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RESUMO

Exposicao crénica de chumbo induz hipertensdo em humanos e animais, causando,
entre outros efeitos, disfungdo endotelial. Entretanto, efeitos precoces com baixa
concentragdo de chumbo ndo foram explorados ainda. Nés investigamos os efeitos
por sete dias do tratamento com acetato de chumbo sobre a modulagdo endotelial
de tbnus vascular em anéis de aorta. Ratos Wistar foram tratados com acetato de
chumbo por sete dias (12 dose 4 ug/100g e doses subsequentes de 0,55 ug/100g im)
ou veiculo. A concentracdo de chumbo sanguinea ao final do tratamento foi 9.98
pg/dL £ 1.70 pg/dL e houve aumento de pressao arterial sistélica (PAS) comparado
ao grupo controle (CT= 121 +1,50 mmHg, n= 12 vs Pb®'= 137 + 2,36 mmHg, n= 12) .
Em anéis de aorta, o metal reduziu a resposta maxima (Rmax) e nado modificou a
sensibilidade (pD;) na curva concentracdo-resposta a fenilefrina (10'°-3.10*M). A
resposta vasodilatadora & acetilcolina (107" - 3.10™ M) e ao nitroprussiato de sédio
(NPS, 10™"" - 3.10* M) nao foi modificada com o tratamento. A auséncia do endotélio
ou a incubagdo com L-NAME (100 uM) ou TEA (2 mM) aumentou a resposta
vasoconstrictora induzida pela fenilefrina em ambos os grupos, mas este efeito foi
maior em grupo tratado com chumbo. A incubag¢do com Aminoguanidina (50 puM)
aumentou a resposta vasoconstrictora induzida pela fenilefrina somente em aortas
de ratos tratados com chumbo. A incubagado com losartan (10 uM), enalapril (10 pM),
apocinina (0.3 pM), SOD (150 U mI™") e catalase (1000 U/ml) diminuiram a resposta
vasoconstrictora induzida pela fenilefrina somente em aortas de ratos tratados com
chumbo. A indometacina (10 uM) ndo modificou a reatividade vascular a fenilefrina
em ambos os grupos experimentais. A atividade plasmatica da enzima conversora
de angiotensina (ECA) aumentou apés tratamento com chumbo. Houve significante
correlagao entre a PAS e a atividade da ECA, provavelmente sendo este um dos
possiveis mediadores do aumento de pressao arterial. No entanto, o aumento de
PAS foi acompanhado de reducgao da reatividade vascular a fenilefrina em anéis de
aorta. Essa reducédo de reatividade vascular parece envolver um aumento da
biodisponibilidade do NO e foi acompanhada do aumento da expressao protéica da
isoforma induzivel da sintase do oxido nitrico (INOS) e da isoforma fosforilada

endotelial da sintase do 6xido nitrico no residuo Ser "7’ (

p-eNOS), com significativo
aumento da razao p-eNOS/eNOS em aortas de ratos tratados. Houve, também,

aumento da participagdo de canais para K, contribuindo para redugédo da



reatividade vascular. O aumento da atividade da ECA associada ao aumento da
liberacdo de angiotensina |l local poderiam ativar a NADPH oxidase e
consequentemente aumentar as EROs. Apesar do envolvimento do sistema renina-
angiotensina e das EROs nesse modelo experimental, os efeitos vasodilatadores do
NO e da participacdo dos canais para K* foram mais expressivos e contribuiram
para reducao da reatividade vascular a fenilefrina em anéis de aorta, possivelmente

como mecanismo compensatorio a elevagao da pressao arterial sistdlica.

Palavras-chave: chumbo, reatividade vascular, éxido nitrico, canais de potassio,

sistema renina-angiotensina, espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

Chronic lead exposure induces hypertension in humans and animals affecting,
among other actions, endothelial function. However, exposure for short periods with
low lead concentrations is not explored yet. We investigated the effects of treatment
with lead acetate for 7 days on vascular reactivity of aortic rings. Wistar rats were
treated with lead for 7 days (1st dose 4 ug/100g, subsequent dose 0.05 ug/100g, i.m.
to cover daily loss) or vehicle. Blood levels of lead at the end of treatment were 9.98
pg/dL £ 1.70 pg/dL and increased the systolic blood pressure (SBP) compared whit
the control group (CT= 121 +1.50 mmHg, n=12 vs Pb%"= 137 + 2.36mmHg, n= 12). In
aortic rings, lead reduced the maximal response but did not change sensitivity of
concentration-response curves to phenylephrine (10°-10* M). Acetylcholine (10
1-3.10* M) or sodium nitroprusside (10"~ 3.10* M) induced concentration-
dependent relaxations that were unchanged by lead. The endothelium removal, L-
NAME (100 pM) and tetraetilamonium (2 mM) incubation, increased the responses to
phenylephrine, but these effects were bigger after lead treatment. Aminoguanidine
(50 uM) incubation increased the response induced by phenylephrine only in lead-
treated rats. Losartan (10 uM), enalapril (10 uM), apocinine (0.3 uM), SOD (150 U mI
Y and catalase (1000 U/ml) incubation reduced the response induced by
phenylephrine only in lead-treated rats. Indomethacin (10 uM) did not alter vascular
reactivity in both experimental groups. The plasma activity of angiotensin converting
enzyme (ACE) increased after treatment with lead. There was a significant
correlation between SBP and ACE activity, and this is probably one of the possible
mediators of increased blood pressure. However, the increase in SBP was
accompanied by reduction in vascular reactivity to phenylephrine in aortic rings. This
reduction in vascular reactivity appears to involve an increased bioavailability of NO
and was accompanied by increased protein expression of the inducible nitric oxide
synthase (iNOS) and of the phosphorylated endothelial nitric oxide synthase at Ser
177 (p-eNOS), whit significant increase of the ratio (p-eNOS)/(eNOS) in aorta from
lead-treated rats. There was also increase the participation of K + channels,
contributing to the vascular reactivity reduction. The increased ACE activity
associated with increased local release of angiotensin Il could activate NADPH
oxidase and consequently increase ROS production. Despite the involvement of the

renin-angiotensin system and ROS in this experimental model, the vasodilatory



effects of NO and the involvement of channels for K * were more expressive and
contributed to the reduction of vascular reactivity to phenylephrine in aortic rings,

possibly as a compensatory mechanism to the increased systolic blood pressure.

Keywords: Lead, aortic rings, oxide nitric, potassium channel, renin-angiotensin
system, reactive oxygen species
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1 INTRODUGAO

1.1 CHUMBO

1.1.1 Historia do Chumbo

A palavra chumbo tem origem do latim plumbum (Paoliello, 2001; Capitani
et al., 2009). O chumbo foi um dos primeiros metais a ser trabalhado pelo homem,
sendo conhecido desde 3500 a.C., de acordo com as descobertas arqueoldgicas
feitas no Egito. A peca mais antiga que se conhece esta no Museu Britanico e
data de 3.800 a.C. Os antigos egipcios utilizaram o chumbo ha mais de oito mil
anos. Os jardins suspensos da Babilonia eram assoalhados com folhas de
chumbo soldadas, e as pedras das pontes eram ligadas por ganchos de ferro
soldados com chumbo (Capitani et al., 2009).

Durante o Império Romano o chumbo era fundido e utilizado sozinho ou
junto a outros metais na fabricagdo de armas e utensilios domésticos como
copos, tacas e recipientes para liquidos e alimentos, além de aquedutos e
reservatorios para fermentacado e acondicionamento de bebidas alcodlicas. Além
disso, os romanos utilizavam também o metal para a fabricagdo de canos no
sistema de esgoto (Capitani et al., 2009).

Os primeiros relatos de intoxicagdo ocupacional foram pronunciados no
século XIX e inicio do século XX por trabalhadores como: pintores, encanadores e
outros. Em 1883, foi realizada na Inglaterra a primeira legislagdo com relagao a
protecdo de trabalhadores expostos, devido a morte de diversos empregados (em
1882) que utilizavam o chumbo como matéria prima (Stephan, 2007).

Na década de 90, a produgao de chumbo metalico no Brasil foi importante,
devido a existéncia de duas grandes fundi¢gdes primarias utilizadas no refino do
minério extraido na Bahia e em Adrianopolis (Parana). Essas fundigbes fecharam
suas atividades industriais em 1993 e 1996 respectivamente, e desde entdo a
producao nacional do metal tem declinado, representando ndo mais de 8% do

total de chumbo consumido no pais por ano (Capitani et al., 2009).
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A intoxicagdo pelo chumbo causa uma das mais antigas doencgas
ocupacionais, chamada Saturnismo ou Plumbismo. O termo saturnismo € uma
referéncia ao Deus Saturno, idolatrado na Roma Antiga. Os efeitos neurolégicos
da intoxicagdo por chumbo foram primeiramente descritos no império romano
(Stephan, 2007). Atualmente, os avangos experimentais em modelos animais e
populacionais permitiram maior conhecimento sobre o efeito toxico desse metal.
Todavia, € necessario o desenvolvimento de pesquisas na area da toxicologia néo
s6 para ampliar o conhecimento dos efeitos tdéxicos, mas também para elaboragéo
de medidas preventivas e descobertas de possiveis tratamentos a serem

utilizados em casos de intoxicagédo por esse metal.

1.1.2 Caracteristicas do metal

O chumbo é um metal cinza-azulado, inodoro e maleavel. Encontra-se em
estado sdélido a temperatura ambiente, se funde com facilidade a 327,4 °C com
temperatura de vaporizagdo a 1725 °C. Pertence ao grupo IV B da tabela
periddica, € representado pelo simbolo Pb, possui numero atdbmico 82 e massa
atébmica 207 u (IUPAC, 2003).

Esse metal pesado apresenta quatro isétopos de ocorréncia natural com as
seguintes abundancias: 2**Pb (1.4%),2°Pb (24.1%),°’Pb (22,1%) e ?®*Pb (52.4%).
Além disso, ele contém quatro elétrons na ultima camada, sendo que apenas dois
ionizam-se rapidamente. Nos compostos inorganicos, esse cation, possui estado
de oxidacdo de +2 e +4, sendo o +2 a forma mais prevalente e que representa a
maior causa de problemas bioldgicos (IUPAC, 2003). Na apresentacdo Pb** o
chumbo forma, entre outros, os compostos organicos tetrametilchumbo Pb(CHs)s €
tetraetiichumbo Pb(CzHs)s, 0s mais importantes do ponto de vista comercial, visto
que ja foram amplamente empregados como aditivos em combustiveis (Conterato,
2007).

Uma vez no ambiente, ndo é degradado, mas seus compostos se
transformam quando expostos a luz solar, ar e/ou agua. Se liberado no ar, a
chumbo pode percorrer longas distancias antes de se depositar no solo (ATSDR,
1995).
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1.1.3 Fontes Naturais do chumbo

O chumbo € relativamente abundante na crosta terrestre, tendo
concentragdo média de 10/ 20 mg/Kg. As maiores fontes naturais de chumbo séo
as emissdes vulcanicas, intemperismo geoquimico e névoas aquaticas. As
maiores fontes geoldgicas de chumbo sdo as rochas igneas e metamorficas
(WHO, 1995; Paoliello, 2001). Esse metal pode ser encontrado na natureza tanto
na forma livre como em associagdo com diversos outros metais (Paoliello, 2001).
O ion estavel do chumbo é o Pb™" e combinado com o enxofre forma a galena
(PbS = 86,6% de Pb e 13,4% de S) que € a principal fonte primaria e comercial
de chumbo. O chumbo ocorre ainda em outras variedades de minérios tais como
a cerusita (PbCO3) e a anglesita (PbSO,4) (DNPM, 2001; Paoliello, 2001).

Na atmosfera, o chumbo encontra-se na forma particulada. Essas
particulas, quando langadas no ar, podem ser removidas da atmosfera e
transferidas para superficies e compartimentos ambientais por deposi¢cao umida
ou seca. Entretanto, o teor de chumbo no solo é muito influenciado pelas
atividades antropogénicas e pelo transporte do metal através do ar, oriundo de
varias fontes (WHO, 1995; Paoliello, 2001).

1.1.4 Fontes Antropogénicas

1.1.4.1 Producéo e Consumo Mundial

Além das fontes naturais, a emissao de chumbo ocorre também através de
fontes antropogénicas. De acordo com dados apresentados pelo “International
Lead Zinc Study Group™ ILZSG (2001), dentre os principais paises produtores
desse metal nos ultimos anos, destacaram-se os Estados Unidos, a China e a
Alemanha. Em 2007, os dados publicados pelo mesmo grupo de estudos
demonstraram que a produ¢cdo mundial de minério de chumbo primario, em metal
contido, atingiu um total de 3,68 milhdes de toneladas, sendo o continente asiatico

o0 maior produtor. A producdo mundial de chumbo metalico primario, proveniente
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da mina, e o secundario, obtido a partir da recuperacdo do metal de sucatas,
alcancaram 8,1 milhdes de toneladas, sendo a Asia e América os maiores
produtores (ILZSG, 2007).

Em 2008, as reservas mundialmente conhecidas (medidas mais indicadas)
atingiram 171 milhdes de toneladas, em termos de metal contido. Os trés maiores
produtores de minério de chumbo sdo também os paises detentores das maiores
reservas do mundo. S&o eles, na ordem decrescente das reservas: Australia, 59
milhdes de toneladas, China, 36 milhdes de toneladas e Estados Unidos, 19
milhdes de toneladas (DNPM, 2009).

No Brasil, em 2008, as reservas do pais aprovadas (medidas mais
indicadas) alcangaram, em termo de metal contido, 671,2 mil toneladas. O Estado
de Minas Gerais € detentor de uma reserva de 108 mil toneladas (metal contido).
Outras reservas estao distribuidas nos estados de S&o Paulo (SP), Parana (PR),
Rio Grande do Sul (RS), Tocantins (TO), Bahia (BA) (DNPM, 2009).

No Brasil, o chumbo secundario é obtido, principalmente, da reciclagem de
baterias automotivas, industriais e das telecomunicacdes, em usinas refinadoras
nos estados de Pernambuco, S&o Paulo e Rio de Janeiro (DNPM, 2007).
Segundo International Lead and Zinc Study Group (ILZSG), a produgdo
secundaria do chumbo, em 2007, representou 54% da produ¢do mundial do
chumbo refinado. Isto demonstra o grau de sustentabilidade que a sociedade

mundial tem buscado para garantir o futuro da humanidade (ILZSG, 2007).

