UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPiRI:I'O SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

NUBIA BELEM LEMOS

EXPOSICAO AGUDA A BAIXA
CONCENTRACAO DE CLORETO DE
MERCURIO INDUZ DISFUNGAO ENDOTELIAL
EM AORTA DE RATOS

Vitdria
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPiRI:I'O SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

NUBIA BELEM LEMOS

EXPOSICAO AGUDA A BAIXA
CONCENTRACAO DE CLORETO DE
MERCURIO INDUZ DISFUNGAO ENDOTELIAL
EM AORTA DE RATOS

Dissertacado apresentada ao Programa de Pds-graduagao
em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal do
Espirito Santo como requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncias Fisiologicas.

Orientador: Prof®. Dr?. Ivanita Stefanon

Co-orientadora: Prof®. Dr®. Alessandra Simao Padilha

Vitdria
2009



NUBIA BELEM LEMOS

EXPOSICAO AGUDA A BAIXA
CONCENTRACAO DE CLORETO DE
MERCURIO INDUZ DISFUNGAO ENDOTELIAL
EM AORTA DE RATOS

Dissertagcao apresentada ao Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Fisiolégicas
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para obtengao do titulo de Mestre em Ciéncias Fisiologicas.

Aprovadoem __/ /2009, por:

Prof?. Dr?. Ivanita Stefanon- Orientadora, UFES

Prof?. Dr?. Alessandra Simao Padilha- Co-orientadora, UFES

Prof. Dr. Dalton Valentim Vassallo — UFES

Prof. Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira — UFES

Coordenador do PPGCF:

Prof. Dr. Luiz Carlos Schenberg



AGRADECIMENTOS

A Deus, por iluminar sempre o meu caminho, me dando protegéo.

Aos meus pais, Ednilson e Rosalina, pelo incentivo, carinho, cuidado, paciéncia e
pelo amor incondicional. As minhas irmas, Claudia e em especial Aline pelo apoio
neste trabalho. Aos meus sobrinhos, Vitor e Yuri, pela alegria e carinho que sempre
trazem quando vém ao meu encontro. Aos meus cunhados Vinicius e Mario Sérgio
pelo incentivo. AMO VOCES.

Ao Léo pela paciéncia, carinho, ajuda e apoio em todos os momentos do Mestrado.
A minha amiga Clarissa pelo apoio dado desde o inicio da execugdo deste trabalho.
A minha orientadora, Ivanita Stefanon, pela oportunidade, apoio principalmente nos
momentos dificeis, pela orientagdo, paciéncia, carinho e disponibilidade. Tenho

muita admiragao por vocé.

A Alessandra, minha co-orientadora, pela idéia do projeto, pelos conselhos, pelo

auxilio no desenvolvimento deste trabalho, pela amizade.

Ao Dalton, amavel “chefe”, que também idealizou este projeto. Agradeco pelo

carinho, atencgao, orientagéo, alegria, generosidade e disponibilidade.

Pela amizade e ajuda de toda turma do LEMC: Alessandra, Aurélia, Edna, Eduardo,
Fabiana, Fernanda, Franck, Guilherme, Guilia, Jhuli Keli, Juliana, Karina, Larissa,

Lélia, Lili, Lorena, Luciana, Mirian, Nelson, Neto, Priscila, Rogério e Thais.

A Jhuli Keli, que me ensinou a técnica de preparacdo dos anéis isolados de aorta e

pela paciéncia.



A Priscila pelo apoio, amizade e por ter sido a minha companheira de longas horas
até a noite no laboratério.

Aos meus amigos da fisioterapia da UNIMED pelo apoio e pela ajuda, mesmo de

forma indireta, através das trocas de plantdes. Ao hospital UNIMED pelo apoio.

Aos funcionarios Claudia e Fonseca pelo apoio técnico.

A equipe de higienizagao, por sua simpatia e educagao.

Ao CNPq, CAPES e FAPES/ FUNCITEC pelo apoio financeiro ao projeto.



SUMARIO

1 INTRODUGAO..........ooiieieoeeeeeeeee ettt ae e 17
1A MERCURIO. ...t 17
1.2 O ENDOTELIO VASCULAR. ...ttt e e e 37
1.2.1 Fatores de contragao derivados do endotélio....................ccvviiiiieennnn. 38
1.2.1.1 Prostaglandinas vasoCONStritoras...............eeeeeeeiiiiiiiioiiiiiieeeeeeeeee 38
P2 7 Y T o) (= 1T = PSPPSR 39
1.2.1.3 Sistema Renina ANgiotensina............oooorviiiiiiiiiii e 39
1.2.1.4 Espécies reativas de OXIgENI0..........covvvuueiuuiiiiiiee e 41
1.2.2 Fatores relaxamento derivados do endotélio.................cccccceeiiiiinnin. 42
1.2.2.1 OXIAO NIEFCO. ...t 42
1.2.2.2 ProstaciCliNg........coooi oo 44
1.2.2.3 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)............ccccceeeeeiiiinnnnnn. 45
20BUETIVOS . ... r e e et e e e aaaaaaaas 48
2.1 OBUETIVO GERAL.... .ottt e e e e e e e e 48
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oieieeeee et 48
3MATERIAIS EMETODOS.........oooiiiieeeeeeeeeee e en e 50
3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS......oeeeeiiiiieeeeeeeee e a e e e e 50
3.2. METODOLOGIA EMPREGADA PARA OBTENCAO DOS ANEIS ISOLADOS DE
AORTA TORACICA. ...t 50
3.2.1 Avaliacao da reatividade vascular ao cloreto de potassio (KCI)................ 51
3.2.2 Avaliagao da integridade funcional do endotélio............................ci. 52
3.3. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS. ...t e e e e e e 53

3.3.1 Efeito da administragao aguda do cloreto de mercurio (HgCl,, 6 nM) sobre
a resposta vasoconstritora a fenilefrina..........................ccoooiiii 53
3.3.2 Avaliagdao da administracao aguda do cloreto de mercurio (6 nM) na
resposta de relaxamento dependente do endotélio.......................cccooeeii 53



3.3.3 Avaliagdao da administracdo aguda do cloreto de mercurio (6 nM) na
resposta de relaxamento independente do endotélio...................................... 54
3.3.4 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos no efeito do cloreto de
mercurio (6 nM) sobre a resposta a fenilefrinanaaorta...................................... 54
3.3.4.1 Influéncia de 6 nM do cloreto de mercurio na liberagédo basal de NO............ 55
3.3.4.2 Envolvimento de radicais livres no efeito de 6 nM do cloreto de mercurio na
resposta contratil a fenilefrina na aorta toracica...............cccoo i 56
3.3.4.3 Envolvimento da Angiotensina Il local sobre o efeito de 6 nM do cloreto de
mercurio na resposta contratil a fenilefrina na aorta toracica...........cc.cc.coooiiie 56
3.3.4.4 Envolvimento dos prostandides derivados do acido araquidbénico sobre o

efeito de 6 nM do cloreto de mercurio na resposta contratil a fenilefrina na aorta

[10] = To3 (o= TR UUR OO UPROPRTRR 56
3.4. EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA.....ccveeeeee. 57
3.5. FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS. ... 57
4 RESULT AD S . ... e e e 60

4.1 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DO CLORETO DE MERCURIO (6nM)
SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA DE

4.2 MODULACAO ENDOTELIAL DA ADMINISTRACAO AGUDA DO CLORETO DE
MERCURIO (6 NM) SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA . ..o 62
4.3 EFEITO DA ADMINISTRAGAO AGUDA DO CLORETO DE MERCURIO (6 NM)
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORT A . ettt e s 65
4.4 ANALISE DA ADMINISTRAGCAO AGUDA DO (6 NM) SOBRE O RELAXAMENTO
INDEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS  ANEIS ISOLADOS DE

4.5 ESTUDO DOS FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO EFEITO DO
CLORETO DO MERCURIO (6 NM) SOBRE A RESPOSTA A FENILEFRINA NOS
ANEIS ISOLADOS DE AORTA . ...ttt 69
4.5.1 Efeito de 6 nM do cloreto de mercurio na via do Oxido Nitrico.................. 69



4.5.2 Efeito de agentes antioxidantes sobre a acao do cloreto de mercurio (6
nM) na resposta contratil a fenilefrina nos anéis isolados de aorta................... 72
4.5.2.1 Influéncia da administragdo de apocinina, um inibidor da enzima NADPH
[0 (L0 F= 11 = PP RPPPPPPRTTPPPIN 72
4.5.2.2 Participagdo do éanion superoxido (O2) na resposta contratii a
LT 11 = P 74
4.5.3 Participagao da Angiotensina Il local sobre o efeito de 6 nM do cloreto de

mercurio na resposta contratii a fenilefrina nos anéis isolados de

= [e ] o 7= TP 76
4.5.3.1 Efeito agudo de 6 nM do cloreto de mercurio sobre a enzima conversora de
anNgIoteNSINA (ECA). .. ..o ———— 76
4.5.3.2 Efeito agudo do cloreto de mercurio sobre o receptor da Angiotensina Il do
10|01 (] o To AN 1 TP 78
4.5.4 Efeito agudo de 6 nM de cloreto de mercurio sobre os prostandides
derivados da CiClOXIgENASE..............ooiiiiiiiiiiii e 80
BDISCUSSAOD. ...ttt aneeenen, 83

5.1 EFEITOS DO CLORETO DE MERCURIO SOBRE A REATIVIDADE A
FENILEFRINA NA AORTA ... 83
5.2 EFEITOS DA ADMINISTRACAO AGUDA DO CLORETO DE MERCURIO
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO

ENDOTELIO. ...ttt ettt n e 86
5.3 FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO EFEITO DO CLORETO DE
MERCURIO SOBRE A RESPOSTA A FENILIFRINA........ccooeovieeeeeeeeeeee e 87
5.3.1 Efeito de cloreto de mercurio na via do Oxido Nitrico.....................c.......... 87
5.3.2 Via dos radicais liVIes.............ooooiiiiiiiiiii e 89

5.3.3 Participagcao da Angiotensina Il local sobre o efeito do cloreto de
mercurio na resposta contratil a fenilefrina............................. 92
5.3.4 Efeito do cloreto de mercurio sobre os prostandides derivados da
(o1 o LoT o) (e [=] 4 - E-1 - PP PPPPPO 94

B CONCLUSAO..........cooviiiiiiiiieeeeee ettt 98
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..............cooooueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ciclo dO MEIUIMO ...uueeeiiiiie et es 20
Figura 2: Garimpo do Ri0 GUACAMAYO ..........cuuuuiiiiiiiieee e e e 22
Figura 3: Toxicidade do mercurio gera disfungdo mitocondrial..................ccoevvennnnnns 35

Figura 4: Preparagdo dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade
VASCUIAE “IN VIEIO” ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaennaas 51

Figura 5: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso
vascular com KCI e avaliagao da integridade funcional do
=T o (o] (=1 1o J U 52

Figura 6: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais..............cccceeeeeee. 55

Figura 7: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos no controle (CT E+) e apds a administracédo aguda de 6 nM de HgCl,, por 45
MIN (HGCI2 E). et e e e e e e e e e e eeeens 61

Figura 8: Efeito da remogao do endotélio (E-) na curva concentragcdo-resposta a
fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos antes (CT E-) e apds incubagdo com
6 nM de HgCly, por 45 min (HGCI2 E-)....uuiiiiiiiiie e 62

Figura 9: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos: (A) antes (CT E+) e apos (CT E-) a retirada do endotélio; (B) efeito do HgCl»
antes (HgCl, E+) e apds a retirada do endotélio (HgCl, E-); (C) Diferenga percentual
da area abaixo da curva em vasos com endotélio intacto e desnudo, na auséncia
(azul) e na presencga (vermelho) de HGClo.......ooooriiiieieiiceee e 64

Figura 10: Curvas concentragdo-resposta a acetilcolina para a avaliagdo do
relaxamento dependente do endotélio em anéis isolados de aorta de ratos no
controle (ACh CT) e ap6s a administracdo aguda de 6 nM de HgCl,, por 45 min
A 0 o o 2 TSSOSO 66

Figura 11: Curvas concentragao-resposta ao nitroprussiato de sédio (NPS) para a
avaliagao do relaxamento independente do endotélio em anéis isolados de aorta de
ratos na condigdo controle (NPS CT) e apos a administracdo aguda de 6 nM de
HQCly, por 45 min (NPS+ HGCL2)....cooeeeeeeeeee et 68

Figura 12: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apds (L-NAME CT) a incubagdo com L-NAME; (B)
efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apdés (L-NAME + HgCl,) a incubagdao com L-
NAME; (C) Comparacgao da diferenga percentual da area abaixo da curva no controle
(azul) e na presencga (vermelho) de HGClo.......ooooiiiiieiiiceee e 71



Figura 13: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e ap6s (Apocinina CT) a incubagdo com apocinina;
(B) efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apds (Apocinina + HgCl,) a incubagdo com
apocinina; (C) Comparacédo da diferengca percentual da area abaixo da curva no
controle (azul) e na presencga (vermelho) de HgQCla........ooovveiiiiiiiiiiiii, 73

Figura 14: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apdés (SOD CT) incubagdo com superoxido
dismutase (SOD); (B) efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apés (SOD + HgCl,) a
incubacdo com SOD; (C) Diferenga percentual da area abaixo da curva na condi¢gao
controle (azul) e na presenca (vermelho) de HgCla ......ooooviiiiiiiiiiiiiiiiie e, 75

Figura 15: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apds a incubagado com enalapril (Enalapril CT); (B)
efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apds a incubagdo com enalapril (Enalapril +

Figura 16: Curvas concentracéo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apds a incubagdo com losartan (Losartan CT); (B)
efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apds a incubagdo com losartan (Losartan +

Figura 17: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apds (INDO CT) a incubagdo com indometacina;
(B) efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apdés (INDO + HgCly) a incubagdo com
indometacina; (C) Diferenga percentual da area abaixo da curva na auséncia (azul) e
na presenga (vermelno) de HGCla......ooov i 81



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD,) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta intactos de ratos
Wistar na auséncia (CT E+) e na presenca do HgCl, 6 nM (HgCl2 E+)..........evvnneeeee. 60

Tabela 2: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) a fenilefrina em anéis
isolados de aorta sem endotélio na auséncia (CT E-) e na presenga de HgCl, (HgCl>

Tabela 3: Efeito do HgCl, sobre a resposta maxima (Rmax, g) e a sensibilidade
(pD2) a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar na presenca e
F= (RS T g o= [o =T g o (o) (= o T 63

Tabela 4: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD;) induzidas pela acetilcolina
em anéis isolados de aorta intactos de animais controle (ACh CT) e na presenga de
HGCI2 (ACH+ HGCI2). ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s e nenees 65

Tabela 5: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD;) induzidas pelo
nitroprussiato de sddio em anéis isolados de aorta intactos de animais controle (NPS
CT) e na presenga de HgCly (NPS + HGCL2)...cooeeeeeeeieee e 67

Tabela 6: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl, e na presenca e na ausénciade L-NAME ..., 70

Tabela 7: Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD,) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl, e na presencga e na auséncia de ApOCINiNG ..........cccceeeeeieeieeeeeeeeeeeiiinnnn, 72

Tabela 8: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl,, na presenca e na auséncia de SOD..............ovviiiiiiiiiiiie i, 74

Tabela 9: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl; e na presenca e na auséncia de enalapril............cccooevvieeeiiiiiicicceee e, 76

Tabela 10: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl; e na presenca e na auséncia de losartan...........ccccceevveeiieeeiiieeeeeeiiinnnns 78

Tabela 11: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl; e na presenca e na auséncia de indometacina (INDO)........................ 80



LISTA DE ABREVIATURAS

AC: Adenilato ciclase

Ach: Acetilcolina

ADP: Adenosina difosfato

AMPc: Adenosina Monofosfato Ciclico

Anvisa: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BH, : Tetrahidrobiopterina

BKca: Canais de K' de larga condutdncia ativados por alteragbes de calcio
intracelular

Ca*": Calcio

Cd™": Cadmio

CDC: Centers for Disease Control and Prevention
CH3CH3Hg": Etilmercurio

COX : Ciclooxigenase

CT: Controle

Cu/ZnSOD: Enzima cobre-zinco superoxido dismutase
% Daac: Diferenca percentual da area abaixo da curva
DAG: Diacilglicerol

DHPR: Dihidropteridina redutase

DMPS: 2,3-Dimercaptopropano-1-sulfénico

DMSA: Meso-2,3-dimercaptosuccinico

DTT: Ditiotreitol

E-: Endotélio ausente

E+: Endotélio intacto

ECA : Enzima conversora de angiotensina

EDHF: Fator hiperpolarizante derivado do endotélio
Enos: Oxido nitrico sintase endotelial

EPM: Erro padrao da média

EROs: Espécies reativas de oxigénio

ET : Endotelina

EU: Unido Europeia

FAD: Flavina Adenina dinucleotideo

FDA: Food and Drug Admnistration



FMN: Flavina mononucletidio

GMP.: Monofosfato ciclico de guanosina
GPx: Glutationa peroxidase
GTP:Trifosfato de guanosina

Hg: Mercurio

Hg™": Mercurio inorganico divalente
Hg®: Mercurio liquido

Hg,?* fon mercuroso

Hg**: fon mercurico

HgCl,: Cloreto de mercurio

Hg,Cl,: Cloreto mercuroso ou calomelano
Hg(CNO),: Fulminato de mercurio
H20, : Perdxido de Hidrogénio

HgS: Sulfeto de mercurio

INDO: Indometacina

Karp : Canais de K" sensiveis a ATP
KCI: Cloreto de potassio

Kca: Canais de potassio dependente de Ca?*
Kir : Canais de K" retificador

Ky : Canais de K" voltagem dependente
L-NAME: N®-nitro-L-arginina metil éster
MAPK: Mitogen-activated protein

MeHg: Metilmercurio

MLCK: Cadeia leve da miosina

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato
NKA: Na*K*ATPase

NO: Oxido nitrico

NOS: Enzima 6xido nitrico sintase

iINOS: Oxido Nitrico Sintase induzivel

nNOS: Oxido Nitrico Sintase neuronal

NPS: Nitroprussiato de Sodio

O,": Anion superoéxido

ONOQO': Peroxinitrito

OMS: Organizagao Mundial da Saude



Pb™: Chumbo

pD2: -log ECso, que corresponde ao valor da concentragao de fenilefrina que produz
50% da resposta maxima

PdfVE: Pressao diastolica final do ventriculo esquerdo
PDGF: Fator de crescimento derivado de plaquetas
PLA;: Fosfolipase A;

PLC: Fosfolipase C

PGD,: Prostaglandina D,

PGE;: Prostaglandinas E,

PGF,,: Prostaglandina Fy,

PGG : Prostaglandina G,

PGH,: Prostaglandina H;

PGl;: Prontaglandinas I,

PKG: Quinase dependente de GMP ciclico

Rmax: Resposta maxima

— SH: Grupo sulfidrila

SERCA: Sarcoplasmatic endoplasmatic reticulum calcium ATPase
SHR: Ratos espontaneamente hipertensos

SNC: Sistema nervoso central

SOD: Enzima superoéxido dismutase

TAS: Total Antioxidant Status

TXA,: Tromboxano A,

UNEP: United Nations Environmental Program

U.S EPA: United State Environmental Protection Agency
U.S. FDA: United State Food and Drug Admnistration
VAERS: Vaccine Adverse Events Reporting System
WKY': Wistar Kyoto



RESUMO

Os efeitos téxicos do mercurio e de seus derivados sdo extremamente variados,
abrangendo desde efeitos sobre as células do aparelho reprodutivo até as do
neurolégico, sendo ja bem esclarecidos. No entanto, sua agdo sobre o sistema
vascular, em pequenas concentragdes, semelhantes aquelas encontradas no
sangue apds exposi¢cao ocupacional, ndo esta bem elucidada. Assim, este estudo
propde avaliar os efeitos da administragdo aguda, apds 45 min, de 6 nM de cloreto
de mercurio (HgCl,) sobre a reatividade vascular. Foram usados anéis isolados de
aorta de ratos Wistar (200- 300g) para investigar a reatividade vascular a fenilefrina,
na auséncia (controle) e na presengca de HgCl, (6 nM). A reatividade vascular a
fenilefrina (107'°- 3-10* M) foi avaliada na presencga (E+) e na auséncia do endotélio
(E-). Para analisar os possiveis fatores endoteliais envolvidos no efeito do HgCly,
foram realizadas curvas de concentragdo-resposta a fenilefrina com: L-NAME (100
MM), losartan (10 pM), enalapril (10 pM), indomentacina (10 uM), superdxido
dismutase (SOD, 150 U/ml) e apocinina (Apo, 100 mM). A integridade endotelial foi
avaliada através da curva de relaxamento induzida pela acetilcolina (ACh, 107° -
3.10* M), e a integridade do musculo liso vascular foi testada pela curva de
nitroprussiato de soédio (NPS, 10" - 3.107 M), em artérias pré-contraidas com
fenilefrina (10° M). O HgCl, aumentou a resposta maxima (Rmax — controle: 93,5 +
2,5 vs HgCly: 117 + 3,4 %) e a sensibilidade a fenilefrina (pD2- controle: -6,47 + 0,08
vs HgCly: -6,77 + 0,1 M). Este aumento foi abolido ap6és a lesdo endotelial. A
administracao de L-NAME promoveu aumento de Rmax e pD2 a fenilefrina, tanto na
auséncia quanto na presenca de HgCl,. A magnitude desse efeito (analisada pela
dAUC) foi menor na presenga de HgCl, (dAAUC% - controle: 134 + 22 vs HgCl, 64,89
1+ 11%). A vasodilatagéo induzida pela ACh e NPS nao foi modificada pela adicdo de
HgCl,. Entretanto, a administragcdo do losartan, do enalapril, da indometacina, da
SOD e da apocinina foram capazes de reverter o aumento da reatividade vascular a
fenilefrina provocado pelo HgCl,, Os resultados sugerem que o aumento da
reatividade a fenilefrina, em anéis isolados de aorta, induzido por 6 nM de HgCl, é
mediado pelo endotélio vascular. Tal efeito envolve a ativagdo do sistema renina-
angiotensina (SRA) local, a liberagado de prostandides vasoconstritores, o aumento
da liberagédo de espécies reativas do oxigénio e a redugao da biodisponibilidade de

NO. Palavras chave: Mercurio, aorta, disfungao endotelial.



