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INTRODUCAO




Introducgdo

Chumbo - Plumbum

» Caracteristicas
» Toxico, pesado, macio, maleavel e mau condutor
» Coloracao:

Branco-azulada = recentemente cortado

Acinzentada = exposto ao ar
» Utilizacdo pelo homem

Egito Antigo

ldade Média



Introducgédo

hydrogen helium

1 2
L Chumbo - Pb He
1.0079 4.0026
lithium beryllium boron carbon nitrogen oxygen fluorine neon
3 4 5 6 7 8 9 10
Li | Be B|{C|N|O| F|Ne
6.941 9.0122 10.811 12.011 14.007 16.999 18.998 20.180
sodium | magnesium aluminium silicon phosphorus sulfur chlorine argon
11 12 13 14 15 16 17 18
Na | Mg Al|Si|P | S|CIl|Ar
22.990 24.305 26.982 28,086 30974 32.065 35453 39.948
potassium calcium scandium titanium vanadium | chromium | manganese iron cobalt nickel copper zinc gallium germanium arsenic selenium bromine krypton
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3 32 33 34 35 36
K | Ca Sc|Ti|V |Cr{Mn|Fe|Co| Ni|Cu|Zn|Ga|Ge|As|Se|Br| Kr
39.098 40.078 44.956 47.867 50.942 51.996 54.938 55.845 58933 58.693 63.546 65.39 69.723 7261 74.922 78.96 79.904 83.80
rubidium strontium yitrium zirconium niobium | molybdenum| technetium | ruthenium rhodium pallacium silver cadmium indium tin antimony tellurium iodine xenon
37 38 39 40 4 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Rb| Sr Y |Zr [Nb{Mo|Tc|{Ru{Rh|{Pd|{Ag|[Cd|In |Sn|Sb|Te| | | Xe
85468 87.62 88.906 91.224 92.906 95.94 (98] 101.07 102.91 106.42 107.87 112.41 114.82 2 121.76 127.60 126.90 131.29
caesium barium lutetium hafnium tantalum tungsten rhenium osmium iridium platinum gold mereury thallium edd bismuth polonium astatine radon
55 56 57-70 b4 72 73 74 75 76 17 78 79 80 81 82 83 84 85 86
Cs|Ba| * |[Lu|Hf |Ta| W|Re|Os| Ir | Pt |[Au|Hg| TI Bi | Po| At |Rn
132.91 137.33 174.97 178.49 180.95 183.84 186.21 190.23 192.22 195.08 196.97 200.59 204.38 208.98 [209] [210] [222)
francium radium lawrencium [ rutherfordium| ~ dubnium | seaborgium | bohrium hassium | meitnerium | ununnilivm | unununium | ununbium ununquadium
87 88 89-102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 114
Fr|Ra|*x*| Lr | Rf [Db|Sg |Bh | Hs | Mt {UunUuuUub Uuq
[223) [226) [262) [261] [262) [266] [264] [269] [268) [271] [272) [277] 289

lanthanum cerium  |praseadymium{ neodymium | promethium | samarium | europium | gadolinium terbium | dysprosium | holmium erbium thulium yiterbium
*Lanthanide series 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

La|Ce| Pr|Nd|Pm|Sm|Eu|Gd|Tb Dy |Ho| Er [Tm|Yb

138.91 14012 140.91 144.24 [145 150.36 151.96 157.25 156.93 162.50 164.93 167.26 168.93 173.04

actinium thorium | protactinium]  uranium neptunium | plutonium | americium curium berkelium | californium | einsteinium | fermium | mendelevium] nobelium

92 93 95 100 101 102

Ac|Th|{Pa| U [Np|Pu|Am|Cm|Bk| Cf | Es|Fm|Md| No

[227] 232.04 231.04 238.03 [237] [244] [243) [247] [247] [251] [252] [257] [258] [259]

**Actinide series




Chumbo - pb?*

» Elemento toxico de ocorréncia natural

» Emissao na atmosfera: fontes naturais e antropogénicas
» Amplamente utilizado nas industrias

» Seres humanos possuem chumbo em seu organismo

» Efeitos toxicos sobre homens e animais

Alteragdes nos Orgaos e sistemas

Saryan & Zenz, 1994; Xie et al., 1998; Moreira & Moreira,2004.



> Fontes de Chumbo:

Antropogénicas

» Vulcanismo » Combustiveis fésseis
» Desgaste da crosta terrestre » Dejetos industriais
» Evaporacdo dos oceanos » Mineracao

» Pesticidas / Fungicidas

Saryan & Zen, 1994;
Moreira & Moreira, 2004;
Capitani, 2009.



Introducgdo

» Fontes de exposicao:

» Exposicao ambiental

» Particulado na atmosfera

» Crosta terrestre

» Revestimento interno e externo das casas e edificios
» Alimentos, bebidas e alguns medicamentos

» Exposicao ocupacional

» IndUstrias de baterias chumbo-acidas

» Manufaturas de vidros coloridos

» Fabricas de tintas para plasticos

» Atiradores e instrutores de tiro ao alvo WHO, 1995;
Mavropoulos, 1999;

Paoliello, 2001;
Capitani, 2009.