1.1.4.2 Uso industrial

O chumbo é o sexto metal de maior utilidade industrial. Apds a extracao, o
minério € britado e moido, o qual pode conter de 3 a 8 % de chumbo, e
concentrado por flotagdo diferencial. O processamento do chumbo inclui as
operagdes de sinterizagao, fundicdo (reducgéo) e refinamento. Nas operagdes de
fundicdo de chumbo os trabalhadores sao expostos a diversos agentes toxicos,
como dioxido de enxofre, mondxido de carbono e poeira de chumbo (Paoliello,

2001). Atualmente, esse metal tem sofrido uma concorréncia proporcionada pelo
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avango tecnologico ao criar sucedaneos para o uso na construgao civil (DNPM,
2009).

Esse cation pode ser consumido na forma de metal, puro, ou ligado a
outros metais, como compostos quimicos principalmente na forma de éxidos. Por
apresentar excepcional maleabilidade, alta resisténcia a corrosdo, elevada
densidade, alta opacidade aos raios X e gama, reagao eletroquimica com acido,
estabilidade quimica no ar, solo e agua, esse metal € amplamente utilizado no
setor industrial (WHO, 1995). Devido sua alta opacidade aos raios X e gama, o
chumbo é utilizado como manta protetora para aparelhos de raio X e apresenta
grande importéncia na blindagem contra radiacao nuclear (Paoliello, 2001).

O chumbo metalico é utilizado na producdo de laminas e canos;
revestimentos de cabos; ingrediente na solda; em material de revestimento na
industria automotiva e na manufatura de baterias. Esse cation esta presente em
uma variedade de ligas amplamente utilizadas no setor industrial. Desse modo,
cerca de 40% do chumbo é usado como metal, 25% em ligas e 35% em
compostos quimicos (ATSDR, 1995).

O chumbo pode formar ligas com outros metais (o arsénio, bismuto e
estanho) ou ser adicionado em outras ligas (latdo, bronze e ago) para modificar
suas caracteristicas (Paoliello, 2001).

Os o6xidos de chumbo sdo usados nas placas de baterias elétricas e
acumuladores (PbO e 2Pb0O.PbO;), como ingredientes nas tintas (Pb3O4) e
constituintes de vitrificados, esmaltes e vidros. Estima-se que a manufatura da

bateria representa cerca de 80% do consumo mundial desse metal (WHO, 1995).

A Resolucadgo CONAMA n° 257/1999 dispbe sobre a destinacdo das
baterias usadas. Estas devem ser entregues pelos usuarios aos fabricantes,
importadores ou aos distribuidores, para posterior reciclagem. A tendéncia da
reciclagem é crescente, tendo em vista que, os vendedores fazem um pagamento
por baterias trocadas, pois, 0 preco do chumbo, a conscientizacdo ambiental da
populagcdo e a economia de energia, que proporciona uma usina metalurgica
retrabalhar o metal em vez do concentrado de minério sdo em torno de 60 a 70%
(DNPM, 2009). Na reciclagem da bateria chumbo-acido estdo envolvidos trés
processos: quebra da bateria, redugcao e refinamento do chumbo. Dentre as

fontes comuns de impacto ambiental desses processos, destacam-se: poeiras

39



Introducao

contaminadas com chumbo, chumbo particulado, detritos contaminados e
producao de escoria (Paoliello, 2001).

Os sais de chumbo formam a base de muitas tintas e pigmentos, porém
sua utilizagao é controlada por alguns paises. Nos Estados Unidos, por exemplo,
concentragdes acima de 0.06% ndo sdo permitidas em pinturas internas (WHO,
1995). No Brasil, ndo existe lei especifica que estabelega limite para o chumbo
em tintas (WHO, 1995; NEDER, 1999).

O chumbo tetraetila e tetrametila sdo exemplos importantes de compostos
sintetizados industrialmente, e usados em aditivos em combustiveis, sendo,
portanto, fonte de contaminagdo ambiental. A volatilidade desses compostos &
mais baixa que a maior parte dos aditivos de combustiveis. Assim, a evaporagao
da gasolina tende a concentrar esse composto no liquido residual (WHO, 1989). A
fabricaggo do chumbo tetraetila esta diminuindo muito em fungdo das
regulamentagdes ambientais cada vez mais restritivas no mundo. O Brasil foi o
primeiro pais a eliminar este composto da gasolina, em 1978. O alcool anidro foi o
seu substituto (Stephan, 2007).

A industria quimica utiliza amplamente o chumbo. O carbonato de chumbo
€ empregado na sintese do cloreto de polivinila (PVC) (Capitani et al., 2009), o
arseniato de chumbo na fabricacdo de inseticida, o sulfato de chumbo na
producdo da borracha, o naftaleno de chumbo como secativo e o chumbo
tetraetila como aditivo para gasolina, esse ultimo ainda utilizado em alguns paises
como o México e a Nigéria (Paoliello, 2001).

Atualmente, no Brasil, calcula-se que cerca de 90% do consumo de
chumbo metalico provenha de atividades de reciclagem. Os maiores
consumidores de chumbo no pais s&o as industrias de baterias automotivas
(80%), seguidos das industrias de pigmentos com 12% e o setor eletro-eletrénico
(solda e ligas) com 8% (Capitani et al., 2009).

Compreendidas as fontes e os meios de utilizagcdo desse metal pelo
homem, bem como o fato de que todos os organismos vivos estdo expostos de
alguma forma ao mesmo, uma abordagem quanto ao meio de exposi¢ao, cinética

e toxicologia do chumbo é necessaria.
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1.1.4.3 Formas de exposi¢cdo do chumbo

Embora os processos naturais e antropogénicos sejam responsaveis pela
liberagdo de chumbo no ambiente, a contaminagdo antropogénica (mineragao,
industria e transporte) € predominante. Estima-se que as emissdes naturais desse
metal para a atmosfera (provenientes de vulcdes e poeiras dispersas pelo vento)
apresentam menor relevancia. Fontes atmosféricas de exposicdo diaria ao
chumbo sao importantes em locais préximos a fundi¢des e refinarias desse metal
(Paoliello, 2001).

Estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro em area préxima a uma
recicladora de baterias automotivas mostrou concentragdes de chumbo no ar
atmosférico variando de 0,07 a 183,3 pg/m®> em amostras distando 25 a 500
metros da fonte de emissao, respectivamente. Considerando o valor limite de 1,5
ug/m?® estabelecido pela agéncia de protecdo ambiental norte americana (USEPA)
para chumbo no ar constatou-se que em 50% das amostras coletadas a 25
metros da industria esse limite havia sido ultrapassado (Quitério et al., 2001).

O teor de chumbo no solo pode variar de regido para regido. Em locais
proximos das vias de trafego intenso e de industrias, os teores de chumbo sdo
mais elevados do que aqueles encontrados em areas isoladas. No Brasil, com
relagcdo a contaminagao de solos, os dados mostram aumento dos valores desse
metal em areas ao redor de fundigbes primarias e secundarias de chumbo na
Bahia, Parana e S&o Paulo, respectivamente (Paoliello, 2001; Capitani et al.,
2009).

O chumbo também pode ser encontrado em agua potavel em virtude da
corrosdo de encanamentos de chumbo e em margens de rios onde foram
desenvolvidas atividades de refinaria. O Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) estabelece para o chumbo uma concentracdo maxima de 0,03 mg/L
para aguas classificadas como doce e de 0,01 mg/L para aguas classificadas
como salinas (Brasil, 2001).

No Brasil, em 1998, o Ministério da Saude (MS-685/1998) publicou uma
portaria regulando as concentragcbes maximas de chumbo em alimentos,
utilizando dados internacionais sobre limites ja estabelecidos nos EUA e na

Comunidade Européia. Resultados de estudos sobre contaminagédo de alimentos
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por chumbo no Brasil tém sido publicados com certa frequéncia a partir de
instituicbes responsaveis pela vigilancia sanitaria e epidemiolégica (Okada et al.,
1997).

Exposi¢gbes ocupacionais ao chumbo que resultam em intoxicagéo, tanto
com sintomatologia moderada ou clinica, ainda ocorrem em muitos paises.
Embora os adultos sejam os principais envolvidos, a contaminagéo por esse metal
pesado parece acometer também criangas (WHO, 1995). Estudos sobre
determinantes das concentragdes sanguineas de chumbo em criangas de
diferentes faixas etarias mostraram que o transporte da poeira do chumbo do local
de trabalho dos pais ou da pessoa que vive na casa, através de roupas, sapatos,
cabelo e pele podem ser importante rota de exposi¢cédo para criangas (Roscoe et
al., 1999; Paoliello, 2001).

Outro exemplo de contaminacdo por esse metal em criangcas e adultos,
relacionado com exposi¢cao ocupacional e ambiental ocorreu no municipio de
Santo Amaro da Purificagdo, no estado da Bahia, Brasil. Nesse local, entre 1960 a
1993 funcionou uma fabrica de pelotizagcdo de chumbo, a Companhia Brasileira
de Chumbo (Cobrac). Esta empresa poluiu intensamente a cidade, os
trabalhadores da fundicdo e seus filhos, e os moradores de regides proximas a
usina foram particularmente afetados. Em 1980, o nivel médio de chumbo no
sangue de 555 criangas de 1 a 9 anos de idade, residentes a menos de 900 m da
fundigdo, foi de 59,1 + 25,0 ug/dL (Carvalho et al., 1985). Em 1985, apds a
adocdo de medidas de controle, o nivel médio observado em uma amostra de 53
criancas foi de 36,9 + 22,9 ug/dL (Silvany-Neto et a.l, 1989). Estes valores séo
considerados alta intoxicagdo para criangas, tendo em vista que o Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) considera niveis de concentragao

sanguinea maior ou igual a 10ug/dL excessivas para criangas.

Em 1991, Melo e colaboradores, notificaram todos os individuos de 20-50
anos que residiam a menos 500 m da fundicdo. A concentragdo sanguinea de
chumbo de 256 pessoas que nunca haviam trabalhado na fundicéo foi 28,6 £ 20,6
pg/dL. Entre os individuos ocupacionalmente expostos a concentragdo sanguinea
de chumbo foi de 59,6 + 23,4 pg/dL. Apesar da desativagdo da Cobrac em 1993,
a populacao ainda corre riscos de contaminacdo por causa dos subprodutos de

chumbo que foram descartados no terreno ao largo da fabrica, visto que o solo
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altamente contaminado passou a ser a principal fonte de poluigdo ambiental de
chumbo em Santo Amaro. O ultimo estudo dos niveis de chumbo no sangue de
criangcas de 1 a 5 anos de idade, residentes a menos de 1 km da fundicéo
abandonada, revelou nivel médio do metal igual a 17,1 £ 7,3 pg/dL, variando de
2,0 a 36,2 pg/dL (Carvalho et al., 2003).

Mediante as varias formas de exposicdo ao chumbo, em especial as
ocupacionais, alguns paises estabeleceram um nivel maximo de chumbo no
sangue, acima do qual o individuo pode ser afastado do ambiente de trabalho
(Paoliello, 2001). Nas décadas de 60 e 70 eram comuns niveis de limites
maximos de 100 pg/dL. Atualmente, esses niveis foram reduzidos na faixa de 40
a 60 pg/dL em diferentes paises (Mayer & Wilson, 1998). Entre as principais
ocupacgdes associadas as altas concentragdes de chumbo no sangue (> 50 pg/dL)
pode-se citar. fundigdo chumbo secundario, manufatura de baterias e PVC,
fabricagéo de vidro e formulagbes de concentrado de tinta para plastico (Paoliello,
2001).

A Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) recomenda
ser segura uma concentragado sanguinea de chumbo inferior 30 pg/dL em adultos.
Em ambientes de exposi¢do ocupacional os niveis de concentr¢do sanguinea de
chumbo ndo devem exceder 60 pg/dL. Ja a American Pediatric Association (APA)
considera niveis de concentragdo sanguinea de chumbo = 10 ug/dL excessivos
para criangas.

No Brasil, de acordo com a norma regulamentadora n°® 7 (NR7) do
Ministério do Trabalho (1988), os valores de referéncia de normalidade, o qual
representa o valor proximo de ser encontrado em uma populagdo nao-exposta
ocupacionalmente e o indice Biolégico Maximo permitido, sdo respectivamente,
de 40 ug/dL e 60 pg/dL (Brasil, 1988). Segundo a NR-7 (Portaria n° 24, de
29/12/94), estabelece o monitoramento de chumbo através de exames médicos

em trabalhadores expostos.

1.1.5 Cinética do Chumbo no Organismo Humano
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Como descrito anteriormente, o chumbo € um metal amplamente utilizado
ha milhares de anos. E considerado um contaminante ambiental, devido as
inumeras atividades industriais que favorecem a sua distribuicdo. Sendo assim,
todos os individuos possuem chumbo em seus organismos como resultado da
exposicado a fontes exogenas. Entretanto este metal ndo possui nenhuma
atividade fisioldgica e exerce efeitos toxicos em diversos sistemas do organismo
cuja grandeza das manifestagdes clinicas dependera da intensidade, do tempo de
exposicao e da sensibilidade individual (Moreira & Moreira, 2004).

A fim de correlacionar a quantidade de chumbo ambiental e a sua
biodisponibilidade com seus efeitos toxicos no organismo, é importante
compreender a interagao continua entre a absorgao, distribuicdo, armazenamento
e eliminacao deste metal.

O processo de absorcdo do chumbo proveniente de fontes ambientais
depende da quantidade de metal, do seu estado fisico e quimico, além de ser
influenciado por fatores relacionados ao hospedeiro (idade, genética, estado
fisiolégico) e condi¢cbes nutricionais (Paoliello, 2001). A maior parte do chumbo
entra no organismo humano pelo trato respiratorio e gastrointestinal e, somente
em sua forma organica, pode penetrar no organismo por via cutanea (Brasil,
2006). O trato respiratorio é a principal via de absorgdo do chumbo na exposigéo
ocupacional (Paoliello, 2001).

Estudos cinéticos feitos no homem indicam que o chumbo, apés ser
absorvido no organismo, se distribui essencialmente em trés compartimentos:
sangue, tecidos moles e tecidos mineralizados (Rabinowitz et al.,1976; ATSDR,
1995; Paoliello, 2001). A meia-vida desse metal nos trés compartimentos é
bastante diferente, sendo estimada em 36 dias para o sangue, 40 dias para os
tecidos moles e 27 anos para os ossos (Rabinowitz et al.,1976; WHO, 1995). E
importante ressaltar que, no trabalhador exposto ao chumbo, a concentracdo do
metal nos 0ossos aumenta progressivamente no decorrer da exposigao, enquanto
a dos tecidos moles ndo. Assim a concentracdo de chumbo nos ossos reflete
exposicao antiga e nos tecidos moles, exposigéo recente (Paoliello, 2001).

