baynes, 2007) e de 5 a 15 uM de
metilmercurio (Mazerik et al., 2007) demonstram que o mercurio exerce grande
efeito citotoxico sobre o endotélio. A andlise conjunta de todos estes achados
fortalece a hipotese de que a exposi¢cdo ao mercurio promove importante prejuizo na
funcdo endotelial.

Apesar dos resultados indicarem que o modelo experimental animal deste
estudo apresenta disfuncdo endotelial era necessario esclarecer por quais
mecanismos esta alteragdo ocorria. Para isso foram desenvolvidos experimentos de
reatividade vascular a fenilefrina em anéis de aorta em que o endotélio vascular foi
removido mecanicamente. Foi observado que a remocéo do endotélio provocou um
desvio a esquerda da curva dose-resposta a fenilefrina nos segmentos de aorta dos
animais dos grupos controle e mercurio, sendo este desvio menor em animais do
grupo mercurio, sugerindo que a exposi¢cdo ao mercurio reduz a participacdo do
endotélio na resposta contratil a fenilefrina.

Considerando que a disfuncéo endotelial pode ser causada pela reducéo da
sintese ou da biodisponibilidade do éxido nitrico (Triggle et al., 2003) e que o 6xido
nitrico € um dos mais importantes produtos liberados pelo endotélio (Maturana et al.,
2007) foi realizada curva concentracéo-resposta a fenilefrina na presenca de L-
NAME, inibidor inespecifico da sintase do oxido nitrico. O resultado foi semelhante
ao observado nos experimentos em que o endotélio foi removido. Anteriormente ja
haviamos observado resultados semelhantes apds analisar o efeito da exposicdo
aguda (6 nM) ao HgCI, sobre a artéria caudal de ratos. Estes resultados sugerem
que a exposicdo ao mercurio além de promover disfuncdo endotelial reduz a
modulacdo endotelial na resposta contratil a fenilefrina por prejudicar a via do oxido
nitrico.

A descoberta de que neste modelo experimental de exposicdo ao mercurio
existe prejuizo da via do 6xido nitrico associado ao fato de que Kishimoto et al.
(1995) haviam observado que em células endoteliais do corddo umbilical de

humanos o metilmercurio inibe a producdo de oxido nitrico por exercer efeito toxico
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sobre a sintase do 6xido nitrico (NOS) e que Yanagisawa et al. (1998) observaram
que o HgCl, provocou reducao da expressado da eNOS nas células justaglomerulares
das arteriolas renais aferentes, tornou necessaria a verificacdo da expresséo
protéica da eNOS na aorta dos ratos deste estudo e foi observado que a expressao
da eNOS néo foi alterada pela exposigdo ao mercurio. Este resultado apesar de nédo
esclarecer completamente o mecanismo pelo qual o mercario promove a disfuncéo
endotelial neste modelo experimental, permite afirmar que esta disfuncéo ndo ocorre
por reducéo da expressao protéica da eNOS. No entanto, como em alguns modelos
animais que cursam com disfuncdo endotelial a expressédo da eNOS encontra-se
aumentada (Kanazawa et al., 1996), ndo pode ser descartada a possibilidade de que
neste modelo experimental de exposicdo crbnica ao HgCl, a atividade da eNOS
esteja reduzida ou ainda que a mesma esteja desacoplada, o que resultaria em
menor producado de 6xido nitrico e maior producao de anion superoxido.

O desacoplamento da eNOS foi observado em pacientes com disfuncéo
endotelial devido ao tabagismo (Heitzer et al., 2000a) e a doengas como diabetes
mellitus (Heitzer et al., 2000b) e hipercolesterolemia (Stroes et al., 1997). Existem
fortes indicios de que o desacoplamento desta enzima ocorra quando 0s niveis de
tetrahidrobiopterina (BH;) estdo reduzidos (Kawashima & Yokoyama, 2004,
Fostermann & Munzel, 2006) e que o aumento do estresse oxidativo promova
deplecdo de BH,; (Milstien & Katusic, 1999). Como neste modelo experimental a
exposicao crénica ao HgCl, provocou aumento do estresse oxidativo e disfuncéo
endotelial sem alterar a expressdo da eNOS, é possivel que disfuncédo endotelial
deste modelo animal, mesmo que parcialmente, possa estar relacionada ao

desacoplamento da eNOS.