Introducgédo

» Fontes de exposicao:

Fontes Industriais

Fontes ndo industriais ou ndo ocupacionais

Fundicdes Primarias (refino de minério de chumbo) e Se-
cundarias (fusio de sucatas ou barras de chumbo para
fins variados)

Producio de ligas (bronze, latdo)
Fabricacdo e recuperacio de baterias

Esmaltacio de ceramicas

Fabricacio de pigmentos e “fritas” para ceramicas
Fabricagio de PVC e outros plasticos

Inddstria de borracha

Fabricacio de cabos elétricos (elemento dielétrico)

Operacio de corte € solda de pecas e chapas metalicas
contendo chumbo

Jateamento de areia de estruturas metalicas pintadas com
tintas com chumbo (pontes. navios)

Solda eletronica (Sn + Ph)

Producio de compostos organicos de chumbo

Bebidas alcodlicas (vinhos e destilados)

Uso de cristais finos e porcelana esmaltada
Utensilios de PVC

Fabricacio caseira de “chumbadas™ de pesca e cartu-
chos

Tinturas de cabelo

Pratica de tiro ao alvo

Ceramica artistica caseira

Projétil de arma de fogo alojado em articulacoes ou canal
medular

Alimentos mdustrializados
Tintas em brinquedos
Medicina chinesa e mdiana

Capitani et al., 2009



Introducgdo

» Producao de Chumbo Metalico por Continentes

Lead Mine Production 2003-2006
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Introducgdo

» Consumo de Chumbo Metalico por Continentes
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4000
3500

2000
1500

1000

Lead Metal Consumption 2003-2006

2004 2005 2006

O Ewrope
W Africa
] America
] Asia

B Oceanma

ILZSG, 2007



Introducgdo

» Consumo Mundial de Chumbo de 1997-2001

1 Baterias — 70%

. Pigmentos - 12%

3| Municdes - 6%

. Cabos - 3%

5| Outros - 7% (soldas, ligas)

125G, 2001



Introducgédo

O chumbo é utilizado na fabricacao de diversos materiais,

porém nao é metabolizado pelos organismos.

§

Processos de bioacumulacao, comprometendo os animais da

cadeia alimentar, inclusive o homem.



Introducgdo

» Impacto ambiental causado pelo chumbo

» EUA: 23% amostras de dguas superficiais: 20 pg/dL

48% amostras de dguas subterraneas: 21 pg/dL.

ATSDR, 1995

» Brasil: 1998 a 2000, amostras de aguas superficiais do rio
Ribeira e Ribeirdo (PR e SP): 5 a 6 pg/dL = acima dos valores
estabelecidos pelo CONAMA: 3 pg/dL.

Cunha et al, 2001



Introducgdo

» Impacto ambiental causado pelo chumbo

» Santo Amaro da Purificacao (BA):

Fabrica de mineracdo de chumbo —=> depositou
aleatoriamente 490.000 toneladas de escdria contaminada com

chumbo = deposicdao nas areas de suas instalacdes = solo e rios.

Essa empresa doou escoOria para prefeitura para

pavimentacao de ruas e fundacoes de casas.

Silvany-Neto, et al., 1989

Anjos, 1998



Introducgdo

» Limites de tolerancia bioldgica ao chumbo

» Brasil: A Norma Regulamentadora n° 7 (NR7) do Ministério do
Trabalho em 1978 estabelece: Valor de Referéncia de normalidade

e o Limite superior da normalidade (LBMP) para exposicao ao

chumbo.

VR: 40 ug/dL e LBMP: 60 ug/dL

» Internacionalmente: LBMP: 40 ug/dL



Introducgdo

» Limites de tolerancia bioldgica ao chumbo

» Center for Disease Control (1997): 10 ug/dL de Pb-S como valor

de referéncia para o gerenciamento de risco em criancas.

» Center for Disease Control (2005): concentracoes elevadas de

chumbo no sangue valores > 10 ug/dL para todas as idades.



Introducgdo

» Limites de tolerancia bioldgica ao chumbo

» Cordeiro et al (2003) avaliaram 20 operarios de uma fabrica de
acumuladores elétricos e sugerem que os limites de tolerancia

bioldgica ao chumbo sejam ajustados para 32 pg/dL.

»2007: American Conference of Government Industrial Hygienists

dos Estados Unidos: 30 pg/dL como indice de Tolerancia Biolégica.



Introducgédo

> Toxicocinética do chumbo
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Introducgédo

> Efeitos Toxicos:

» AlteracOes no sistema nervoso periférico = adultos
» Encefalopatias = criangas e adultos
Alteracdes comportamentais
Déficit no aprendizado, reducao do Ql e na memorizacao

Reduz o crescimento fisico e a estatura

Beyrs & Lord, 1943; Vivoli, et al., 1993 Saryan & Zen, 1994;
WHO, 1995; EPA, 1994; ATSDR, 2005; Dietrich, et al., 2001;
NAHNES lil, 2002; Lanphear et al., 2005; Braun, et al., 2008;



Introdugdo

> Efeitos Toxicos:

» Doenca renal progressiva e irreversivel
» Nefropatia 2 HA
» Esclerose glomerular
» Lesdo do tubulo proximal
Saryan & Zen, 1995;
WHO, 1995;

Diamond, 2005;
Marsden, 2003.



Introducgédo

> Efeitos Toxicos:

S. Renal

» I Abortos e partos de natimortos

» Danos fetais

» Baixo peso ao nascer e nascimento prematuro

» 40 a 50 pg/dL de Pb-S: {, da funcdo reprodutiva dos homens;
» Infertilidade

> Libido Goyer, 1991; ATSDR, 1992; Skerfving, 1993;
Saryan & Zen, 1994; WHO, 1995; ATSDR, 1999;
Levin, 2000.