ABSTRACT

The toxic effects of mercury and its derivatives vary extremely involving effects from
the reproductive until the neural cells, the last ones being very well known. However,
its action on the vascular system, at small concentrations, similar to the ones found in
the blood after occupational exposure, are not completely elucidated yet. Therefore,
this study was performed to study the effects for 45 min of acute administration of 6
nM HgCl, on the vascular reactivity. Isolated aortic rings from Wistar rats (200- 300 g)
were used to investigated the vascular reactivity to phenylephrine in the absence
(control) and presence of 6 nM HgCl,. Vascular reactivity to phenylephrine (107 to
3.10* M) was evaluated in the presence (E+) and absence (E-) of endothelium. To
investigate putative factors involved in HgCl, actions concentration-response curves
to phenylephrine were performed with and without HgCl, with 100 uM L-NAME, 10
MM losartan, 10 uM enalapril, 10 uM indometacine, superéxide dismutase (SOD, 150
U/ml) and apocinine (Apo, 100 mM). Endothelial integrity was evaluated with the
acetylcholine (ACh, 10 - 3.10* M) induced relaxation and the smooth muscle
integrity with the relaxation produced by sodium nitroprusside (NPS, 107" - 3.107 M)
in rings precontracted with 10° M phenylephrine. HgCl, increased the maximal
response (Rmax — control: 93,5 £ 2,5 vs HgCly: 117 + 3,4 %) and sensitivity to
phenylephrine (pD2— control: -6,47 + 0,08 vs HgCl,: -6,77 £ 0,1 M). This increment
was abolished after endothelial damage. L-NAME administration increased Rmax
and pD2 of phenylephrine reactivity both in the presence and absence of HgCl,.The
magnitude of this effect (evaluated by dAUC) was reduced in the presence of HgCl»
(dAUC% - control: 134 + 22 vs HgCl, 64,89 + 11%). The vasodilatation induced by
Ach and NPS was not changed after HgCl, administration. However, losartan and
enalapril, indomethacine, SOD and apocinine administration reverted the increased
reactivity to phenylephrine induced by HgCl,. Results suggested that the increased
phenylephrine reactivity of aortic rings induced by 6 nM HQgCl, is endothelium
mediated. Such effect involves activation of the local renin-angiotensin system,
vasoconstrictor protanoids release, increased release of oxygem reactive species
and the reduced bioavailability of NO.

Keywords: Mercury, aorta, endothelial disfunction.



INTRODUGAO



1 INTRODUGAO

1.1 MERCURIO

O mercurio tem sido considerado um poluente ambiental de alto risco a saude
publica devido a sua elevada toxicidade e mobilidade nos ecossistemas, portanto
tem sido alvo de muitas pesquisas e estudos, especialmente, no que se refere a
mecanismos de toxicidade, protecdo e indicadores de disfungcdo, que buscam
averiguar os aspectos clinicos e anatomopatolégicos (Davis et al., 1994; Alexandre,
2006). A sua alta toxicidade decorre de varias formas quimicas (compostos
organicos e inorganicos), elevada volatilidade e solubilidade em agua e lipidios, o
que facilita a transposicdo desse metal pesado através dos alvéolos pulmonares e
da barreira hematoencefalica, ocasionando efeitos adversos ao sistema nervoso
central, renal, sistema cardiovascular, imunolégico, reprodutivo, dentre outros (World
Health Organization, 1991; Faria, 2003). Sua exposi¢cdo pode ocorrer através de
atividades profissionais (dentistas, garimpeiros, trabalhadores de industrias que
usam mercurio e outros), de forma acidental, como quebra de termdmetro caseiro, e
no nosso dia a dia na ingestdo de agua e alimentos contaminados e ainda por
contato dérmico (Hahn et al, 1990).

Pertencente ao grupo Il B da Tabela Periddica, cuja abreviatura é Hg, devido
ao nome grego que, posteriormente, foi convertido ao latim como Hidrargyrum que
significa prata liquida, por se apresentar na fase liquida a 24 °C (Espafiol Cano,
2001).

A exposi¢cao ao mercurio € proveniente de varias fontes abrangendo desde as
fontes naturais, até as fontes artificiais derivadas de inumeras atividades humanas.
Dentre as fontes naturais, a liberagdo do mercurio no meio ambiente pode ocorrer
por meio das emissbes de gases da crosta terrestres, atividades vulcanicas,
terremotos, erosdo e evaporagdao de agua (World Health Organization, 1990;
Boening, 2000; Swain et al., 2007). No entanto, as fontes artificiais s&o mais
diversificadas do que as naturais e a aplicabilidade varia de acordo com as

propriedades quimicas do metal (Swain et al., 2007).



O mercurio existe em diversas formas quimicas e € dividido em espécies
inorganicas e organicas. Na forma inorgénica inclui o mercurio elementar metalico
ou mercurio liquido (Hg®) o qual é designado de forma primaria, ou seja, ndo é
combinado com outros elementos. Este é liberado na atmosfera por processos
naturais, tais como a atividade vulcanica (ATSDR, 2006). Quando exposto, o
mercurio elementar volatiza a temperatura ambiente e forma o vapor de mercurio,
que pode ser absorvido pelo pulméao (Clarkson et al., 2003 e 2007; Rooney, 2007).

O mercurio metalico, por possuir expansao volumétrica uniforme em ampla
faixa de temperatura, alta tensdo superficial e ndo possuir aderéncia as superficies
vitreas, € utilizado em aparelhos de mensurar pressdo e temperatura como
termémetros, manémetros e barédmetros. Além disso, por possuir baixa resisténcia
elétrica e alta condutividade térmica, € empregado em materiais eletro-eletrénicos.
Também apresenta alto potencial de oxidagao, por isso é usado em operacdes
eletroquimicas como na industria de cloro e soda. Devido a facilidade de formagéo
de amalgamas com outros metais € utilizado na industria metalurgica, na
odontologia e no garimpo (Micaroni et al., 2000).

O mercurio inorganico também pode ser encontrado sob dois diferentes
estados de oxidacdo: o ion mercuroso (Hg,?*), forma pouco estavel em sistemas
naturais, e o fon mercurico (Hg?*). Esses metais combinam com outros elementos
quimicos formando compostos de sais, os mais importantes sio: cloreto de
mercurio (HgCl,); cloreto mercuroso ou calomelano (Hg»Cl,); fulminato de mercurio
(Hg(CNO), - detonador usado em explosivos) e sulfeto de mercurio (HgS - de cor
vermelha, usado em tintas) (Azevedo, 2003; ATSDR, 2006).

No meio ambiente os minérios que contém sulfeto frequentemente possuem
concentragbes significativas de mercurio inorganico, por apresentarem elevada
afinidade quimica entre o Hg e o enxofre. Dentre estes, o minério cinabrio (HgS)
contém maior percentual de mercurio (86,2%) e tem sido, por milhares de anos, a
principal fonte de Hg (Boening, 2000; Swain, 2007). O cinabrio é encontrado em
rochas proximas de atividades vulcanicas, em fraturas minerais e em areas
proximas de fontes de aguas termais, cujas maiores reservas encontram-se em
Almaden (Espanha) e na Italia (Micaroni et al., 2000; Azevedo, 2003).

Nas origens antropogénicas, os compostos inorganicos, por apresentarem

propriedades de alta estereoespecificidade, sdo empregados nas industrias para



catalise de polimeros sintéticos (Micaroni et al, 2000). Sao utilizados também em
solugdes para preservar coletas de amostras bioldgicas, como reagente nas reagdes
de quimica analitica, fotografia e gravuras (ATSDR, 2006).

A forma organica é derivada a partir da biotransformagao do ion mercurico em
metilmercurio (CH3Hg") e etilmercurio (CH3CH3Hg") (Johnson, 2004). As trocas de
espécies inorganicas para as formas metiladas sdo o primeiro passo nos processos
aquaticos de bioacumulagédo. Considera-se que estes processos ocorram tanto na
agua quanto no sedimento. O mecanismo do metilmercurio ainda n&o foi
completamente elucidado (Bisinoti & Jardim, 2004). Uma vez formado o
metilmercurio, este entra na cadeia alimentar através da rapida difusdo e forte
ligagdo com as proteinas da biota aquatica por um fendmeno chamado
bioamplificagao, isto €, a concentragdo do metal aumenta a medida que avanga nos
niveis troficos. Portanto, por ter a capacidade de permanecer por longos periodos
nos tecidos do organismo, este elemento podera ser encontrado nos peixes
predadores da extremidade da cadeia alimentar em concentragdes elevadas, sendo,
por esta razdo, a principal fonte de intoxicagdo do homem por metilmercurio
(Boening, 2000; Clarkson, 2002; Virtanen et al.,2007). Ja o etilmercurio, sua principal
fonte de exposicao, € por contato direto de alguns produtos empregados pelo proprio
homem. Por apresentar o poder de assepsia por oxidagdo de matéria organica é
usado como inseticidas, bactericidas e fungicidas. O mesmo composto ainda é
utilizado para prevenir a contaminagéo por bactérias e fungos em conservantes de
drogas biolégicas como vacinas (timerosal), um composto a base de mercurio (50%
de Hg) (Micaroni et al, 2000; ATSDR, 2006; Mckelvey, 2007; U.S. FDA, 2008).

A utilizacdo do mercurio tem como consequéncia o aumento do mesmo no
meio ambiente. Existem dois ciclos biogeoquimicos genéricos nos quais o
metilmercurio e os compostos de Hg**, etilmerctrio e Hg® sédo interconvertidos nos
sistemas atmosféricos, aquaticos e terrestres (Figura 1). Estes ciclos estédo
envolvidos no transporte, distribuicdo de mercurio no ambiente e seu enriquecimento
bioldgico. Um deles € em ambito global e envolve a circulagdo atmosférica de vapor
de mercurio elementar a partir evaporagao de agua da crosta terrestre que retorna
para superficie, rios e oceanos através da sua precipitagcdo. O segundo ciclo é de
ambito local e ocorre nos oceanos, rios e lagos onde sucede a biotransformagao do
mercurio inorganico em metilmercurio, principalmente a partir de fontes

antropogénicas (Boening, 2000; Clarkson, 2002; Houston, 2007).
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Figura 1: Ciclo do mercurio. Modificado de Rekacewicz, 2004.

Estudos tém mostrado que o mercurio metalico liberado nos sistemas
aquaticos ou na atmosfera pode ser oxidado em ng+ e posteriormente convertido ao
metilmercurio por diversos mecanismos, principalmente por bactérias sulfato-
redutoras. Em adi¢cao a esta metilacdo, as bactérias presentes no sedimento podem
também desmetilar o metilmercurio, via reagdo reversa (Bisinoti & Jardim, 2004;
Baughman, 2006; Flora et al., 2008). O mercurio confinado nos sedimentos de rios,
lagos e oceanos poluidos torna-se perigoso porque pode permanecer ativo como
substrato para a metilagcdo por cerca de 100 anos, mesmo quando a fonte é
eliminada (Bisinoti & Jardim, 2004).

Um dos exemplos mais representativos do que o homem pode causar aos
ciclos naturais foi o incidente ocorrido na Baia de Minamata, Japao, na década de
60, que ilustrou claramente o potencial toxico do mercurio. A contaminagao
ambiental foi causada pelo despejo de metilmercurio (MeHg) como subproduto de
uma industria que produzia fertilizantes quimicos, resinas sintéticas e plasticos
diretamente na baia (Clarkson et al., 2002 e 2007; Passos & Mergle, 2008). As
pessoas expostas apresentaram neuropatias e tinham como sinais e sintomas:

ataxia, deterioracdo da fala, constricdo do campo visual, alteracbes sensoriais,



surdez, cegueira, tremores, movimentos involuntarios, deficiéncia mental, coma e
morte. Recém nascidos de mulheres contaminadas apresentaram paralisia cerebral.
Foram relatados 2.520 casos de intoxicagao, dentre os quais 1.043 resultaram em
obitos. Este caso ficou mundialmente conhecido como Doenga de Minamata ou
Sindrome Hunter-Hussel (Gochfeld, 2003).

Outros casos surgiram com sintomatologia semelhante no Paquistdo (1963),
Guatemala (1966), Iraque (1971) e Argentina (1980). Porém, desta vez, a
contaminacgao verificada foi através da alimentagdo, causada pelo uso de metil e
etilmercurio como fungicida em tratamento de sementes e gréos. Estes relatos de
intoxicagées permitem confirmar o problema do uso intenso do mercurio,
principalmente na forma de compostos organomercuriais (Bakir et al, 1973;
Clarkson et al., 1993; Saint-Phard & Dorsten, 2004).

Parte das nacdes industrializadas em varios paises, inclusive o Brasil, proibiu
o descarte de mercurio em corpos hidricos e a utilizagdo como fungicida em
sementes de alimentos, restringiu a venda e otimizou a substituigdo de tecnologias
(como exemplo as células de mercurio na industria cloro-soda) (Lacerda 1997,
Alexandre, 2006; Srivastava et al., 2006). O mercurio comega a ser visto como
material de risco que supera os beneficios nas sociedades industrializadas.

Assim, outros elementos menos deletérios que o mercurio vém sendo
utilizados como, por exemplo, o uso do etanol na fabricacdo de termbémetros
(Goechfeld, 2003). Além disso, tem se procurado estabelecer o uso de
equipamentos de protecao individual e técnicas no manuseio visando minimizar a
exposicao humana. Através de medidas como estas, ocorreu redugéo significativa
nas areas industriais que utilizam o mercurio como, por exemplo, nos setores eletro-
eletrbnico (lampadas fluorescentes, baterias), na industria de tintas e em outras
industrias quimicas (Swain et al.,2007).

Entretanto, as fontes difusas e geralmente n&o usuais de mercurio tém
substituido em importancia as fontes industriais classicas. Por exemplo, aterros
sanitarios, geracao de energia e producao de aco utilizando sucata como matéria
prima, despejo de esgoto sanitario, aguas urbanas, queima de combustiveis e
biomassa. Este quadro repete-se provavelmente nas principais regides densamente
urbanizadas do pais. Essas fontes, ao contrario das industrias emissoras tipicas de

mercurio, sao de dificil monitoramento e controle. Contudo, de um modo geral, tanto



as legislagdes especificas, quanto as autoridades ambientais no pais, ndo se
encontram preparadas para este fendbmeno (Lacerda, 1997).

A mais preocupante forma de contaminagao antropogénica do meio ambiente
pelo mercurio no Brasil é na area de garimpos de ouro (Passos & Mergler, 2008).
Desde a década de setenta, varias técnicas de extragdo de ouro utilizando
amalgamagdo com mercurio tém sido desenvolvidas na Bacia Amazbnica e em
Minas Gerais (Passos & Mergler, 2008). O processo de almagamacgao € um método
arcaico o qual utiliza a queima direta do mercurio metalico ligado ao cascalho para
promover a separagédo do ouro gerando, como consequéncia desse procedimento, a
emissdo de grande quantidade de vapor de mercurio para atmosfera (Niagru et al,
1992). Durante o processo, quantidades variaveis de mercurio sdo perdidas na
forma metalica para rios e solos e dejetos contaminados sdo deixados a céu aberto
na maioria dos sitios de garimpo (Lacerda, 1997). Além disso, esta atividade deixou
marcas de destruicdo na cobertura vegetal e no solo com consequente eliminagao
da camada orgéanica. Em alguns locais foram deixadas enormes crateras onde a
recuperacao para replantio de florestas ou para a agricultura é impossivel (Figura 2)
(Lacerda, 1997; Hacon et al., 2008).

Figura 2: Garimpo do Rio Guacamayo. Rios e florestas da fronteira Peru-

Brasil sofrem impactos severos com o uso do mercurio em garimpos. Ortiz, 2009.



Em associagdo com estas atividades de mineragdo, tem ocorrido
desmatamento para o desenvolvimento da agropecuaria na regido Amazobnica
contribuindo direta e indiretamente para dispersdo do mercurio. Além disso, os
grandes reservatorios formados para geracdo de energia hidroelétrica também
favoreceram a mobilizagdo desse metal (Gochfeld, 2003; Hacon et al., 2008).

Existem evidéncias de que as mudangas climaticas estejam desencadeando
novos vazamentos e reativando antigos depdsitos de mercurio, como resultado da
erosdo e do aumento da temperatura dos lagos e rios (The Madison Declaration on
Mercury Pollution, 2007).

Estudos conduzidos na regido do rio Tapajdés, considerado o maior afluente
do rio Amazonas, tém mostrado que os niveis de exposi¢gdo ao metilmercurio,
quantificados na raiz dos cabelos de moradores das comunidades ribeirinhas,
variavam de alguns ug/g a até mais de 150 ug/g (Lebel et al., 1998). Este indice esta
bem acima do normal indicado pela Organizagdo Mundial de Saude, que é 10 ug/g de
cabelo (10 PPM). O patamar a partir do qual os primeiros sinais clinicos e sintomas de
contaminagdo mercurial ocorrem é de 50 ug/g (IPCS, 1990). Entretanto, o
diagnostico da intoxicagdo mercurial € dificultado pela semelhanga dos sintomas
desta intoxicagdo com outros sinais atribuidos a demais doencgas locais, como a
malaria, nas regides de garimpo. Outra dificuldade neste diagnostico é a falta de
condicbes para que os profissionais de saude locais possam estabelecer um
diagndstico diferencial entre a intoxicagdo mercurial (exames clinicos, bioquimicos e
toxicolégicos), e outros processos patoldgicos regionais (Lacerda, 1997; Hacon et
al., 2008).

O controle peridodico dos niveis de mercurio nas diversas espécies de
pescado, utilizadas como alimento, pode prevenir e impedir uma possivel situacao
de risco a saude publica (Kitahara et al., 2000). Visando assegurar a Saude Publica,
foram estabelecidos limites de segurangca de mercurio em alimentos. Para o
pescado, tem sido apontado limites variando entre 0,4 a 1,0 mgHg/Kg. O Brasil fixou
a tolerancia em 0,5 mg/Kg para pescado nao-predador e 1,0 mg/Kg para pescado
predador (Decreto-lei n° 685, 1998). Da mesma forma foi estabelecida e
recomendada, pela United State Food and Drug Admnistration (U.S. FDA, 2004), a
ingestdo semanal toleravel de consumo de metilmercurio de 30 pg/dia para um
adulto de 70 kg; enquanto a Organizacdo Mundial de Saude (World Health
Organization, 1990) recomenda um valor de 0,47 ug/kg/dia.



Outra forma de contaminacdo se da através do uso de restauragdes com
amalgamas dentarias por meio do vapor de mercurio (forma inorganica) (World
Health Organization, 1991, Clarkson et al., 2003). Esta exposi¢ao pode resultar de
forma direta (usuario), ocupacional (consultérios odontolégicos) e ambiental
(lancamentos de efluentes de consultorios dentarios, incineracdo de residuos
odontoldgicos e gases de emissdes durante a cremacgao) (Zeitz et al., 2002; Swain
et al., 2007).

A amalgama dentaria foi introduzida ha mais de 150 anos como material
restaurador. Apesar do surgimento de novos tipos de restauragdes, hoje ainda é o
método mais utilizado, principalmente no servigo publico de saude, por apresentar
caracteristicas importantes: facil manipulagao, baixo custo e resisténcia ao desgaste
(Clarkson et al., 2003, Patifio & Filho, 2005). Seu principal componente é o
mercurio, o qual corresponde 50% do conteudo total. Além deste, também estédo
presentes outros elementos metalicos, como a prata (35%), o estanho (9%), o cobre
(6%) e vestigios de zinco (Mason et al., 2001).