5.5 Participacdo das espécies reativas do oxigénio na reatividade vascular

A disfuncao endotelial pode estar relacionada a menor produgédo ou a maior
degradacdo do oxido nitrico promovida pelo estresse oxidativo (Landmesser et al.,
2007) que é caracterizado pelo desequilibrio entre a producéo de espécies reativas
de oxigénio e a acao dos sistemas antioxidantes. Tem sido sugerido que o estresse
oxidativo é responsavel pela reducédo da biodisponibilidade do éxido nitrico e pelo
desenvolvimento de disfuncéo endotelial no leito vascular renal (Chade et al., 2004),
coronariano (Lavi et al., 2008) e em enfermidades cardiovasculares. A associacéo

entre disfuncdo endotelial e estresse oxidativo ja foi observada em situacdes
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patolégicas como hipertenséo, hipercolesterolemia (Drexler, 1997; Gao & Mann,
2009), resisténcia a insulina (Vincent et al., 2003; Kim et al., 2006) e deficiéncia de
estrogénio (Koh, 2002). Como € sabido que a exposicdo ao mercurio, tanto em
animais como em humanos, promove a geracao de espécies reativas de oxigénio e
consequentemente aumenta o estresse oxidativo (Miller & Woods, 1993; Huang et
al., 1996; Mahaboob et al., 2001; Reus et al., 2003; Kim & Sharma, 2004; Chen et
al., 2005). Neste estudo foram desenvolvidos experimentos para investigar 0s
mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento de disfuncdo endotelial neste
modelo animal de exposi¢ao cronica ao HgCl..

Para tanto, foram realizadas curvas concentracao-resposta a fenilefrina e a
acetilcolina na presenca de SOD, “scavenger” do anion superoxido, e da apocinina,
inibidor da NADPH oxidase. Foi observado que na presenca destes dois farmacos a
fenilefrina provocou resposta contréatil concentracdo-dependente, no entanto, a SOD
e a apocinina reduziram a resposta contratii somente em segmentos de aorta de
animais que foram expostos ao HgCl,. Além disso, a SOD e a apocinina restauraram
0 prejuizo do relaxamento induzido pela acetilcolina nos segmentos de aorta dos
ratos do grupo mercurio.

A NADPHoxidase é uma das principais fontes de anion superoéxido (Diatchuk
et al.,, 1997), é constituida por duas subunidades (p22phox e gp91phox) ligadas a
membrana e por trés subunidades citosolicas (p67phox, p47phox e p40phox), e tem
sua acao inibida pela apocinina que impede a unido da subunidade citosolica,
p47phox, com a membrana e consequentemente reduz a geracdo de &anion
superéxido (Meyer et al., 1999; Stefanska & Pawliczak, 2008). A SOD dismuta o
anion superoxido em peroxido de hidrogénio e em uma molécula de oxigénio e reduz
os efeitos toxicos do anion superéxido (Faraci & Didion, 2004). Os resultados dos
experimentos com a apocinina e a SOD exdgena demonstram que ambos melhoram
a funcdo endotelial dos ratos expostos ao mercurio e isso d& subsidios para sugerir
que a disfuncdo endotelial presente neste modelo experimental de exposicdo ao
mercurio deve-se provavelmente a maior producdo espécies reativas de oxigénio,
em especial a maior producdo de anion superéxido. No entanto, como a apocinina
foi mais efetiva em restaurar a resposta vasodilatadora a acetilcolina que a SOD é
possivel que outras espécies reativas de oxigénio, que ndo o anion superoxido,
sejam parcialmente responsaveis pelo prejuizo na resposta vasodilatadora a

acetilcolina nos ratos expostos ao mercurio. Como a SOD exdgena, que converte o
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anion superoxido em peréxido de hidrogénio, ndo restaura completamente a
resposta vasodilatadora a acetilcolina é possivel que o perdoxido de hidrogénio seja
uma das espécies reativas do oxigénio que prejudica a resposta vasodilatadora nas
artérias dos ratos do grupo mercurio. Em experimentos de reatividade vascular em
artéria caudal de ratos expostos agudamente ao mercurio desenvolvidos por da
Cunha et al. (2000) e Wiggers et al. (2008a) foram observados resultados
semelhantes que indicavam a participacdo das espécies reativas do oxigénio no
aumento da resposta contratil a fenilefrina.

Outro importante achado deste estudo foi a observacdo, por meio de
microscopia confocal, de que os segmentos de artéria aorta dos ratos expostos ao
mercurio apresentavam maior producdo basal de anion superoxido o que reforca a
hipétese de que neste modelo animal a exposicdo ao mercurio provoca aumento do
estresse oxidativo e por acdo das espécies reativas do oxigénio promove a
disfuncdo endotelial. As espécies reativas do oxigénio, em especial o anion
superéxido, promovem a peroxidacao lipidica (Griendling & Fitzgerald, 2003) e uma
das formas de se verificar o0 estresse oxidativo é atravées da medida do
malondialdeido plasmatico. Foi demonstrado que o neste modelo experimental os
animais expostos ao mercurio apresentavam niveis aumentados de malondialdeido
plasmatico (Wiggers et al., 2008b), corroborando a hipdétese de que este tipo de
exposicao ao mercurio além de aumentar a producdo de anion superéxido provoca
aumento do estresse oxidativo.