Introducgédo

> Efeitos Toxicos:

SNC \S.Renal)ﬂprodb

» Cancer de pulmao

Fu & Boffetta, 1995



> Efeitos Toxicos:

S. Reprodutor |

» Dores abdominais / diarréias;
» Hemorragia digestiva;

» Estomatite;

» Nauseas / vOmitos;

» Linha azulada nas gengivas;

Saryan & Zen, 1995; WHO, 1995; ATSDR, 1999;
Skerfving, 1993; Tandon et al., 2001.



Introducgédo

> Efeitos Toxicos:

SNC > S. Renal

—

S. Reprodutor

_——

" — _/"-)J-

» Os efeitos do chumbo sobre a sintese do grupamento heme:
J' a capacidade funcional do citocromo P-450 do sistema
hepatico.

WHO, 1995;
Skerfving, 1993.



Introducgédo

> Efeitos Toxicos:

» Reducdo na sintese do grupamento heme representado uma

das principais causas de doencas induzidas pelo chumbo;

> Anemias.

Hu et al., 1994; WHO, 1995; ATSDR, 1992 e
1999; Vahter, et al., 1997; Jacob, et al., 2000.



Introducgédo

> Efeitos Toxicos:

SNC > S. Renal

— —

S. Reprodutor

—

S. Hepatico

S

S. Respiratorio s, Gastrintestinﬂ

l

S. Hematolégic

» Fetos e neonatos com disturbios no sistema imune = na vida
adulta —=> problemas alérgicos, infeccdo, cancer, doenca

automimune.
Diertert & Piepenbrink, 2006



Introducgédo

> Efeitos Toxicos:

S. Renal S. Reprodutor

S. Hepatico

SNC

__/"'-7-7-7

S

» Alteracdes, por exemplo, nos eixos hipotalamo-hipofise-

tiredide/glandula supra-renal.
Skerfving, 1993; Saryan & Zen, 1994;

Erfuth, et al., 2001; Singh, et al., 2000;
ATSDR, 2005.



Introducgédo

Read & Williams, 1952;
Kline, 1960;

Dimitrova, 1972;

Kopp & Barany, 1980;
Carmignani et al. 1999;
- Hond, et al., 2002;
SlStema Marques et al., 2001;
Tsao et al., 2000 ;
Courtois, et al., 2003;

> Efeitos Toxicos:

. Cardiovascular

— Vupputuri et al., 2003;
Navas-Acien, et al., 2007;
Vaziri et al., 2008;
Prozialeck et al., 2008;

Influenciados pela dose, tempo de Vassallo et al., 2008;
Silveira et al., 2010;
exposicao, via de exposicao, idade, Fioresi et al., 2010;

. o o Simoes et al., 2010;
temperatura e mgestao de calcio. Fiorim et al., 2011.



Introducgédo

> Efeitos toxicos do Chumbo sobre os sistema cardiovascular

1 Pressao Altera a excitabilidade e Disfuncao
arterial contratilidade cardiaca endotelial

Alteragao na Altera o SNC > T Resisténcia

a_ ~ vascular
complacéncia do regulacao da PA s .
M periférica

Doenca
coronariana

Miocardites

Rosenblum, 1965; Stofen, 1974; Piccinini, et al., 1977; Kopp, et al., 1978; Kopp & Barany, 1980 Webb, et al.,
1981; Hejtmancik & Williams, 1981; Bohr & Webb, 1984; Pretice & Kopp, 1985; Tomera & Harakal, 1986;
Sharp, et al., 1987; Harlan, 1988; Steassen, 1994; Sxhwartz, 1995; Marques et al., 2001; Hond et al., 2002;
Courtois, et al., 2003; Navas-Acien, et al., 2007; Vassallo et al., 2008; Silveira, et al., 2010; Fiorese, et al., 2010;
Simoes, et al., 2010; Fiorim, et al., 2011.



Introducgdo

Efeitos toxicos do Chumbo sobre os sistema cardiovascular

» Mecanismos de agao:

> Estresse oxidativo

Cai et al., 2000; Hansson, 2005; Libby, 2002; Shah, 2003;Vaziri et al., 2006; Khalil-Manesh et al.,
1994; Gonick et al., 1998; Dursun et al., 2005; Ding et al., 2000; Ding et al., 2001.

» Via dos prostandides derivados da ciclooxigenase

Gonock et al., 1998; Hotter et al., 1995; Dorman & Freeman, 2002.

» Sistema Renina-Angiotesina

Vander, 1988; Carmignani et al., 2000; Sharifi et al., 2004; Rodriguez-lturbe et al., 2005; Vaziri et al.,

2006; Bravo et al., 2007.



JUSTIFICATIVA




Justificativa

» Diversas fontes de exposicdao ao chumbo
» Efeitos prejudiciais a saude humana
» Nao hd um consenso sobre os valores de chumbo no sangue para

individuos expostos e nao expostos a esse metal




OBJETIVOS




> Geral

» Produzir um modelo experimental em ratos expostos a baixa
dose de acetato de chumbo, a fim de alcancar uma concentracao
sanguinea abaixo do VR e do IBMP aceitavel para individuos
expostos e nao expostos (ocupacionalmente) ao chumbo, e
investigar as provaveis alteracoes cardiovasculares promovidas

pelo chumbo.