Em adultos, aproximadamente 95% da carga corpérea do chumbo
encontra-se nos 0ssos, visto que esse metal €, qualitativamente, um analogo
bioldgico do calcio, seu sitio primario de deposigéo é o tecido 6sseo. Em face da

meia vida longa para o chumbo nos ossos, esse compartimento serve como fonte
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enddégena do metal para outros compartimentos, muito tempo depois de cessada
a exposicédo (Moreira & Moreira, 2004; WHO, 1995). A mobilizagado desse cation
para compartimentos sanguineos, em mulheres gravidas, é de grande importancia
e constitui um risco para o feto e para mae (WHO, 1995).

A concentragdo de chumbo no sangue é menor do que 2% do seu total no
organismo, visto que 90% a 99,8% do metal encontram-se ligados a proteina das
células vermelhas (Goyer, 1991), e o restante encontra-se no plasma
provavelmente ligado a albumina, ax-globulina ou como ions livres disponiveis
para o transporte aos tecidos. E possivel que esta Ultima fracdo tenha maior
importancia toxicoldgica, quando comparado ao chumbo nos eritrécitos, por estar
mais biodisponivel para atingir os sitios-alvo da acao toxicolégica. Todavia, as
concentragdes plasmaticas de chumbo pouco tém sido mensuradas devido as
dificuldades analiticas e, por isso, sua relagcdo com as manifestagcdes toxicas nio

esta claramente definida (Bergdahl et al., 1997).

O organismo acumula chumbo durante toda a vida e elimina de forma
lenta, devido a sua afinidade pelo tecido 6sseo. Esse metal é excretado por
diferentes vias, entre as quais, incluem-se: a excregdo renal (75-80%) e a
gastrintestinal (15%). Existem outras fontes de excre¢do que somadas
correspondem 8%, sao elas: suor, descamacido cutanea, cabelo, as unhas
(Tsalev & Zaprianov, 1985; WHO, 1995; Paoliello, 2001) e o leite materno
(Paoliello, 2001).

O mecanismo de eliminagdo do chumbo pela urina ndo esta
completamente elucidado. Todavia, Skerfving et al. (1993) relatam que a
presenca de chumbo na urina reflete exposi¢cao atual e a medida deste parametro
tem sido aplicada em saude ocupacional como teste de exposi¢cdao. Quanto a
excregcdo gastrintestinal, ocorre pela secrecdo de glandulas (principalmente
pancreatica) e pela bile. Todo chumbo n&o absorvido pelo trato gastrointestinal &
eliminado pelas fezes, inclusive aquele proveniente do ar que foi ingerido e néo
absorvido (Moreira & Moreira, 2004).

Compreendidas a cinética e toxicologia do chumbo, uma abordagem
acerca dos efeitos toxicos desse metal nos diferentes sistemas do organismo far-

se-a necessaria.
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1.1.6 Efeito do Chumbo nos diferentes sistemas

O chumbo compromete os sistemas nervoso central, renal, cardiovascular,
reprodutor e imunolégico (Patrick, 2006). O sistema nervoso é muito sensivel a
intoxicagdo por chumbo, sendo que a encefalopatia € um dos mais sérios
acometimentos toxicos induzidos pelo chumbo em adultos e criangas. (Moreira &
Moreira, 2004).

Os efeitos toxicos do chumbo afetam os neurotransmissores
dopaminérgicos, colinérgicos e glutaminérgicos do cérebro (Moreira & Moreira,
2004). As criangas sdo mais susceptiveis a neurotoxidade do chumbo do que os
adultos, visto que este metal interfere no desenvolvimento do sistema nervoso
central, na diferenciagcao celular, sinapses e no crescimento da célula glial. Em
adultos e criancgas, a toxidade deste metal esta relacionada com irritabilidade,
déficit de memoria e atencgao, e baixo nivel cognitivo (Patrick, 2006). Weuve et al.
(2009) demonstraram que a exposi¢cdo cronica ao chumbo esta associada ao
declinio cognitivo em mulheres adultas, enquanto Barth & Schaffer, (2002)
evidenciaram redugao das habilidades cognitivas em homens.

A exposi¢ao ao chumbo também esta associada ao déficit do coeficiente de
inteligéncia (Ql) em criangas (Lanpherar et al., 2005; Healey et al., 2009). Roy et
al. (2009) confirmam estes achados em estudo com 814 criangas (3 e 7 anos),
expostas ao chumbo na india.

Outro acometimento neurolégico promovido pela exposicdo crbnica ao
chumbo € a neuropatia periférica. Essa doenga é caracterizada por paresia nos
membros superiores e inferiores. Cordeiro et al. (1996) estudaram 20
trabalhadores expostos ao chumbo com concentragbes sanguineas abaixo do
Limite de Tolerancia Biologica (LTB) brasileiro (60 ug/dL) e concluiram que dentre
esses trabalhadores expostos, existiam 7 (35%), com velocidade de condugéo
nervosa no nervo radial esquerdo abaixo do limite da normalidade.

O sistema renal também é afetado pela agdo téxica do chumbo. Tanto
exposi¢coes agudas quanto cronicas causam danos morfofuncionais renais em
animais e humanos (WHO, 1995). A nefropatia aguda induzida pelo chumbo
promove alteragcdes e disfungdes dos tubulos proximais manifestadas por
aminoaciduria, glicosuria e fosfaturia, aumento da excregdo renal de sddio e

reducao da excregao de acido urico. A forma aguda é reportada principalmente
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em criangas intoxicadas pelo metal, cuja principal via de exposi¢do € a oral
(Paoliello, 2001).

A nefropatia cronica induzida pelo chumbo em humanos € reportada em
individuos ocupacionalmente expostos e caracterizada por fibrose intersticial
progressiva (Lillis et al., 1968). Recente estudo experimental mostrou que o
tratamento crénico com 150 ppm de acetato de chumbo em ratos Sprague -
Dawley desencadeou arteriopatia, injuria tubulointersticial, reduziu da taxa de
filtracdo glomerular e acelerou a doenga renal crénica (Roncal et al., 2007).

Investigagbes epidemioldgicas associam a concentragdo sanguinea de
chumbo com a disfuncéo renal (Payton et al., 1994; Muntner et al., 2003). The
Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES Ill) mostrou que
a concentracdo de chumbo sanguinea foi um fator de risco para o aumento da
creatinina sérica (Muntner et al., 2003). Outros estudos demonstram significante
correlagao entre a concentragdo sanguinea de chumbo e o aumento dos niveis de
creatinina sérica (Pollock & Ibels, 1988; Gonick, 2008).

Alguns estudos correlacionam a exposicdo ao chumbo, seus
acometimentos renais e a elevagao da pressao arterial, através do aumento da
densidade de receptores beta adrenérgicos (Tsao et al, 2000) e em
consequéncia uma maior atividade simpatica e aumento da producdo de renina;
acréscimo da atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA), que
localmente causa produgao de angiotensina Il (Sharifi et al., 2004).

O sistema hematologico € um alvo importante da toxicidade do chumbo,
comprometendo a sintese do heme e consequentemente causando anemia. A
fisiopatologia da anemia que acompanha a intoxicagdo por chumbo n&o esta
totalmente esclarecida e parece ser resultado de varios efeitos inibitérios do
chumbo sobre a produgao dos eritrocitos (Souza & Tavares, 2009). O chumbo é
um cation divalente (Pb*?) que se liga fortemente aos grupos sulfidril das
proteinas, o efeito mais conhecido desta propriedade de ligagdo do chumbo com
0 grupo—-SH ¢é a interferéncia na sintese do grupo heme, na molécula de
hemoglobina, uma vez que o chumbo possui alta afinidade pelos eritrocitos (cerca
de 99% do chumbo sanguineo estédo ligados as células vermelhas) (Lawton &
Donaldson, 1991; Souza & Tavares, 2009).

Especial atengéo tem sido dada a sintese do grupo heme, onde o chumbo

inibe diversas enzimas, entre elas o acido d-amino levulinico dehidratase (ALAD).
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O ALAD consiste em uma enzima crucial na intoxicagdo por chumbo, pois sua
reducado resulta na diminuigdo da sintese do grupamento heme e no aumento do
acido 6-amino levulinico (ALA). O acumulo do ALA parece estar envolvido no
dano oxidativo induzido pelo chumbo causando formacgéao de espécies reativas de
oxigénio, o que implica na possibilidade da atividade de ALAD ser um indicador
promissor dos danos oxidativos induzidos pelo chumbo em eritrocitos (Patrick,
2006; Souza & Tavares, 2009).

A exposigao ao chumbo apresenta risco especial para mulheres em idade
produtiva. Borja-Aburto et al. (1999) tém demonstrado associacdo entre a
concentragdo sanguinea de chumbo e aborto espontaneo. Diversos estudos
revelam que a exposigdo ao chumbo durante a gravidez afeta o desenvolvimento
fisico da crianca no periodo neonatal e na infancia (Kosnett et al., 2007).
Gonnzalez-Cossio et al., (1997) mostraram reducao de peso (g) ao nascimento de
criangas expostas ao chumbo durante a gestagdo. Outro acometimento fisico
promovido por este metal pesado foi diminuigdo da circunferéncia da cabeca de
criangas ao nascimento (Rothenberg et al., 1999 b; Hernandez-Avila et al., 2002).

Experimentos populacionais demonstraram que o chumbo também pode
prejudicar desenvolvimento do sistema imunolégico do feto no periodo pré-natal e
pos-natal, possibilitando o desenvolvimento de doengas auto-imunes e
imunossupressores, que parecem estar relacionadas com o aumento da
imunoglobulina E (IgE) (Diertert, 2006). Em modelos animais, Snyder et al. (2000)
mostraram que este metal, em uma concentracdo sanguinea de 5 mg/dL,
promove efeitos imunotoxicos.

Estudo recente evidenciou associagao entre exposicdo ao chumbo e
desenvolvimento de cancer (Silbergeld, 2003), principalmente renal (Waalkes et
al.,1995; 2004). De acordo com International Agency for Research on Cancer

(IARC), este metal é considerado um provavel agente cancerigeno.

1.1.7 Efeito do Chumbo no Sistema Cardiovascular

Na década de 80, um estudo envolvendo populagcdes ocupacionalmente

expostas ao chumbo, promoveu impacto na comunidade cientifica. Os dados
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epidemiologicos obtidos através deste estudo mostraram que a exposicdo ao
metal correlaciona-se com aumento da incidéncia para hipertenséo,
acometimentos cardiovasculares e doencgas cerebrovasculares (Fanning, 1988).
Estes achados contribuiram para novas pesquisas, principalmente aquelas que
envolvem os efeitos toxicos do chumbo sobre sistema cardiovascular.

Posteriormente, estudos derivados do The Third National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) mostraram-se particularmente
interessantes, pois correlacionam as concentragdes sanguineas de chumbo aos
eventos cardiovasculares e cerebrovasculares em populagdes expostas ao metal.
De acordo com os dados obtidos através do NHANES II, participantes com
concentragdo sanguinea entre 20-29 ug/dL de chumbo apresentam 39% de risco
de mortalidade cardiovascular, quando comparados aos sujeitos que
apresentavam uma concentragdo sanguinea de chumbo menor que 10ug/dL
(Lustberg & Silbergeld, 2002). Os participantes do NHANES Ill; também
demonstraram significante correlagéo entre a concentragado sanguinea de chumbo
e a mortalidade cardiovascular (Menke et al., 2006).

Multiplos estudos em modelos animais (Vaziri, et al., 1997, 1999, 2003;
Ding et al.,, 1998; Farmand, et al., 2004; Heydari et al., 2006) e populagbes
humanas (Glenn, et al., 2003, 2006; Kosnett et al., 2007; Navas-Acien et al.,
2008) tém mostrado relagdo entre a exposicdo ao chumbo e a hipertenséo
arterial. As evidéncias sao suficientes para inferir uma relagdo entre a exposigéao
ao chumbo e altos valores pressoéricos (NHAMES ).

Em populagbes humanas, o aumento da pressdo arterial tem sido
observado também em criangas (Roy et al., 2009), gestantes expostas ao metal
(Yazbeck et al., 2009) e individuos de raga negra. Vupputurri et al. (2003)
mostraram que os negros possuem concentragées de chumbo no sangue maiores
que os brancos, fato que pode estar relacionado com a divergéncia de exposigéo

ocupacional entre as ragas.

A exposic¢ao crénica ao chumbo em modelo animal promove aumento tanto
na pressao arterial sistélica (PAS) quanto da pressao arterial diastélica (PAD)
(Boscolo & Carmignani, 1988). Outros trabalhos de Carmignani e colaboradores

(1999 e 2000), em modelo animal, também demonstraram aumento da PAS.
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Um dos mecanismos propostos para explicar os efeitos do chumbo sobre a
génese da hipertensdo arterial se justifica no fato de que esse metal esta
diretamente relacionado com o aumento da atividade simpatica (Carmignani et al.,
2000), aléem de promover alteragcdes nas células endoteliais (Gonick et al., 1997) e
do musculo liso vascular (Marques et al., 2001). Nesse sentido, a administragéo
cronica desse metal pode induzir a producéo e liberagdo de endotelina (Khalil-
Manesh et al., 1993), de radicais livres (Gonick et al., 1997; Vaziri et al.,1999) e
diminuir a biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) (Vaziri et al., 1997, 1999).

O aumento da producédo de radicais livres, resultante da exposicdo ao
chumbo, esta diretamente relacionado com a hipertensédo arterial. Este metal
pesado atua tanto na producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) como
na depredagao das reservas antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD),
catalase e glutadiona peroxidase (GPx) (Kasperczyk et al., 2004; Patrick, 2006) .
Em um estudo com 137 trabalhadores expostos ao chumbo, com niveis de altos
de concentragdo sanguinea deste metal (40mg/dL), mostrou significante redugao
nos niveis de sanguineos de GPx, e aumento do stresse oxidativo, verificados
através da excrecao urinaria de malondialdeido (MDA) (Kasperczyk et al., 2004).