O aumento do estresse oxidativo além de estar associado a maior produgéo
de espécies reativas do oxigénio também pode ocorrer por reducdo da atividade
antioxidante (Lerman et al., 2001; Rodriguez-Porcel, 2001; Lee & Wei, 2007).
Wiggers et al. (2008b) demonstraram que neste modelo experimental de exposi¢ao
ao mercurio o estado antioxidante total (TAS) plasméatico encontrava-se aumentado
ao final do tratamento indicando que neste modelo experimental o estresse oxidativo
esta associado ao aumento da producao de radicais livres sem que tenha ocorrido
reducdo do estado antioxidante. Em realidade o estado antioxidante encontra-se
aumentado e pode ser que isso se deva ao desenvolvimento de algum mecanismo
compensatorio.

Uma possibilidade para explicar o incremento da producdo de anion
superéxido na aorta dos animais expostos ao mercurio € que a expressao das

enzimas que detoxificam este anion estejam alteradas. Para isso, foi realizado
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Western Blot para verificar a expressao protéica da SOD nos segmentos de artéria
aorta dos animais dos grupos controle e mercurio.

A SOD possui trés isoformas distintas que catalizam a mesma reacéo de
dismutar o anion superoxido em peréxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio.
As trés isoformas da SOD sao: CuzZn-SOD que esté localizada no citosol, a Mn-SOD
localizada na mitocOndria e a isoforma EC-SOD que encontra-se no espago extra-
celular (Faraci & Didion, 2004). Neste estudo foi analisada a expressao protéica das
trés isoformas e foi notado que na artéria aorta dos ratos dos grupos controle e
mercurio a expressdo protéica das isoformas CuzZn-SOD e Mn-SOD sé&o
semelhantes. No entanto, ha evidente aumento da expressao protéica da isoforma
EC-SOD nos segmentos de artéria aorta dos ratos do grupo mercurio.

A EC-SOD localiza-se na parede vascular entre o endotélio e o musculo liso
vascular (Stralin et al.,, 1995; Fukai et al., 2002), é produzida principalmente pelo
musculo liso vascular (Zelko et al.,, 2002) e pode ter a expressdo alterada em
condi¢cbes patologicas como hipertensao, diabetes e aterosclerose, e também por
diferentes estimulos produzidos pelo exercicio, angiotensina Il, 6xido nitrico (Fukai et
al., 1999, 2002, Davis et al., 2003). Passerini et al. (2004) observaram que células
endoteliais da artéria aorta de porco, localizadas em regido de fluxo sanguineo
turbulento, apresentam “upregulation” do sistema antioxidante por aumento da
expressao de proteinas antioxidantes como a EC-SOD. Apesar do modelo animal de
exposicdo crbnica ao mercurio desenvolvido neste estudo nao apresentar
hipertensdo existem sinais claros de disfuncdo endotelial que é associada a
alteracdo do fluxo sanguineo podendo este ser um dos mecanismos causadores da
alteracdo na expressdo da EC-SOD. Além disso, sera discutido a seguir o fato da
exposicdo ao mercurio estar associada a maior atividade plasmatica da enzima
conversora da angiotensina neste modelo experimental, o que nos permite
hipotetizar que esta ativagdo promova maior formacéo de angiotensina Il e esta por
sua vez possa interferir na expressao da isoforma extracelular da SOD. Outra
possibilidade que ndo pode ser descartada € a de que mecanismos compensatorios,
como a “upregulation” da EC-SOD possam ser desenvolvidos devido a maior
producdo de anion superoxido provocada pela exposi¢do ao mercurio.

Outros autores tem demonstrado aumento das defesas antioxidantes apés
exposicao ao mercurio. Assim, Girardi & Elias (1995) ao expor rins de rato ao HgCl,

notaram aumento da atividade de enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e
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catalase. Também foi descrito que a exposicdo de camundongos ao HgCl, (doses
em miligramas/Kg) durante 14 dias aumentava o estresse oxidativo e a atividade de
enzimas antioxidantes no figado (Hussain et al., 1999) e Bando et al. (2005) notaram
aumento da atividade da Mn-SOD, CuZn-SOD, glutationa peroxidase e catalase no
figado de ratos expostos ao HgCl,. Chen et al. (2005) foram um dos primeiros a
observar que trabalhadores expostos ao mercurio além de apresentar aumento do
estresse oxidativo apresentavam importante aumento da atividade das enzimas
antioxidantes glutationa e SOD.