» Especificos
Analisar os efeitos da exposicao por trinta dias ao acetato de chumbo

sobre:

1 - A pressao arterial de ratos acordados e anestesiados;

2 - A reatividade vascular a fenilefrina da artéria aorta toracica de ratos
expostos ao chumbo, a partir das seguintes analises:

a) Participacdo do endotélio na resposta contratil a fenilefrina;

b) Participacdo do oxido nitrico; das espécies reativas de
oxigénio; dos prostandides derivados da ciclooxigenase e, do sistema

renina-angiotensina.



» Especificos

Analisar os efeitos da exposicao por trinta dias ao acetato de chumbo

sobre:

3 - Expressao protéica das isoformas: endotelial e induzivel da sintase do

oxido nitrico, da ciclooxigenase-2 e do receptor da angiotensina - AT;

4 - Liberacao local de 6xido nitrico e de anion superoxido;

5 - Atividade plasmatica da enzima conversora de angiotensina.



MATERIAIS E METODOS




Materiais e Métodos

> Animais:

Ratos Wistar: 3 meses / 200 — 300 g.

Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA-1991) e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo e Uso de Animais da

EMESCAM- CEUA 004/2007.



Materiais e Métodos

> Animais:

» Modelo experimental:

Exposicao diaria ao acetato de chumbo - 30 dias, via im
Concentragdo = = 20 pg/dL
Grupo Chumbo: Dose de ataque: 4 ug/100g
Dose de manutencao: 0,55 pg/100 g/dia;

Grupo Controle: NaCl (0,9%).



Materiais e Métodos

> Animais:

» Modelo experimental:

Dosagem do chumbo no sangue:

Espectrofotometria de absorcao atdbmica com forno de grafite >
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Espirito

Santo.



> Animais;
» Modelo experimental;

» Avaliacao dos valores pressoricos

Medida indireta da pressao arterial sistdlica
Pletismografia de cauda, durante o tratamento
Medida direta da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Cateterizacao da artéria carotida direita



Materiais e Métodos

> Animais;
» Modelo experimental;
» Avaliacao dos valores pressoricos

> Reatividade em anéis isolados de aorta de ratos



Materiais e Métodos

» Metodologia empregada para obtencao dos anéis de aorta

toracica.




Materiais e Métodos

Computador
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- Biopac Systems
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|

”Q 1 Modificado de Dias, 2007

Preparagao dos anéis isolados de aorta para avaliagao da reatividade vascular “in vitro”.



Materiais e Métodos

> Animais;

» Modelo experimental;

» Avaliacao dos valores pressoricos;

> Reatividade em anéis isolados de aorta de ratos;

» Protocolos experimentais;



> Protocolo de reatividade vascular in vitro:

Estabilizacao;
» KCl (75 mM);

> Teste do endotélio.
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minutes

Registro tipico com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso vascular com KCl e avaliagao da
integridade funcional do endotélio.



Materiais e Métodos

> Protocolo de reatividade vascular in vitro

Resposta vascular a fenilefrina:
» Grupo Chumbo

» Grupo Controle l l l l'

FE 10

Farmaco FE 10 -10 |

l | RN

=l

30 minutos



Materiais e Métodos

> Animais;

» Modelo experimental;

» Avaliacao dos valores pressoricos;

> Reatividade em anéis isolados de aorta de ratos;
» Protocolos experimentais;

» Biologia Molecular;



Materiais e Métodos

> Biologia molecular

» Medida da expressao protéica: eNOS, iNOS, COX-2 e receptor AT,

» Liberagao local do oxido nitrico: Medida do aumento da

fluorescéncia/DAF (4,5-diaminofluoresceina) (Martin et al., 2005)

» Produgcdo local de anion superdxido: Medida do aumento da

quimioluminescéncia/lucigenina (Martin et al., 2005)

» Determinagdo da atividade plasmatica da ECA: Medida do aumento

da fluorescéncia/His-Leu (Friedland & Silverstein, 1976)



Materiais e Métodos

> Animais;

» Modelo experimental;

» Avaliacao dos valores pressoricos;

> Reatividade em anéis isolados de aorta de ratos;
» Protocolos experimentais;

» Biologia Molecular;

» Expressao dos dados e analise estatistica.



Materiais e Métodos

> Expressao dos dados:

Média £ EPM;

Dados de reatividade vascular a FE foram normalizados em funcao da resposta
maxima de contracao ao KCl (75 mM) e estao expressos em %.

» Analise estatistica:

Rmax e pD, (-log ECs,) = analise de regressao ndo linear;
dAUC;

Teste t nao-pareado;

ANOVA 1/2 vias =2 teste post-hoc de Tukey;

P <0,05.



RESULTADOS e DISCUSSAO




» Controle do peso corporal

Resultados e Discussdo

|-= Controle (n= 15)
—&— Chumbo (n=15)

0 7 1I4 21 2I8 35
Tempo (dias)
Média * EPM Carmignani et al., 1999;
Grizzo et al., 2008;
Rizzi et al., 2009.



Resultados e Discussdo

» Concentracao de chumbo no sangue
Grupo chumbo: 11,96 * 1,34 ug/dL

» Gonick, et al., (1997): Pb-S 12,4 £1,8 ng/dL em ratos;

» Barbosa Jr. et al.,, (2005): Pb-S 11,6 * 9,6 pg/dL em

humanos.