A principal via de exposicao € através do trato respiratério. Cerca de 80% do
Hg inalado é absorvido no sangue através dos pulmdes (Bjorkman et al., 1997;
World Health Organization, 2005). Por ser lipossoluvel e altamente difusivel, penetra
nos tecidos biologicos com grande facilidade. Uma vez dentro das células é oxidado
em mercurio inorganico divalente (mercurico- Hg™"), o qual é extremamente toxico
e, portanto, se liga covalentemente com grupos tidis (grupo sulfidrila -SH, como
cisteina) de proteinas inibindo sua atividade biolégica (Clarkson et al., 2007; Mutter
et al., 2007; Rooney, 2007) e impede o seu retorno a circulagdo. Este
comportamento o torna mais téxico do que os outros metais como o chumbo (Pb™™)
e o cadmio (Cd™™) que formam ligacdes reversiveis com as proteinas, uma vez que
o mercurio se liga de forma covalente com estas. Isto poderia explicar a meia-vida
prolongada do mercurio nos tecidos (anos a décadas) principalmente no sistema
nervoso central e os rins (Sugita, 1978; Hargreaves et al., 1988; Opitz et al., 1996;
Brodkin et al., 2007).

O mercurio liberado da amalgama também pode ser transformado em
compostos organicos por microorganismos no trato gastrointestinal (Heintze et al.,
1983; Yannai et al., 1991; Leistevuo et al. 2001). Leistevuo e colaboradores (2001)

encontraram uma concentragao trés vezes maior de metilmercurio em individuos



portadores de amalgama, em comparagao com pessoas sem amalgama, embora a
frequéncia e o tipo de consumo de peixes tenham sido idénticos em ambos os

grupos.

Portanto, diversos pesquisadores apontam que a amalgama dentaria é a
principal fonte da concentragdo total de mercurio no corpo humano (Hahn et al.,
1989, 1990; Danscher et al., 1990; Lorscheider e Vimy, 1991; Lorscheider et al.,
1995; Galic et al. 1999, 2001). Foi observado um aumento, aproximadamente, de 2 a
5 vezes do nivel de mercurio no sangue e urina, bem como 2 a 12 vezes em varios
tecidos corporais de individuos que possuem restauragdes de amalgama quando
comparados aqueles sem este tipo de restauracao (Becker et al., 2002; Pizzichini et
al., 2003; Levey et al., 2004; Guzzi et al., 2002, 2006). Também existem dados que
demonstram a relagao da liberagdo de mercurio presentes na liga de amalgama com
a mastigacaéo e com o bruxismo (Leistevuo et al., 2001; Berlin, 2003). Alguns 6rgaos
americanos afirmam que € seguro o uso desse tipo de material (American Dental
Association, 2003). Entretanto, Mutter e colaboradores (2007) afirmam que existem
falhas metodoldgicas em alguns estudos que concluem que as amalgamas dentarias
s&0 seguras para os seres humanos.

Em muitos paises o uso de amalgama como um material restaurador tem
diminuido ao longo das ultimas décadas. Por exemplo, o Reino Unido, a Alemanha e
a Suécia ja recomendam que nado se deve colocar ou remover restauragbes em
mulheres no periodo gestacional bem como durante a amamentacéo (Vimy et al.,
1990; Oskarsson et al., 1996; Bjorkman et al., 1997; British Dental Health
Foundation, 2003; Sato et al., 2006). Esta limitacdo se deve ao aumento significativo
da concentragdo de mercurio nos tecidos, cabelos de fetos e recém-nascidos
(Drasch et al., 1994; Vather et al., 2000; Morgan et al., 2002; Holmes et al., 2003;
Takahashi et al., 2001, 2003; Yoshida et al. 2002, 2004). Estudos também mostram
que, de acordo com a quantidade de amalgamas das mées, as medi¢des
demonstram relac&o direta com os niveis de mercurio no liquido amnidtico (Luglie et
al., 2003) e no leite materno (Oskarsson et al., 1996; Vimy et al., 1997; Drasch et al.,
1998).

Ha crescentes evidéncias de que as concentragbes de mercurio no sangue e
na urina nao representam adequadamente os niveis de mercurio no organismo e

nos tecidos (Mutter et al., 2007). Muitos experimentos realizados com animais e



seres humanos mostraram niveis normais ou baixos de mercurio no sangue, cabelo
e urina, entretanto, encontraram niveis elevados no cérebro e nos rins (Hahn et al.,
1989, 1990; Danscher et al., 1990; Vimy et al., 1990; Lorscheider et al., 1995; Opitz
et al., 1996; Drasch, 1997; Holmes et al., 2003).

Também de acordo com esses relatos, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) descreve que nao existem, atualmente, quaisquer meios adequados que
indiquem corretamente as concentragdes de mercurio inorganico nos érgaos criticos
como o cerebro e os rins (World Health Organization, 1991). Afirma também que
apos cessar a exposicdo de mercurio, as concentragbes na urina ou no sangue
podem ser bastante baixas, apesar das concentragdes nos orgaos criticos
continuarem elevadas (World Health Organization, 1991 e 2005).

Durante as ultimas décadas houve um aumento alarmante da concentracéo
de mercurio no meio ambiente. A UNEP (United Nations Environmental Program,
2002) relata que o limiar de mercurio quintuplicou ao longo dos ultimos 25 anos. Na
Uniao Europeia (UE), o uso de restauracbes de amalgama é de aproximadamente
70 mil toneladas anuais. Calculos realizados por Hylander e colaboradores
(2006a,b,c) mostraram que existem 40 toneladas de mercurio (amalgama) nos
dentes da populagdo da Suécia, o qual resulta em excre¢do de 100 kg de mercurio
por ano nas aguas residuais.

Como ja mencionado, outro meio de exposi¢cado humana ao mercurio é o uso
do timerosal como conservante em vacinas (Clarkson et al., 2003). O timerosal € um
composto orgénico de mercurio que € metabolizado no corpo humano e degradado
em etilmercurio e tiosalicilato (Geier & Geier, 2003). A sua utilizagdo teve inicio em
1930 e desde entdo vem sendo utilizado como conservante em drogas bioldgicas,
como vacinas e em produtos farmacéuticos cujas concentragdes variam de 0,003 a
0,01% (30-100 pg/ml) (Ball et al., 2001). Este composto mantém a linha de producao
bioldgica estéril, pois impede o crescimento microbiano, como bactérias e fungos,
durante a armazenagem e utilizagado (World Health Organization, 2004; U.S. FDA,
2008).

Durante varios anos, este farmaco foi utilizado como agente bacteriostatico e
fungistatico topico, geralmente indicado para antissepsia de pequenas escoriagdes e
ferimentos (Prado et al., 2004). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
através da Resolucao 528 de 17 de abril de 2001, proibiu 0 uso deste composto nos

medicamentos, alegando se tratar de uma substancia organomercurial e, seguindo



diretrizes internacionais, o mercurio poderia causar risco de toxicidade aos usuarios.
No entanto, por falta de op¢do de um substituto, o timerosal ainda continua a ser
empregado em vacinas por recomendacao da OMS (World Health Organization,
2004), enquanto ainda se aguarda a escolha de um substituto que possa reunir
maior eficacia e menor risco (Prado et al., 2004).

A preocupacgado governamental sobre o timerosal como conteudo das vacinas
surgiu primeiro na Europa e nos Estados Unidos no final da década de 90. Estes
paises recomendaram a eliminagdo dos conservantes organomercuriais em vacinas
utilizadas para lactentes e criangas, com objetivo de limitar a exposigdo cumulativa
do etilmercurio a partir de uma gama de fontes, incluindo alimentos e medicamentos
(European Agency for the Evaluation of Medicinal Products/EMEA, 1999). A
exposicao ao feto ou lactente nos primeiros 6 meses apds 0 nascimento € de
particular preocupacao devido a susceptibilidade do desenvolvimento do sistema
nervoso a toxicidade de mercurio (National Research Council, 2000).

O Vaccine Adverse Events Reporting System (VAERS) € uma base de dados
epidemioldgica que tem sido mantida pelos Estados Unidos através do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) desde 1990 como uma ferramenta de
vigilancia para avaliar a seguranga do conteudo das vacinas. Foram identificados
muitos estudos que associaram o uso do timerosal em vacinas com disturbios
neurolégicos em criangas como: autismo (133 estudos), retardo mental (143
estudos), disturbio de personalidade (124 estudos), ataxia (41 estudos) e
perturbagdes em geral do desenvolvimento neuroldgico (374 estudos) (Geier et al.,
2008).

O etilmercurio, apés a administracdo in vivo, atravessa as membranas
celulares e se acumula em muitos érgéos vitais, preferencialmente no cérebro, onde
€ convertido em mercurio inorganico. Este tipo de mercurio, por apresentar um
transporte menos eficiente em toda barreira hematoencefalica, resulta em maior
exposi¢cao no sistema nervoso central (SNC) (Magos, 2001). Outros pesquisadores
demonstraram que o Hg2+ apresenta meia vida biolégica prolongada no SNC por
varios anos, contrastando com o mercurio organico que tem meia vida de dias ou
semanas (Aschner & Aschner, 1990). Outro estudo, baseado em autdpsias
humanas, relatou que a meia-vida de Hg2+ no cérebro era de aproximadamente 20
anos (Sugita, 1978).



Evidéncias emergentes apoiam a teoria de que alguns transtornos
neurolégicos como o autismo podem ser resultado de uma combinagdo genética
com a susceptibilidade bioquimica, especificamente com a redugdo da capacidade
de excretar o mercurio, e da sua exposi¢cao em periodos criticos de desenvolvimento
infantil (Geier et al., 2008). Chauhan & Chauhan (2006) sugerem que a fisiopalotogia
do autismo pode estar relacionada ao aumento do estresse oxidativo resultante da
reducdo de niveis de enzimas antioxidantes provocado pelo acumulo de Hg2+ no
SNC.

Em contraponto com esses estudos, outros investigadores mostraram que o
etilmercurio apresenta meia vida muito mais curta que o metilmercurio (Pichichero et
al., 2002). A meia vida de metilmercurio no sangue € geralmente de 50 dias.
Contudo, em criangas que receberam vacinas com timerosal, a meia vida de
etilmercurio no sangue foi de 7 a 10 dias (Smith et al., 1996). Clarkson e
colaboradores (2003) sugerem que o risco de danificar o cérebro como resultado da
meia-vida curta de etilmercurio é remota. Corroborando esses resultados um estudo
de revisao desenvolvido por Parker e colaboradores (2004) confirmou que a meia
vida de etilmercurio € significativamente menor quando comparado com o
metilmercurio e que ndo ha associagédo entre o uso de timerosal em vacinas com o
autismo. Pichichero e colaboradores (2002) analisaram os niveis de mercurio em
amostras de sangue de criangcas que foram vacinadas com esse composto e
averiguaram que oOs niveis de mercurio ndo excediam os limites de seguranca
determinado pela OMS. Além disso, eles observaram que os lactentes excretavam
quantidades significativas de mercurio nas fezes apds exposicdo de timerosal,
assim, conseguem eliminar o0 mercurio de seus organismos.

Portanto, existe na literatura estudos bastante controversos em relacdo a
maneira que timerosal e o metilmercurio sdo distribuidos, metabolizados e
excretados (Parker et al., 2004).

A OMS (World Health Organization, 2004) é clara sobre essas questdes e
continua a recomendar o uso de vacinas contendo timerosal em programas de
imunizagdes globais. A justificativa seria que os beneficios da utilizagdo de tais
produtos de longe superam qualquer risco tedrico de toxicidade. Enfatiza a OMS que
as preocupacdes sobre a toxicidade do timerosal sao tedricas e que ndo existem
provas cientificas de um problema de seguranca relacionadas com a sua utilizagao

em vacinas, embora a percepgao publica de risco tenha sido relatada em alguns



paises. Em virtude das preocupacdes levantadas sobre o uso de timerosal em
vacinas, a U.S. FDA (2008) tem trabalhado com os fabricantes para reduzir ou
eliminar timerosal do seu conteudo.

Nos Estados Unidos e Europa, desde 2002, as vacinas infantis utilizadas nao

contém timerosal. Apos sua retirada, diminuiram em 35% as notificagées de autismo

e doencgas do desenvolvimento neurologico (Geier & Geier, 2006). No Canada, a
exposicao dos lactentes nos primeiros 6 meses de vida pelo timerosal, foi eliminada.
Porém, uma série de outras vacinas contendo este composto € licenciada e utilizada
em circunstancias especiais (Canada Communicable Disease Report/CCDR, 2002).
No Brasil, de acordo com o Manual dos Centros de Referéncia para Imunobiolégicos
Especiais publicado em 2006, o timerosal faz parte do conteudo de muitas vacinas
como aquelas contra a varicela, vacina dupla infantil (antigenos contra difteria e
tétano), influenza (gripe), hepatite B e vacina triplice acelular (antigenos contra
difteria, tétano e coqueluche). Tais preocupagdes de seguranga tém conduzido as
iniciativas no Brasil de eliminar, reduzir ou substituir esse conservante em vacinas.
Frise-se que as trés ultimas vacinas citadas anteriormente ja existem no mercado
isentas de timerosal.

A populacdo em geral pode estar exposta a concentragbes muito baixas de
Hg no ar, na agua, e nos alimentos (World Health Organization, 2008). Mesmo em
baixas concentracbes, este metal pesado pode ser considerado potencialmente
téxico ao organismo humano (Azevedo, 2003). Os efeitos adversos dependem da
forma quimica, do nivel e do tempo de exposicédo (Zavariz & Glina, 1992; Zalups,
2000). Novas investigagdes sdo necessarias para averiguar os efeitos da exposi¢céao
desse metal pesado nos tecidos e dérgdos com doses semelhantes aquelas
encontradas em individuos que estdo em contato direto e/ou indireto com peixes
contaminados, amalgamas dentarias e vacinas com timerosal (Clarkson et al., 2003).

O mercurio € reconhecido como um importante problema de saude publica
ha mais de 40 anos, principalmente devido aos seus efeitos sobre o
desenvolvimento do sistema nervoso, conforme ocorreu nos casos tragicos de
intoxicagbes humanas no Japéao e no lraque (Hacon et al., 2008). O 6rgao alvo da
acao do metilmercurio € o SNC, podendo causar ou agravar doengas degenerativas
(Mutter et al., 2007). Este tipo de mercurio € geralmente transportado por meio do
complexo cisteina, o qual favorece o seu transporte para o interior das células

endoteliais dos vasos cerebrais (Simmons-Willis et al., 2002). O principal



determinante da toxicidade do mercurio € a alta afinidade com os grupamentos
sulfidrilicos (SH), presentes nos diversos sistemas enzimaticos das células, que
causam danos estruturais em proteinas (Nascimento & Chasin, 2001), inibicdo de
varios receptores e bloqueio do canal de Ca® em neurdnios ganglionares
(Weinsberg et al., 1995). O mercurio pode influenciar a atividade da colinesterase e
monoamino oxidase, enzimas importantes na sintese e degradacdo de
neurotransmissores (Basu et al., 2007). Além disso, estudos correlacionaram a
neurotoxicidade do mercurio com o estresse oxidativo (Chanez et al.,1989; Rajanna
et al., 1990; Skanker et al., 2004; Huang et al., 2008). Foram encontradas em
cultura de astrdcitos, contendo mercurio, elevadas concentragdes extracelulares de
glutamato, disfungdo mitocondrial e prejuizo no estado antioxidante (Skanker et al.,
2005).

O sistema renal é também afetado pela acdo toxica do mercurio,
principalmente a sua forma inorganica. O mecanismo de transporte e absorgéo nos
rins provavelmente se da pela sua unido a glutationa, a cisteina e a outros
mecanismos (Zalups, 2000). Uma das principais alteragbes promovidas pelo
mercurio € a perda da funcado glomerular (Carmignani et al.,1992) e varios estudos
os tém associado com alto risco de mortalidade por insuficiéncia renal (Zalups, 2000;
Hodgson et al., 2007). O mecanismo de agao pode ser relacionado com o seu
acumulo nas células epiteliais dos tubulos proximais e com a ligagdo no meio
intracelular ou ainda na membrana plasmatica dos grupos sulfidrila, carboxila e
fosforila (Girardi & Elias, 1995; Goyer, 1996). Os resultados destas interacbes sao:
inativagdo enzimatica, inibicdo da sintese proteica (Bohets et al., 1995), inibicdo da
multiplicagéo celular, diminuigdo da absor¢ao da uridina e timidina, fragmentacao de
DNA (Nakazawa et al., 1975), indugdo de estresse oxidativo, peroxidacgdo lipidica
(Girardi & Elias, 1995), disfungdo mitocondrial, apoptose e necrose celular (Zalups &
Lash, 1994; Zalups, 2000; Carranza-Rosales et al., 2005; Stacchiotti et al., 2006).

Um estudo realizado em células epiteliais tubulares, isoladas de rins de caes,
revelou que o mercurio em altas concentracbes € um potente indutor de apoptose
via ativacdo de caspase-3 (Lee et al., 2006). Em ratos, os efeitos nefrotoxicos de
baixas concentra¢gdes de mercurio também ja foram descritos e parece envolver a
atenuacado da ativagcao do NF-kappa por esse metal (Dieguez-Acuna et al., 2001).

Em porcos, a exposicao crénica de Hg levou ao acumulo desse metal principalmente



no figado e nos rins, com aumento de enzimas antioxidantes (Chen et al., 2006).
Pesce e colaboradores (1977) referem que individuos que ingeriram até 37 mg
HgCl, /kg apresentaram toxicidade renal auto-imune com glomerulonefrite, hematuria
e proteinuria.

Muitos estudos tém demonstrado que os acidos 2,3-Dimercaptopropano-1-
sulfonico (DMPS) e meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA), que s&o ditiois
quelantes de metal, reduzem significativamente e eficientemente a concentragéo
corporal de mercurio e, por sua vez, também diminuem o risco de desenvolver
insuficiéncia hepatica e renal (Aposhian et al., 1992; Zalups et al., 1992; Bridges et
al., 2008; Zalups & Bridges, 2009). Esses quelantes agem de forma unidirecional
removendo os ions de mercurio que se localizam no interior das células do tubulo
proximal do rim para o compartimento luminal do nefron. Esta extragcdo promove
uma via eficaz para a eliminacdo dos ions de mercurio na urina. Até o momento,
somente a U.S. FDA aprovou o uso do DMSA em humanos (Zalups & Bridges,
2009).

Outros 6rgaos e sistemas também podem ser afetados pelo mercurio. Em
estudos com animais tratados com cloreto de mercurio, Rao e colaboradores (2001)
verificaram queda na fungado reprodutiva, infertilidade, motilidade e alteracdo da
quantidade de espermatozoides. Outro sistema que também pode ser afetado € o
respiratorio, em que os efeitos da intoxicagdo aguda pela exposi¢cado aos vapores de
Hg podem ser: edema pulmonar, pneumonia intersticial, fibrose, congestao (Bluhm
et al.,, 1992; Taueg et al., 1992). Os sintomas gastrointestinais da intoxicagdo aguda
sdao bem documentados e se caracterizam principalmente por um quadro de
gastroenterite aguda seguida de fortes dores abdominais, diarréia, hemorragia
digestiva, estomatite, nauseas e vomitos (Pinheiro et al., 2007). Ha ainda relatos de
danos no sistema hematologico, imunolégico, dérmico, hepatico e alguns estudos
relacionam a exposi¢gdo ao metal com aumento da incidéncia de cancer (Gleichmann
et al., 1989; Crespo-Lo'pez et al., 2007). Inumeros estudos sobre os efeitos toxicos
do mercurio tém sido demonstrados em animais e em humanos sobre o sistema
cardiovascular, nos ultimos 20 anos.

Tradicionalmente as populagdes consomem peixes por associarem beneficios
a saude, pois estudos mostram que reduz a taxa de mortalidade por doencas
cardiacas por apresentarem uma fonte rica de &acidos graxos poliinsaturados

(Omega 3), proteinas, vitamina D e selénio (Burr et al., 1989; Oomen et al., 2000;



Kris-Etherton et al., 2002; Mozaffarian & Rimm, 2006). A ingestdo de peixes
contaminados com mercurio pode contrabalancear os efeitos benéficos, uma vez
que estudos demonstram que niveis elevados atenuam o efeito cardioprotetor dos
acidos graxos (Rissanen et al., 2000; Virtanen et al., 2005 e 2007). Em um estudo
prospectivo populacional realizado na regido oriental da Finlandia, onde
tradicionalmente ha elevado consumo de peixe, foi observada forte correlagao
positiva entre os niveis de Hg encontrado no cabelo e na urina, com a deficiéncia de
selénio e a peroxidagdo lipidica, o que provoca acelerada progressao da
aterosclerose em carétidas e risco do IAM (Salonen et al.,1991, 1992, 1995 e 2000).
Ja em outro estudo europeu, foi observada uma relacdo direta entre as
concentragdes de mercurio e o risco do IAM, medido em amostras de unha (Guallar
et al. 2002). Outra pesquisa realizada com a populagéo local da Amazénia observou
o0 aumento da pressao arterial sistolica com niveis de mercurio no cabelo acima de
10 pg/g (Fillion et al., 2006). Choi e colaboradores (2009) confirmaram que mariscos
contaminados por MeHg podem promover o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares. Estudos tém demonstrado que a exposicéo cronica a baixas doses
de MeHg pode estar associado a hipertensdo arterial, mantendo-se por muitos
meses apos cessada a exposicao (Boffetta et al., 2001). Efeitos cardiovasculares
também tém sido observados em criangas. Serensen e colaboradores (1999)
relataram aumento da pressao arterial sistélica e diastélica em criangas de 7 anos
de idade quando comparadas a exposig¢ao pré-natal ao MeHg.