Os mecanismos pelos quais esse metal atua na producdo das espécies
reativas de oxigénio (EROs) e na depredagcédo das reservas antioxidantes néo
estdo esclarecidos. Entretanto, sabe-se que o chumbo, por ser um cation
divalente, possui forte afinidade pelo radical sufidril (-SH) das proteinas, o que
pode alterar a atividade de enzimas ou proteinas estruturais. Desse modo, o
chumbo pode se ligar a enzimas que possuem o grupo sufidril e podem causar a
inativagdo de antioxidantes, como a glutadiona que possui o composto tiol (Lynes
et al., 2007). Por isso, a concentracdo sanguinea de glutationa encontra-se
reduzida em animais experimentais e humanos expostos ao metal (Patrick, 2006).

Alteragbes na biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) também parecem
estar envolvidas na patogénese da hipertensdo arterial. A redugdo da
biodisponibilidade de NO é demonstrada em modelos experimentais de animais
tratados cronicamente com acetato de chumbo (Vaziri et al., 1997, 1999; Ding et
al., 1998; Carmignani, et al., 2000). Um dos principais mecanismos envolvidos na
reducdo na biodisponibilidade de NO, é o aumento dos niveis de anion
superéxido. Nesta situagdo o NO reage com o anion superoxido, formando o

peréxinitrito (ONOQO), um agente oxidante. Neste contexto, a produ¢cdo de EROs
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e a redugdo da biodisponibilidade de NO estdo envolvidas na génese e
manutencado da hipertensao arterial em modelos animais e populagdes humanas
expostas ao chumbo (Patrick, 2006; Vaziri & Gonick, 2008).

Outro mecanismo especulativo, pelo qual o chumbo pode alterar a pressao
arterial, consiste em sua interferéncia, direta ou indireta, na homeostasia do
calcio. De maneira indireta, pelo aumento da producao de radicais livres, visto que
as EROs, principalmente o radical hidroxila, sdo capazes de aumentar a [Ca+2]
citosélica em varios tipos celulares (Dreher & Jundon, 1995). De forma direta, o
chumbo reduz, competitivamente, com a absor¢cao de minerais (Ercal et al, 2001).
Valencia et al, (2001) sugere que o chumbo possua a capacidade de substituir o
calcio e mimetizar os efeitos deste ion na contratilidade do musculo liso (Valencia
et al, 2001).

A exposicdo ao chumbo pode desencadear outros acometimentos
cardiovasculares. Prentice & Kopp (1985), por exemplo, mostraram que os
coragdes de ratos perfundidos com 30uM de chumbo apresentaram redugao do
fluxo coronariano em relagao ao grupo nao tratado.

Estudo prévio do nosso laboratério mostrou que a exposicdo aguda ao
acetato de chumbo (100 pM) reduziu o desenvolvimento da for¢a isométrica,
tensdo tetanica e da atividade da ATPase miosinica em tiras de ventriculo direito
de ratos (Vassallo et al., 2008). Fiorese e colaboradores (2008) avaliaram a
contratilidade miocardica em musculos papilares de VE antes e apds a exposigao
aguda ao acetato de chumbo (8 pM). Os resultados demonstraram efeito
inotropico positivo provocado pela exposigao aguda ao chumbo (a forga contratil e
sua derivada temporal positiva incrementaram em cerca de 10% e 30%,
respectivamente). Apés 1 hora de exposi¢gdo ao metal, os musculos papilares
mostraram-se hiperreativos ao uso de um agonista -adrenérgico. Além disso, as
medidas bioquimicas evidenciaram que o chumbo aumentou a atividade ATPasica
da NKA (aproximadamente em 140%) e da miosina ( aproximadamente em 30%)
em relagdo ao controle. A divergéncia desses resultados provavelmente deve-se
a diferenga de concentragao de chumbo utilizada em cada estudo.

A reatividade vascular também pode ser alterada pela exposi¢cao desse
metal pesado. Webb et al. (1981), por exemplo, observaram aumento da forga
contratil na presenca de norepinefrina e metoxamina no leito vascular de ratos

tratados com 100 yM de acetato de chumbo em relagcdo ao grupo controle.
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Corroborando com este achado, Silveira et al. (2010), mostraram aumento da
reatividade a FE no leito vascular caudal de ratos apoés perfusdo com 100 uM de
acetato de chumbo.

Estudos de exposigao aguda (Marques et al., 2001) e cronica (Karimi et al.,
2002; Heydarry et al., 2006) com acetato de chumbo em anéis de aorta tém sido
amplamente descritos na comunidade cientifica. Alguns autores relatam que este
metal pode aumentar (Grrizzo et al., 2008; Heydari et al., 2006; Karimi et al.,
2002) ou diminuir (Zhang et al., 2009) a reatividade vascular. Estes resultados
controversos podem estar relacionados com forma, concentracdo e o tempo de
exposi¢ao ao metal.

Apesar de varios estudos apontarem a exposi¢gdao ao chumbo como fator de
risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares os mecanismos pelos
quais esse metal promove dano cardiovascular precisam ser melhores
esclarecidos. No entanto, ainda s&o necessarios estudos para determinar: as
concentragdes sanguineas envolvidas no aumento da pressao arterial; as
diferencas entre os efeitos das exposigdes agudas e crbnicas; os mecanismos
pelos quais o chumbo provoca estas alteragdes; se a magnitude da associagéo &
diferente entre crianga e adulto; e se ha grupos populacionais vulneraveis.

Para melhor compreender os efeitos da exposicdo ao chumbo nos vasos
sanguineos, € necessaria uma breve revisdo sobre: hipertensao arterial, musculo
liso, endotélio vascular e das substancias liberadas por este ultimo, que

participam na regulagdo do ténus vascular.

1.2 HIPERTENSAO ARTERIAL

A elevagcdo da pressao arterial (PA) representa um fator de risco
independente, linear e continuo para doenga cardiovascular. A hipertensao
arterial (HA) € um importante problema de saude publica, pois apresenta custos
meédicos e socioecondmicos elevados, decorrentes principalmente das suas
complicagdes, tais como: doenga cerebrovascular, doenga arterial coronariana,
insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal cronica e doenga vascular periférica
(Macmahon, 1995; Pimenta &Oparil, 2010).
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A Hipertensao arterial afeta 30% da populagcdo mundial, sendo que 95%
dos casos sao caracterizadas como hipertensao primaria, na qual ndo se encontra
uma causa especifica. The Third National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES 2005-2006) estima que 25% da populagdo dos Estados Unidos
com 20 anos ou mais apresentam pré-hipertensdao e que 73,6 milhdes de
americanos sao hipertensos (Pimenta &Oparil, 2010).

Segundo a VI Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial, no Brasil, em 2007,
29,4% dos O6bitos foram decorrentes de doengas cardiovasculares. A principal
causa de morte em todas as regides do nosso pais é o acidente vascular cerebral,
cujo fator de risco principal € a hipertenséao arterial.

No Brasil, individuos com valores menores que 120 mmHg de pressao
arterial sistolica (PAS), e 80 mmHg de pressao arterial diastélica (PAD) séo
considerados normotensos. Individuos com valores entre 130-139 mmHg de PAS
e 85-90mmHg de PAD séao classificados como pré-hipertensos e valores acima
destes ultimos descritos indicam hipertensédo arterial (VI Diretriz Brasileira de
Hipertensao Arterial).

A hipertensdo primaria € uma entidade clinica multifatorial. Dentre os
fatores que contribuem para sua génese e/ou manutencédo estédo incluidos: os
fatores intrinsecos e extrinsecos. Entre os fatores intrinsecos, incluem-se
alteragdes funcionais do sistema-renina-angiotensina, aumento da atividade
simpatica, resisténcia a insulina, hereditariedade (Harrap, 1994); modificacdes
dos parédmetros hemodindmicos (alteragdes no débito cardiaco e na resisténcia
vascular periférica) (Folkow, 1982); e raca (Freis, 1973). Quanto aos fatores
extrinsecos pode-se citar: obesidade, sedentarismo, consumo de alcool,
tabagismo e aumento do consumo de sal (Bakris & Mesah, 2002) e a exposi¢éo a
metais pesados como o chumbo (Vaziri et al., 1997, 1999), mercurio (Vassallo et
al., 1999; Cunha et al., 2000) e cadmio (Massé et al., 2007; Gonick, 2008).

A PA esta intimamente relacionada com o débito cardiaco (DC) e com a
resisténcia vascular periférica (RVP), ou seja, PA= DC x RVP. Assim, fatores
capazes de modificar o DC e a RVP, alteram a PA (Folkow, 1982).

A RVP depende de fatores neurais, humorais, estruturais e funcionais do
sistema cardiovascular. Dentre as alteragbes funcionais que podem aumentar a
resisténcia vascular, incluem-se o aumento de calcio intracelular, que promove

aumento da reatividade do musculo liso vascular aos agentes vasoconstrictores
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(agonistas a4 adrenérgicos, fenilefrina e noradrenalina) (Horowitz et al., 1996).
Além destes € possivel citar, o aumento da atividade simpatica, aumento da
sensibilidade as proteinas contrateis, aumento da permeabilidade ao ion Ca*?
modificacdes na atividade da bomba de Ca*? sensivel ao ATP (Ca*? ATPase) na
membrana plasmatica e no reticulo sarcoplasmatico, e na atividade da bomba de
sédio potassio sensivel ao ATP (NKA) (Folkow, 1982; Bohr & Webb, 1984; Marin,
1993).

O musculo liso e o endotélio vascular também participam da regulagao da
PA. O primeiro através do tonus vascular e o segundo, através da liberagdo de
substéncias vasodilatadoras e vasoconstrictoras, que regulam este tonus vascular
e o crescimento do musculo liso. Acredita-se que a hipertensdo arterial é
acompanhada por mudangas na fungdo das células endoteliais. Sendo assim, a
disfungdo endotelial parece contribuir para manutengcdo do aumento de
resisténcia vascular, favorecendo o processo hipertensivo (Cannon Ill, 1998;
Triggle et al., 2003; Kolluru et al., 2010).

1.3 MUSCULO LISO VASCULAR

O ténus do musculo liso vascular € um fator determinante de resisténcia
vascular. A regulagdo deste é realizada pelos fatores derivados do endotélio,
pressdo sanguinea, inervagao e por estimulos hormonais. Para deflagrar a sua
contragdo, as células musculares lisas vasculares requerem um aumento na
concentracao de Ca*? citoplasmatico. Este aumento pode resultar tanto do influxo
do Ca* através de canais especificos da membrana citoplasmatica, quanto de
liberacdo dos estoques intracelulares, como o reticulo sarcoplasmatico. Deste
modo, a oferta do Ca*? & maquinaria contratil serd aumentada (Lincoln et al.,
2001).

Marques et al., (2001), demonstraram que o tratamento cronico com
acetato de chumbo alterou o musculo liso vascular e o endotélio vascular. Estas
alteracdes parecem ser decorrentes da redugao da biodisponibilidade de NO e a

producao de radicais livres. Para compreender os efeitos do chumbo no sistema
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cardiovascular é essencial o conhecimento do endotélio e das vias que participam

do controle do ténus vascular (Marques et al., 2001; Silveira et al., 2010).

1.4 ENDOTELIO VASCULAR

Em 1977, Moncada e colaboradores publicaram a primeira indicagdo de
que o endotélio possuia fundamental importancia no controle do ténus vascular,
através da produgéo de substancias vasoativas. Em 1980, Furchgott e Zawadzki
demonstraram em preparacédo experimental de aorta de coelhos, o papel que as
células endoteliais desempenham no relaxamento vascular em resposta a
efetores, como a acetilcolina. Postulou-se assim a existéncia de um fator de
relaxamento vascular derivado do endotélio. Em 1987, outro grupo de
pesquisadores, liderados por Palmer, demonstrou que o fator de relaxamento
derivado do endotélio era o 6xido nitrico (NO).

O endotélio €& constituido por uma camada de tecido pavimentoso
localizada entre o sangue o musculo liso vascular, servindo como uma barreira
semi-permeavel, regulando o fluxo de nutrientes e substancias. Além disso, o
endotélio é fundamental no controle do tonus vascular por liberar varios fatores
que modulam a contratilidade e o relaxamento do musculo liso vascular (Triggle,
2003; Kolluru et al., 2010).

As células endoteliais sintetizam e liberam fatores que regulam a
angiogénese, as respostas inflamatérias e o ténus vascular. E responsavel
também pela manutencdo do balango entre a promocdo e a inibicdo da
proliferagdo e migracédo das células do musculo liso vascular, além de prevenir a
agregacao plaquetaria e a trombose (Féletou & Vanhoutte, 2009).

Os principais fatores relaxantes do endotélio sao: éxido nitrico (NO), fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Furchogott & Zawadski, 1980) e a
prostaciclina (Moncada et al.,1977). Dentre os fatores contrateis, os principais
sdo: a angiotensina Il (Skeegs et al., 1954), endotelina-1 (ET-1) (Yanagiswa et al.,
1988), anion superoxido (Rubany & Vanhoutte, 1986) e derivados da via do acido

araquiddnico, o tromboxano (TXA;) e as prostaciclinas H, e Fo- (PGH; e PG Fy-)
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(Frolich & Fortermann, 1989). O equilibrio na producdo desses mediadores é
importante para regulagao do ténus vascular.

1.4.1 Fatores Relaxantes derivados do Endotélio

1.4.1.1 Oxido Nitrico

Furchgott e Zawadziki, em 1980, mostraram que o endotélio liberava um
fator vasodilatador capaz de modular o tdnus vascular, o qual denominou de fator
de relaxamento derivado do endotélio (EDHF). Em 1987, Palmer e colaboradores
demonstraram que o EDHF era o 6xido nitrico (NO). O NO é um radical livre
inorganico altamente reativo, em estado gasoso, o que o permite difundir
facilmente pelas membranas celulares promovendo vasodilatagdo. Dentre os
componentes vasodilatadores do endotélio, o NO é um dos mais importantes
participantes, sendo um componente fundamental na manutengdo da homeostase
dos vasos, incluindo a modulagao do tdnus vascular através do seu potente efeito
vasodilatador. Este radical livre esta envolvido regulacdo do crescimento celular,
além de possuir agdo inibitoria sobre a adesao e agregacgao plaquetaria (Moncada
et al., 19991; Cannon lll, 1998) (Figura 1).
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Figura 1: Efeitos NO endotelial. A estimulacdo de receptores endoteliais e o estresse de
cisalhamento estimulam a produgédo do NO, o qual age na propria célula endotelial ou em células
adjacentes, como as células musculares lisas, leucécitos e plaquetas encontrados na corrente
sanguinea, resultando em numerosos efeitos envolvidos na homeostase vascular. (modificado de
Rattmann, 2009).