Resultados e Discussdo

Concentragdo Pb-S = 11,96 £ 1,34 pg/dL

4

VR: 40 pg/dL e do IBMP: 60 pg/dL (Brasil ,NR -7; 1978)

IBMP: 30 pg/dL (ACGIH - EUA, 2007)



Resultados e Discussdo

Baixos valores de exposicao ao chumbo tém sido fortemente
associados com o desenvolvimento de hipertensao arterial,

tanto em estudos realizados em humanos quanto em animais.

Gurer & Ercal, 2000;
Ni et al., 2004;
Vaziri & Sica 2004.



Resultados e Discussdo

» Avaliacao dos valores presséricos em ratos nos grupos controle
e chumbo

» Medida indireta da PAS

- Controle (n=15)

1507 -= Chumbo (n=15) *
__140- 3
o *
L
c 130+
E
o 120
)

110

100-

Q A

N R
Tempo (dias)

Média ¥ EPM. ANOVA (duas vias): P <0, 05.



Introducgdo

» Avaliacao dos valores presséricos em ratos nos grupos controle

e chumbo
» Medida Direta
Controle (n= 08) Chumbo (n=18)
PAS 94,8 + 2,80 108 +2,81*
PAD 55,5+ 2,39 68,9 + 3,53*
FC 324+ 14,01 348 + 13,34

Média * EPM. Teste t ndo pareado: *P < 0,05.



Resultados e Discussdo

> Avaliacao dos valores pressoricos em ratos nos grupos controle e chumbo

Chumbo provoca Hipertensao arterial:

Humanos:

Schwartz, et al., 1985; Sharp, et al., 1987; Moreau, et al., 1988; Koop, et al., 1988;
Hertz-Picciotto & Croft, 1993; Staessen, et al., 1994; Nawrot, et al., 2002; Nash, et
al., 2003; Navas-Acien, et al., 2007.

Ratos:

Griffith & Lindauer, 1944; Diaz-Rivera & Horn, 1945; Vander, 1988; Carmignani et
al., 1999; Vaziri et al., 1999; Carmignani et al, 2000; Tsao, et al., 2000; Marques et
al., 2001; Vaziri, 2003; Sharifi et al., 2004; Heydari et al., 2006; Simées et al., 2010;

Fiorim, et al., 2011.



Resultados e Discussdo

Grupo chumbo: 11,96 * 1,34 ug/dL

l

Valores de Referéncia e em curto periodo de tempo, ja
demonstram um efeito hipertensor do chumbo, recomendando
que os Valores de Referéncia para esse metal, devem ser

repensados pelas Agéncias de Toxicovigilancia.



Resultados e Discussdo

Reatividade vascular em anéis aorticos de ratos

> Resposta ao KClI:

KCI Controle (g) Chumbo (g)

(75 mMm)

E* (n=7) 2,26 £ 0,11 2,43 £ 0,09

E- (n=7) 2,36 £ 0,13 2,53 + 0,08
Média + EPM

Os dados de reatividade vascular foram normalizados em fung¢ao da
resposta maxima de contrag¢ao ao KCl (75 mM) e estao expressos em %.
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Reatividade vascular em anéis aorticos de ratos

» Resposta contratil a Fenilefrina:

1074 controle (n=35)
= Chumbo(n=37)
*
_100-
@)
~
N
50+
0_

10 9 8 -7 6 -5 -4
FE [logM]

Média £ EPM. Teste t ndo pareado: *P < 0,05

» Webb et al., 1981
100 ppm = 7 meses
» Carmignani et al., 2000
60 ppm = 10 meses
»Shelkovnikov et al., 2001
100 uM e ¢, [Ca??]
»Heydari et al., 2006
100 ppm =2 1, 2 e 3 meses
> Silveira et al., 2010
100 uM

Fiorim, et al., 2011
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Hipertensao arterial induzida pelo chumbo

|

Alteragdes nas células endoteliais

Khalil-Manesh et al., 1993; Oishi et al., 1996; Mittal et al., 1995; Vaziri et al.,
1997; Gonick et al., 1997.

Alteracgoes nas células do musculo liso vascular

Webb et al.,1981; Tomera & Harakal, 1986; Skoczynska et al., 1986;
Chai & Webb, 1988; Kopp et al., 1988; Watts et al., 1995.



o ACh,
- s BK, 5-HT
Shear Stress

Endotélio

Musculo liso
Vascular

Na*K* ATPase

Fujimoto et al., 1986; da Cunha et al., 2000



Big-endotelina

ECE Ang |
| ECA
Ele

Endotélio

AT,/ AT,

Musculo liso
Vascular

Ca?t
RN

PIP, IP;+ DAG

Caz*

Fujimoto et al., 1986; da Cunha et al., 2000
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> Resposta contratil a Fenilefrina B Endotélio-dependente?

15074 controle (n=35)
. Chumbo(n=37)
*
_ 100-
O
~
<
50-
O_

10 9 -8 -7 -6 -5 -4
FE [logM]

Média + EPM. Teste t ndo pareado: *P < 0,05
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> Resposta a Fenilefrina mm) Endotélio

Controle Chumbo
1504 , £~ (n=7) * 150- *
" E"(n=9
A E+ (n:7) _( )
0 E (n=8)
__100- _100-
O O
X X
X N
50- 50-
0- 0-
109 8 7 6 5 4 ] __ 10 9 -8 -7 6 5 -4
FE [logM] 2007 FE log[M]
S 150-
<
S 100- ”
)
0_

Acli X . % T T
Média =+ EPM. Teste t ndo pareado: *P < 0,05 Controle Chumbo



—> ACh,
- 5 BK, 5-HT
Shear Stress

Endotélio

Musculo liso vascular




Controle
15092 CT (n=8)
s+ L-NAME (n= 8)
__100-
O
v
L
50
0_

[ T T T T

-10 -9 -8 -7 -6
FE log[M]

Média £ EPM. Teste t ndo pareado: *# P < 0,05

4

dAUC (%)

2001

=
a
?