A U.S EPA (United State Environmental Protection Agency, 2005) e
Organizagdo mundial da saude (World Health Organization, 2008) afirmaram que os
dados cientificos sobre o impacto do metilmercurio com o risco de eventos
cardiovasculares continuam incertos, ndo os considerando adequados para esta
avaliagdo, alegando que o consumo de peixes traz beneficios cardiovasculares. Os
resultados apresentados por Hallgren e colaboradores (2001) mostraram que os
efeitos protetores do dmega 3 sdo superiores ao possivel efeito téxico do mercurio
sobre o sistema cardiovascular. Da mesma forma, ndo foi encontrada correlagao
entre mercurio e doenga arterial coronariana através da analise coletada nas unhas
dos profissionais da saude (Yoshizawa et al., 2002). Koénig e colaboradores (2005)
observaram que o consumo de pequenas quantidades de peixes esta associado

com a redugao do risco de infarto agudo do miocardio (IAM).



Trabalhos realizados com a exposi¢ao de outras formas de mercurio e com
concentragbes variadas também foram relacionados com o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (Oka et al., 1979; Su & Chen, 1979; Carmignani et al.,
1983; Rhee & Choi, 1988; Massaroni et al., 1992; Oliveira et al., 1994; Salonen et
al., 1995; Rossoni et al., 1999; Vassallo et al., 1999; National Research Council,
2000; Cunha et al., 2001; Moreira et al., 2003; de Assis et al., 2003; Falcochio et al.,
2005; Choi et al., 2009).

Estudos realizados em aposentados mineiros na Espanha, Eslovénia, Italia e
Ucrania sugerem uma possivel associagdo entre o emprego do mercurio na
mineragao e refinagdo com alguns grupos de risco doengas cardiovasculares (Kosta
et al., 1975; Boffetta et al., 2001). Achados semelhantes foram relatados sobre
dentistas aposentados da Suécia (Nylander & Weiner, 1991).

ApoOs a exposicao ao vapor de mercurio e, posteriormente, a remocgao de
amalgama dentaria, a concentragdo sanguinea pode atingir de 5 a 18 nM
(Langworth et al.,1997; Bjorkman et al., 1997). Estudos realizados com pequenas
concentracdes como estas para avaliar se ha risco de exposi¢ao ocupacional sao
escassos principalmente no sistema vascular. Sdo encontrados estudos com
concentracbes acima desses niveis, 0s quais deparam-se com alteracdes
fisiopatoldgicas. A exposigao aguda ao mercurio (HgCl,) favorece o aparecimento de
arritmias, reduz a atividade eletromecanica, a conducao atrioventricular, a pressao
sistdlica e aumenta a atividade neurotransmissora autonémica em coragoes isolados
a concentragdes micromolares (0.5, 1, 2 e 10 uM) (Massaroni et al., 1992 e 1995;
Vassallo et al., 1999).

Nao foi observada alteracdo na pressao arterial sistélica apds tratamento
crénico com pequenas concentragdes de mercurio (29 nM) (Wiggers et al., 2008b) e,
na administragdo aguda com concentra¢cdes maiores em ratos anestesiados, foram
encontrados niveis reduzidos de pressao arterial (Rhee & Choi, 1988; Massaroni et
al., 1995), apesar da vasoconstricao arterial induzida pelo mercurio (da Cunha et al.,
2000). Esta questao foi explicada pela deterioragdo da fungdo mecanica cardiaca
(Oliveira et al., 1994; Su & Chen, 1979; Halbach, 1990) e hipertensao pulmonar
observada (Rossoni et al., 1999). No entanto, Machado e colaboradores (2007)
mostraram que a exposi¢do aguda ao HgCl, (20 nM) aumenta a pressao arterial

sistdlica e diastdlica, a frequéncia cardiaca e a reatividade pressorica a fenilefrina.



Os autores sugerem que este aumento da reatividade pode ser devido a formagao
de radicais livres.

O mercurio é conhecido por exercer os seus efeitos, combinado com
grupamento -SH ( Halbach et al., 1981; Halbach, 1990; Clarkson, 1993), que s&o
essenciais para a funcdo normal de varias proteinas que constituem as enzimas,
canais ibnicos ou receptores (Aoki et al., 1985; Abramson & Salama, 1989; Halbach,
1990; Hulme et al., 1990; Prabhu & Salama, 1990; Boraso & Williams, 1994;
Chiamvimonvat et al., 1995;).

Dentre as alteragdes funcionais promovidas pelo mercurio muitas delas vém
acompanhadas de um ou mais processos envolvidos no mecanismo de acoplamento
excitagdo-contracdo. O mercurio inibe a atividade da Na’K'ATPase (NKA) na
membrana celular (Halbach et al., 1981; Anner et al, 1990,1992; Anner &
Moosmayer, 1992; Carmignani et al., 1992), inibe a Ca"*ATPase miosinica (Moreira
et al., 2003); inibe a bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico (Hechtenberg &
Beyersmann, 1991); e a Ca'"-Mg"-ATPase (Shamoo & MaclLennan, 1975). A
inibicdo da NKA promove acumulo de sddio intracelular. Este, por sua vez, reduz a
atividade do trocador Na*/Ca**, o que diminui o efluxo de Ca®*. A conseqiiéncia final
€ 0 aumento de calcio citosélico, principal determinante do inotropismo cardiaco
(Blaustein, 1988). Tal mecanismo apresenta consisténcia com tabalhos que apontam
que pequenas concentracbes de mercurio aumentam a resposta do miocardio a
intervencdes inotropicas (Falcochio et al., 2004). Alguns estudos mostraram que a
inibicdo da ATPase miosinica é revertida pela acado de glutationa e ditiotreitol (DTT)
(Moreira et al., 2003; de Assis et al., 2003) e pela cisteina (Vassallo et al., 1999).

Em coragdes isolados e perfundidos pela técnica de Langendorff, a exposigcao
aguda ao HgCl, (20 nM) promove um aumento da pressao diastdlica do ventriculo
esquerdo (de Assis et. al., 2003) e um aumento, dose-dependente (0,1 a 3 uM de
HgCl,), desse parametro no ventriculo direito (Cunha et al. 2001). O mercurio
também promove uma diminuicdo da pressao sistdlica isovolumétrica do ventriculo
esquerdo imediatamente apos 30 minutos de exposi¢cdo a 20 nM (de Assis et al.
2003). Um estudo recente realizado com esta mesma concentragdo, mas por meio
da exposicao cronica, descreveu que o mercurio foi capaz de promover um déficit de
relaxamento no ventriculo esquerdo de coracdes de ratos anestesiados, efeito

inotropico negativo em coragbes isolados, aumento da atividade ATPasica da



miosina e inibicdo da NKA (Furieri, 2008). A autora sugere que a inibicdo da
atividade da NKA teria participacdo no aumento da pressao diastélica final do
ventriculo esquerdo (PDfVE) em ratos anestesiados e no efeito inotrépico negativo
em coragbes isolados, possivelmente, pelos efeitos nocivos promovidos pela
sobrecarga de calcio. E, possivelmente, a atividade especifica da Ca®*- ATPase

miosinica aumentou como mecanismo compensatério ao “déficit” de contratilidade.

Numerosos estudos tém revelado que o mercurio gera espécies reativas de
oxigénio (EROs), induz estresse oxidativo (Wiggers et al., 2008a,b) e disfungéo
mitocondrial (Lund et al., 1993; Peraza et al.,1998). A principal disfuncao
mitocondrial ocorre na regido da ubiquinona no citocromo B, com NADH
desidrogenase promovendo o deslocamento de ions Fe*™ e Cu * no centro de A3Cub
do citocromo C (Figura 3). Isto resulta em despolarizagéo e auto-oxidagao no interior
da membrana mitocondrial com peroxidagao lipidica e grave disfungdo mitocondrial.
Dentre as consequéncias incluem-se: aumento de perdxido de hidrogénio,
esgotamento de glutationa mitocondrial por mais de 50%, aumento de marcadores
de peroxidacéo lipidica, tais como TBARS, por mais de 70%, a oxidagdo da
pirimidina, como a molécula NADPH, e alteragdes na homeostase de calcio (Lund et
al., 1993; Peraza et al.,1998; Shenker et al., 1998). Esta grave disfuncéo
mitocondrial aumenta o estresse oxidativo e reduz as defesas de antioxidantes,

criando importantes implicagbes para a saude (Houston, 2007).
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Figura 3:Toxicidade do mercurio gera disfungdo mitocondrial e induz estresse
oxidativo. Modificado de Houston, 2007.

Outra forma de o mercurio induzir a peroxidacao lipidica inclui é a reacédo de
Fenton, afinidade por grupos sulfidrila e deficiéncia de selénio (Salonen et al., 1995).
O Hg serve como um catalisador direto nas reacdes de Fenton (Fe?* + H,0, — Fe* +
OH’ + OH’) e como um catalisador indireto, provavelmente, por ocupar o sitio do
ferro, desencadeando a reagdo que culmina com a produgao de radical hidroxil (OHe
). Além disso, a unido do grupo tiol promove destruigdo de componentes celulares
como a glutationa, conforme descrito anteriormente, resultando em diminuig&o tanto
da glutationa como da coenzima A e cisteina, que s&o importantes mecanismos
celulares antioxidantes. Por ultimo, a formagao de complexos insoluveis de mercurio
com selénio reduz sua disponibilidade e prejudica a fungédo antioxidante do mesmo,
que € um cofator necessario para a atividade da glutationa peroxidase para quebrar
peréxidos de hidrogénio e de diversos outros produtos téxicos da peroxidagao
(Houston, 2007; Virtanen et al., 2007). Assim, a capacidade antioxidante no plasma
e intracelular é reduzida (Salonen et al., 1995). O endolélio vascular é altamente
sensivel ao estresse oxidativo. O estabelecimento deste pode causar disfungao
endotelial, a qual é frequentemente observada em doengas cardiovasculares com

hipertensao arterial e a arterosclerose (Touyz, 2004; Félétou & Vanhoutte, 2006).



O selénio tem-se mostrado eficaz na inativagdo do mercurio no trato intestinal
de ratos quando as duas substancias foram administradas simultaneamente, ou
seja, a absorgdo de mercurio foi reduzida (Seppanen et al., 1998). Este resultado
pode ser importante para a saude publica, pois o selénio pode regular os niveis de
mercurio no organismo (Virtanen et al., 2007).

A exposigdo do mercurio em concentragdes nanomolares altera a fungéo
cardiaca, mas esses efeitos ainda precisam ser investigados no sistema vascular.
Através do uso de concentracbes variadas de mercurio, em modelos animais,
verificou-se que este metal pesado induz alteracdo no ténus vascular. Os efeitos
agudos do mercurio incluem a vasodilatacdo em artérias aorta e pulmonar quando
expostas a concentragdes milimolares (Golpon et al., 2003). No entanto, estudos
demonstraram que, em doses menores (0,5-10 yM e 6 nM), o mercurio induz a
vasoconstricdo em artérias caudais de ratos (da Cunha et al., 2000; Wiggers et al,
2008a). Partes destes efeitos sdo mediadas pelo aumento na produgéo de espécies
reativas de oxigénio, de prostandides da via ciclooxigenase e da atividade da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (da Cunha et al., 2000; Wiggers et al, 2008a).

Para compreender os efeitos da exposicdo ao mercurio nos vasos
sanguineos, é necessaria uma breve revisdo sobre o endotélio vascular e das

substéancias liberadas que participam na regulagao do ténus vascular.

1.2 O ENDOTELIO VASCULAR

O endotélio é constituido por uma monocamada de epitélio pavimentoso
localizada entre o sangue e a camada média do musculo liso vascular. Esta
estrategicamente situado na parede vascular para atuar como sensor de alteragdes
hemodinamicas; transmitir sinais que recebe de células e da matriz extracelular;
produzir mediadores que interferem com crescimento, atividade, migragdo e morte
de células; manter as alteragdes adaptativas para a adequacao as necessidades
circulatérias (Carvalho et al., 2001). O endotélio tem papéis multiplos e importantes
em eventos fisiologicos e fisiopatologicos, respondendo a forgcas mecénicas e a
agentes neurohumorais, e liberando fatores contrateis e relaxantes (Vanhoutte,
2009).



Uma das principais fungbes do endotélio € manter a tonicidade da
musculatura lisa vascular, pela producdo de mediadores que podem produzir
vasodilatagdo ou vasoconstricdo. Os principais fatores relaxantes derivados do
endotélio sdo o oxido nitrico (NO), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) e a prostaciclina. Entre os fatores contrateis, os principais sao os
metabdlitos derivados da via do acido araquidonico, como tromboxano Az (TXAp),
prostaglandinas H; e Fyq (PGH2 e PGFyq) (Frolich & Forstermann, 1989, Vanhoutte,
1993); a angiotensina Il; a endotelina-1 e o anion superdxido (Schiffrin, 2001;
Maturana et al., 2007)

As células endoteliais, ainda secretam mediadores vasodilatadores em
resposta a substancias liberadas a partir de nervos autonémicos e sensitivos
(acetilcolina, norepinefrina, ATP, substdncia P), horménios circulantes
(catecolaminas, vasopressina, insulina), derivados da coagulagdo e produtos
plaquetarios (serotonina, ADP, trombina), ou autacéides produzidos pelo endotélio e
célula do musculo liso vascular (ADP/ ATP/ UDP) (Vanhoutte, 1999). Além disso,
alteracdes no “shear-stress” evidenciam uma vasodilatagdo dependente do endotélio
e de fluxo (Scott-Burden & Vanhoutte, 1993).

1.2.1 Fatores de contracao derivados do endotélio

1.2.1.1 Prostaglandinas vasoconstritoras

O acido araquiddnico € formado a partir de fosfolipidios de membrana, sob
acao da enzima fosfolipase A, (PLA;). Uma vez liberado pode ser metabolizado pela
ciclooxigenase (COX) resultando na sintese de prostaglandinas e tromboxano A,.
Existem duas isoformas da COX, a tipo 1 (COX-1) e tipo 2 (COX-2). A COX-1 é a
isoforma constitutiva, expressada pela maioria dos tecidos, sintetiza pequenas
quantidades de prostaglandinas (Smith et al., 1996). A COX-2 é a isoforma induzida
por estimulos pré-inflamatérios, citocinas, fatores mitogénicos e endotoxinas e tem
expressdo relacionada principalmente com processos inflamatérios (Wu, 1995;
Antman et al., 2005). As isoformas da COX convertem o acido araquidonico em
prostaglandina H, (PGH3). A PGH; possui atividade direta sobre a musculatura lisa
vascular e quando liberada causa vasoconstricdo através de sua ligacédo a

receptores especificos na superficie da membrana, acoplados a proteina G



(Narumiya et al., 1999). Esta prostaglandina é a precursora de todos os demais
prostandides, sendo vasoconstritores ou vasodilatadores (Smith et al., 1996).

A PGHpy, por acéo de sintases especificas, € convertida em prostaglandina E»
(PGE,), prostaglandina I, (PGly), prostaglandina D, (PGD,), prostaglandina Fy,
(PGF32,) ou tromboxano A; (TXA;), sendo as duas ultimas vasoconstritoras e as
demais vasodilatadoras (Mardini & FitzGerald, 2001). A PGF,, e TXA, estimulam a
atividade contratii da célula muscular lisa agindo através de receptores de
endoperoxidos e tromboxano acoplados a proteina Gq que levam ao aumento da
sensibilidade das proteinas contrateis ao célcio bem como o aumento de calcio
intracelular (Wright et al., 2001).

Existe um equilibrio da formag&o de prostandides gerados pela COX para a
manutencgdo do tdbnus vascular. No entanto, em algumas doencgas vasculares, como
na hipertensdo e diabetes, foi encontrado um aumento na expressdao da COX-2
(Vanhoutte et al., 2005). Desta forma, pode resultar em uma maior liberagdo de
prostandides vasoconstritores e também de O,” (anion superoxido) (Wolin et al.,
2000). Parece que a produgdo de O," pela COX ocorre durante a conversido da
PGH,; em TXA; (Rosen & Freeman, 1984).

1.2.1.2 Endotelina

A endotelina (ET) é sintetizada pelas células endoteliais e musculares lisas.
Foram identificadas trés diferentes isoformas: a endotelina-1 (ET-1), endotelina-2
(ET-2) e endotelina-3 (ET-3). Cada ET exerce seus efeitos apds unir-se a seu
receptor especifico e atualmente sao conhecidos trés tipos de receptores
denominados ETp, ETg € ET¢ e, através de ensaios farmacolégicos, alguns subtipos
foram identificados: ETa1, ETa2, ETg1 € ETgo. O receptor ETa, que apresenta maior
afinidade para ET-1, é expresso principalmente em células dos musculos liso
vascular e cardiaco, enquanto o tipo ETg, que tem afinidade para as 3 isoformas de
ET, é expresso em células endoteliais, renais e também no musculo liso vascular.
Ambos os receptores sdo acoplados as proteinas G. Sua ativagdo promove
despolarizacdo da membrana plasmatica, aumento da concentracio intracelular de
Ca?*, contragdo vascular, liberagdo de fatores endoteliais, sintese de DNA e

crescimento celular. A ET-1 é o mais potente vasoconstritor descrito até o momento,



tanto em vasos de maior calibre quanto na microcirculagdo (Abassi et al., 2001;
Tostes et al., 2008). Na célula endotelial, as ETs promovem vasodilatacédo e é
mediada pela ativacéo de receptores ETg (Kurihara et al., 1994). A isoforma ET-3 e
os receptores ETg sdo importantes para o desenvolvimento normal dos neurénios

mioentéricos (Carvalho et al., 2001).

1.2.1.3 Sistema Renina Angiotensina

Outra substancia vasoconstritora liberada pelos vasos € a angiotensina Il, um
octapeptideo derivado da proteina precursora do angiotensinogénio através da agéo
sequencial de varias enzimas (Alvarez et al, 2005). A cascata de producdo de
angiotensina |l é de forma ciclica, tendo seu inicio com a pré-proé-renina que € um
peptidio ndo ativo que se transforma em pro-renina e através da protedlise celular
transforma-se em renina. Esta, quando liberada, age sobre o angiotensinogénio,
precursor dessa cadeia, que é clivado gerando angiotensina | que, por sua vez, sofre
agao da enzima conversora de angiotensina (ECA) originando a angiotensina Il, um
potente vasoconstrictor. Essas reagdes ocorrem no plasma e em varios tecidos
como rins, cérebro, glandulas adrenais, ovarios, musculo liso vascular e células
endoteliais (Bader et al., 2001; Lavoie & Sigmund, 2003). A angiotensina Il é capaz
de estimular a liberagao de catecolaminas das terminagdes nervosas, a secrecao de
aldosterona, reduzir a diurese, natriurese e promover o crescimento do musculo liso
vascular e do musculo cardiaco (Morishita et al., 1992; Yamazaki et al.,1996). Foi
identificada outra enzima participante desse sistema, uma carboxipeptidase,
denominada enzima conversora da angiotensina Il (ECA Il), que cliva tanto a
angiotensina | como a angiotensina Il em um metabdlico chamado angiotensina 1-7,
que tem seus efeitos opostos ao da angiotensina Il (Ferreira & Santos, 2005; Lavoie
& Sigmund, 2003). Outras peptidases também podem degradar a angiotensina Il em
angiotensina lll e angiotensina 3-8 (Carey & Siragy, 2003).

A maioria dos efeitos fisiolégicos da angiotensina Il € mediada pela ativagao
de receptores do tipo 1 (AT4), presentes nas células lisas musculares e adventicias
dos vasos. Os receptores AT, sao expressos especialmente durante o
desenvolvimento fetal, e o mecanismo pelo qual exercem suas acgdes esta
relacionado a liberagdo de NO promovendo vasodilatacdo (Houriuchi et al., 1999) e

podem também envolver a resposta inflamatéria renal pela ativagdo de NFkB



(Esteban et al., 2004). O receptor AT, liga-se a angiotensina IV e o receptor MAS se
liga a angiotensina 1-7 (Touys & Schiffrin, 2000; Santos et al., 2003; Ferreira &
Santos, 2005).

Grande parte das acgdes exercidas no musculo liso vascular pela angiotensina
Il se da através da estimulacdo do receptor AT4, o qual esta acoplado a proteina Gs.
Assim, esses receptores ativam a fosfolipase C (PLC), formando diacilglicerol (DAG)
e trifosfato de inositol (IP3). O IP; eleva a concentracdo de Ca®" intracelular e
promove contracdo do musculo liso vascular. A DAG ativa a PKC que fosforila a
bomba de Na*/K", o trocador Na*/H*, Na*/Ca’", aumentando a concentracéo de Na*
e Ca®"intracelular culminando com vasoconstrigdo (Touyz & Schiffrin, 2000).

A angiotensina Il também exerce efeito sobre o leito vascular por meio da
ativagdo da NADPH oxidase, liberando radicais livres (Suzuki et al., 2005), e
também estimula a liberagdo de prostaglandinas através da ativagédo da fosfolipase
A, (Freeman et al., 1998).