O mecanismo pelo qual o aumento do estresse oxidativo provoca maior
atividade das enzimas antioxidantes néo foi investigado neste estudo. No entanto,
Wolf & Baynes (2007), ap0s realizar experimentos em células endoteliais da artéria
pulmonar de bovinos, encontraram dados que sugerem que esta associacdo pode
ser dose-dependente, pois notaram que enquanto a exposicao a altas
concentragdes de mercurio (> 3-5 uM) inibe a atividade de enzimas do grupo tiol e
induz a deplecdo de glutationa, a exposi¢cao a concentracbes menores de mercurio
(1-2 uM) provoca aumento da atividade das enzimas tiol e também da glutationa. E
possivel entdo que na exposicdo ao mercario as enzimas que compdem o sistema
antioxidante sejam ativadas como um mecanismo de protecdo das células contra o

aumento do estresse oxidativo.

5.6 Participacdo da COX-2 e dos prostanoides deriva  dos desta via na resposta
vascular a fenilefrina

O presente estudo demonstra que a exposi¢édo cronica a baixas doses de
mercurio promoveu disfuncdo endotelial. Na disfuncdo endotelial as células
endoteliais sofrem agressdes que podem alterar a expressao ou atividade das
substancias produzidas e liberadas pelo endotélio (Goligorsky, 2005). Os
prostandides derivados da via da ciclooxigenase sao algumas das substancias
liberadas pelas células endoteliais que desempenham importante funcdo na
regulacédo do tono vascular e participam das respostas a agressao vascular (Alvarez
et al., 2005, 2007). No capitulo anterior desta discussdo demonstramos que a
exposicdo aguda ao HgCl, provoca aumento da resposta contrétil a fenilefrina e esta
resposta parece estar associada ao aumento da producédo de espécies reativas do
oxigénio que podem reagir com o NO diminuindo sua biodisponibilidade. Outra

possibilidade para explicar 0 aumento na resposta contratil a fenilefrina apés a
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exposicdo ao mercario é que ocorra aumento na participacdo dos prostandides
contrateis derivados da via da ciclooxigenase nestas respostas.

Para analisar a participacdo dos prostandides contrateis na resposta a
fenilefrina nos ratos dos grupos controle e mercurio, foram desenvolvidos
experimentos de reatividade vascular onde foi utilizada a Indometacina, inibidor
inespecifico da ciclooxigenase. Foi notado que a Indometacina provocou reducéo da
resposta contratil a fenilefrina, que foi maior nas artérias de animais expostos ao
mercurio, sugerindo participacdo dos prostandides derivados da via da
ciclooxigenase na maior resposta a fenilefrina nos segmentos de aorta dos animais
tratados com mercurio. Estes resultados foram semelhantes aos observados por da
Cunha et al. (2000) e Wiggers et al. (2008a). Vale ressaltar que estes autores
realizaram experimentos na artéria caudal de ratos e a exposicdo ao metal tinha
duracdo de 20 a 60 minutos. Além disso, somente o leito vascular caudal era
exposto ao mercurio. No presente estudo os animais foram expostos ao mercurio
durante 30 dias e apesar de serem analisados resultados de experimentos de
reatividade vascular deve ser considerado que enquanto nos experimentos agudos a
exposicdo ao mercurio restringiu-se somente ao leito vascular, neste modelo crénico
todos os sistemas foram expostos a este metal.

Tem sido reportada a expressdo vascular da COX-2 em processos
patolégicos que cursam com processo inflamatério e também na aterosclerose e
hipertensdo (Adeagbo et al., 2005; Alvarez et al., 2005; Antman et al., 2005). Os
prostandides derivados da COX-2 contribuem para a disfung¢édo endotelial associada
a hipertensdo e ao envelhecimento dos animais (Widlansky et al., 2003; Blanco-
Rivero et al., 2005; Wong et al., 2009). Além disso, estes prostandides contribuem
sobremaneira para a resposta vasoconstritora observada em ratos hipertensos
(Zerrouk et al., 1998; Adeagbo et al., 2005; Alvarez et al., 2005). Nos ultimos anos,
tem se tornado evidente que a producgdo de prostandides pela COX-2 esta envolvida
na modulagéo da resposta vascular em condic¢es fisioldgicas (Adeagbo et al., 2005;
Alvarez et al., 2005; Antman et al., 2005) e tem sido descrito que esta isoforma da
COX é expressa em células endoteliais e adventiciais de artérias ndo estimuladas
(Tabernero et al., 2003; Briones et al., 2005; Alvarez et al., 2005). Em concordancia,
no presente estudo foi observado que a COX-2 estava localizada essencialmente
nas ceélulas da adventicia e do endotélio. Para investigar a participacdo dos