=
o
?

al
<

Resultados e Discussdo

Chumbo

15070 cT-Pp** (n=10) _*
= LNAME (n=10)

[ T T T T T 1

-10 9 8 -7 6 -5 -4
FE log[M]

Controle Chumbo
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Sera que a menor biodisponibilidade do NO poderia ser atribuida ao efeito direto

do chumbo? Ou sera que esse efeito poderia ser imputado a capacidade dos

radicais livres em diminuir a biodisponibilidade do NO?

=  Chumbo: L-NAME+APOC (n=12)

150+
a  Controle: L-NAME+APOC (n=11)

100+

%KCI

50-

10 9 -8 -7 -6 -5 -4
FE log[M]

Média + EPM. Teste t ndo pareado: P > 0,05
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Barbosa Jr. et al., 2006
Correlacao negativa entre o nitrito plasmatico e o chumbo
presente no plasma e no sangue de humanos =2 efeito inibitério do

chumbo na formacao do NO.

Kelm et al., 1999; Lauer et al., 2001; Kleinbongard et al., 2003 e 2006.

Vaziri et al., 1999
Ratos expostos ao chumbo -2 diminuicdo significante na excrecao
urinaria dos metabodlitos do NO e aumento na concentracao

plasmatica do malondialdeido.
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Liberacdo basal Liberacao estimulada
de NO de NO

80-
8
c — 150+
c
< 60_
. g T
% e
o 40+ 9 100-
= o
A x S
< S
> <

0- >

0_
I I
Controle ~ Chumbo Conltrole Chulmbo

» Modelo experimental, os efeitos do chumbo sdo dependentes do endotélio e
devem-se a menor biodisponibilidade do NO;
» SituacOes fisiopatologicas = reducdo na biodisponibilidade de NO -

fendmeno adaptativo de aumento na producao de NO.

Média * EPM, estdo expressos em unidades arbitrarias/mg de tecido, calculados a partir da intensidade de
fluorescéncia emitida pelo DAF.Teste t ndo pareado. A: *# P < 0,05
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SR - -
- a-actina (n=7) “ a-actina (n=7)

0.4+ * 1.54
S 0.3 S
5 = 1.07
© @
8 0.2- 3
) T %)
2 O 0.54 (7)
Z 0.1 e p

0.0- 0.0-

Controle Chumbo Conltrole Chulmbo

> Mittal et al., 1995; Pohl et al., 1995; Noris et al., 1995; Le Cras et al., 1996; Vaziri et al.,
1998; Vaziri & Wang 1999; Vaziri et al., 1999; Drummond et al., 2000; Vaziri et al., 2001,

Marques et al., 2001
Up-regulation eNOS e iNOS em aorta e tecido renal de ratos

Média £ EPM: expressos como relagao entre a densidade das bandas das isoformas eNOS e iNOS e bandas de
o-actina. Teste t ndo pareado: * P < 0,05.
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» Resultados funcionais e biogquimicos

30 dias de exposicao a baixa dose de Pb

Disfuncao Endotelial

I NO

[ vos SN ios_

TeNOS mm) eNOS desacoplada

» Stroes et al., 1997 - Diabetes

> Heitzer et al., 2000 — Hipercolesterolemia / Tabagismo



Co-fatores = NO-sintase

Smooth muscle cell

T ccMP — Relaxation

Tiefenbacher, 2001



hypercholesterolemia

diabetes, exogenous

nicotin, substitution of BH4
hypertension,

atherosclerosis

ischemia/reperfusion P

inflammation

= Smooth musele-cell \
TR T cGMp — Relaxation

» Milstien & Katusic, 1999

» Kawashima & Yokoyama, 2004 J BH, — Desacopla eNOS

» Fostermann & Munzel, 2006
Tiefenbacher, 2001
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== T Estresse Oxidativo

» Khalil-Manesh et al., 1994;
» Gonick et al., 1998

» Cai et al., 2000;

» Ding et al., 2000 e 2001;

> Libby, 2002;

» Shah, 2003

» Hansson, 2005;

» Dursun et al., 2005;

» Vaziri et al., 2006.