1.2.1.4 Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas em todas as células
aerdbias e caracterizam-se por ter elétrons desemparelhados. Essas particulas,
formadas por elétrons livres ou ndo pareados, possuem uma instabilidade elétrica
muito grande e, por esta raz&do, apresentam grande capacidade reativa. A fim de
captar um elétron para sua estabilizagdo, é capaz de reagir com qualquer composto
que esteja proximo independente de ser uma molécula, uma célula, ou tecido do
organismo. Desse modo, acontecem as reagdes em cadeia de lesao celular. Devido
a esta caracteristica, € denominado de substéncia oxidante. O oxigénio tem a sua
atividade fundamental no metabolismo celular aerdbico. A formacdo de EROs pelo
organismo em condi¢gdes normais € inevitavel, pois sdo necessarias no processo de
respiragao celular que ocorre nas mitocdndrias, a fim de gerar o ATP (energia).
Também existem outras fontes geradoras de EROs como as xantinas oxidases,
ciclooxigenases, lipooxigenses, NOS na falta de substratos ou cofatores e pela
NADPH oxidase (NADPH, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) (Mueller et
al., 2005; Bedard & Krause, 2007; Koh et al., 2009). O adequado equilibrio entre a

geragcdo e a inativagdo das EROs é necessario. Portanto, sdo dependentes do



balango entre o sistema oxidante e antioxidante (Soccio et al., 2005; Szasz et al.,
2007).

A produgdo O, ocorre pela reducdo de um elétron do oxigénio molecular e
mediada por enzimas como a NADPH oxidase e xantina oxidase. O O," pode agir
como um agente oxidante, sendo reduzido a HyO, enzimaticamente ou
espontaneamente, ou pode agir como agente redutor, doando o seu elétron extra ao
NO para formar peroxinitrito (ONOO") (Ellis & Triggle, 2003). Em condigbes
fisiologicas, diferentes isoformas de enzima superéxido dismutase (SOD) asseguram
que a primeira reagao ocorra preferencialmente (Beckman et al., 1994), sendo a
isoforma SOD extracelular (ECSOD) mais encontrada nos vasos. Contudo, em
condigbes de estresse oxidativo, quando as células sdo expostas a niveis
excessivos de EROs, quantidades significativas de O,” reagem com o NO para
formar ONOO™ (Rubany & Vanhoutte, 1986). Nesse caso, havera uma diminuicdo da
biodisponibilidade de NO endotelial, diminuindo o seu efeito vasorrelaxante, somado
ao proprio efeito vasoconstritor do O," (Auch-Schwelk et al., 1989; Cosentino et al.,
1994), além das conseqliéncias deletérias do ONOO™ (Beckman et al., 1994). O O,
pode atuar diretamente causando vasoconstricido através da ativacao da PKC
(Knapp & Klann, 2000), da estimulagdo da liberagdo de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico, da inibicdo da Ca®*-ATPase da membrana celular e do aumento da
afinidade das proteinas contrateis ao Ca** (Wolin et al., 2002). O ONOO", no
endotélio vascular, estimula a COX, aumentando a sintese de prostaglandinas
vasoconstritoras (Zou et al., 1999). Além disso, o ONOQO" pode gerar radicais livres
como o radical hidroxil (OH") que sao altamente téxicos e reativos (Wolin et al.,
2002). Existem evidéncias na literatura de que, em condigbes patoldégicas, como na
hipertensdo arterial, a producdo de NO ndo é alterada, mas sim a sua
biodisponibilidade devido a inativagao oxidativa resultante da excessiva producao de
O, na parede vascular (Kojda & Harrison, 1999).

O H20; é hidrolisado pela agao da glutationa peroxidase (GPx) ou da catalase
e pode ser precursor de outros radicais como o OH". Trabalhos realizados em
animais e humanos evidenciaram que o H;O, pode induzir vasoconstricdo ou
vasodilatacdo dependendo do tecido, da condigdo experimental e da concentragao
estudada (Ellis & Triggle, 2003). Esse radical livre atua como um fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (Matoba et al., 2000; Shimokawa et al., 2005)

por ativar canais de potassio dependente de Ca®* (Kca) (Barlow & White, 1998,



2000; Hayabuchi et al., 1998), canais de potassio sensiveis a ATP (Katp) (Wei et al.,
1996) e pela ativagdo da guanilato ciclase no musculo liso vascular (Wolin, 2000).
Porém, o H,0, também pode induzir contragao dependendo do leito vascular e das
condigbes experimentais estudadas (Sheenan et al., 1993; Jin & Rhoades, 1997)
Essa acdo € mediada pela ativagao das tirosinas quinases em artérias pulmonares
de ratos (Jin & Rhoades, 1997), varias formas de fosfolipases em artérias
pulmonares de coelho (Sheenan et al., 1993), as quais s&o precursores dos
produtos da ciclooxigenase (Gao & Vanhoutte, 1993; Natarajan et al., 1998). Assim
como a Hy0O,, o OH" tem acdo vasodilatadora mediada pela PKC e vasoconstritora
pela acédo na guanilato ciclase soluvel (Marin & Rodriguez-Martinez, 1995).

1.2.2 Fatores relaxamento derivados do endotélio

1.2.2.1 Oxido Nitrico

Em 1980, Furchgott e Zawadzki descobriram que o endotélio liberava um fator
capaz de modular o tbnus vascular, através da liberagdo de algum fator
vasodilatador difusivel, o qual chamaram de fator de relaxamento derivado do
endotélio (EDRF). Estudos subsequentes realizados pelo préprio Furchgott em 1984
e confirmados posteriormente por Palmer e colaboradores (1987), admitiram que o
EDRF era NO.

Dentre as substancias vasodilatadoras derivadas do endotélio, o NO
representa um dos mais importantes participantes da regulagdo do ténus vascular.
Além de ser um potente vasodilatador, possui uma agao inibitéria sobre a agregacéao
e adesao plaquetaria a parede vascular e inibe a proliferagdo celular (Kubes et al.,
1991; Moncada et al.,1991; Heller et al., 1999).

O NO é um radical livre em estado gasoso que se difunde facilmente pelas
membranas celulares promovendo efeitos vasodilatadores. Esse radical livre é
sintetizado a partir da oxidagdo do aminoacido L-arginina, o qual é convertido em L-
citrulina por agado da enzima oxido nitrico sintase (NOS) (Palmer et al., 1987;
Moncada et al., 1991). Para que ocorra esta reagcdo, as NOS utilizam como co-
fatores a nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (forma reduzida — NADPH), a

tetrahidrobiopterina (BH4), a flavina adenina dinocleotideo (FAD) e a flavina



mononucletidio (FMN) (Palmer et al.,1987; Angus & Cocks, 1989; Moncada et al.,
1991).

Existem trés diferentes isoformas conhecidas da NOS: a NOS endotelial
(eNOS), a neuronal (nNOS) e a NOS induzivel (iNOS) (Forstemann et al., 1993,
1994). Tanto a eNOS quanto a nNOS s&o expressas de maneira constitutiva e sua
ativagao € dependente da formagao do complexo calcio-calmodulina (Long & Stone,
1985). Ja a INOS se expressa principalmente sob condigbes patoldgicas, tais como
em processos inflamatdrios, e sua ativagao € independente do aumento intracelular
de célcio, uma vez que ela se encontra fortemente ligada a calmodulina (Cho et al.,
1992).

A producgédo do NO via ativagdo da eNOS pode ser estimulada por agao de
moléculas de sinalizagdo como a acetilcolina, catecolaminas, adenosina difosfato
(ADP), substancia P, agregacéo plaquetaria, e por estimulos fisicos, como a forga de
cisalhamento (shear stress) (Palmer et al., 1987; Moncada et al., 1991; Marin &
Rodriguez-Martinez, 1997). O NO liberado pelas células endoteliais se difunde
rapidamente para o musculo liso vascular e ativa a enzima guanilato ciclase soluvel
que converte a trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina
(GMP,) (Carvajal et al., 2000). Este, por sua vez, estimula a quinase dependente de
GMP ciclico (PKG) que por diversos mecanismos promove um relaxamento da
musculatura lisa vascular (Rapopport & Murod, 1983; Ignarro & Kadowitz, 1985). A
PKG ativa canais de K* dependentes de Ca®" que inibem a entrada de Ca®" do
conteudo extracelular pelos canais para calcio dependentes de voltagem,
hiperpolarizando a membrana e promovendo o relaxamento (Lincoln et al., 2001).

A PKG pode atuar na Ca®>*ATPase da membrana plasmatica ativando a saida
de calcio e no reticulo sarcoplasmatico (SERCA) estimulando sua recaptagédo. A
PKG fosforila a cadeia leve da miosina (MLCK) inibindo sua atividade e diminuindo a
contragdo muscular lisa vascular (Marin & Rodriguez, 1997; Lincoln et al., 2001).

O NO, apés a liberagao, possui meia-vida curta e, como mencionado
anteriormente, pode reagir com O, e resultar em perda da sua atividade
vasodilatadora (Gryglewski et al., 1986; Rubanyi & Vanhoutte, 1986) pela formacéao
de ONOO™ e OH" (Beckman et al.,1990; Hui & Padmaja, 1993).

1.2.2.2 Prostaciclina



A prostaciclina (PGl;) € um eicosandide derivado do metabolismo do acido
araquidénico. Sob acdo da COX, o acido araquidonico livre €& convertido a
prostaglandina G, (PGG,) e posteriormente a prostaglandina H, (PGH;). Esta, por
sua vez, sofre agao de enzimas especificas e da origem as demais prostaglandinas.
Sob agdo da prostaciclina sintase, ela € convertida em PGl,. Sua sintese é
estimulada por estiramento da parede vascular, acetilcolina, bradicinina, substancia
P, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e trombina (Gryglewski et al.,
1988). A atividade depende da presenca de receptores especificos acoplados a
proteina G no musculo liso vascular. A estimulacdo dos receptores da PGl; induz a
ativagdo da adenilato ciclase e, consequentemente, ao aumento de AMPc (mono
fosfato ciclico de adenosina). Além desses, também estimula a proteina quinase
dependente de AMPc (PKA) no musculo liso vascular. A PKA tem um efeito
semelhante a PKG, podendo ativar canais de K* sensiveis ao ATP induzindo
hiperpolarizacdo e estimular a saida de Ca®* do citosol inibindo a maquinaria
contratil. Além da funcdo vasodilatadora, possui grande atividade anti-plaquetaria
(Parkington et al., 1995; Davidge, 2001).
1.2.2.3 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)

Além do NO e da PGly, o endotélio vascular libera um terceiro fator relaxante
que produz hiperpolarizacdo no musculo liso vascular, resistente a inibidores da
ciclooxigenase e da NOS (Bolotina et al., 1994; Félétou & Vanhoutte, 1996). A
contribuicdo de EDHF para a vasodilatagdo dependente do endotélio € maior nos
vasos sanguineos de resisténcia do que nas grandes artérias (Urakami-Harasawa et
al., 1997). Em geral, a liberagdo de EDHF pode ser estimulada pelo aumento do
calcio intracelular e que, uma vez liberado, induz vasodilatagao por meio da abertura
de canais para potassio ativado por calcio (Félétou & Vanhoutte, 2006). Em
sequéncia, essa hiperpolarizacdo endotelial € transmitida para o musculo liso
vascular através do acoplamento elétrico direto das jun¢gdes mioendoteliais (gap
junctions) elou por liberagéo de ions K* pelo endotélio ativando canais de K* de
larga condutancia ou da ativagdo da bomba de Na'K'-ATPase do mdusculo liso
vascular (Félétou & Vanhoutte, 2006).

Foram detectados quatro tipos de canais de K expressos no musculo liso

vascular: os canais de K* voltagem dependente (Ky); os canais de K de larga



condutancia ativados por alteragdes de calcio intracelular (BKca), os canais de K*
sensiveis a ATP (Katp) € os canais de K" retificador (K;; ) (Félétou & Vanhoutte,
2006). Esses canais contribuem para a manutencgéo do potencial de membrana, por
meio do efluxo de K*, resultando na hiperpolarizagdo da membrana. Esse efeito é
seguido do fechamento de canais de Ca®" voltagem dependente e, desta forma, da
reducédo da entrada de Ca®" e vasodilatagdo (Nelson & Quayle, 1995), assim como a
inibicdo desses canais de K' levam & despolarizacdo da membrana e a
vasoconstricdo. As substancias que promovem a hiperpolarizacdo do musculo liso
vascular através do estimulo desses canais sdo: o NO, a PGl,, a substancia P, a
bradicinina, o peptideo natriurético tipo C, o H,O,, o potassio, os metabdlicos da via
do acido araquiddnico-lipoxigenases e da via do acido araquidénico-citocromo P450
(acidos epoxieicosatriendicos, EETs) (Félétou & Vanhoutte, 2006).

Em condigbes fisiologicas existe um equilibrio preciso entre a liberagdo de
todos esses fatores, sendo mais importante a producédo dos fatores relaxantes mais
importantes, sobrepujando o efeito dos agentes contrateis. Esse equilibrio é alterado
com uma consequente atenuagao dos efeitos vasodilatadores do endotélio em
diversas condigbes patoldgicas, como na hipertensdo arterial, na diabetes mellitus,
na aterosclerose (Triggle et al., 2003; Melo et al., 2004). A redugdo desse
relaxamento constitui umas das causas de disfungdo endotelial. Os mecanismos
implicados na disfungdo endotelial sdo multifatoriais e podem ser devidos a
diminuicao na liberagdo de NO, prostaciclina e/ou EDHF; a reducéo da sensibilidade
no musculo liso vascular a estas substancias; a disfuncdo na via de transducao de
sinais dos fatores relaxantes endoteliais; ao aumento da producdo de fatores
contrateis derivados do endotélio e dentre outras (Carvalho et al., 2001; Maturana et
al., 2007).

Em sintese, foi relatado que as intoxicagcbes com o mercurio podem causar
danos ao sistema cardiovascular (Vassallo et al., 1999; da Cunha et al., 2000; Assis
et al. 2003; Furieri, 2008). Estudos realizados em diferentes tipos de leitos
vasculares verificaram que a exposicdo a este metal pesado promove aumento do
estresse oxidativo e consequentemente disfungdo endotelial (da Cunha et al., 2000;
Wiggers et al., 2008b). Esses autores verificaram também que a intoxicagédo induz
alteracbes vasculares comparadas aquelas produzidas pelos fatores de risco

cardiovascular como diabetes e hipertensao.



Muito embora a maioria dos estudos avalie o efeito toxico do mercurio em
altas concentragdes (milimolares), pouca atengao tem sido dada as suas agdes em
concentragdes menores. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
considera segura as concentragcées sanguineas de até 5,8 ng/ml (21 nM) (National
Academy of Sciences, 2000; Rice, 2004; Stern, 2005). Entretanto, alguns estudos
relataram que a exposicao de individuos a concentragdes aproximadas, como 20 nM
e 29 nM, ocasiona danos celulares (Furieri, 2008; Wiggers et al., 2008b).

Sabe-se que a populacdo em geral esta exposta ao mercurio por 3 principais
fontes: o consumo de peixes contaminados, o uso € manipulagdo de amalgamas
dentarias e o timerosal contido em vacinas. Dessa forma, os individuos estédo
expostos continuamente a concentragdes baixas de mercurio, sendo que pouco se
sabe sobre seus efeitos no organismo. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
investigar o uso de concentragées bem menores do que as consideradas atoxicas
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos. Para tanto, foi realizada
uma exposi¢ao aguda de baixa concentragdo de mercurio (6 nM) em aorta de ratos

visando investigar possiveis danos vasculares.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito agudo de 6 nM de HgCl, sobre a reatividade vascular na aorta de

ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar efeitos da exposi¢do aguda a 6 nM de HgCl, em segmentos isolados de

aorta toracica sobre:

A reatividade vascular a fenilefrina;

e A participacao endotelial na resposta vascular a fenilefrina;

¢ O relaxamento dependente e independente do endotélio;

e A participagdo do 6xido nitrico, das espécies reativas do oxigénio, do sistema
renina angiotensina e dos prostanoides derivados da COX na reatividade

vascular a fenilefrina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus
albinus), machos com aproximadamente trés meses de idade, pesando entre 250 e
300 g, cedidos pelo biotério do Programa de Pdés-Graduagdao em Ciéncias
Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo - UFES. Tais animais foram
mantidos em gaiolas sob condigdes de controle de temperatura e um ciclo claro-
escuro de 12 horas, tendo livre acesso a agua e a ragao.

O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo
com o0s principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo e Uso de
Animais da EMESCAM- CEUA 004/2007.

3.2. METODOLOGIA EMPREGADA PARA OBTENGAO DOS ANEIS ISOLADOS DE
AORTA TORACICA

Os animais foram anestesiados com Tiopental sodico (Amental®) na dose de
50 mg/kg intraperitoneal e, em seguida, eutanaziados e exanguinados. A aorta
toracica descendente foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente em uma
placa de Petri contendo solugdo de Krebs-modificado, composta por (em mM): NaCl
127; KCI 4,7; CaCl,.2H,0 2,5; MgS04.7H20 1,2; KH,PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose
11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogénica contendo 5% de CO; e 95% de O..
Esta solugao foi mantida com pH 7,4.

ApoOs a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta toracica foi dividida em
seis seguimentos cilindricos de aproximadamente 3,5 a 4 mm de comprimento.
Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solugido de Krebs-
Henseleit aquecida a 36 + 0,5 °C, continuamente gaseificada com mistura
carbogénica, mantendo o pH estavel em 7,4. Dois fios de ago inoxidavel, em forma

de triangulos, foram passados através do lumen dos segmentos de forma que



figuem paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado a parede do banho e o outro
conectado verticalmente a um transdutor de tensdo isomeétrica. Assim, qualquer
alteracéo do diametro do vaso era captada pelo transdutor de forga (GRASS® Force-
displacement transducer FT03, Mass) conectado a um sistema de aquisicdo de
dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; CA) e este a um computador (PC Pentium)
(Figura 4).

Computador

< Transdutordeforca

Biopac Systems

Haste metdlica

Amplificador =

$— cubadevidro

Anélde aorta

Haste metalicafixa /

Figura 4: Preparagdo dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade
vascular “in vitro”. Sistema de aquisicado de dados Biopac Systems (modificado de
Dias, 2007).

Apds a montagem, os anéis aorticos foram submetidos a uma tenséo de
repouso de 0.9 a 1,3 gramas, reajustada, quando necessario, durante 45 minutos de

estabilizacao (Figura 5 A).

3.2.1 Avaliacao da reatividade vascular ao cloreto de potassio (KCI)

Apods o periodo de 45 minutos de estabilizagao, foi administrado ao banho KCI
75 mM para verificar a atividade contratii do musculo liso vascular induzida por
despolarizag&do. Apos atingirem uma variagao de um grama de forga a partir do valor
basal, estes anéis eram lavados aproximadamente trés vezes com solucdo de

Krebs-Henseleit até retornar a tensédo de repouso (Figura 5 B, C). Assim, os anéis



que nao obtiveram tal contracdo foram descartados. Apdés 30 minutos de
estabilizacdo (Figura 5 D), uma nova dose de KCI (75 mM) era adicionada ao banho
para a aquisigdo de uma contracdo maxima do musculo liso vascular, aferida no
periodo de aproximadamente 30 minutos, tempo necessario para atingir um platé no
registro da contragdo (Figura 5 E, F). Apos este platd, os anéis foram novamente
lavados trés vezes para atingir o valor basal (0.9 a 1,3 gramas) e, depois de 30
minutos (Figura 5 G, H), esses anéis foram submetidos a avaliagdo da integridade

funcional do endotélio.
3.2.2 Avaliagao da integridade funcional do endotélio

A funcao endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraidos com
fenilefrina 10° M (concentragdo que induziu aproximadamente 75 % da contragdo
maxima ao KCI 75 mM). Uma vez atingido o platdé, uma dose unica de acetilcolina
(10 M) foi aplicada (Figura 5 1, J, L). Os anéis que relaxaram menos que 80% do
platd eram descartados. Os anéis sem endotélio relaxaram no maximo 10% ou até

contrairam.

Cc G

L 4

g © 1

. i

................. 13.00000 o

R ' 1.00000

80.000 160.00 240.00
minutes

Figura 5: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso
vascular com KCI e avaliagdo da integridade funcional do endotélio. Avaliagao da
viabilidade do musculo liso vascular com KCI: A) Periodo de estabilizagao inicial
(45 min permanecendo na tensédo de 0.9 a 1,3 g); B) Adigdo de KCI (75 mM) ao
banho; C) Lavagem dos anéis com solugdo Krebs-Henseleit; D) Periodo de
estabilizacdo (30 min); E) Adigcdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platé da contrag&o
induzida pelo KCI (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solugao Krebs-Henseleit; H)
Periodo de estabilizagdo (30 min). Avaliagao da integridade funcional do
endotélio: 1) Pré-contracdo com fenilefrina (Fe) 10° M; J) Platé da contragdo
induzida pela Fe; L) Adicdo de acetilcolina (ACh) 10° M. O tempo foi registrado em



minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forga em gramas (g), eixo vertical.
(modificado de Dias, 2007).

3.3. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

ApoOs a avaliagdo da integridade funcional do endotélio, os anéis foram
lavados trés vezes para atingir o valor basal e depois de 30 minutos de estabilizagao
era administrada ao banho uma pequena concentragdo do cloreto de mercurio
(HgCly, 6 nM).