O NO é produzido nas células endoteliais a partir da oxidacdo do
aminoacido L-arginina, que é transformado entdo em NO e L-citrulina por agéo
das enzimas oOxido nitrico sintases (NOS) (Palmer et al., 1987; Moncada et al.,
1991; 2003; Michel & Vanhoutte., 2010). Para gerar NO é

necessaria a presenga de L-arginina, oxigénio, NAD(P)H (adenina dinucleotideo

Triggle et al,

fosfato), agrupamento heme e tetrahidrobipterina (BH4) (Andrew & Mayer, 1999).
A produgdo de NO é estimulada pelas catecolaminas, serotonina, bradicinina,
histamina, adenosina difosfato (ADP), substancia P, agregacao plaquetaria,
angiotensina |l e forcas mecanicas como o estresse de cisalhamento (Palmer et
al., 1987; Moncada et al., 1991; Andrew & Mayer, 1999).

Existem trés diferentes isoformas de NOS que podem ser divididas em
duas classes funcionais. Uma classe é a constitutiva e inclui a isoforma endotelial

(eNOS), e uma neuronal encontrada no sistema nervoso central e periférico
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(nNOS). Estas s&o duas isoformas constitutivas dependentes do complexo
Ca*?/calmodulina, produzindo NO em episddios curtos e em baixas concentragdes
para finalidades fisioldgicas (Andrew & Mayer, 1999).

A isoforma endotelial de NOS (eNOS) é a principal fonte de NO nos vasos.
Encontra-se na forma de dimero, e € constituida por dois mondmeros idénticos de
134kDa. Localiza-se no complexo de Golgi, membrana plasmatica, e nas
cavélolas plasmalemais (Fleming & Busse, 1999). A eNOS é somente ativada na
sua forma dimerizada. A dimerizagao da eNOS ¢é dada através do agrupamento
heme. A formacdo deste dimero torna possivel sua ligagdo com a
tetrahidrobiopterina (BH,4), o que proporciona a sua estabilidade (Forstermann et
al., 1994; Andrew & Mayer., 1999; McCabe et al., 2000). Dentre os mecanismos
que regulam a atividade da eNOS, podemos destacar mudancas no nivel de Ca*?
intracelular, associagdo do complexo Ca*®/ calmodulina e mudancas
intracelulares do pH (Fleming & Busse., 1999).

A quantidade de NO produzida pela eNOS pode ser modulada pela sua
fosforilagdo. Estudos prévios indicam um papel importante da fosforilacdo da
eNOS na regulagdo de sua atividade e produgdo de NO (Michel et al., 1993;
Dimmeler et al., 1999; Fleming & Busse 2003; Kolluru et al., 2010; Michel &
Vanhoutte, 2010; Wang et al., 2010). Esta enzima pode ser fosforilada nos
residuos serina, treonina e tirosina. Dois aminoacidos parecem ser importantes
para regulacao da atividade da eNOS, um residuo serina no dominio redutase

"7 e na eNOS bovina - Ser''®) e um

residuo treonina (na sequéncia da eNOS humana - Thr*®

Thr*®") (Fleming et al., 2003; Kolluru et al., 2010 ; Michel & Vanhoutte, 2010).
1177

(na sequéncia da eNOS humana - Ser
e na eNOS bovina —
Em células endoteliais ndo estimuladas, a Ser encontra-se nao
fosforilada, no entanto, esta serina pode ser fosforilada apos o estresse de
cisalhamento, pelo estrogénio, fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
insulina, ou bradicinina (Dimmeler et al. 1999; Fleming & Busse., 2003).
Dependendo do estimulo, algumas quinases estdo envolvidas nesse processo. O
estresse de cisalhamento, por exemplo, pode gerar a fosforilagdo da Ser'"”’
através da ativacdo da proteina serina treonina quinase (Akt) e também da PKA
(Dimmeler et al. 1999; Fleming & Busse, 2003). O estrogenio e o VEGF
fosforilam principalmente a eNOS via Akt. Ja a insulina parece ativar ambas as

vias da Akt e da proteina quinase ativada pelo AMPc (AMPK), enquanto que a
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fosforilacdo da Ser'”’

induzida pela bradicinina é mediada pela quinase I
dependente da calmodulina (CaMKII).( Fleming & Busse, 2003). O residuo
Ser"”” | quando fosforilado, aumenta a atividade da enzima e a produgdo de NO
(Michel et al., 1993; Dimmeler et al.,, 1999; McCabe et al., 2000; Fleming &
Busse, 2003).

O residuo Thr*®® tem papel inibitorio da atividade da eNOS e quando
fosforilado inibe a ligagdo da calmodulina ao seu dominio nas células endoteliais
(Fleming et al., 2003) A quinase envolvida na fosforilagdo do residuo de Thr *%°
da eNOS ¢ a PKC. (Fleming & Busse, 2003).

A outra classe de NOS é formada pela isoforma induzivel (iINOS), um
dimero composto por dois monémeros de 130 kDa. Esta isoforma é regulada em
nivel transcriptional e a sua ativagdo € independente da interagdo
Ca*?/calmodulina. Quando sintetizada, na presenga -arginina e NADPH, a iNOS
ira gerar NO por todo o tempo durante o qual a enzima permanecer ativada e em
altas concentragdes para garantir as atividades antimicrobiana, citostatica e
imunoregulatéria  (Forstermann et al., 1994; Andrew & Mayer, 1999). Em
situagdes fisiologicas, a expressdo da iNOS n&o tem grande impacto sobre o
sistema cardiovascular. Entretanto, o aumento de sua expressdo pode ser
induzida em resposta a citocinas e outros mediadores infamatérios (Alvaréz et al.,
2008; Sun et al., 2010).

O NO, produzido pelas células endoteliais se difunde rapidamente para as
células musculares lisas onde ativa a enzima guanilato ciclase soluvel. Quando
ativada, esta enzima promove a formacdo de monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP). O aumento da concentragéao de
GMPc leva a ativagdo da proteina quinase G (PKG), que atua por diversos
mecanismos, promovendo o relaxamento da musculatura lisa vascular (Moncada
etal., 1991., Cannon lll., 1998).

A PKG ativa canais para K* dependentes de Ca*?, inibindo assim a entrada
de Ca*? do contelido extracelular pelos canais de calcio dependentes de
voltagem, hiperpolarizando a membrana. Esta proteina quinase pode atuar
também no reticulo sarcoplasmatico (SERCA) estimulando a recaptagdo do Ca*?,
na fosforilacdo da cadeia leve da miosina, tornando-a menos sensivel aos ions
Ca*? e no trocador Na*/Ca*? (estimulando a saida de Ca*?) (Lincoln et al., 2001).

O NO promove ainda a ativagdo direta de canais de K', levando a
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hiperpolarizagdo da célula muscular lisa (Bolontina et al.,1994; Félétou &
Vanhoutte, 1999, 2010; Triggle et al., 2003). Todos estes mecanismos contribuem
para a diminuicao da Ca*? intracelular, e consequentemente no relaxamento do
musculo liso vascular (Moncada et al., 1991., Cannon IllI, 1998; Lincoln et al.,
2001;Triggle et al., 2003 ).

Os efeitos mediados pelo NO dependem da expressdao da NOS, da
biodisponibilidade de fatores que regulam a atividade da NOS e das espécies
reativas de oxigénio. Existem varios co-fatores que afetam a sintese do NO,
dentre eles a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida —
NAD(P)H), tetrahidrobiopterina (BH,), flavina adenina dinucleotidio (FAD) e flavina
mononucleotidio (FMN) (Palmer et al., 1987; Moncada et al., 1991).

A BH4 é um co-fator essencial para NOS, capaz de exercer importante
efeito na fungdo da NOS, incluindo a estabilizagdo de sua estrutura dimérica. A
atividade funcional do dimero da eNOS ¢ dependente do numero de moléculas de
BH,4 a ela ligada. A BH4 tem um papel decisivo para o transporte de elétrons
durante a formagao do NO. Uma disponibilidade limitada de BH4 para a NOS
resultara em desacoplamento da NOS e aumento na produgcdo dos anions
superoéxido (Stroes et al., 1998; Frostermann & Munzel, 2006; Takaya et al., 2007;
Charttejee & Catravas, 2008).

A reducao da biodisponibilidade de NO é considerado como um dos mais
importantes fatores associados com doencga vascular (Stroes et al., 1998; Kerr et
al., 1999; Frostermann & Munzel, 2006). Um dos principais mecanismos
envolvidos na reduc¢do na biodisponibilidade de NO, é o aumento dos niveis de
anion superoéxido. Nesta situagdo, o NO reage com o anion superoxido, formando
o peroxinitrito (ONOQ"). Esta reagao € mais rapida do que a interagdo do NO com
SOD, contribuindo com a formacdo de um agente oxidante e na diminuicdo da
biodisponibilidade de NO (Stroes et al., 1998; Frostermann & Munzel, 2006;
Takaya et al., 2007).

Estudos prévios demonstram que a exposicdo crbnica ao acetato de
chumbo induz a disfungdo endotelial e reduz a biodisponibilidade de NO devido
ao aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) (Ding et al., 1998; Vaziri et
al., 1999; 2001).
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1.4.1.2 Prostaciclinas

Moncada et al. (1977) identificaram a prostaciclina (PGl;), o principal
metabdlito do acido araquiddnico produzido pela ciclooxigenase em células
endoteliais (Félétou & Vanhoutte, 2006, 2010). Assim, o acido araquiddnico sob
agao da COX é convertido a prostaglandina G, (PGG;) e sequencialmente em
prostaglandina H, (PGH,). Este metabdlito € um potente vasodilatador, inibidor de
agregacao plaquetaria, adesdo de leucocitos e proliferagdo do musculo liso
vascular (Kawabe et al., 2010). A PGH, através de a¢des da enzima prostaciclina
sintase sera convertida em PGI, (Antman et al., 2005).

A atividade PGl, depende dos receptores especificos acoplados a proteina
G no musculo liso vascular. Assim, o acoplamento da PGl, com seu receptor
preferencial, o receptor de prostaciclina (IR), ativara a adenilato ciclase, e
consequentemente, o AMPc (monofosfato ciclico de adenosina) (Félétou &
Vanhoutte, 2006, 2009). Esta interacdo também pode estimular a proteina
quinase dependente de AMPc (AMPK), no musculo liso vascular. Essa proteina
quinase pode atuar abrindo canais para K* sensiveis ao ATP, hiperpolarizando as
células do musculo liso vascular e estimulando a saida de Ca* do citosol,
diminuindo a oferta deste ion a maquinaria contratil. Estes fatos contribuem para
relaxamento vascular (Davidge, 2001; Kawabe et al., 2010).

A PGI, apresenta efeito protetor no processo aterogénico limitando a
ativacdo plaquetaria, adesdo de leucocitos no endotélio e no musculo liso
vascular (Kawabe et al., 2010). A diminuicdo da sintese PGl induziu hipertens&o
e esclerose arterial em modelos experimentais (Radomski et al., 1987; Félétou &
Vanhoutte, 2009).

1.4.1.3 Fator Hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)

O endotélio controla o tonus vascular ndo somente pela liberagdo de NO e
prostaciclina, mas também por outra via causando hiperpolarizagcao das células

do musculo liso vascular através de fatores hiperpolarizantes derivados do
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endotélio (EDHFs) (Félétou & Vanhoutte, 1999). A hiperpolarizagdo de células do
musculo liso vascular foi demonstrada por Bolton et al. (1984) através de um
agonista muscarinico. Posteriormente, este fendbmeno foi confirmado em vasos de
diferentes espécies (Félétou & Vanhoutte, 1985; 1988). A contribuicdo de EDHF
para a vasodilatacdo dependente do endotélio € maior nos vasos sanguineos de
resisténcia do que nos vasos de condutancia (Urakami-Harasawa et al., 1997).

A natureza quimica deste fator endotelial ainda suscita varias
interrogagcdes. A vasodilatagdo induzida por este composto ocorre com
participagcédo ativa dos canais de potassio presentes nas células do musculo liso
vascular. Em geral, as respostas mediadas pelos EDHFs envolvem o aumento de
Ca*? intracelular, que ao ser liberado, induz vasodilatacdo por meio da abertura
de canais para potassio ativados por Ca*. Assim, a hiperpolarizagdo endotelial é
transmitida para o musculo liso vascular através do acoplamento elétrico direto
das jungbes comunicantes (gap junctions) ou pela ativagdo da NKA do musculo
liso vascular (Félétou & Vanhoutte, 2006, 2009).

Os canais para K' expressos no endotélio e musculo liso vascular
contribuem para a manuteng¢ao do potencial de membrana, através do efluxo de
K*, resultando em hiperpolarizacdo da membrana. Esse efeito é seguido do
fechamento de canais para Ca** voltagem dependente e, desta forma, da reducgao
da entrada de Ca*' e consequente vasodilatacdo. Desse modo, a inibicdo desses
canais para K* levam a despolariza¢cdo da membrana e a vasoconstricdo. Quatro
subtipos de canais para K' foram identificados e sdo os responséaveis por
executar esta fungdo: os canais para K voltagem dependentes (K,); os canais
para K retificador (Kj); os canais para K sensiveis ao ATP (Katp) € 0s canais
para K™ ativados por alteracdes de Ca*? intracelular, que podem ser subdivididos
em: canais para K* de larga condutancia ativados por alteracdes de Ca*?
intracelular (BKc,); os canais para K* de intermediaria condutancia ativados por
alteracdes de Ca* intracelular (IKca); os canais para K* de baixa condutancia
ativados por alteragées de Ca*? intracelular (SKca); (Nelson & Quayle, 1995;
Ledoux et al., 2006; Félétou & Vanhoutte, 2006, 2009).

Outras substancias hiperpolarizantes derivadas do endotélio, além do NO e
da PGIl, foram identificadas e atuam através do estimulo destes canais:
metabdlitos da via do acido araquiddnico-lipogenases; produtos da via do acido

araquiddnico- citocromo P450 (acidos epoxieicosatriendicos, EETs), peptideo
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natriurético tipo C, H20, (Félétou & Vanhoutte, 2006, 2010) e outros mediadores
gasosos (CO, H,S) (Félétou & Vanhoutte, 2010).

Os fatores responsaveis pela hiperpolarizagado atribuida ao EDHFs sao
secretados apos a ativagédo dos receptores agonistas como a acetilcolina (ACh), a
substéancia P(SP), a bradicinina (BK) e o ATP (Figura 2). Além disso, a forgca de
cisalhamento, exercida pelo sangue sobre o endotélio vascular, € capaz de induzir
uma vasodilatagdo pelo aumento da secre¢éo do NO, do EDHF e da prostaciclina.
Estas respostas mediadas pelos EDHFs podem ser alteradas em diversas
condigdes patologicas, como na hipertensdo arterial, aterosclerose e diabetes
mellitus (Triggle et al., 2003; Félétou & Vanhoutte, 2010).