prostandides derivados da COX-2 na resposta vascular a fenilefrina foram realizadas
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curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em segmentos de aorta incubados com
inibidor especifico da COX-2, o NS 398. Foi notado que na presenca do NS 398
ocorreu reducao da resposta contratil a fenilefrina somente na aorta dos animais do
grupo mercurio, indicando que os prostandides contrateis que participam da maior
resposta a fenilefrina nos animais do grupo mercurio sdo derivados da via da COX-2.

No entanto, varios prostandides contrateis sdo derivados da via da COX-2 e
era importante descobrir quais destes prostandides participavam desta resposta
aumentada a fenilefrina nos ratos do grupo mercurio. Considerando que 5 diferentes
prostandides (PGE,, PGl,, PGF,y, PGD,, TXA;) sdo derivados da via da COX-2,
foram desenvolvidos experimentos de reatividade vascular onde artérias foram
incubadas com SQ 29,548, antagonista do receptor TP, ou SC 19,220, antagonista
do receptor EP1, ou com Furegrelato, inibidor da sintase do TXA2. Todos estes
experimentos apresentaram resultado semelhante aos obtidos com NS 398, sendo
observada reducéo da resposta a fenilefrina somente nos segmentos de aorta dos
ratos do grupo mercurio.

Considerando que o0s receptores TP e EP; sao estimulados pelos
prostandides TXA; e PGE; e o Furegrelato inibe a sintase especifica do TXA, estes
resultados demonstram que 0s mecanismos pelos quais 0 mercurio promove
alteracao vascular neste modelo animal envolve a participacdo do TXA; e da PGE..
Para confirmar estes achados foi realizada medida da producao / liberacdo dos
prostandides, TXA, e PGE, nos segmentos de artéria aorta ap0s curva
concentracdo-resposta a fenilefrina e foi observado que a producdo destes
prostandides foi muito maior nos segmentos arteriais de ratos do grupo mercuario. A
certeza de que estes prostandides eram derivados da via da COX-2 foi obtida
quando o aumento na producdo destes prostandides foi impedido pelo inibidor
especifico da COX-2, NS 398.

MacFarlane (1980) ja havia observado que a exposicdo ao metilmercurio
estava relacionada ao aumento da sintese de PGE,. Em outros experimentos “in
vitro” foi observado que em células mesangiais e do epitélio glomerular a exposicéo
ao HgCl, aumentava de 2 até 8 vezes a sintese de PGE, (Sraer et al., 1982).
Também foi observado que no coracdo o metilmercurio promove aumento da sintese
de PGI, e TXA,, enquanto na artéria aorta estimula somente a sintese da PGl; (Ally
et al.,, 1993). No entanto, ndo foram encontradas publicagcbes que tivessem

relacionado a exposicdo ao mercurio com maior participacdo de prostanoides
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derivados da COX-2 na resposta vascular a fenilefrina. Entretanto, em modelo
animal de hipertensdo, com ratos espontaneamente hipertensos (SHR), que cursa
com disfuncdo endotelial e aumento da reatividade vascular foi notado aumento da
resposta contratil a fenilefrina em segmentos de artéria aorta e maior participacao
dos prostandides derivados da via da COX-2 nesta resposta (Alvarez et al., 2005,
2007). Resultados similares foram obtidos com outros modelos de hipertenséo
(Adeagbo et al., 2005).

Depois de descoberta a participacdo dos prostandides derivados da via da
COX-2, TXA, e PGE,, na maior resposta contratii a fenilefrina neste modelo
experimental de exposi¢cdo ao mercurio, para melhor compreensdo do mecanismo
pelo qual o mercurio promovia alteracdo deste sistema, era necessario descobrir se
esta alteracdo devia-se a alteracdo na expressdo ou na atividade da COX-2. A
realizacdo do PCR-RT evidenciou que o RNAm para expressdo da COX-2 € maior
em segmentos de aorta dos animais expostos ao mercurio e ajudou a esclarecer o
mecanismo pelo qual este metal altera a funcéo vascular.