Para analisar o efeito da administracdo aguda de HgCl,, a amostra de um
mesmo rato foi dividida em dois grupos: o grupo que recebeu o metal pesado e o
grupo controle, sendo que ambos permaneceram por 45 minutos de estabilizagao e

a partir dai foi dado inicio os protocolos experimentais.

3.3.1 Efeito da administragao aguda do cloreto de mercurio (HgCl,, 6 nM) sobre

a resposta vasoconstritora a fenilefrina

Foi investigado o efeito do HgCl, na reatividade vascular a fenilefrina,
calculada como o percentual de resposta ao KCI 75 mM. Para isto, foi realizada
curva concentracdo-resposta a fenilefrina (107° a 3x10* M) de maneira cumulativa

nos dois grupos estudados.

Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta
constritora a fenilefrina, foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta
com endotélio integro (E+) e sem endotélio (E-). As células endoteliais foram
removidas mecanicamente através do uso de fios metélicos. Estes foram inseridos
na luz do vaso e friccionados a sua intima, ocasionando lesdo do endotélio. A
auséncia do endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina 10° M induzir
o relaxamento, apos a pré-contracdo com fenilefrina. A preparacido foi lavada e,
apos 30 minutos de retorno a tensao basal, foram realizadas curvas concentracoes-

resposta a fenilefrina (107'% a 3x10™* M).

3.3.2 Avaliagao da administragao aguda do cloreto de mercurio (6 nM) na

resposta de relaxamento dependente do endotélio



A funcéo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-
contraidos com fenilefina 10® M, concentracdo que foi capaz de induzir
aproximadamente 50% da resposta maxima induzida pelo KCL (75 mM). Uma vez
obtido o platd, foram realizadas as curvas concentragdo-resposta, cumulativas a

acetilcolina (10'%a 10* M).

3.3.3 Avaliagdao da administracdo aguda do cloreto de mercurio (6 nM) na
resposta de relaxamento independente do endotélio

A avaliagdo da vasodilatagdo nao mediada pelo endotélio foi analisada
através do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio (NPS). Assim como
para acetilcolina, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina 10° M e, a seqguir,
foram realizadas curvas concentragdo-resposta a esse agonista em concentragdes
de 10" a3.10" M.

3.3.4 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos no efeito do cloreto de
mercurio (6 nM) sobre a resposta a fenilefrina na aorta

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste ponto, foram
realizados da mesma forma. Apos 15 minutos da administragdo do HgCl,, o farmaco
a ser estudado era incubado por trinta minutos, e, logo apds, realizada a curva
concentracio-resposta a fenilefrina (10'10 a 3x10™ M). Assim, a permanéncia total da
incubacdo com o HgCl, foi de 45 minutos (Figura 6). O efeito dos farmacos
indicados acima foi avaliado simultaneamente na auséncia de mercurio em outro

anel isolado de aorta toracica, obtido do mesmo rato.
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Figura 6: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubagdo com
HgCl, ap6s 15 minutos foi adicionado o farmaco a ser estudado e depois de trinta
minutos realizou-se a curva concentragdo-resposta a FE (107'° a 3x10™ M). O efeito
do farmaco em estudo foi simultaneamente avaliado na condigdo controle (auséncia
de HgCly). HgCl; (cloreto de mercurio), FE (fenilefrina).

3.3.4.1 Influéncia de 6 nM do cloreto de mercurio na liberagao basal de 6xido nitrico

Com a finalidade de estudar a participagado do 6xido nitrico (NO) na resposta
contratil a fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor néo-
seletivo da enzima oxido nitrico sintase (NOS), o N*-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME,100 uM). A liberacdo basal de oxido nitrico foi avaliada indiretamente pelo
aumento, dependente do endotélio, na contragao a fenilefrina induzida pelo L-NAME
em relagdo ao seu controle. Foi, entdo, estimada da seguinte forma: considerando-
se a contragdo a fenilefrina como sendo 100%, a quantidade de Oxido nitrico
liberado em condi¢cdes basais foi a diferenca entre a contracdo induzida pelo L-
NAME e a induzida pela fenilefrina, corrigidos pela porcentagem. Para estimar a
biodisponibilidade de NO, foi calculada a diferenga das areas abaixo da curva de
fenilefrina, na auséncia e na presenga de HgCl,, associada ao L-NAME (100 uM) em

relagao a situacao controle.



3.3.4.2 Envolvimento de radicais livres no efeito de 6 nM do cloreto de mercurio na
resposta contratil a fenilefrina na aorta toracica

Para verificar o envolvimento de EROs sobre a administragdo aguda de baixa
concentragdo de HgCl, na resposta contratil a fenilefrina foram utilizados dois
agentes anti-oxidantes: a apocinina (Apo, 100 uM), € um inibidor seletivo da enzima
NADPH oxidase, ou seja, inibe uma das principais enzimas formadoras de radicais
livres e a superoxido dismutase (SOD, 150 U ml™"), € um importante anti-oxidante
fisiolégico que converte anion superéxido (02°) em peroxido de hidrogénio (H205).

Para avaliar a liberagdo de radicais livres com uso de HgCl;, de maneira
indireta usando os agentes anti-oxidantes citados acima, foi calculada a diferencga

das areas abaixo da curva de fenilefrina em relagao a situacao controle.

3.3.4.3 Envolvimento da Angiotensina Il local sobre o efeito de 6 nM do cloreto de

mercurio na resposta contratil a fenilefrina na aorta toracica

Buscando averiguar uma possivel participagdo da via da angiotensina Il local
no efeito agudo do HgCl, sobre a reatividade vascular & fenilefrina (107° a 3x10™ M),
foi utilizado o enalapril (10 yM), um inibidor da enzima conversora da angiotensina
(ECA).

Em seguida, mediante outro protocolo, foi avaliada a participagao da ativagao
dos receptores AT, pela angiotensina |l através do bloqueio farmacoldgico destes
receptores com o losartan (10 uM).

3.3.4.4 Envolvimento dos prostandides derivados do acido araquidénico sobre o
efeito de 6 nM do cloreto de mercurio na resposta contratil a fenilefrina na aorta

toracica

Com a finalidade de estudar a participacdo de prostandides derivados da via
do acido araquiddnico-ciclooxigenase na resposta contratil induzida pela fenilefrina,
0s anéis isolados de aorta foram incubados com indometacina (10 yM), um inibidor

nao especifico da enzima ciclooxigenase (COX).



Foi calculada a diferenca das areas abaixo da curva de fenilefrina em relacéo
a situacao controle para analisar o envolvimento dos prostandides sobre o efeito do

HgCl, na resposta contratil a fenilefrina.

3.4. EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM).
Os valores de n significam o numero de animais utilizados em cada grupo
experimental.

As respostas contrateis ao KClI e a fenilefrina foram expressadas como tenséo
desenvolvida pelo anel de aorta, em gramas de contragdo. As respostas de
relaxamento dependente e independente do endotélio, evocadas pela acetilcolina e
nitroprussiato de sodio, respectivamente, foram expressas em porcentagem de
relaxamento em relacio a pré-contracao obtida pela fenilefrina.

Para a determinacdo dos valores de resposta maxima (Rmax) e pD, (-log
ECs0, que corresponde ao valor da concentragédo de fenilefrina que produz 50% da
resposta maxima), em resposta aos diferentes agonistas utilizados, foi realizada uma
analise de regress&o nao-linear, obtida através da analise das curvas concentragéo-
resposta utilizando-se Graph Prism Software (San Diego, CA, USA).

Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos farmacos sobre a
resposta contratil a fenilefrina dos grupos estudados, alguns resultados foram
expressos como diferengas das areas abaixo das curvas (dAAC) de concentragao-
resposta a fenilefrina. A dAAC foi calculada para cada curva concentragédo-resposta
e a diferenca esta expressa como porcentagem da diferenca da AAC (dAAC%) da
curva controle correspondente.

A analise estatistica dos resultados foi realizada por teste t de Student nao-
pareado. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para

valores de p< 0,05.

3.5. FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS

- Acetilcolina, Cloridrato (Sigma)

- Acido Etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Sigma)



- Apocinina (Acetovanilona) (Sigma)

- Bicarbonato de Sdédio (Merck)

- Cloreto de Calcio Dihidratado (Merck)

- Cloreto de Mercurio (Sigma)

- Cloreto de Potassio (Merck)

- Cloreto de Sdédio (Merck)

- Enalapril (Sigma)

- Fosfato de Potassio Monobasico (Merck)

- Glicose (Merck)

- Indometacina (Sigma)

- L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma)

- Losartan (Sigma)

- N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)
- Nitroprussiato de Sédio, Dihidratado (Fluka)

- Sulfato de Magnésio Heptahidratado (Merck)

- Superoxido Dismutase de eritrécito bovino (SOD) (Sigma)
- Tiopental Sédico (Amental®)

- Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris) (Sigma)

Todas as solugdes, com excegdo da indometacina, foram preparadas com
agua deionizada e mantidas no congelador a -20° C. A indometacina foi diluida em

tampao Tris 0.1M.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DO CLORETO DE MERCURIO (6 nM)
SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA DE
RATOS

A fenilefrina aumentou de maneira concentragao-dependente o ténus basal de
anéis isolados de aorta nos dois grupos estudados. A exposi¢cdo aguda de HgCly,
ap6s 45 minutos, foi capaz de potencializar a resposta maxima (Rmax) e a
sensibilidade (pD2) a fenilefrina em anéis isolados com endotélio intacto (E+), ou
seja, aumentou a reatividade vascular a fenilefrina quando comparada ao grupo

controle (Tabela 1; Figura 7).

Tabela 1: Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das
curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta
intactos de ratos Wistar na auséncia (CT E+) e na presenga do HgCIl; 6 nM
(HgCl; E+).

Rmax (g) pD;
CTE+ 93,5 + 2,52 6,47 + 0,08
HgCl, E+ 117 £+3,45* 6,77 +0,10 *

Valores expressos em média = EPM; Teste ¢ ndo-pareado. *p< 0,05; pD, e Rmax: HgCl, E+ vs CT E+.
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Figura 7: Curvas concentragcao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de
aorta de ratos Wistar no controle (CT E+) e apdés a administragdao aguda de
6 nM de HgCl, , por 45 min (HgCl; E+). O numero de animais usados esta
mostrado entre parénteses. Os simbolos representam a média * EPM;
Teste t ndo-pareado. *p< 0,05 para pD, e Rmax: HgCl; E+ vs CT E+.

4.2 MODULACAO ENDOTELIAL DA ADMINISTRACAO AGUDA DO CLORETO DE

MERCURIO (6 nM) SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA.

Como esperado, a remocao do endotélio aumentou a resposta contratil a
fenilefrina nos dois grupos estudados, porém nao apresentou alteragdo da Rmax e

da pD2 apds a incubagdo com HgCl, quando comparado ao grupo controle (Tabela
2; Figura 8).

Tabela 2: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) a fenilefrina em
anéis isolados de aorta sem endotélio na auséncia (CT E-) e na presencga de
HgC|2 (HgCIz E-).

Rmax (g) pD;
CTE- 128 + 3,08 8,06 + 0,04
HgCl E- 129 + 3,37 8,34 + 0,24

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado. p > 0,05.
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Figura 8: Efeito da remogdo do endotélio (E-) na curva concentragao-resposta a
fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar antes (CT E-) e apos
incubacdo com 6 nM de HgCly, por 45 min (HgCl; E-). O numero de animais usado
esta mostrado entre parénteses. Os simbolos representam a média £+ EPM. Teste ¢
nao-pareado. p > 0,05.

A remocgdo do endotélio nos anéis isolados de aorta desviou a curva
concentragdo-resposta a fenilefrina para a esquerda. No grupo controle houve
aumento tanto da Rméax quanto da pD2 a fenilefrina (Tabela 3; Figura 9 A).
Entretanto, no grupo que foi incubado com HgCl, ocorreu aumento somente da
sensibilidade a fenilefrina (Tabela 3; Figura 9 B).

Esta diferenca de resposta observada na presenca de HgCl, esta claramente
representada no grafico da figura 9 C. A analise da diferenga percentual da area
abaixo da curva (% dAAC) mostrou que modulagao endotelial na resposta contratil a
fenilefrina em presenga de HgCl, é significantemente menor (% dAAC- CT 117,5
7,3 vs HgCl, 66,9 £ 8 %, p < 0,05, Teste ).



Tabela 3: Efeito do HgCl, sobre a resposta maxima (Rmax, g) e a
sensibilidade (pD;) a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar
na presencga e auséncia do endotélio.

Rmax pD;
CTE+ 93,5+2,52 6,47 + 0,08
CTE- 128 + 3,08 * 8,06 + 0,04 *
HgCl, E+ 117 + 3,45 6,77 £ 0,10
HgCl; E- 129 + 3,37 8,34+0,24*

Valores expressos em média £+ EPM; Teste t ndo-pareado. *p < 0,05; pD, e Rmax:
CT E+ vs CT E- e pD,: HgCl, E+ vs HgCl; E-.
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Figura 9: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de
aorta de ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apés (CT E-) a retirada do
endotélio; (B) efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apdés a retirada do
endotélio (HgCl; E-); (C) Diferenca percentual da area abaixo da curva em
vasos com endotélio intacto e desnudo, na auséncia (azul) e na presenga
(vermelho) de HgCl,. O numero de animais usado esta mostrado entre
parénteses. Os simbolos representam a média * EPM. Teste t nao-pareado
*p < 0,05 para pD, e Rmax: Ct E+ vs Ct E-; pD,: HgCIl; E+ vs HgCIl; E- e %
dAAC- CT E+e E- vs HgCl; E+e E-.

4.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DO CLORETO DE MERCURIO (6 nM)
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA.

O relaxamento mediado pelo endotélio foi avaliado através da curva
concentracido-resposta a ACh. Como esperado houve relaxamento concentragao-
dependente em todos os anéis isolados de aorta. Nao foi observada nenhuma
alteracao estatisticamente significante nos valores de Rmax e pD2 entre os grupos
estudados (Tabela 4; Figura 10).



Tabela 4: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD.) induzidas pela
acetilcolina em anéis isolados de aorta intactos de animais controle (ACh
CT) e na presenga de HgCl, (ACh+ HgCl;). A Rmax esta expressa como
percentual de relaxamento apés a pré-contragcao com a fenilefrina.

Rmax (%) pD,
ACh CT 96 + 1,49 12,91 £ 5,44
ACh+ HgCl, 96,5+ 1,18 11,92 + 4,55

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado. p > 0,05.
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Figura 10: Curvas concentragcao-resposta a acetilcolina para a avaliagao do
relaxamento dependente do endotélio em anéis isolados de aorta de ratos
Wistar no controle (ACh CT) e apés a administragcao aguda de 6 nM de
HgCl,, por 45 min (ACh+ HgCl;). O numero de animais usado esta mostrado
entre parénteses. Os valores estao expressos como percentual de

relaxamento apos a pré-contragcao com a fenilefrina. Teste t nao-pareado. p
> 0,05.



4.4 ANALISE DA ADMINISTRACAO AGUDA DO (6 nM) SOBRE O RELAXAMENTO
INDEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA.

O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através do efeito
induzido pelo nitroprussiato de sdédio, que, de maneira concentragdo dependente
inibiu a contragdo induzida pela fenilefrina (Figura 11).

A resposta de relaxamento induzida pelo nitroprussiato de sédio néo foi

diferente em nenhum dos grupos estudados, no que se refere a Rmax e pD2; tabela
5 e figura 11.

Tabela 5: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD;) induzidas pelo
nitroprussiato de sédio em anéis isolados de aorta intactos de animais
controle (NPS CT) e na presenga de HgCl, (NPS + HgCl;). A Rmax esta

expressa como percentual de relaxamento apés a pré-contragdo com a
fenilefrina.

Rmax (%) pD
NPS CT 110 + 5,94 8,50 + 0,24
NPS + HgCl, 104 + 7,24 8,56 + 0,27

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado. p > 0,05.
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Figura 11: Curvas concentragao-resposta ao nitroprussiato de sédio (NPS)
para a avaliagdo do relaxamento independente do endotélio em anéis
isolados de aorta de ratos Wistar na condicao controle (NPS CT) e apés a



administragao aguda de 6 nM de HgCl;, por 45 min (NPS+ HgCl;). O niumero
de animais usado esta mostrado entre parénteses. Os valores estao
expressos como percentual de relaxamento apés a pré-contragcao com a
fenilefrina. Teste t nao-pareado. p > 0,05.

4.5 ESTUDO DOS FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO EFEITO DO
CLORETO DO MERCURIO (6 nM) SOBRE A RESPOSTA A FENILEFRINA NOS
ANEIS ISOLADOS DE AORTA.

Os resultados apresentados demonstraram que a administracdo aguda de
baixa concentragdo de HgCI, foi capaz de aumentar a Rmax e pD, a fenilefrina e
esse aumento foi abolido apds a lesdo endotelial. Com a finalidade de avaliar a
participacao dos fatores endoteliais nessa resposta, foram realizados os protocolos a

seguir com seus respectivos resultados.

4.5.1 Efeito de 6 nM do cloreto de merctrio na via do Oxido Nitrico

Como esperado, apoés o bloqueio da via de NO com L-NAME (100 uM)
ocorreu aumentou da resposta vasoconstrictora a fenilefrina nos anéis isolados de
aorta com endotélio intacto, aumentando tanto a Rmax quanto a pD, a fenilefrina
(Tabela 6; Figura 12 A). No entanto, apés a incubagdo com o HgCl, associado ao L-
NAME esse aumento foi de menor magnitude (Tabela 6; Figura 12 B).

Para melhor comparagdo desses resultados foi calculado a diferenga
percentual da area abaixo da curva (% dAAC) dos graficos. Dessa maneira foi
possivel observar uma redugao na biodisponibilidade de NO no grupo que recebeu
HgCl, (% dAAC- Controle 134 + 22 vs HgCl, 65 + 11 %, p< 0,05, Teste f) (Figura 12
C).



Tabela 6: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos
Wistar com e sem HgCl; e na presenga e na auséncia de L-NAME .

Rmax pD;
CTE+ 93+4 6,4+ 0,09
L-NAME CT 183+153* 7+0,09*
HgCl, E+ 113 £ 4,78 6,6 + 0,14
L-NAME + HgCl; 168 + 8,94 * 7+0,05*

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado *p< 0,05; pD, e Rmax: CT
E+ vs L-NAME CT; pD,; e Rmax: HgCl, E+ vs L-NAME+ HgCls.
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Figura 12: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de
aorta de ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apés (L-NAME CT) a incubagao
com L-NAME; (B) efeito do HgClI, antes (HgCl, E+) e ap6s (L-NAME + HgCl,)
a incubacao com L-NAME; (C) Comparagao da diferenga percentual da area
abaixo da curva no controle (azul) e na presenca (vermelho) de HgCl.. O
numero de animais usado estd mostrado entre parénteses. Os simbolos
representam a média * EPM. Teste t nao-pareado *p < 0,05 para pD; e
Rmax: Ct E+ vs L-NAME CT; pD, e Rmax: HgCl; E+ vs L-NAME + HgCl; e %
dAAC- Controle vs HgCl..



4.5.2 Efeito de agentes antioxidantes sobre a acao do cloreto de mercurio (6

nM) na resposta contratil a fenilefrina nos anéis isolados de aorta.

4.5.2.1 Influéncia da administragdo de apocinina, um inibidor da enzima NADPH

oxidase.

A apocinina (100 uM) reduziu a reatividade vascular a fenilefrina nos
segmentos de aorta em ambos os grupos causando uma redug¢ao da Rmax (Tabela
7; Figura 13 A e B). Entretanto, este efeito foi maior quando administrado junto ao
HgCl, (Tabela 7; Figura 13 B).

A diferenga de resposta observada na presenga de HgCl, esta claramente
representada no grafico da diferenga percentual da area abaixo da curva mostrada
na figura 13 C (% dAAC- Controle -39,72 + 5,68 vs HgCl, -65,1 + 4,78 %, p<0,05,
Teste t).

Tabela 7: Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD,) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl, e na presenca e na auséncia de Apocinina.

Rmax pD:
CTE+ 84 +4.2 6,59 £ 0,25
Apocinina CT 48+15* 6,64 £ 0,12
HgCl; E+ 108 £7,5 6,49 + 0,17
Apocinina + HgCl; 345+44* 6,56 + 0,05

Valores expressos em média £+ EPM; Teste t ndo-pareado *p< 0,05; Rmax: CT E+ vs
Apocinina CT; Rmax: HgCl, E+ vs Apocinina + HgCls.
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Figura 13: Curvas concentragcao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de
aorta de ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e ap6s (Apocinina CT) a incubagao
com apocinina; (B) efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e ap6s (Apocinina +
HgCl;) a incubagdo com apocinina; (C) Comparagdao da diferenga
percentual da area abaixo da curva no controle (azul) e na presenca
(vermelho) de HgCl,. O numero de animais usado esta mostrado entre
parénteses. Os simbolos representam a média * EPM. Teste t nao-pareado
*p < 0,05 para Rmax: Ct E+ vs Apocinina CT; Rmax: HgCl; E+ vs Apocinina
+ HgCl; e % dAAC- Controle vs HgCl,.