Tl == T Estresse Oxidativo

SRR AOUE == Disfuncao endotelial

» Mugge, 1991;

»linetal., 1991;

» Suzuki & Ford, 1992;
»Xin et al., 2002;

» Chade et al., 2004;
»Vaziri, et al 2004;
»Nageswara, et al., 2005
»Kim et al., 2006;

> Lavi et al., 2008;

» Gao & Mann, 20009.
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» Resposta a Fenilefrina == EROs (Apocinina)

0z -0;" H;0

Cytoplasm

Respiratory chain

02 dysfunction 02‘-

(o P Me* OH + OH"
Fenton
reaction

Oz Me2* H.0;

e

Madamanchi et al., 2004



Controle
150-
s CT(n=7)
4o Apocinina (n=7)
__100-
©)
%
S
50+
0_
10 -9 -8 -7 6 5 -4
FE [logM]
300

=
o
<

Média =+ EPM. Teste t ndo pareado: P > 0,05

dAUC (%)
N
o
<

o
L

Resultados e Discussdo

Chumbo
150-
o CT(n=8)
=  Apocinina (n=9)
100+
Q *
S
50+
0_

10 9 -8 -7 -6
FE log[M]

5 -4
#

T

Controle Chumbo
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» Resposta a Fenilefrina == EROs (SOD)

Haber-weiss reaction R R-
SO D Fenton reaction

» H,0, ——<>OH “f”'- H,0

e NO e-+2H" H*, G e+ H* H,O
veloperoxidase
enarg 1
O,

HOCI

Cl-

Szasz et al., 2007
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Controle Chumbo
150- _
a CT (n_6) 150- O CT (n:7)
4 SOD (n=6) = SOD (n=12)
100+
O _ 1004
< 0
S S
507 50- x
*
0- a 0-
10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 10 9 -8 7 -6 -5 -4
FE [logM] FE log[M]

Média + EPM. Teste t ndo pareado: P > 0,05
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» Resposta a Fenilefrina == EROs (Catalase)

Catalase
m
Fenton reaction
GE > OE- > HEOE /,_ ‘\\:"OH \?H#Jb ﬁzl::l

e NO e-+2H" H*, G e+ H* H,O
veloperoxidase
enarg 1
O,

HOCI

Cl-

Szasz et al., 2007



Controle

150+
&  CT (n=8)

o Catalase (n=8)
100+

%KClI

50

10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
FE log[M]

Média + EPM. Teste t ndo pareado: P > 0,05

%K CI

150+

100+

50-

Resultados e Discussdo

Chumbo

o CT (n=8)
m Catalase (n=8)

-10 -9 -8 -7 -6
FE log[M]

5 -4
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Chumbo > TERO's > T Resposta a Fenilefrina

Liberacao de O,~

*

=
T

=
2

T

(7) (7)

<

UA de quimioluminescéncia

Controle Chumbo

Média + EPM. Teste t ndo pareado: P > 0,05
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30 dias de exposicao a baixa dose de Pb
—

» Gonick et al., 1997
To,* 0, | 1< > Nietal, 2004;

l l > Vaziri et al., 2004.

Efeito bifasico
‘L NO Ardanaz & Pagano, 2006

» Ding et al., 2000;

»>Vaziri et al., 2004

Outras vias poderiam estar envolvidas nos efeitos desse
metal no nosso modelo experimental
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Resposta a Fenilefrina == COX (Indometacina)

% — ARACHIDONIC ACID

Nilom e e Cyclooxygonaso
phospholipids

PGGz
§ -

<= |ndometacina

PGHz Hydroperoxidase

oo o o o

TXA2 PGE:2 PGl2 PGD: PGFza

Modificado de Alfranca et al., 2006



Controle

07, ¢ (n= 8)

4o Indometacina (n=10)
100+

% KCL

50-

-10 9 -8 -7 -6
FE [logM]

1
5 -4

Média + EPM. Teste t ndo pareado: P > 0,05

%KCI

150-

100-

50-

Resultados e Discussdo

Chumbo

o CT(n=9)
= |ndometacina (n=10)

-10 -9 -8 -7 -6
FE log[M]

]
5 -4
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Resposta a Fenilefrina == COX (Furegrelato)

% — ARACHIDONIC ACID

Nilom e e Cyclooxygonaso
phospholipids

PGGz
§ -

PGHz Hydroperoxidase

Furegrelato -»@\\e S B
PGEz PGlz PGD2z PGFz

Modificado de Alfranca et al., 2006
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Controle Chumbo
150+ 150-
A CT (n: 7) o CT (n—lO) B
s Furegrelato (n=8) = Furegrelato (n=12)
_ 100 1004
@) —
N g *
S S
50- 50-
0- 0-
10 9 8 7 6 5 -4 10 9 -8 -7 6 -5 -4
FE [logM] FE log[M]

Média + EPM. Teste t ndo pareado: P > 0,05



Resultados e Discussdo

COX -2 vascular em processos patologicos

» Respostas inflamatdrias e doencas como a aterosclerose e hipertensdo

arterial (Adeagbo et al., 2005; Alvarez et al., 2005; Antman et al., 2005);

» Disfuncdo endotelial associada a hipertensdo e ao envelhecimento dos

animais (Widlansky et al., 2003; Blanco-Rivero et al., 2005; Wong et al., 2009);

» Resposta vasoconstritora em ratos hipertensos (Zerrouk et al., 1998;

Adeagbo et al., 2005; Alvarez et al., 2005);

Efeito hipertensor do chumbo - COX - 2?
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- COX-2(n=7)

0.8+
» “ a-actina (n=7)
c 0.6
g 1T
5 0.4-
N
S
O 02 (7) (7)
0.0-

Controle Chumbo

> Efeitos hipertensivos induzidos pelo chumbo - mecanismos celulares
envolvidos com processos inflamatoérios incluindo a COX-2 (Courtois et al., 2003;

Rodriguez-lturbe et al., 2005; Prozialeck et al., 2008).