Os resultados discutidos acima demonstram que a alteracdo vascular
observada neste modelo experimental deve-se, mesmo que parcialmente, a maior
expressdo da COX-2, ao aumento na producao dos prostandides TXA; e PGE,, e na
maior participacao destes na resposta vascular a fenilefrina.

Apesar de nao ter sido encontrada na literatura qualquer referéncia sobre o
efeito da exposicado ao mercurio na expressédo da COX-2, € importante notar que em
individuos portadores de diabetes e em modelos experimentais de diabetes e
hipertensao a alteragdo da COX-2 tem sido relatada. Em modelos de hipertensdo o
aumento da expressédo da COX-2 ocorre tanto em condi¢gdes basais (Briones et al.,
2002; Adeagbo et al., 2005 Alvarez et al., 2005) quanto apds estimulo com agonista
vasoconstritor (Alvarez et al., 2007). Resultado semelhante foi observado em
individuos portadores de diabetes que apresentaram maior quantidade de COX-2
em arteriolas coronarias (Szerafin et al., 2006). Em modelo experimental de diabetes
também foi observado aumento na expressao da COX-2 em artéria aorta (Guo et al.,
2005). Nos modelos experimentais de hipertenséo e diabetes tem sido notado que a
hiperreatividade vascular parece dever-se a maior producdo de prostandides
contrateis derivados da via da COX-2 (Guo et al., 2005; Alvarez et al., 2007).

A observacédo de que as alteracfes presentes neste modelo experimental de

exposicdo crbnica a baixas doses de mercurio sdo semelhantes as alteracdes
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encontradas em modelos de doengas como hipertenséo e diabetes, consideradas
fatores de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, servem para
reforcar ainda mais a hipotese de que o mercurio deve ser considerado fator de risco

cardiovascular.

5.7 Participacao do sistema renina-angiotensina na resposta a fenilefrina

O fato de anteriormente termos descrito que a exposicdo ao mercurio
provocava ativacdo da angiotensina Il local ja era suficiente para justificar a
avaliacao da participacdo do sistema renina-angiotensina neste modelo experimental
de exposicdo crénica ao mercurio. No entanto, foi observado que a angiotensina Il
induz a expressao de COX-2 (Alvarez et al., 2007; Beltran et al., 2009), aumenta a
producdo de espécies reativas do oxigénio (Wolf, 2000; Beltran et al., 2009), reduz a
biodisponibilidade do NO e provoca disfungcédo endotelial (Doughan et al., 2008), ou
seja, promove alteracbes semelhantes as observadas no modelo animal deste
estudo. Isto tornou essencial a analise do comportamento do sistema renina-
angiotensina neste modelo animal.

Foram realizadas curvas concentragéo-resposta a fenilefrina na presenca do
bloqueador dos receptores AT;, Losartan, que promoveu reducdo da resposta
contratil a fenilefrina somente em segmentos de aorta dos ratos expostos ao
mercurio sugerindo participacdo do sistema renina-angiotensina na maior resposta
contratil a fenilefrina. Além disso, foi notado que esta resposta ndo se devia ao
aumento do numero de receptores AT, pois a expressao deste receptor ndo foi
alterada pela exposi¢cdo ao mercurio. Estes resultados néo esclarecem se 0 aumento
da participacdo do sistema renina-angiotensina é local ou sistémico, mas a
observacdo de que os niveis plasmaticos da ECA eram maiores nos ratos expostos
ao mercurio permite sugerir que a exposicdo ao mercurio promoveu maior
participagéo local e sistémica do sistema renina-angiotensina.

A associacdo da exposicdo ao mercurio e maior participacdo do sistema
renina-angiotensina havia sido observada em experimentos “in vitro” onde a
exposicdo ao mercurio provocou aumento da liberacdo de renina pelas células
justaglomerulares sendo este efeito concentracdo-dependente (Kozma et al., 1996)
e aumento da atividade da angiotensina Il no sangue (Wiggers et al., 2008a).

Neste modelo experimental a exposi¢cao crénica ao HgCl, além de aumentar

a atividade do sistema renina-angiotensina também promove aumento da expressao
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da COX-2, maior producdo de espécies reativas de oxigénio, hiperreatividade
vascular a fenilefrina e disfuncdo endotelial. Resultados semelhantes foram
provocados pela angiotensina Il que em células endoteliais de bovinos provocou
disfuncdo endotelial por aumentar producdo de espécies reativas de oxigénio e
reduzir a biodisponibilidade do Oxido nitrico (Doughan et al., 2008) e induziu a
expressdo da COX-2 em celulas musculares lisas e em fibroblastos da aorta de ratos
(Alvarez et al., 2007; Beltran et al., 2009). Além disso, ja tinha sido observado que
em camundongos o tratamento com angiotensina Il induziu a expressdo da COX-2
via ativacdo de receptores AT; (Tamarat et al., 2002) e que a utilizacdo do inibidor
da ECA provocou melhora da disfungcdo endotelial de ratos mais velhos por inibir
produtos derivados da COX (Mukai et al., 2002).