4.5.2.2 Participagao do anion superoxido (O;’) na resposta contratil a fenilefrina

A avaliagcdo da presenca do O," das aortas isoladas foi realizada através da
incubacdo de SOD (150 U mI™") no banho. A SOD reduziu a resposta contratil a
fenilefrina diminuindo a Rmax a este agonista nos dois grupos estudados (Tabela 8;
Figura 14 A e B). Porém, no grupo HgCl,, a magnitude deste efeito foi maior do que
no grupo controle (Tabela 8; Figura 14 B).

Observando a figura 14 C, onde representa a diferenga percentual da area
abaixo da curva dos graficos em questdo, mostra maior acdo de SOD quando
associado ao grupo com HgCl, (% dAAC- Controle -34,88 + 4,05 vs HgCl, -66,80 *
3,20 %, p<0,05, Teste ).

Tabela 8: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl,, na presencga e na auséncia de SOD.

Rmax pD;
CTE+ 84 + 4,17 6,59 + 0,25
SOD CT 58 + 3,72 * 6,42 + 0,05
HgCl, E+ 108 £ 7,52 6,49 + 0,17
SOD + HgCl, 345+3,12* 6,23 £ 0,07

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado *p < 0,05; Rmax: CT E+
vs SOD CT; Rmax: HgCl, E+ vs SOD + HgCl,.
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Figura 14: Curvas concentracéo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apdés (SOD CT) incubagdo com superoxido
dismutase (SOD); (B) efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apdés (SOD + HgCl,) a
incubacdo com SOD; (C) Diferenca percentual da area abaixo da curva na condigao
controle (azul) e na presenga (vermelho) de HgCl,. O numero de animais usado esta
mostrado entre parénteses. Os simbolos representam a média £+ EPM. Teste f n&o-
pareado *p< 0,05 para Rmax: Ct E+ vs SOD CT; Rmax: HgCl, E+ vs SOD + HgCl, e
% dAAC- Controle vs HgCls.



4.5.3 Participagao da Angiotensina Il local sobre o efeito de 6 nM do cloreto de

mercurio na resposta contratil a fenilefrina nos anéis isolados de aorta.

Neste protocolo investigamos a participagcdo da Angiotensina Il local na
resposta contratil a baixa concentracdo do cloreto de mercurio. O enalapril, um
inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) e também o losartan, um
inibidor especifico de receptores para Angiotensina |l do subtipo AT foram usados

na presenca e auséncia de mercurio.

4.5.3.1 Efeito agudo de 6 nM do cloreto de mercurio sobre a enzima conversora de

angiotensina (ECA).

Na condi¢gado controle o enalapril (10 yM) ndo alterou a resposta contratil a
fenilefrina (Tabela 9; Figura 15 A). No entanto, na presenga deste farmaco, o
aumento da reatividade a fenilefrina induzido pelo HgCl, foi reduzido (Tabela 9;
Figura 15 B). Este fato é sugestivo de que indica que a ECA esta envolvida na agao
vascular do HgCl,. Uma vez que o aumento da sua atividade pode-se ter maior
liberagdo de Angiotensina Il local para interagir com os receptores do subtipo AT.

Tabela 9: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl, e na presencga e na auséncia de enalapril.

Rmax pD:
CTE+ 97 +£4,90 6,80 £ 0,19
Enalapril CT 106 + 3,03 6,73 £ 0,06
HgCl; E+ 114 + 3,13 6,79 + 0,06
Enalapril + HgClI; 102+£291* 7,05+ 0,11

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado *p< 0,05; Rmax: HgCl, E+
vs Enalapril + HgCl,.
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Figura 15: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e ap0s a incubagado com enalapril (Enalapril CT); (B)
efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apds a incubagao com enalapril (Enalapril +
HgCl,); O numero de animais usado esta mostrado entre parénteses. Os simbolos
representam a média £ EPM. Teste t ndo-pareado *p< 0,05 para Rmax: HgCl, E+ vs
Enalapril + HgCl,.



4.5.3.2 Efeito agudo do cloreto de mercurio sobre o receptor da Angiotensina Il do
subtipo AT

Para investigar se ha maior interagdo da Angiotensina |l com os receptores do
subtipo AT+, os anéis isolados de aorta foram incubados com o losartan (10 pM).

Na condi¢ao controle o losartan ndo modificou a resposta contratil a fenilefrina
(Tabela 10; Figura 16 A). Entretanto, a incubagao com o HgCl, aumentou a pD, e
reduziu a resposta contratil a fenilefrina, culminando com uma reducdo da Rmax
(Tabela 10; Figura 16 B).

Tabela 10: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl; e na presenca e na auséncia de losartan.

Rmax pD:
CTE+ 97 £4,90 6,80 £ 0,19
Losartan CT 92 + 3,89 6,66 + 0,07
HgCl; E+ 114 + 3,13 6,79 £ 0,06
Losartan + HgCl; 96 +£5,19* 7,07 £0,09 *

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado *p< 0,05; Rmax e pDy:
HgCl, E+ vs Losartan + HgCl,.
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Figura 16: Curvas concentragcéo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apds a incubagdo com losartan (Losartan CT); (B)
efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apds a incubagdo com losartan (Losartan +
HgCl,); O numero de animais usado esta mostrado entre parénteses. Os simbolos
representam a média + EPM. Teste t ndo-pareado *p< 0,05 para Rmax e pD2: HgCl»
E+ vs Losartan + HgCl,.



4.5.4 Efeito agudo de 6 nM de cloreto de mercurio sobre os prostandides
derivados da cicloxigenase.

A inibicdo da via do acido araquiddnico-ciclooxigenase com indometacina (10
MM), em anéis de aorta intactos reduziu significativamente a resposta maxima na
condicao controle (Tabela 11; Figura 17 A).

A incubagao da indometacina com o HgCl, foi capaz de reduzir tanto a pD»
quanto a Rmax (Tabela 11; Figura 17 B).

As diferencas de respostas estdo melhores representadas na figura 17 C,
pela diferenga percentual da area abaixo da curva (% dAAC, Controle -40 + 4,23 vs
HgCl,-64 + 5,37 %, p<0,05, Teste {).

Tabela 11: Resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD;) das curvas
concentracido-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar com
e sem HgCl; e na presencga e na auséncia de indometacina (INDO).

Rmax pD;
CTE+ 84 + 4,04 6,24 + 0,09
INDO CT 50+ 3,22~ 6,23 + 0,06
HgCl, E+ 104 + 2,44 6,45+ 0,13
INDO + HgCl, 41 +497* 6,03+0,11*

Valores expressos em média £+ EPM; Teste t ndo-pareado *p< 0,05; Rmax: CT E+ vs
INDO CT; Rmax e pD2: HgCl, E+ vs INDO + HgCl,.



A B

1509 —¢ INDO (n:8) 1509 4+ INDO + HgCl, (n: 8)
- =&~ CTE+ (n=6) . ¥ HgCl, (n=6)
X X
lg 1004 ‘o’ 1004
i S
£ £
g 50+ " g 50+
(&) o *
*
0- 0-
L) L] L) LJ L L] J ] v L) L) L) L) L) L) L]
10 9 -8 -7 6 -5 -4 -3 10 -9 8 7 -6 -5 -4 -3
Fenilefrina (Log M) Fenilefrina (Log M)

Figura 17: Curvas concentracéo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de
ratos Wistar: (A) antes (CT E+) e apds (INDO CT) a incubagdo com indometacina;
(B) efeito do HgCl, antes (HgCl, E+) e apos (INDO + HgCly) a incubagdo com
indometacina; (C) Diferenga percentual da area abaixo da curva na auséncia (azul) e
na presenca (vermelho) de HgCl,. O numero de animais usado esta mostrado entre
parénteses. Os simbolos representam a média + EPM. Teste t ndo-pareado *p< 0,05

para Rmax: Ct E+ vs INDO CT; Rmax e pD,: HgCl, E+ vs INDO + HgCl, e % dAAC-
Controle vs HgCls.



DISCUSSAO



5 DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido para analisar os mecanismos envolvidos na
exposicao aguda a baixa dose de HgCl, sobre a reatividade vascular. Foram
utilizados neste trabalho uma concentragao baixa desse metal pesado (HgCl,, 6 nM)
similar a encontrada no plasma de individuos que estao constantemente expostos. O
resultado obtido demonstrou que a exposigdo aguda promoveu aumento da
reatividade a fenilefrina em anéis de aorta confirmada pela potencializagédo da
reposta maxima e da sensibilidade. Essa resposta foi modulada pelo endotélio, ja
gue na sua auséncia o efeito promovido pelo HgCl; foi abolido. Assim, a modulag&o
endotelial encontrou-se reduzida na presencga de HgCl, sugerindo que sua agéao seja
sobre os fatores liberados pelo endotélio.

Os resultados obtidos através das intervengdes farmacologicas com o uso da
SOD e apocinina; losartan e enalapril, e indometacina, sugerem que a alteragcao da
reatividade envolve a via dos radicais livres, do sistema renina angiotensina e dos
prostandides derivados da ciclooxigenase, respectivamente. Além disso, a liberagao
de EROs induzida por HgCl, poderia reduzir a biodisponibilidade do NO derivado do
endotélio, o qual contribui para o acréscimo nas respostas vasoconstrictoras a
fenilefrina.

Estudos prévios, usando concentracdes de mercurio maiores do que a usada
no presente estudo, demonstram que o mercurio afeta o sistema cardiovascular e
sua toxicidade € dependente da concentracao utilizada. Portanto, concentracdes
téxicas de mercurio podem influenciar a forga contratil de musculos papilares e tiras
de ventriculo direito, alterar a cinética do calcio, a atividade das proteinas contrateis,
o funcionamento do reticulo sarcoplasmatico (Oliveira et al., 1994; Cunha et al.,
2001; de Assis et al., 2003; Falcochio et al., 2004) e a responsividade vascular
(Rossoni et.al., 1999; da Cunha et al., 2000; Wiggers et al., 2008b).

5.1 EFEITOS DO CLORETO DE MERCURIO SOBRE A REATIVIDADE A
FENILEFRINA NA AORTA



No presente estudo, observou-se que, a administragdo aguda de HgCl,
promoveu um aumento, concentracdo-dependente, da reatividade a fenilefrina em
anéis de aorta, confirmada pelo aumento da reposta maxima e da sensibilidade.
Respostas semelhantes foram encontradas por da Cunha e colaboradores (2000) os
quais utilizaram doses maiores (0,5 a 10 yM) e demonstraram que a administragéo
aguda de mercurio também induziu aumento da reatividade vascular em artérias
caudais de ratos. Wiggers e colaboradores (2008a), ao avaliarem os efeitos da
exposi¢cao aguda usando a mesma concentragdo aplicada no presente trabalho (6
nM), no leito vascular caudal, observaram aumento somente da sensibilidade a
fenilefrina. Outro estudo realizado por Wiggers e colaboradores (2008b), mas, desta
vez, por exposigcao crbénica por 30 dias de HgCl, (29 nM), também constataram o
aumento da reatividade de anéis isolados das artérias aorta, basilar e mesentérica
de ratos. Em contrapartida, o estudo realizado por Golpon e colaboradores (2003),
em segmentos de artérias aorta e pulmonar de ratos, pré-contraidas com
noradrenalina, evidenciou respostas vasodilatadoras dependente do endotélio apds
a administragdo aguda de HgCl; (0,1 uM). Entretanto, as condigbes experimentais
realizadas por Golpon e colaboradores (2003) foram completamente diferentes das
executadas neste estudo. Isso porque os segmentos das artérias estavam imersos
em uma solucao nutridora de tampao Greenberg—Bohr, o qual possui composi¢cao
diferente da usada neste trabalho, além de que também eram distintos o tempo de
exposi¢cao do mercurio, que durou 20 minutos, e 0 agente vasoconstritor.

O aumento da reatividade vascular induzido por 6 nM de HgCl, poderia
envolver fatores liberados pelo endotélio vascular. Sendo assim, neste estudo foi
desenvolvido um protocolo para testar a reatividade a fenilefrina na auséncia e na
presenca do endotélio vascular. De acordo com os resultados, na auséncia do
endotélio, a resposta contratii a fenilefrina foi potencializada nos dois grupos
estudados e ndo houve alteracdo da resposta maxima e da sensibilidade apods a
incubacdo com HgCl,. Portanto, na auséncia do endotélio ndo ocorreu aumento da
resposta contratil a fenilefrina, induzida pelo HgCl,. Isso sugere que a capacidade do
endotélio em modular negativamente a resposta contratil induzida pela fenilefrina
parece estar prejudicada nas aortas isoladas que receberam HgCl,.

Em condigdes fisioldgicas existe um equilibrio preciso entre a liberagdo de
fatores constritores e relaxantes derivados do endotélio para manter o ténus

vascular e a fluidez sanguinea. No entanto, em diversas condi¢des patoldgicas,



como na hipertensao arterial, esse equilibrio encontra-se alterado, frequentemente
acompanhado de atenuagao dos efeitos vasodilatadores endoteliais (Carvalho et al.,
2001). No presente trabalho, pode-se pressupor que ha ocorréncia de alteracéo da
funcdo endotelial. Sugere-se que a administragdo aguda de HQgCl, pode
desencadear um desequilibrio na sintese, na liberacdo e/ou no efeito de alguns
destes mediadores capazes de relaxar e contrair o musculo liso vascular. Esta
disfungdo endotelial promovida pelo mercurio poderia contribuir para o acréscimo
nas respostas vasoconstrictoras a fenilefrina observadas na aorta de ratos. Assim, o
presente resultado € sugestivo de uma possivel participagdo do mercurio como fator
de risco para doengas cardiovasculares. A intoxicagdo aguda por mercurio,
induzindo disfungdo endotelial, poderia contribuir para o aumento da resisténcia
periférica e assim, consequentemente, para a génese e manutengao da hipertensao
arterial.

O estudo realizado por Wiggers e colaboradores (2008b) ndo demonstrou
alteracao na pressao arterial sistolica apds o tratamento crénico que, ao final de 30
dias, resultou na concentracao final de 29 nM mercurio. Os autores descreveram
aumento da resposta contratil a fenilefrina e disfungdo endotelial em segmentos de
artérias de condutancia (aorta) e resisténcia (basilares e mesentérica). No entanto,
Machado e colaboradores (2007) mostraram que a exposigdo aguda ao HgCl, (20
nM) aumenta a pressao arterial sistélica e diastélica, a freqiéncia cardiaca e
aumenta a reatividade pressérica a fenilefrina. Vale salientar que estes estudos
diferem no que diz respeito ao tratamento, sendo o primeiro crénico e o segundo,
agudo. Portanto, a alteragdo da presséo arterial desencadeada no tratamento agudo
pode ter sido transitéria.

Além de exercer seus efeitos no endotélio, o mercurio pode interagir sobre
proteinas, enzimas, canais idbnicos ou receptores, combinado com o grupamento -SH
(Halbach et al., 1981; Halbach, 1990; Clarkson, 1993; Boraso & Williams, 1994;
Chiamvimonvat et al., 1995). Estudos mostraram que este metal inibe a atividade da
Na’K*ATPase (NKA) na membrana celular (Halbach et al., 1981; Anner et al.,
1990,1992; Anner & Moosmayer, 1992; Carmignani et al., 1992). Essa inibigao
aumenta a concentragéo intracelular de Na*, o que reduz a atividade do trocador
Na*/Ca™, e aumenta a concentracdo intracelular de Ca’", consequentemente, o
ténus vasomotor (Blaustein et al, 1998). O aumento anormal da concentragcéo de

Ca' pode ser citotoxico, como foi demonstrado em células tubulares renais. A



administragdo do ion mercurico (Hg?*), em concentracdes aproximadamente de 10
MM, promoveu apoptose, disfungdo de proteinas, interferéncia no fluxo de ions
(Annunziato et al., 2003; Yeh et al., 2004).

5.2 EFEITOS DA ADMINISTRACAO AGUDA DO CLORETO DE MERCURIO
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO ENDOTELIO

A partir dos resultados descritos acima, onde ha aumento da reatividade
vascular a fenilefrina por um desequilibrio na fungdo endotelial, foi investigado se o
mercurio alterava o relaxamento vascular dependente do endotélio por reducédo da
acao do 6xido nitrico. Para isto, foram realizadas curvas concentragao-resposta a
acetilcolina, que promove relaxamento dependente do endotélio, em segmentos de
aorta de ratos pré-contraidos com fenilefrina. A acetilcolina promoveu resposta
vasodilatadora, concentragdo-dependente, em todos os anéis de aorta e nao foi
observada nenhuma alteragao estatisticamente significante entre os grupos Controle
e Mercurio. Isto sugere que a vasodilatacdo dependente do endotélio esta
preservada, ou seja, ndo alterou a produgao de NO estimulada pela acetilcolina.

Existem poucos estudos em relagao a exposi¢cao de baixas concentracdes de
HgCl, sobre a vasodilatacédo. A exposic¢ao, por 20 minutos, de altas concentragdes (1
a 5 uyM) de HgCl, nas artérias aorta e caudal, induziu o prejuizo nas respostas
vasodilatadoras a acetilcolina (da Cunha et al., 2000; Golpon et al., 2003). Resultado
semelhante foi encontrado apds a exposigao cronica de HgCl, em concentragéo
maior que a usada no presente estudo, em artérias mesentérica e aorta (Wiggers et
al., 2008b).

Para avaliar se ha prejuizo de relaxamento no musculo liso vascular, apos a
exposi¢cao aguda de HgCl,, foram realizados experimentos com o nitroprussiato de
sédio (NPS). O NPS promoveu resposta vasodilatadora, concentragdo dependente,
semelhante em ambos os grupos experimentais, sugerindo que a exposi¢ao aguda
de HgCl; ndo modificou a capacidade de relaxamento do musculo liso vascular.
Resultado semelhante foi encontrado por da Cunha e colaboradores (2000) em
artéria caudal de ratos. Além disso, estes autores demonstraram que o pré-

tratamento com L-arginina ndo impediu o aumento da reatividade vascular a



fenilefrina induzida pelo HgCl, e nem restaurou a habilidade da acetilcolina em
promover vasodilatag&o.

Considerando, entdo, estes resultados, poder-se-ia supor que 0 mercurio
influencia a liberacdo de fatores vasoconstritores derivados do endotélio. Assim,
apesar do relaxamento induzido pela acetilcolina ndo ter sido prejudicado pelo
mercurio, este metal aumentou a vasoconstricdo induzida pela fenilefrina. Os reais
mecanismos pelos quais o mercurio altera a reatividade vascular sdo pouco
conhecidos, principalmente no que se refere aos seus efeitos agudos em
concentragbes muito menores daquelas consideradas seguras para a saude. Neste
sentido, o estudo prop6s investigar algumas vias que possivelmente poderiam

esclarecer a acao vascular desse cation em ratos.

5.3 FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO EFEITO DO CLORETO DE
MERCURIO SOBRE A RESPOSTA A FENILIFRINA

5.3.1 Efeito de cloreto de mercurio na via do Oxido Nitrico

Do ponto de vista fisiopatoldgico, outra possibilidade de avaliar se o mercurio
atenua os efeitos vasodilatadores do endotélio foi analisar se ha prejuizo na
biodisponibilidade do NO. Dentre os fatores vasoativos liberados pelo endotélio, o
NO parece ser o principal fator relaxante derivado do endotélio que modula as
respostas contrateis vasculares a diferentes agonistas (Wolf & Baynes, 2007).
Assim, com o objetivo de avaliar uma possivel participagdo desta via na
hiperreatividade a fenilefrina nos segmentos de aortas que receberam HgCl,, foi
realizada curva concentragdo resposta a fenilefrina na presengca do L-NAME. Este
farmaco, ao inibir a NOS, impede a formacdo de GMPc na célula muscular e,
consequentemente, a sintese de NO (Hayashi et al., 1992). Assim, o L-NAME, na
presenca do mercurio, potencializou a resposta vasoconstrictora a fenilefrina, mas
em menor propor¢do do que no grupo controle. Estes resultados sugerem que o
efeito agudo com mercurio reduz a biodisponibilidade de NO do endotélio.
Resultados similares foram encontrados apds analisar o efeito da exposi¢do aguda

(6 nM) ao mercurio sobre a artéria caudal (Wiggers et al., 2008a), e apds a



exposi¢cao crénica em maiores concentragdes nas artérias mesentéricas, basilares e
aorta (Wiggers et al., 2008b).

Existem varias anormalidades que podem contribuir para a redugao da
biodisponibilidade de NO como: a reducdo da atividade da NOS, o desacoplamento
da NOS para produzir O, e a degradagédo do NO através da sua interagdo com O,
(Vasquez-Vivar et al., 1998; Milstein & Katusic, 1999; Laursen et al., 2001; Loomis et
al., 2005). No entanto, foram encontrados diferentes resultados, em tecidos distintos,
da atividade da NOS apds a exposicdo de mercurio. Ha estudos demonstrando
reducado da expressao protéica da NO sintase induzivel (iNOS) em células [1 do
pancreas (Eckhardt et al.,1999) e da NO sintase endotelial (eNOS) em glomérulos
de ratos expostos ao HgCl, (Yanagisawa et al.,1998). Outro estudo demonstrou
inibicdo da atividade da NOS em cultura de células endoteliais humanas de cordao
umbilical, expostas ao MeHg (Kishimoto et al., 1996). Em contrapartida, foi
encontrado um aumento da expressdo de eNOS em artérias mesentéricas e
nenhuma modificagdo nas basilares e aorta de ratos tratados com HgCl, (Wiggers et
al., 2008b).