ACh, S.P, BK, ATP
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Figura 2: Fatores vasodilatadores produzidos pelo endotélio vascular. Sao trés as principais vias
endoteliais que geram a vasodilatagao: a via da prostaciclina (PGI2), a via de produgao do 6xido
nitrico (NO) pela enzima eNOS, e a via do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF).
Dependendo do tipo de vaso, todas estas vias podem ser ativadas apds a estimulagao de
receptores das células endoteliais em cuja via de sinalizagdo ocorra o aumento da concentragédo
intracelular do Ca*"* Dentre os agonistas pode-se citar a acetilcolina (ACh), substancia P (SP),
bradicinina (BK), e adenosina trifosfato (ATP). Apds a liberagdo pelas células endoteliais, estes
mediadores exercem suas agdes nas células musculares lisas, através da produgéo dos segundo
mensageiros AMPc ou GMPc, ou ainda através da hiperpolarizagdo. (modificado de Rattmann,
2009).
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1.4.2. Fatores contrateis derivado do endotélio

1.4.2.1 Prostaglandinas vasoconstrictoras

As prostaglandinas (PGs) sdo também denominadas de eicosandides por
serem derivados de acidos graxos insaturados de 20 carbonos. Estas substancias
sdo importantes moduladores do ténus vascular tanto em condi¢des fisioldgicas
como patoldgicas (Frolich & Fortermann, 1989). A producgéo destes ecosandides é
regulada pela disponibilidade do acido araquiddnico e pela atividade da sintase da
prostaglandina H (PGHS) (Davdge, 2001).

O acido araquidonico é formado por fosfolipideos da membrana através da
agao da enzima fosfolipase A, (PLA2). Uma vez liberado, o acido araquidénico
pode ser metabolizado pela ciclooxigenase (COX) e, posteriormente convertido
em PGH; pelas sintase prostaglandinas H (PGHS). A PGH; é a precursora das
demais prostaglandinas e possui atividade direta sobre o musculo liso vascular,
promovendo vasoconstricdo. Por acido de sintases especificas, PGH; é convertida
em prostaglandina E; (PGEy), prostaglandina I2(PGl), prostaglandina D, (PD>),
prostaglandina F,  (PGF; ), tromboxano (TXA;). As PGF;, e TXA, sao
substancias vasoconstritoras enquanto as demais sdo vasodilatadoras (Mardini &
FitzGerald, 2001).

Nos anos 90, duas isoformas da ciclooxigenase (COX) foram identificadas,
a do tipo 1 (COX-1) e do tipo 2 (COX-2). A COX-1 é a isoforma constitutiva,
expressa em varios tecidos e esta relacionada com as fungdes fisiologicas. A
COX-2 é a isoforma induzida pelas citocinas, fatores mitogénicos e por estimulos
pro- inflamatérios em varios tipos de células. A expressdo da COX-2 esta
relacionada com processos inflamatérios e ao estresse de cisalhamento (shear
stress) (Antman et al., 2009).

O TXA, é o maior produto vasoconstritor derivado da ciclooxigenase. A
PGF, e o TXA; estimulam a atividade contratil do musculo liso vascular através
do acoplamento com receptores especificos. Esta interacéo levara ao aumento de
calcio intracelular e a maior sensibilidade as proteinas contrateis. As demais

prostaciclinas, ao se acoplarem com seus receptores especificos, estimulam a
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adenilato ciclase, promovendo aumento do AMPc e o relaxamento do musculo
liso vascular (Luscher et al., 1994; Davdge , 2001).

A participagdo da COX é importante na manutencéo do ténus vascular.
Entretanto, um desequilibrio na formagao destes prostandides pode contribuir na
fisiopatologia de varias doengas que cursam com processo inflamatério, como a
hipertensao arterial, arteriosclerose e diabetes Mellitus (Davdge, 2001). Alvaréz et
al. (2005) demonstraram aumento da expressdo da COX-2 em modelos
experimentais de hipertensao.

O efeito do acetato de chumbo interfere no metabolismo do acido
araquidénico (Grizzo et al., 2008; Courtois et al., 2003; Karimi et al., 2002). Estudo
prévio em nosso laboratério mostrou o envolvimento de prostandides
vasoconstrictores derivados da COX no leito arterial caudal de ratos perfundidos
com acetato de chumbo (100 pM) (Silveira et al., 2010). O efeito deste metal
sobre a producdo dos prostandides derivados da COX parece contribuir com
aumento da pressao arterial (Grizzo et al., 2008).

1.4.2.2 Endotelina

Em 1988, um potente peptideo derivado das células endoteliais foi
descoberto. A este peptideo denominou-se endotelina (ET) (Yanagisawa et al.,
1988). Além das células endoteliais, as musculares lisas, fibroblastos,
cardiomiécitos, macrofagos e leucécitos também produzem endotelina (ET). Trés
isoformas de endotelina foram identificadas: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2
(ET-2), e endotelina-3 (ET-3). Essas trés isoformas apresentam 21 aminoacidos,
mas diferem em dois e cinco residuos (Luscher et al., 1992; Watts., 2010). A ET-
1 é a principal isoforma encontrada no endotélio e no sistema cardiovascular.
Cada isoforma de ET exerce seu efeito apds unir-se ao seu receptor especifico.
Foram denominados trés tipos de receptores: ETa, ETg, ETc €, através de ensaios
farmacologicos, estes receptores foram divididos em subtipos: ETa1, ETaz
ETg1 ETg2 (Watts, 2010).

O receptor ETao tem maior afinidade com a ET-1 e sdo expressos

principalmente em células musculares lisas, provendo vasoconstricao através da
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ativacdo da fosfolipase C, da proteina quinase (PKC) e do aumento da Ca*?
intracelular, pelos canais de Ca*? dependentes de voltagem. O subtipo ETg tem
afinidade para as trés subunidades de ET e é expresso principalmente em células
endoteliais. Este subtipo de receptor promove vasodilatagdo através da ativagéo
da fosfolipase Az e da guanilato ciclase que estimulam a liberacdo de NO (Luscher
et al., 1992).

Por sua potente acgédo vasoconstritora, acredita-se que a ET-1 esta
associada com a fisiopatologia de multiplas doengas como a hipertenséao arterial,

insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal (Luscher et al., 1992; Watts, 2010)

1.4.2.3 Sistema Renina Angiotensina

O sistema Renina Angiotensina (SRA) foi descrito, em 1898, pelo
fisiologista finlandés Robert Tigerstedt e seu aluno Per Gunnar Bergman, através
da descoberta de um extrato (renina) do cortex renal de ratos, que aumentava a
pressdo sanguinea. Posteriormente, Goldblatt (1934) induziu a hipertensdo em
cachorros por constricdo da artéria renal. Entre 1939 e 1940, Braun Menendez e
Page descobriram a angiotensina. Somente em 1954, Skeggs purificou a
angiotensina e mostrou a existéncia de duas formas, a angiotensina | e Il. Dois
diferentes tipos de sistemas renina-angiotensina foram identificados: o circulante,
descrito desde a decoberta da renina, e o local, descrito mais recentemente e que
parece desempenhar papel importante na homeostase circulatéria. Ainda hoje os
conhecimentos de fisiologia e biologia molecular sobre este sistema continuam
crescendo, todavia muitos estudos sdo necessarios para compreender as fungdes
do SRA circulante e local principalmente nos acometimentos cardiovasculares e
renais (Hall, 2003).

A interagcdo entre os diferentes componentes do sistema renina-
angiotensina-aldosterona determina sua atividade e influencia a regulagdo da
pressao arterial, balango renal de sodio e risco cardiovascular (Crackower et al.,
2002; Lacolly et al., 2009).

Dentre os componentes do SRAA circulante, a angiotensina |l merece

destaque. A cascata de producao deste octapeptideo € de forma ciclica, e advém
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de reacbes ocorridas inicialmente na circulacdo renal e depois na circulagcido
sistémica. Esta via de ativagao se inicia com a liberagdo de renina pelas células
justaglomerulares das arteriolas aferentes renais quando estimuladas por uma
reducado da pressao arterial ou desequilibrio hidro-eletrolitico. Assim, a pré-pré-
renina, um peptideo ndo ativo que se transforma em pro-renina. Posteriormente, a
pré-renina, através da protedlise celular transforma-se em renina. Esta, ao ser
liberada, ira atuar sobre o angiotensinogénio, que sera clivado, gerando a
angiotensina |. Esta, por sua vez, sofrera acdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) no pulmé&o, originando a angiotensina Il (Crackower et al.,
2002; Touyz & Schiffrin, 2000).

A ECA foi primeiramente descrita por Skeggs e colaboradores em 1956.
Esta enzima existe no plasma, como um hormdnio circulante, no interticio e
intracelular. Ela se expressa em diversos tecidos como o endotélio vascular, o
endotélio dos tubulos proximais renais, coragao, pulméo, rim, adrenal, e orgaos
reprodutivos. Seu papel é promover a clivagem dipeptidica carboxi-terminal de
alguns peptidios atuando assim, na regulagcdo do ténus vascular pela conversao
do peptideo inativo angiotensina | em angiotensina Il (vasoconstrictor), além de
inativar a bradicinina (vasodilatadora) e a substancia P (Touyz & Schiffrin, 2000).

Recentemente outra enzima participante deste sistema foi identificada, a
enzima conversora da angiotensina Il (ECA 1l) que cliva tanto a angiotensina |
como a angioensina Il em um metabdlito denominado angiotensina 1-7, este
ultimo com propriedades vasodilatadoras. Deste modo, tanto a ECA | quanto a
ECA |l sdo importantes na regulagao dos niveis de angiotensina (Crackower et al.,
2002).

A angiotensina |l exerce efeitos locais, como nos vasos sanguineos, rins,
coragao e sistema enddcrino. Esta enzima realiza ainda importante papel na
regulacdo da pressao sanguinea (Griedling et al., 1996; Crackower et al., 2002;
Lacolly et al., 2009). Soma-se ao potente efeito vasoconstritor da angiotensina Il,
o estimulo para a liberagdo de catecolaminas das terminagdes nervosas, a
secrecao de aldosterona, redug¢ao da natriurese e diurese (Yamazaki et al., 1996).

Os efeitos da angiotensina Il sobre o organismo sao mediados por
receptores especificos da membrana, principalmente com receptor de
angiotensina do subtipo 1(AT4) e o receptor de angiotensina do subtipo 2 (AT>).

Os receptores AT4 estdo presentes em células lisas musculares e adventicias do
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vaso. Assim, essa enzima exerce efeito predominante no ténus vascular via
interacdo com o receptor AT4 (Griendling et al., 1996 Rajagopalan et al.,1996). Os
receptores AT, sdo expressos durante o desenvolvimento em fetal, entretanto,
esta expressdao é amplamente diminuida apds o nascimento, sendo restrita a
poucos 6rgdos como O cérebro, adrenal, coracdo, endotélio vascular, rins e
ovarios. No coracdo, o receptor AT, esta presente em artérias coronarias,
cardiomiécitos, e no miocardio ventricular. Estudos recentes demonstraram
aumento da expressao do receptor AT, em condi¢cbes patolégicas, como injuria
vascular, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal. O
mecanismo de acao deste receptor esta relacionado a liberagdgo de NO
promovendo relaxamento do musculo liso vascular (Griendling et al., 1996;
Steckelings et al., 2005). Outros subtipos de receptores como AT; e AT, estéo
presentes em nosso organismo, todavia, seus mecanismos de agdes e existéncia
ainda nao foram completamente esclarecidos (Griendling et al., 1996; Wright et
al., 2008).

A unido entre da angiotensina Il com o receptor AT, ativa vias mediadas
por proteinas G, tirosinas-quinases, e tirosina nao quinases. A via mediada pela
proteina G ativa as fosfolipases C (PLC), Az (PLA2), D (PLD) e as lipogenases. A
ativacdo da fosfolipase C (PLC), forma o diacilglicerol (DAG) e o trifosfato de
inositol (IP3). A DAG ativa a PKC que fosforila a bomba de Na*/K*, o trocador
Na‘*/H*, Na*/Ca* aumentando a concentracido de Na® e Ca®" intracelular
promovendo vasoconstricdo. Por sua vez, o IP3 eleva a concentracdo de Ca?*
intracelular culminando em contragdo do musculo liso vascular (Griendling et al.,
1996; Touyz & Schiffrin, 2000; Garrido & Griendling, 2009).

A ativagao da PLA; leva a producao dos prostandides derivados da via da
COX, que participam do controle do tonus através de estimulos vasodilatadores
(PGl, e PGE;) e vasoconstritores (TXA;) (Griendling et al., 1996; Touyz &
Schiffrin, 2000; Beltran et al., 2009). A angiotensina Il ativa também a PLD,
promovendo a hidrélise da fosfatidilcolina em colina e acido fosfatidico que é
convertido em DAG, este estimula e PKC sustentando a contracdo do musculo
liso (Touyz & Schiffrin, 2000). Quando a via das lipooxigenases & ativada ocorre
formacao de leucotrienos, que estdo associados a respostas inflamatérias. Estas
caracteristicas mostram a importédncia da angiotensina |l na manutengdo da

integridade estrutural e funcional da parede dos vasos e o papel que ela exerce
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em doencgas cardiovasculares associadas com a contragdo do musculo liso
vascular, como a hipertensdo (Touyz & Schiffrin, 2000; Garrido & Griendling,
2009).

A estimulagdo da angiotensina Il ao receptor AT1 causa ainda fosforilagao
da tirosina-quinase. Esta ira ativar a PKC e as MAPKs (Mitogen-activaded
protein), influenciando o crescimento e remodelamento vascular (Touyz &
Schiffrin, 2000; Beltran et al., 2009; Garrido & Griendling, 2009), regulando assim
o crescimento celular, apoptose, deposicao da matriz extracelular (Griendling et
al., 1996; Rajagopalan et al.,1996 ; Hannken et al., 1998; Garrido & Griendling,
2009 ).