Considerando que neste modelo experimental a apocinina reduziu a
disfuncdo endotelial e a hiperreatividade a fenilefrina, e que as acdes da
angiotensina Il sdo frequentemente mediadas pela maior ativacdo da
NADPHoxidase (Doughan et al., 2008), é possivel hipotetizar sobre a possibilidade
de que a maior ativagdo do sistema renina-angiotensina seja 0 mecanismo principal
pelo qual a exposicdo ao mercurio promoveu as alteragbes observadas neste
modelo experimental. Os experimentos desenvolvidos neste estudo ndo permitem
gue esta hipotese seja confirmada, no entanto, tornam-na factivel e evidenciam a
necessidade de desenvolvimento de experimentos para testa-la.

Neste estudo também foi notado que a exposicdo ao mercurio promove
aumento da expressao protéica da EC-SOD. Anteriormente havia sido observado
gue a infusdo de angiotensina Il durante 7 dias provocava aumento da expressao
protéica da EC-SOD na artéria aorta de camundongos, sem alterar a expressao da
CuZn-SOD e da Mn-SOD, e este efeito foi anulado pelo tratamento com Losartan,
antagonista do receptor AT; (Fukai et al.,, 1999) Considerando que neste modelo
experimental foi observado que a exposi¢cdo ao mercurio aumenta a atividade do
sistema renina-angiotensina, ndo pode ser descartada a possibilidade de que a
maior expressado da EC-SOD esteja associada a maior ativacdo do sistema renina-

angiotensina.

5.8 Efeito da exposi¢cdo ao mercurio sobre a estrutu  ra da artéria
A observacao de que neste modelo animal a exposi¢cdo ao HgCl, promoveu

importantes alteragdes funcionais na artéria aorta tornou necessario investigar se a
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estrutura da artéria também sofria algum tipo de alteragdo. Através da
imunohistoquimica com microscopia confocal foi observado que 0s segmentos
arteriais dos ratos expostos ao mercurio apresentavam reducdo da espessura da
parede e também menor numero de células. Este resultado sugere que esta
alteracado esta relacionada ao efeito toxico do mercurio que provoca apoptose.

Ja foi observado em experimentos “in vitro” (Dieguez-Acufia et al., 2004;
Eichler et al., 2006; Belyaeva et al., 2008) e “in vivo” (Fouda et al., 2008) que o
mercurio promove apoptose. Dentre 0os mecanismos toxicos atraves dos quais o
mercurio promove apoptose destacam-se: a reducdo da ativacdo do NF-kB
aumentando a sensibilidade das células a estimulos apoptoéticos induzidos por
outros agentes (Dieguez-Acufia et al., 2004), maior ativacdo da caspase-8 que
participa da via de sinalizacao da apoptose (Eichler et al., 2006) e a maior producao
de espécies reativas do oxigénio (Fouda et al., 2008).

Apesar de neste estudo ter sido observada alteragédo estrutural das artérias
de ratos expostos ao HgCl, ndo foram desenvolvidos experimentos na tentativa de
elucidar 0os mecanismos responsaveis por estas alteracbes. No entanto,
considerando que neste modelo de exposicdo ao mercurio foi notada maior
producdo de anion superoxido e que estes podem provocar apoptose, ndo podemos
descartar a possibilidade de que esta seja uma das vias pelas quais o mercurio

promoveu esta alteracéo vascular.

5.9 Atualidades e perspectivas futuras

A importancia deste estudo reside no fato de que os resultados encontrados
permitem compreender melhor os mecanismos pelos quais o mercurio exerce efeito
toxico sobre o sistema cardiovascular. Além disso, deve ser ressaltada a importancia
do modelo experimental utilizado, pois pela primeira vez foi criado um modelo de
exposicdo crbnica controlada a baixas doses de mercurio, onde ao final da
exposicao foi realizada medida dos niveis de mercuario no sangue. No entanto, mais
importante do que conhecer o0s niveis de mercurio no sangue do animal foi observar
gue estes niveis eram compativeis com 0s encontrados em humanos que vivem
expostos ao mercurio, seja pela exposicdo ocupacional ou por consumir peixe
contaminado. Isto permite com que afirmemos que este €, até 0 momento, o melhor

modelo experimental de exposicéo crénica ao mercurio.
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Com este estudo demonstrou-se pela primeira vez que a exposi¢ao cronica a
baixas doses de HgClI, provocou disfuncéo endotelial e alteracéo na reatividade e na
estrutura da artéria aorta. Além disso, demonstrou que estas alteracdes podem ser
atribuidas, ainda que parcialmente, ao aumento do estresse oxidativo, reducédo da
biodisponibilidade do NO, maior ativacdo da via da COX-2 com consequente
aumento na producdo dos prostandides vasoconstritores PGE, e TXA, e maior
ativacdo do sistema renina-angiotensina.