Foi identificado que o co-fator BH,4 (tetrahidrobiopterina) tem um importante
papel no controle da atividade da eNOS (Mayer & Werner, 1995). O papel preciso da
BH4 na formacdo do NO ainda n&o é totalmente conhecido, algumas evidéncias
indicam que €& um efetor alostérico da NOS, por estabilizar sua forma dimérica,
facilitando a ligagdo da L-arginina. Além disso, esse co-fator pode ser um agente
redox, agindo como sequestrador de EROs (Scott-Burden, 1995). Estudo realizado
in vitro demonstrou que a exposi¢ao de metais pesados, incluindo o mercurio, induz,
de maneira concentracdo dependente, uma redugdo da atividade da dihidropteridina
redutase (DHPR). Esta enzima desempenha um papel crucial na manutengédo da
BH,4 (Altindag et al., 2003). A presenca de niveis reduzidos de BHj4 resulta no
desacoplamento da NOS, o qual ao invés de oxidar L-arginina, reduz a molécula de
oxigénio a O," (Pou et al., 1999, Wever et al., 1997). Logo, uma das causas do
aumento da biodegradagéo de NO, reduzindo a biodisponibilidade, € a sua interagéo
com o O," que determina uma reagao rapida formando o peréxido nitrito (ONOQO"),
um potente agente oxidante (Beckman et al., 1996). Estudo conduzido por Kuzkaya
e colaboradores (2003) relatou que a BH4 € mais sensivel a oxidagdo por ONOO"
que por O, e sugeriu que ha um aumento do desacoplamento do NOS na presenga

de ONOO'. Outros autores relataram que a NADPHoxidase € crucial para a



producdo de EROs e sugerem que estes induzem a oxidagdo de BH4 (Landmesser
et al., 2003; Loomis et al., 2005; Munzel et al., 2005).

5.3.2 Via dos radicais livres

O estresse oxidativo pode afetar a reatividade vascular por diferentes
mecanismos. As EROs agem como segundo mensageiro, ativando inumeras
moléculas de sinalizagdo e desempenham um papel importante na fisiopatologia
vascular (Paravicini & Touyz, 2006; Vaziri & Rodriguez-lturbe, 2006; Alvarez et al.,
2008). Além disso, o O, interage com o NO, e forma peroxinitrito, diminuindo assim
a biodisponibilidade do NO para o relaxamento do musculo liso (Beckman et al.,
1996). Estudos tém relacionado a exposicdo ao mercurio com o aumento do
estresse oxidativo (Miller & Woods, 1993; Kim & Sharma, 2004; Chen et al., 2005;
Huang et al., 2008). Neste estudo foram realizados experimentos para analisar se 0s
radicais livres contribuem para as alteracdes das respostas vasoconstritoras apos a
exposi¢cao aguda ao HgCls.

Esta bem estabelecido que a NADPH oxidase € a principal fonte vascular de
O," (Paravicini & Touyz, 2006; Vaziri & Rodriguez-lturbe, 2006). Assim, a NADPH
oxidase desempenha um papel importante no controle do ténus vascular (Souza et
al., 2001). Hamilton e colaboradores (2002) investigaram a capacidade dos
inibidores da NADPH oxidase de aumentar a biodisponibilidade do NO, em artérias
com e sem disfungdo endotelial em ratos. A partir deste estudo, os autores
sugeriram que o composto com o maior potencial foi a apocinina. Apds este
resultado, os autores verificaram que a apocinina reduziu a produgdo de O;" na
artéria mamaria interna e na veia safena de pacientes, por inibir a NADPH oxidase, e
induziu a vasodilatagao, a qual foi revertida com o L-NAME.

O presente estudo demonstra que a apocinina aumenta a biodisponibilidade
do NO, uma vez que reduziu a reatividade vascular a fenilefrina nos segmentos de
aorta tanto na presenga quanto na auséncia de HgCl,. No entanto, esta agao foi
maior quando administrada junto ao HgCl,. Portanto, esse resultado sugere que a
enzima NADPH oxidase estava mais estimulada na preseng¢a do mercurio, liberando,
assim, mais radicais livres.

A fim de investigar a participagdo do O, sob o efeito do mercurio, foram

realizadas curvas concentragdo-resposta a fenilefrina na presenca de SOD, que é



um sequestrador do anion superoéxido. O efeito deste farmaco foi semelhante ao da
apocinina. Ocorreu reducdo da reatividade vascular a fenilefrina no grupo controle,
uma vez que converteu mais O, em oxigénio e perdxido de hidrogénio, reduzindo a
reacdo do O," com o NO, aumentando a sua biodisponibilidade. Em um estudo
realizado por Mackenzie e colaboradores (1999) foram observadas respostas
vasodilatadoras dependentes do endotélio apds a administracdo da enzima cobre-
zinco superoxido dismutase (Cu/ZnSOD) e de alguns miméticos em segmentos de
aorta de ratos, com endotélio integro, pré-contraidas com fenilefrina. O resultado
destes autores reforga que a acdo de relaxamento, da SOD, surge como
consequéncia da protegdo do NO basal pela destruicao da liberagdo enddgena de
O2". No entanto, ao estudar o grupo com HgCl,, a redugdo da reatividade a
fenilefrina foi maior do que no grupo controle. Desta maneira, pode-se especular que
parece haver uma maior quantidade de O, na presenca de mercurio, que contribui
para o aumento de reatividade a fenilefrina encontrada nas aortas isoladas destes
animais.

Os resultados dos experimentos com a apocinina e a SOD exdgena
apresentaram maior dAAC nos seguimentos de aorta que receberam HgCl,, o que
sugere que a disfungdo endotelial presente neste modelo experimental deve-se,
provavelmente, a maior produgdo de EROs, em especial a produgdo de O,". Das
EROs, o H,0O, possui capacidade de modificar o tdnus vascular induzindo contracéo
(Sheenan et al., 1993; Jin & Rhoades, 1997) ou até mesmo relaxamento (Barlow &
White, 1998, 2000; Matoba et al., 2000; Shimokawa et al., 2005) dependendo do
leito vascular e das condi¢cbes experimentais estudadas. Assim, Girouard & de
Champlain (2004) propuseram que o H>O, enddégeno nao estd envolvido nas
contracdes induzidas pela fenilefrina. No entanto, outros estudos mostraram que a
catalase, inibidor do H,O, reduz a resposta contratil a noradrenalina (Srivastava et
al., 1998). Outro grupo de pesquisadores descreveu que em artérias mesentéricas
de rato, o H,O,, induz respostas vasoconstritoras e produz liberacdo de O, através
da ativagdo da NADPH oxidase (Garcia-Redondo et al., 2008). Wiggers e
colaboradores (2008b) observaram que a adigdo da enzima catalase restaurou a
resposta vasodilatadora a acetilcolina em artérias mesentéricas de animais tratados
com mercurio indicando a participacdo do H>O,. Em outros estudos experimentais
envolvendo avaliagado da reatividade vascular, o uso de concentragcdes maiores de

mercurio também forneceram evidéncias da participacdo das EROs no aumento da



resposta contratil a fenilefrina. Cunha e colaboradores (2000), ao utilizarem tempol,
um mimético da SOD, e Wiggers e colaboradores (2008a), ao utilizarem tanto a
deferoxamina, um quelante de ferro da Reagdo de Fenton, quanto o tempol,
observaram que a resposta do mercurio na reatividade a fenilefrina foi abolida, em
artérias caudais de ratos. No tratamento crénico, foi observado que a incubagao da
SOD exdgena e da apocinina reduziram a resposta contratil somente em segmentos
de aorta de animais que foram expostos ao HgCl, e restaurou o efeito de L-NAME
sob a resposta da fenilefrina em artérias de resisténcia (Wiggers et al., 2008b). Além
disso, estes mesmos autores encontraram aumento do malondialdeido plasmatico,
que é um indicador de estresse oxidativo (Wiggers et al., 2008b).

Varios estudos, em animais e em humanos, tém sugerido que a toxidade pela
exposicao de varias formas de mercurio, causando lesao celular em varios érgaos e
sistemas, € promovida pelo aumento do estresse oxidativo (Kim & Sharma, 2004;
Chen et al., 2005; Huang et al., 2008). Esse estresse oxidativo, além de estar
associado a maior formacao de EROs, também pode ser ocasionado por reducao da
atividade das enzimas antioxidantes (Lerman et al., 2001; Rodrigues-Porcel, 2001;
Lee & Wei, 2007). A alta afinidade dos ions de mercurio vinculada aos tidis naturais
sugere um esgotamento dos tidis intracelulares (especialmente a glutationa) que
predispde ao aumento do estresse oxidativo (Zalups, 2000). Além disso, um estudo
observou que o acido ascorbico e a vitamina E estavam reduzidos nos rins de ratos
quando tratados com cloreto de mercurio (Fukino et al., 1984). Esse metal pesado,
quando administrado no cortex renal de ratos, também promoveu decréscimo na
atividade das enzimas superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase
(Gstraunthaler et al., 1983). No entanto, em um estudo envolvendo a avaliagao da
reatividade vascular realizado por Wiggers e colaboradores (2008b) demonstrou que
o estado antioxidante total no plasma (TAS, Total Antioxidant Status), apds a
exposi¢cao crénica de mercurio, encontrava-se aumentado. Este fato é sugestivo de
que o estresse oxidativo esteja associado ao aumento da produgao de radicais livres
sem que tenha ocorrido redugao do estado oxidante. Estes autores sugerem que o
aumento do estado oxidante se deva ao desenvolvimento de algum mecanismo de
protecdo das células contra o aumento do estresse oxidativo. Por outro lado, Wolf &
Baynes (2007), encontraram, em células endoteliais de artéria pulmonar de bovinos,
dados que sugerem que a associagdo do mercurio com as alteragdes das enzimas

antioxidantes pode ser dose-dependente. Assim, apds a exposicdo de altas



concentragdes de mercurio (> 3-5 uyM) ocorreu inibicdo da atividade de enzimas do
grupo tiol e deplecdo de glutationa. A exposicdo a concentragbes menores de
mercurio (1-2 yM) provocou aumento da atividade dessas enzimas.

Como demonstrado no presente trabalho, o mercurio aumentou a reatividade
vascular & fenilefrina. E possivel que esta resposta possa ter sido influenciada pelo
aumento da liberagdo das EROs, com a consequente redugao da biodisponibilidade
de NO. No entanto, ainda precisa ser esclarecida a via pela qual este metal pesado
aumenta a producdo de O,". Estudos recentes tém mostrado que alteragdes da
liberacdo de angiotensina Il local e dos prostansides vasoconstritores aumentam a
formacdo de EROs na aorta de ratos normotensos (WKY) e espontaneamente
hipertensos (SHR) (Alvarez et al., 2007). Desse modo, especulou-se sobre a
participacao destas vias sobre no aumento da liberagado dos radicais livres e na

reducao da biodisponibilidade do NO induzidas pelo HgCl,.

5.3.3 Participagcao da Angiotensina Il local sobre o efeito do cloreto de

mercurio na resposta contratil a fenilefrina

Outro fator endotelial que poderia contribuir para o efeito vasoconstritor do
mercurio seria a angiotensina Il (Kozma et al., 1996; Bidani et al., 1980; Chavez et
al.,,1991; Wiggers et al., 2008a,b). A angiotensina Il tem agdes expressivas na
parede vascular, incluindo a produgdo de EROs, citocinas pro-inflamatorias e
moléculas de adesado (Schiffrin & Touyz, 2004, Cheng et al., 2005; Pauletto &
Rattazzi, 2006), que podem contribuir para o aumento das respostas inflamatdrias e
desenvolvimento de processos fisiopatoldgicos, como a hipertensdo arterial. A
angiotensina Il também estimula a liberacdo das prostaglandinas em uma grande
variedade de células, como as células de musculo liso vascular, por meio da
ativagao da fosfolipase A, (Freeman et al., 1998). Além disso, esse peptideo, através
da ativagdo de receptores AT4, regula a expressdo da COX-2 e a producgdo de
prostandides em células musculares lisas vasculares de ratos normotensos (Ohnaka
et al, 2000; Hu et al, 2002). Foi demonstrada, recentemente, em ratos
espontaneamente hipertensos, que a angiotensina |l promove aumento de
mediadores contrateis derivados da COX-2 na resposta vascular a fenilefrina

(Alvarez et al., 2007). Beltran e colaboradores (2009) revelaram que esse peptideo,



em fibroblastos da aorta de ratos, aumenta a expressdo da COX-2 através da
fosforilagdo da via de proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK, mitogen-
activated protein) p38 e que sua agao € independente da producdo de EROs. A
angiotensina Il também contribui para uma maior liberacdo de O, pelo aumento da
atividade da enzima NADPH oxidase, observado em culturas de células musculares
lisas vasculares de ratos (Griendling et al., 1994), e foi demonstrado que esse
aumento € maior em células de ratos espontaneamente hipertensos do que em
normotensos (Cruzado et al., 2005). Esse peptideo, por aumentar a producdo de
0O, e ONOO’, induz efeitos deletérios sobre fungdo mitocondrial e endotelial
vascular (Doughan et al., 2008).

Baseado nessas informacgbdes, no presente estudo foi investigada a
participagcdo da angiotensina Il como um possivel mediador das respostas
vasculares do HgCl,. Os segmentos de aorta foram incubados com enalapril para
bloquear da formagdo da angiotensina Il. Esse farmaco promoveu reducdo da
resposta maxima a fenilefrina somente em segmentos de aorta com HgCl,. Portanto,
pode-se deduzir que o HgCl, é capaz de estimular a atividade da ECA endotelial e
de promover aumento da liberagdo de angiotenina Il local para interagir com os
receptores do subtipo AT4 no musculo liso vascular.

Desta forma, para investigar a participagdo da angiotensina Il local na agao
vascular do HgCl; foi realizado o bloqueio da agao desse peptideo através do uso de
um antagonista de receptores AT4, o losartan. Na presenca desse farmaco obteve-
se resposta similar ao enalapril. Assim, o losartam alterou somente a resposta
contratil a fenilefrina em segmentos de aorta na presenga de HgCl,. Os resultados
sugerem a participagao do sistema renina-angiotensina como mediador dos efeitos
do mercurio na hiperreatividade a fenilefrina nessa artéria.

O presente resultado corrobora os dados encontrados recentemente por
Pecanha (2009), que mostrou que a hiperreatividade a fenilefrina, apds a exposigao
cronica de HgCl,, € mediada pela estimulagdo da angiotensina Il na aorta de ratos.

Wiggers e colaboradores (2008a) também observaram que a exposigdo aguda de
HgCl, induziu aumento da atividade da ECA em artérias caudais de ratos. No

entanto, quando Wiggers (2008c) investigou o efeito do captopril, inibidor da ECA, e

do losartan nas artérias mesentéricas, ndo encontrou alteragao do efeito do mercurio



na resposta vascular a fenilefrina, o que parece excluir o envolvimento da
angiotensina Il nessas artérias.

A participagado do sistema renina angiotensina também tem sido descrita em
experimentos que avaliam a agao toxica do mercurio no sistema renal. A exposigao
a esse metal pesado, em concentragcdo de 1 yM, induziu a liberagao de renina pelas
células justaglomerulares, em experimentos realizados in vitro (Kozma et al., 1996).
Bidani e colaboradores (1980) encontraram aumento dos niveis plasmaticos de
renina em ratos tratados com HgCl, que desenvolveram insuficiéncia renal aguda.
Chavez e colaboradores (1991) demonstraram que captopril reverteu o efeito do
mercurio em mitocéndria renal.

Contudo, no presente estudo foi observado que a exposi¢gao aguda a 6 nM de
mercurio € capaz de aumentar a reatividade vascular a fenilefrina através do
aumento da liberagdo de angiotensina |l local e da produgdo das EROs.
Considerando o fato de que a angiotensina Il regula a expressdo da COX-2, a
producdo de prostandides (Ohnaka et al., 2000; Hu et al., 2002) e a atividade da
enzima NADPH oxidase (Griendling et al., 1994) foi realizado outro protocolo para
avaliar a participacdo dos prostandides derivados da COX na acdo vascular do

mercurio.

5.3.4 Efeito do cloreto de mercurio sobre os prostandides derivados da

ciclooxigenase.

Mudangas no metabolismo do acido araquidénico tém sido observadas em
varias doengas que cursam com processos inflamatérios e também em
enfermidades cardiovasculares e renais (Vane et al., 1994; Schonbeck et al., 1999,
Wu et al., 2005). Em algumas doencgas, como a hipertenséao arterial, os prostandéides
vasoconstritores derivados da COX-2 estdo aumentados e contribuem para a
disfungao endotelial (Vane et al., 1994; Widlansky et al., 2003).

Estudos tém revelado que o peroxinitrito (Landino et al., 1996; Deeb et al.,
2002), H,O, (Wolin et al., 2000) e a angiotensina Il (Alvarez et al., 2007) podem
estimular a COX. Do mesmo modo, as citocinas proé-inflamatoérias, em especial o
fator de necrose tumoral (TNFa), aumentam a expressao da COX-2 e a produgao de
prostanoides vasoconstritores (Cipollone et al., 2001). Um estudo em figado de rato

mostrou que o mercurio aumenta o TNFa, apos a exposigdo na agua de beber por



14 dias (Kim & Sharma, 2005). Assim, ha indicios de que a exposi¢cao de HgCl,
estimule a liberacido de prostandides vasoconstritores.

Descricdes prévias tém mostrado a participacado de prostandides derivados da
COX na acgao de HgCl, em experimentos de reatividade vascular. No entanto, essa
participacdo é dependente da forma de exposi¢cdo, da concentragdo utilizada deste
metal pesado e do tipo de leito vascular estudado. Resultados distintos foram
encontrados apds a exposi¢cao aguda de diferentes concentragdes de HgCl, na
artéria caudal de ratos (Cunha et al., 2000; Wiggers et al., 2008a). Assim, foi
demonstrada a participagdo da via da COX na hiperreatividade induzida por HgCl,
na concentracédo de 20 nM (Cunha et al., 2000) mas nao em concentragdes menores
(6 nM) (Wiggers et al., 2008a). Apos a exposigao cronica por 30 dias, que resultou
na concentragao final de 29 nM de HgCl,, as respostas foram dependentes do leito
vascular estudado (Pecanha, 2009; Wiggers, 2008c). Os autores encontraram
influéncia dos prostandides na aorta (Pecanha, 2009), mas ndo na mesentérica
(Wiggers, 2008c).

Visando avaliar um possivel papel dos metabdlicos da via do acido
araquiddnico-ciclooxigenase, apdés a exposicdo aguda de HgCl, de 6 nM, os
segmentos de aorta foram incubados com a indometacina, um inibidor n&o seletivo
da enzima COX.

No grupo controle, a indometacina reduziu a resposta maxima a fenilefrina,
semelhante aos resultados de Fulton & Stallone (2002). Esses autores também
verificaram que o antagonista de receptor TXA,/ PGH; (SQ-29548) atenuou a
resposta contratil a fenilefrina na mesma extensdo que a indometacina. Assim, os
autores sugerem que os prostandides, TXA; e PGH», sdo responsaveis por contribuir
com aproximadamente um quarto dos efeitos contrateis a fenilefrina. Na presenca de
HgCl,, a producédo desses prostandides parece ser maior, uma vez que durante a
incubacdo com indometacina houve redugdo significativa da sensibilidade e da
resposta maxima a fenilefrina. Portanto, sugere-se que os prostandides derivados da
via do araquidbnico-ciclooxigenase participam das respostas vasoconstritoras a
fenilefrina em segmentos de aorta expostos agudamente 6 nM de HgCls.

Recentemente, foi descrito que o aumento da resposta contratil a fenilefrina
estava relacionado ao incremento da expressao génica da COX-2 e a producao dos

prostandides TXA, e PGE,, devido a exposi¢ao cronica de concentracées de HgCls



na aorta de ratos, maiores do que as utilizadas no presente trabalho (Peganha,
2009).

E importante destacar que o aumento na expresséo das ciclooxigenases pode
resultar, além de uma maior liberagdo de prostandides vasoconstritores, em uma
produgcdo aumentada da O, (Wolin et al., 2000). Juntos, esses fatores podem

contribuir para o hiperreatividade vascular a fenilefrina.



CONCLUSAO



6 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o aumento da reatividade a fenilefrina, em anéis
isolados de aorta, induzido por 6 nM de HgCl,, € mediado pelo endotélio vascular.
Tal efeito envolve a ativagdo do sistema renina-angiotensina (SRA) local e a
liberagdo de prostandides vasoconstrictores, além do aumento da liberacdo de
espécies reativas do oxigénio. Sugere-se que a ativacdo do SRA e da via da
ciclooxigenase induzido pelo HgCl,, possam influenciar o aumento das espécies
reativas de oxigénio encontradas e consequentemente a redugdo da
biodisponibilidade de NO.
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