Recentemente, um novo modelo sinalizador para angiotensina Il tem sido
bem descrito, e este, pode ter importantes implicacbes para os seus efeitos
fisiologicos e fisiopatologicos. Estudo prévio demonstrou que a angiotensina Il
aumentou a liberagcdo de 0," pelo estimulo da atividade da enzima NADPH
oxidase em cultura de células musculares lisas de ratos (Griendling et al., 2000).
Este aumento € maior em células de ratos espontaneamente hipertensos do que
em normotensos (Cruzado et al., 2005). Outros pesquisadores demonstraram que
a hipertensao induzida pela Angiotensina Il esta associada com o aumento de 0y
em ratos Sprague Dawley (Rajagopalan et al.,1996). Em adigdo, Doughan et al. (
2008) mostraram que este peptideo, estimulando a NADPH oxidase, aumentou a
producdo de 0, e ONOO  em células endoteliais adrticas bovinas. Assim,
producao de radicais livres induz efeitos deletérios sobre a fungcdo mitocondrial e
endotelial vascular.

Estudos prévios relacionam a elevagao da pressao arterial em animais
expostos ao chumbo com alteragdes do sistema renina- angiotensina (Boscolo &
Carminghani, 1988; Vaziri et al., 2001; Zhang et al., 2007; Sharifi et al., 2004).

A exposigdo ao chumbo ativa a enzima conversora da angiotensina (ECA)
(Sharifi et al., 2004), aléem de aumentar a atividade plasmatica da renina, por
estimular a sintese e liberagdo da mesma pelo aparelho justaglomerular (Boscolo

& Carmingnani, 1988; Carmingnani et al., 1999).
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1.4.2.4 Espécies reativas de Oxigénio (EROS).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdao metabdlitos do oxigénio que
podem tanto retirar elétrons, doar elétrons ou reagir com outras moléculas. Estas
particulas, formadas por elétrons livres ou n&o pareados, possuem uma
instabilidade elétrica muito grande, e assim, apresentam grande capacidade
reativa. A fim de captar um elétron para sua estabilizacéo, € capaz de reagir com
qualquer composto, seja este uma molécula, célula ou tecido. Por esta
caracteristica, € denominado de substéncia oxidante (Griendlimg & Ushio-Fukai,
2000; Harrison & Gongora, 2009).

A principal fonte geradora de EROs sdo as mitocdndrias, assim, a
formagdo destes metabdlitos pelo organismo em condigdes fisioldgicas é
inevitavel, visto que o processo de respiragao celular ocorre nesta organela (Cai
& Harrinson, 2000). Ademais, as EROs, ndo desencadeiam somente
consequéncias téxicas do metabolismo celular, mas também sao participantes
essenciais na sinalizagdo e na regulagao celular. Estes metabdlitos do oxigénio
participam de vias de sinalizagao intracelular, mudangas de transcricdo génica e
sintese de proteinas (Touyz & Schiffrin, 2000). Em condi¢des fisiologicas a
producdo de EROs e sua eliminagdo estdo sujeitas a um balango na parede
vascular. Todavia, o aumento da atividade de enzimas oxidantes e a diminuicio
da atividade de enzimas antioxidantes levam ao estresse oxidativo (Griendling, et
al., 2000, 2003)..

Um dos mais importantes radicais para a biologia vascular € o anion
superoéxido (O2), o qual é formado pela redugao univalente do oxigénio (Taniyama
& Griendling, 2003; Touyz & Schiffrin, 2004; Harrison & Gongora, 2009). Apesar
do Oy poder diretamente promover alteracdes na funcido vascular, ele também é
fundamental na producdo de outras espécies reativas, como quando ocorre sua
reacdo com o NO, a qual leva a producdo de substancias citotoxicas como o
peroxinitrito (ONOQ") e radicais hidroxila (OH") (Miller et al., 1998; Beal, 2002;
Griedling & FitzGerald, 2003; Taniyama & Griendling, 2003; Cai, 2005). Destas
reacdes pode ocorrer a perda da capacidade vasodilatadora do NO, levando a um
predominio da resposta vasoconstritora dependente do endotélio (Kawashima &
Yokoyama, 2004).
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A dismutacédo do Oy pela superédxido dismutase (SOD), produz o perdxido
de hidrogénio (H202), o qual tém sido convertido enzimaticamente em H,O pela
catalase e glutadiona peroxidase (GPx) (Mcintyre, et al., 1999; Griedling &
FitzGerald, 2003, Taniyama & Griendling, 2003) . O H;O, pode atuar como
segundo mensageiro, mediando respostas que levam o crescimento do musculo
liso vascular, migragdo celular, apoptose e respostas inflamatorias (Griedling &
FitzGerald, 2003; Cai, 2005; Harrison & Gongora, 2009). O H;O, pode ser
também metabolizado pelas mieloperoxidases e formar o acido hipocloroso
(HOCI) ou reagir com metais de transicdo formando o radical hidroxila (OH).
Dentre as EROs, o Oy, ONOO™ e OH" sdo os mais instaveis e reativos, enquanto
H,0O, é a mais estavel (Taniyama & Griendling, 2003).

A formacédo das EROs é mediada por algumas enzimas vasculares que
incluem a NADPH oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, eNOS, isoenzimas
da citocromo P450, lipooxigenase, ciclooxigenase, heme oxigenase e glicose
oxidase (Cai & Harrison, 2000). A principal fonte de EROs no endotélio parece
ser a NADPH oxidases. Estas enzimas utilizam o NADH ou NADPH como
substratos (Cai et al., 2005; Hamilton et al., 2002; Garrido & Griendling, 2009).

A NADPH oxidase é composta por uma membrana integrada, o citocromo
b558, o qual € composto de duas subunidades, uma maior denominada gp91phox
e outra menor p22phox, além das subunidades citosélicas regulatérias p67phox,
p40phox, p47phox e da proteina de baixo peso molecular rac-1 (Griendling, et al.,
2000; Hamilton et al.,, 2002). A subunidade p22phox é descrita como um
componente critico para a geragao vascular de anions superéxido (Mclintyre et al.,
1999). Subunidades homolégas da gp91phox foram descritas, e estas fazem
parte da familia da NOX da NADPH oxidase, que é composta de pela NOX1,
NOX2, NOX3, NOX4, NOX 5, DUOX1 e DUOX2. Estas enzimas tém a
capacidade de transportar elétrons através da membrana plasmatica e gerar
anions superoxidos. A NOX 4 é mais expressa em células endoteliais (Koh et al.,
2009).

As EROs derivadas da NOX, tém sido implicadas em uma variedade de
doencas vasculares, incluindo a hipertensdo. Estes radicais livres derivados da
NOX podem ser produzidos em resposta a Angiotensina Il (Cai, 2005; Koh et al.,
2009). As subunidades da NADPH oxidases estao expressas em varias células,

como as endoteliais, do musculo liso vascular, neutréfilos e fibrobalastos. A
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subunidade gp91phox & mais expressada em fagdcitos, enquanto as outras
subunidades sdo expressas em varios tecidos e estdo relacionadas com
crescimento celular (Griendling & Ushio-Fukai, 2000).

A atividade vascular da NADPH oxidase € regulada pelas citocinas,
horménios e forgas mecéanicas. Além disso, angiotensina |l, trombina, fator
agregacao plaquetaria, fator crescimento tumoral (TGF- []) e os metabdlitos do
acido araquiddnico estao relacionadas com aumento da atividade desta enzima e
consequentemente com a produgédo de radicais livres (Cai et al., 2000; Griendling
et al.,, 2000). Estudos prévios demonstram que angiotensina Il estimula a
producdo de radicais livres através da enzima NADPH do citocromo P-450
oxiredutase (Rajagopalan et al., 1996; Griedling & Ushio-Fukai, 1994; Mcintyre et
al., 1999).

Soma-se a formagdo de EROs a Xantina oxidase, que utiliza a xantina,
hipoxantina ou NADH na geragédo de radicais livres. Em células endoteliais, a
atividade e expressao da xantina oxidase sdo aumentadas pelo interferon (] (Cai
et al., 2000). A NOS e suas isoformas também podem atuar como fonte de EROs.
Na auséncia, ou em baixas concentragdes de seu substrato L-arginina ou do co-
fator BH4 a NOS pode sofrer um desacoplamento, promovendo a formacgao de Oy
(MclIntyre et al., 1999; Kawashima & Yokoyama, 2003; Taniyama & Griendling,
2003). Outra fonte de EROs sado as mieloperoxidases (MPO), que além de
produzir radicais livres, utilizam o NO em suas reacdes, diminuindo a
biodisponibilidade do mesmo e produzindo espécies reativas de nitrogénio
(ERN) (Taniyama & Griendling, 2003).

Dentre principais enzimas antioxidantes vasculares podemos citar. a
catalase, a glutationa peroxidase (GPX), a tiorredoxina redutase e as superéxido
dismutases (SODs). A glutationa peroxidase e a catalase s&o as enzimas
envolvidas na degradagdo do peroxido de hidrogénio. A catalase transforma a
H,O, em H,O e O,. Ja a glutadiona peroxidase transforma o H,O, em agua
(Griendling & Ushio-Fukai, 2000). Outra enzima antioxidante € a familia das
superoxido dismutases (SODs). Esta familia cataliza a reagdo do O, com um
elétron e dois protons formando o Hy0,. Trés isoformas da SOD foram
identificadas, a SOD cobre/zinco (Cu/Zn SOD; SOD1), SOD mitocondrial (Mn
SOD; SOD2) e a SOD extracelular (ECSOD; SOD3). A ECSOD é uma
glicoproteina, produzida em fibroblastos e células gliais, sendo a isoforma mais
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encontrada em vasos (Mclintyre et al., 1999). Em suma, a redugado da atividade
das enzimas antioxidantes resulta em aumento da formacédo de EROs, levando a
acdes danosas aos vasos (Touyz & Schinffrin, 2004).

Muitas fungdes do endotélio e do musculo liso vascular sao afetadas pelas
EROs. No endotélio vascular os radicais livres podem causar diminuicdo da
biodisponibilidade de NO, apoptose, aumento adesdo de mondcitos e
angiogénese. Enquanto no MLV, os radicais livres podem promover crescimento
celular, migracdo de mediadores inflamatérios, desorganizacdo da matriz
extracelular e aumento do tébnus muscular (Taniyama & Griendling, 2003). Todas
estas caracteristicas contribuem para injuria vascular, disfungdo endotelial e
consequentemente para a fisiopatologia da hipertensao arterial (Griendling &
Ushio-Fukai, 1994; Kerr et al., 1999; Cruzado et al., 2005; Touyz & Schinffrin,
2004; 2008). Alguns metais, como o chumbo, podem participar da reagao de
Fenton causando aumento da produgédo de radicais livres (Cai, 2005). Estudos
prévios demonstram a capacidade do chumbo em gerar EROs, e estes dados
estdo associados com a hipertenséo (Vaziri et al., 1997; 1999; Farmand et al.,
2005).

O desequilibrio na producdo dos fatores vasodilatadores e
vasoconstrictores derivados do endotélio promovem alteragbes na fungao
endotelial e aumentam o risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares.
O termo disfuncdo endotelial refere-se a redugdo da produgdo e/ou
biodisponibilidade de substéncias vasodilatadoras, em especial do NO ou o
aumento de substéncias vasoconstritoras (Figura 3) (Cannon Ill, 1998; Triggle,
2003).
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Disfuncdo Endotelial
Células
endoteliais
NO EDHF P6I, P6H, ET-1 TXA; Oy
Células Contragdo
Musculares
lisas

: ]

Desenvolvimento de doengas
cardiovasculares

Figura 3: A disfungéo endotelial: Alteragdo considerada precursora das doengas cardiovasculares
e caracterizada pela redugao da liberagdo dos mediadores vasodilatadores. As flechas pontilhadas
indicam diminuigdo da secregéo, enquanto as flechas espessas indicam aumento da secregao. (
modificado de Rattmann, 2009).

Estudos prévios demonstram que a exposi¢cao crénica ao chumbo promove
disfungdo endotelial em humanos (Ni et al., 2004) e em modelos experimentais
(Marques et al., 2001; Heydari et al., 2006; Silveira et al., 2010).
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1.5 JUSTIFICATIVA

A revisao literaria desenvolvida acima mostra que a exposicdo humana ao
chumbo ocorre principalmente através da fundigdo primaria desse metal,
reciclagem de baterias, industrias de pigmentos, setor eletro-eletrénico (solda e
ligas), exposi¢cao ocupacional e a contaminagao do ar, agua potavel e alimentos
(areas contaminadas). Dessa forma, os individuos estdo expostos continuamente
a baixas concentragbes de chumbo e pouco se sabe sobre seus efeitos no

organismo nos primeiros estagios de exposigao.

A Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) recomenda
segura uma concentragédo sanguinea de chumbo no limite de 60 pug/dL em adultos
ocupacionalmente expostos. No Brasil, o Ministério do Trabalho (1988), através
da NR7, considera que os valores de referéncia de normalidade (valor proximo de
ser encontrado em uma populacdo ndo-exposta ocupacionalmente) e o indice
Biologico Maximo Permitido sdo respectivamente 40 pg/dL e 60 pg/dL. A maioria
dos estudos descritos na comunidade cientifica avalia o efeito téxico do chumbo
em concentragbes proximas as recomendadas pelo Ministério do Trabalho,
todavia, pouca atencdo tem sido dada as agbes deste metal em concentracdes
menores e em fases iniciais do tratamento. Por isso, o objetivo do presente
estudo foi investigar, em uma fase inicial de exposigcdo, os efeitos de baixa
concentracdo de acetato de chumbo sobre o sistema cardiovascular,
especialmente se sob essas condigdes ja poderia ser verificada alguma alteragéo
pressorica e disfuncdo endotelial, como as descritas na literatura através da
exposicao crénica ao metal. Para isto, ratos foram tratados por sete dias com
baixa concentracdo de chumbo, a PAS indireta foi mensurada e a aorta foi

utilizada para investigar os possiveis danos vasculares desse metal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento de sete dias com acetato de chumbo em baixas
concentragbes e em fases iniciais do tratamento sobre a pressdo arterial e a

reatividade vascular em segmentos isolados de aorta toracica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o efeito do acetato de chumbo, em baixa concentracido e nas fases
iniciais de exposicao (sete dias), sobre a medida indireta da presséao arterial sistélica
de ratos acordados.

Verificar se o tratamento por sete dias com acetado de chumbo promove
alteracao na reatividade vascular a fenilefrina;

Avaliar se o chumbo altera a participagcdo endotelial na resposta vascular a
fenilefrina;

Verificar se o chumbo altera o relaxamento vascular dependente e independente
do endotélio;

Estudar participacao do éxido nitrico, da isoforma induzivel de NO, das espécies
reativas do oxigénio, do sistema renina angiotensina, do fator de relaxamento
derivado do endotélio e dos prostandides derivados da COX na reatividade vascular a
fenilefrina.