De fato os resultados deste estudo ajudaram a esclarecer os efeitos toxicos
e 0S mecanismos através dos quais o mercurio atua sobre o sistema cardiovascular.
Além disso, estes resultados geraram hipdteses que precisam ser confirmadas
posteriormente. Considerando que uma linha de pesquisa dura anos, ou mesmo
toda uma vida, este talvez seja mais um indicativo de que este trabalho cumpriu o
objetivo de ndo somente gerar informacgdes, mas também o de servir como fonte de
idéias para pesquisas futuras.

N&do ha davida que o desenvolvimento de experimentos que permitam
responder as varias hipoteses levantadas no decorrer deste estudo dara subsidios
para que em um futuro proximo os efeitos toxicos do mercario sobre o0 sistema
cardiovascular possam ser ndo s6 conhecidos, mas também evitados e tratados.

Infelizmente desde a revolugao industrial a atividade humana tem provocado
cada vez mais contaminacfes ambientais que tem exposto os homens a varios tipos
de agentes toxicos, dentre eles o mercurio. A exposicdo humana ao mercurio, seja
ela ocupacional, por uso de vacinas ou de restauracdes com amalgama ou mesmo
pelo consumo de alimento contaminado parece ser muito comum e ainda ndo sao
bem conhecidas as consequéncias sobre a saude.

Os resultados deste estudo tornam evidente que a exposicdo cronica a
baixas doses de mercurio afeta sobremaneira o leito vascular alterando a sua funcao
e estrutura. O impacto destas alteracées pode ser comparado ao promovido por
outros fatores de risco para desenvolvimento de doencas cardiovasculares como
hipercolesterolemia, diabetes e hipertensédo. Ainda ndo se sabe se a exposicdo ao
mercurio pode potencializar o efeito de outros fatores de risco cardiovascular, mas
certamente o mercurio deve ser considerado um importante fator de risco para o

desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
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VI CONCLUSOES

O modelo experimental animal desenvolvido neste estudo apresentou, ao
final do tratamento, baixas concentracdes sanguineas de mercurio, concentragdes
estas semelhantes as apresentadas por humanos expostos a este metal;

A exposicao cronica a baixas concentracbes de mercurio ndo promoveu
alteracdo dos niveis de pressao arterial sistolica, mas alterou a reatividade vascular
promovendo aumento da resposta contratil a fenilefrina e disfungdo endotelial em
segmentos de aorta;

A disfuncdo endotelial observada neste modelo experimental deve-se,
mesmo que parcialmente, a reducdo da biodisponibilidade do NO causada pelo
aumento da producdo das espécies reativas de oxigénio produzidos pela
NADPHoxidase;

O aumento da resposta contratii a fenilefrina esta associado a menor
modulacdo do endotélio nesta resposta e a maior participacdo do anion superoxido,
dos prostandides contrateis derivados da COX-2 (PGE; e TXA;) e do sistema renina-
angiotensina nesta resposta,

A exposicao crénica ao mercurio provocou aumento do estresse oxidativo,
maior producdo de anion superéxido e aumento da expresséo protéica da isoforma
extracelular da SOD (EC-SOD);

O incremento na expressdo génica da COX-2 e a maior producdo dos
prostandides contrateis derivados da COX-2 (PGE; e TXA;) foi observado apdés
exposicao ao mercurio;

Neste modelo experimental foi notado que a exposicdo ao mercurio
aumentou a atividade plasmatica da enzima conversora da angiotensina (ECA);

Reducdo do numero de células e reducdo da parede da aorta foram as
alteracbes da estrutura vascular observadas nos animais ap0s exposicdo ao
mercurio;

Em concluséo, estes resultados demonstram que a exposi¢cdo cronica ao
HgCl, promove alteracbes vasculares semelhantes as produzidas por outros fatores
de risco cardiovascular como hipercolesterolemia, diabetes e hipertensdo. E
reforcam a hipdtese de que o mercurio deve ser considerado fator de risco para o

desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
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