Média * EPM: expressos como relagao entre a densidade das bandas da COX-2 e da a-actina.
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30 dia de exposicao a baixa dose de Pb
—

JNO|l — To e- | — | Viada COX (TXA,)

Sinalizador da Angiotensina Il
George, et al., 2001
Remodelamento cardiovascular associado com

Hipertensao, faléncia cardiaca e Diabetes Mellitus
Yusuf, et al., 2000; Garg & Yusuf, 1995
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Sistema Renina-Angiotensina

17 Angiotensina ll ﬁ

I NO

» Doughan et al., 2008

Disfuncao

Endotelial

» Doughan et al., 2008

TEROs

Tcox-2

> Alvarez et al., 2007
> Beltran et al., 2009

»Wolf et al., 2000

»Bendall, et al., 2002;

» Akasaki, et al., 2006;

» Chandramohan et al., 2008;
> Beltran et al., 2009
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Resposta a Fenilefrina == Sistema Angiotensina

4Renin

: Q—m DRI blocks renin activity
Q\ngiotensinogen)—.’—
” ~

7 \

L ‘
i RAAS (Ang:)tensin D

Harmful effects ‘_'lAT‘I ROWor

B+, oe

Angiotensin 1) !
Aldosterone
( Aldosterone ) f

Enalapril

Berl, 2009
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Controle Chumbo
150- _ 150 -
a2 Enalapril (n=11) o  Controle (n=8)
a Controle (n=11) = pp**Enalapril (n=8)
__ 100+ 100+
O —
< 2
) L
50+ 50-
*
0- 0-
10 -9 -8 -7 6 -5 -4 10 -9 -8 -7 6 5 -4
FE log[M] FE log[M]

Média + EPM. Teste t ndo pareado: P > 0,05
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Resposta a Fenilefrina == Sistema Angiotensina

AIlIG i /;-ANG IIH
(o) PP M\iﬁ— Losartan
| ?9

®— @

AA

Cyl pd 50 COox ‘

Ca?) » Cal) l l X : 1 LTs
.. «| HETEs | |[EETS

NO

LO

o
\iz] [ Myosn | —
\M (%MLEF" 4 | Actin ]
ROg— v L
B

Contraction

&

Mehta & Griendling, 2007



Controle
150-
a  CT(n=7)
o Losartan (n=9)
100+
O
%
X
504
0_

10 9 8 -7 -6 -5 -4
FE log[M]

Média + EPM. Teste t ndo pareado: P > 0,05

%KCI

150+

100+

504

Resultados e Discussdo

Chumbo

o CT(n=8)
®m |osartan (n=12)

10 -9 8 -7 6 5 -4
FE log[M]
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-- AT, (n=7)

0.8 %
E 0.6
E:
..”l?, 0.4
< 02- 7) (7)
0.0-

Controle Chumbo

Média £ EPM: expressos como rela¢do entre a densidade das bandas do receptor AT, e da a-actina
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Atividade plasmatica da ECA

300-
=
£ T
£ 200-
-
(<D]
|
o
T 100- (10)
=
>
-

O_
Controle

Chumbo

» Campbell et al 1985 (humanos);

Chumbo - Aumenta atividade da ECA

» Carmignani et al., 1999 (ratos) ;
» Sharifi et al., 2004 (ratos).
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30 Dias de exposicao ao chumbo
!

Pb 2*

Sistema Renina-Angiotensina

» Wouw, et al., 1978; Fleischer et al., 1980; Goldman et al., 1981; Keiser
et al., 1983; Victery et al., 1983; Metedith, et al., 1985; Rodriguez-lturbe
et al., 2005; Simoes et al., 2010



Sumarizando os resultados




Sumarizando Resultados

_____________Sumarizando Resultados
Ratos expostos a baixa dose de chumbo — 30 dias

» Concentracdo sanguinea de chumbo = bem abaixo do valor aceitavel, como valor de
referéncia, para individuos expostos e nao expostos ocupacionalmente;

» Alteracoes nos valores da PAS a partir do 72 dia e da PAS e PAD a partir do 302 dia de
tratamento e alterou a reatividade vascular = aumento da resposta contratil a fenilefrina

nos anéis aorticos de ratos;

» Reducdo da biodisponibilidade do NO causada pelo aumento da producdo das
espécies reativas de oxigénio via NAD(P)H oxidase;

» Modulacdo endotelial negativa, envolvendo maior participacdo do anion superoéxido,
dos prostandides contrateis derivados da COX, especialmente o TXA, e participacao do
sistema renina-angiotensina;

» Aumento na expressdo protéica das isoformas eNOS e iNOS e no receptor AT,



Exposicao a baixas doses de Chumbo

l

Prostandides contrateis
derivados da COX
(TXA,)

Estresse 1 Atividade do sistema
Oxidativo <« renina-angiotensina
(1 0,*) —> (ECAeAT))

>

| NO

!

| Biodisponibilidade <€

1 eNOS e
1iNOS

do NO

v

T Reatividade vascular | «e——

!

Hipertenséao




CONCLUSAO




Resultados

Exposicao por trinta dias a baixa dose de acetato de chumbo
provoca alteracdes vasculares consequentes a menor
biodisponibilidade do oxido nitrico e maior producao de espécies
reativas de oxigénio, maior liberacao dos prostanoides contrateis
derivados da COX e maior atividade do sistema renina-
angiotensina. Nosso estudo reforca a idéia de que o chumbo
deve ser considerado fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. E seus valores aceitaveis como

isentos de efeitos deletérios para o homem devem ser reduzidos.



Obrigada!