Analisar se o tratamento de sete dias com acetato de chumbo altera a atividade
plasmatica da enzima conversora de angiotensina e a produg¢ao de anion superoxido;

Avaliar se a exposicdo ao chumbo altera a expressao proteica da isoforma
endotelial de 6xido nitrico, isoforma fosforilada endotelial da sintade do 6xido nitrico
(residuo Ser"""’
AT,.

), isoforma induzivel da sintase do 6xido nitrico, do receptor AT, e
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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 Poés-Graduagdo em Ciéncias
Fisiologicas 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 Experimentagdo e Uso de
Animais da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericérdia de Vitoria
(EMESCAM- CEUA 004/2007).

3.1.1 Modelo Experimental

Os ratos foram divididos de forma aleatéria em dois grupos experimentais:
Controle e Chumbo. Os animais do grupo Chumbo receberam diariamente,
durante sete dias, inje¢des intramusculares (im.) de acetato de chumbo na face
interna das patas traseiras, sendo a primeira dose de 4 pg/ 100g e as doses
subsequentes de 0,05 pg/ 100g/dia. Esta quantidade de chumbo, diluida em um
volume de 20 mL/100g de rato, corresponde ao liquido extracelular, que é de 20%
do peso corporal do animal. Assim, espera-se que a concentragdo sanguinea de
chumbo possa atingir aproximadamente 20 pg/dL. Os animais do grupo Controle
receberam diariamente injegdo im. nas patas traseiras, de solugéo salina durante

os sete dias de tratamento.
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3.1.2.1 Concentragdo sanguinea do chumbo

A concetragdo sanguinea do chumbo foi determinada de acordo com
Sysalova, (1997). Ao final do tratamento, amostras heparinizadas, dos grupos
Chumbo e Controle, foram medidas em duplicata por um espectrofotobmetro de
absorcao atdmica (modelo: AAS5 EA com forno de grafite, Carl Zeiss, Alemanha)
no Centro de Ciéncias Exatas — Departamento de Quimica (Universidade Federal

do Espirito Santo).

3. 2 ANALISE DA MEDIDA INDIRETA DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A medida indireta da pressao arterial sistolica (PAS) foi realizada de acordo
com Bufiag (1973) e modificada segundo Grizzo et al. (2008). As medidas foram
realizadas nos animais dos grupos Controle e Chumbo semanalmente (no tempo
zero e apos sete dias), através de um pletismégrafo de cauda (IITC Life Science—
23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA). Os animais foram previamente
climatizados, durante trés dias antes da mensuragdao, para adptarem-se ao
pletismografo, e desta forma, prevenir alteragées presséricas devido ao estresse

do animal frente ao procedimento. A média de trés medidas foi utilizada.

3.3. METODOLOGIA EMPREGADA PARA OBTENGCAO DOS ANEIS ISOLADOS DE

AORTA TORACICA

Os animais foram anestesiados com Tiopental sédico (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; MgS04.7H,O 1,2; KH,PO4 1,17;
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NaHCOg3; 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.

Apoés a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta toracica foi dividida

em seis segmentos cilindricos de aproximadamente 3,5 a 4 mm de comprimento
(Figura 4).

Figura 4: (A) Aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo solugdo de Krebs, antes da
manipulagéo para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Apds a retirada dos tecidos e sendo
dividida em segmentos cilindricos entre 3-4mm (Angeli, 2009).

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solugcédo 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 tridngulos, foram passados através do lumen dos segmentos de forma
que fiquem paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado a parede do banho e o
outro conectado verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica. Assim,
qualquer alteragdo do diametro do vaso era captada pelo transdutor de forga
(TSD 125) conectado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac
Systems, Inc; Santa Barbara, CA- USA) e este a um computador (Figura 5).
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Figura 5: Preparacéo dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade vascular “in vitro”.
Sistema de aquisicdo de dados Biopac Systems (modificado de Dias, 2007).

Apds a montagem, os anéis aorticos foram submetidos a uma tensao de
repouso de 0,9 a 1,3 gramas, reajustada, quando necessario, durante 45 minutos

de estabilizagao (Figura 6 A).

3.3.1 Avaliacao da reatividade vascular ao cloreto de potassio (KClI)

Apbs o periodo de 45 minutos de estabilizagao, foi administrado ao banho
KCI 75 mM para verificar a atividade contratil do musculo liso vascular induzida
por despolarizagdo. Apds atingirem uma variagdo de um grama de for¢a a partir
do valor basal, estes anéis eram lavados aproximadamente trés vezes com
solugdo de Krebs-Henseleit até retornar a tensado de repouso (Figura 6 B, C).
Assim, os anéis que nao obtiveram tal contracdo foram descartados. Apds 30
minutos de estabilizagdo (Figura 6 D), uma nova dose de KCI (75 mM) era
adicionada ao banho para a aquisicao de uma contragcado maxima do musculo liso
vascular, aferida no periodo de aproximadamente 30 minutos, tempo necessario
para atingir um platé no registro da contracao (Figura 6 E, F). Apos este platd, os
anéis foram novamente lavados trés vezes para atingir o valor basal (0.9 a 1,3
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gramas) e, depois de 30 minutos (Figura 6 G, H), esses anéis foram submetidos a
avaliagao da integridade funcional do endotélio.

3.3.2 Avaliagao da integridade funcional do endotélio

A funcdo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo
agonista muscarinico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraidos
com fenilefrina 10° M. Uma vez atingido o platd, uma dose Unica de acetilcolina
(10° M) foi aplicada (Figura 6 |, J, L). Os anéis que relaxaram menos que 80% do
platd eram descartados. Os anéis sem endotélio relaxaram no maximo 10% ou

até contrairam.
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Figura 6: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso vascular com
KCI e avaliagao da integridade funcional do endotélio. Avaliagdo da viabilidade do musculo liso
vascular com KCI: A) Periodo de estabilizagéo inicial (45 min permanecendo na tensédo de 0.9 a
1,3 g); B) Adigéo de KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solugéo Krebs-Henseleit;
D) Periodo de estabilizagdo (30 min); E) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platé da contragcéo
induzida pelo KCI (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solugdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de
estabilizagdo (30 min). Avaliacdo da integridade funcional do endotélio: |) Pré-contracdo com
fenilefrina (Fe) 10°M; J) Platd da contragdo induzida pela Fe; L) Adigao de acetilcolina (ACh) 10°
°M. O tempo foi registrado em minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forgca em gramas
(9), eixo vertical. (modificado de Dias, 2007).
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3.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a

resposta vasoconstritora a fenilefrina

Apoés a avaliacao da integridade funcional do endotélio, a solugédo nutridora
do banho foi trocada trés vezes para que a tensdo basal fosse restabelecida.
Apos 30 minutos de estabilizacdo e mais 30 minutos de incubagdo com farmacos,
era realizada a curva concentragdo-resposta a fenilefrina (107° a 3x10™* M) de

maneira cumulativa nos dois grupos estudados.

3.4.2 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a

modulagao do endotélio na resposta vasoconstritora a fenilefrina

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 metalicos.
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, apds a pré-contracdo com fenilefrina. A
preparacao foi lavada e, apés 30 minutos de retorno a tensido basal, foram

realizadas curvas concentracdes-resposta a fenilefrina (107° a 3x10™ M).

3.4.3 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo na resposta de

relaxamento dependente do endotélio

A funcao endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo

agonista muscarinico acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis de aorta com endotélio
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foram pré-contraidos com fenilefrina 10° M. Uma vez obtido o platd, foram
realizadas as curvas concentragcido-resposta, cumulativas a acetilcolina (10'11 a
3.10*M).

3.4.4 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo na resposta de
relaxamento independente do endotélio

A avaliacdo da vasodilatacdo ndo 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 seguir,
foram realizadas curvas concentragdo-resposta a esse agonista em

concentracdes de 10" a 3.10* M.

3.4.5 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento por sete dias
com acetato de chumbo sobre a resposta a fenilefrina na aorta

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram
realizados da mesma forma. Apds o teste do endotélio e dos 30 minutos de
estabilizagcdo da preparagao, o farmaco a ser estudado era incubado por trinta
minutos, e, logo apds, realizada a curva concentragao-resposta a fenilefrina (10'10
a 3x10™ M) (Figura 7).
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Figura 7: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubagdo com o farmaco a ser
estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentragao-resposta a FE (10'10 a 3x10°
*M) (Angeli, 2009).

3.4.5.1 Influéncia do tratamento por sete dias com acetato de chumbo na via do

oxido nitrico

Com a finalidade de estudar a participagdo do o6xido nitrico (NO) na
resposta contratil a fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor
nao-seletivo da enzima éxido nitrico sintase (NOS), o N®-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME, 100 pM).

3.4.5.2 Influéncia do tratamento por sete dias com acetato de chumbo na isoforma

induzivel de 6xido nitrico (INOS)

Com a finalidade de estudar a participagao da iINOS na resposta contratil a
fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor ndo seletivo dessa

enzima, a Aminoguanidina (50 pM).
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3.4.5.3 Influéncia do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre os

canais para K*

Com a finalidade de estudar a participacdo do fator hiperpolerizante
derivado do endotélio na resposta contratil induzida pela fenilefrina, os anéis
foram incubados com tetraetilaménio (TEA) (2,0 mM), um inibidor ndo especifico

dos canais para K.

3.4.5.4 Envolvimento da Angiotensina Il local sobre o tratamento por sete dias

com acetato de chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica

Buscando averiguar uma possivel participacdo da via da angiotensina Il
local sobre o tratamento de sete dias com acetato de chumbo na reatividade
vascular a fenilefrina (107° a 3x10* M), foi utilizado o enalapril (10 uM), um
inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA).

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

3.4.5.5 Envolvimento de radicais livres no tratamento por sete dias com acetato
de chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica

Para verificar o envolvimento de EROs sobre o tratamento por sete dias na
resposta contratil a fenilefrina foram utilizados: a apocinina (Apo, 100 yM), um
inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase, ou seja, inibe uma das principais
enzimas formadoras de radicais livres; a superéxido dismutase (SOD, 150 U ml™),
€ um importante anti-oxidante fisiolégico que converte &nion superoxido (02) em

peréxido de hidrogénio (H20,); e a catalase (1000 U/ml), um “varredor” de H,0,.
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3.4.5.6 Envolvimento dos prostandides derivados do acido araquidénico sobre o
tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a resposta contratil a

fenilefrina em aorta toracica

Com a finalidade de estudar a participacéo dos prostandides derivados da
via do acido araquiddnico-ciclooxigenase na resposta contratil induzida pela
fenilefrina, os anéis isolados de aorta foram incubados com indometacina (10 uM),
um inibidor ndo especifico da enzima ciclooxigenase (COX).

Para confirmar a participacdo dos prostandides derivados da COX,
anulando um possivel efeito do NO, os anéis isolados de aorta foram incubados
com indometacina (10 uM) e com L-NAME (100uM).

Foi calculada a diferengca das areas abaixo da curva de fenilefrina em
relacdo a situagcdo controle para analisar o envolvimento dos prostandides
derivados da COX sobre o efeito do tratamento de sete dias com acetato de

chumbo na resposta contratil a fenilefrina.

3.5 ESTUDO DA EXPRESSAO PROTEICA

3.5.1 Western Blot para deteccao da eNOS, p-eNOS, iNOS, e receptor AT, e

AT, em aorta de ratos

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia da
exposicao de sete dias ao chumbo sobre a expressdo protéica da isoforma
endotelial da sintase de 6xido nitrico (eNOS), da isoforma endotelial fosforilada da
sintase de oxido nitrico (p-eNOS), isoforma induzivel de éxido nitrico (INOS) e dos
receptores AT4 e AT, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos
Controle e Chumbo. A expressao protéica de todas as proteinas foi realizada em

condigdes basais (segmentos retirados logo depois do animal ser sacrificado).
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3.5.2 Preparacgao do tecido e quantificagao das proteinas

As amostras foram preparadas utilizando segmentos de aorta toracica de
ambos os grupos. Os anéis da aorta eram congelados com nitrogénio liquido e
mantidos a -80°C até o momento em que foram utilizados. A homogeneizacéo dos
segmentos arteriais congelados foi realizada com homogeneizador de vidro
contendo uma solucdo de Tris HCI 50 mM, NaCl 0,9 M, pH:7,4. Depois de
homogeneizadas as amostras eram centrifugadas (Eppendorf-Neitheier- Hinz
GmbH 22331, Alemanha) durante 10 minutos , 6.000 rpm a 4°C e, em seguida, o
sobrenadante era retirado e feita entdo a quantificacdo protéica (Fotdmetro
Bioquimica, Bio 2000, Brasil) pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Posteriormente, foi calculado o volume necessario para uma carga de 50
Mg de proteina, sendo este volume de amostra misturada, em partes iguais, com
tampao de homogeneizagdo. Aliquotas do homogeneizados foram diluidas em
solugdo de Laemmli 2X (0,5 mM de uréia, 0,17 mM de SDS, 39 yM de ditiodiol,
0,01 M de Tris e azul de bromofenol 0,5%). As amostras depois de preparadas
eram aquecidas a 95°C durante 4 minutos. Para p-eNOS, as amostras ndo foram

aquecidas.

3.5.3 Eletroforese e transferéncia das amostras

As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 7,5% e 10%
para eNOS, p-eNOS, iINOS, receptor AT4 e AT, (1,5 M Tris Hcl pH: 8.8, acrilamida
40%, glicerol 100%, SDS 10%, APS 10% e Temed) previamente imersos em um
tampéao para eletroforese (25mM de Tris HCI, 190 mM de glicina e 0,1% de SDS)
e submetidas a uma corrente constante de 80V por aproximadamente 2 horas e
30 minutos (PowerPac™ HC, BioRad, Singapura). Para p-eNOS, a cuba de
eletroforese foi imersa no gelo. Apos o término da eletroforese, foi feita a
transferéncia elétrica das proteinas para uma membrana de Nitrocelulose
(Amersham, UK) previamente ativada por agua durante 20 segundos. Para a
transferéncia, o gel, a membrana, o papel Whatman foram montados em um

sistema de sanduiche banhados por uma solugao tampao de transferéncia (Tris
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25mM, glicina 190mM, SDS 0.1% e Metanol 20%) a temperatura ambiente
usando um semi-dry (Trans-Blot SD Cell Bio-Rad, USA) com uma corrente de 25

V por 1 hora.

3.5.4 Incubagao com Anticorpos

Ao final da transferéncia, as membranas foram incubadas por 2 horas, a
temperatura ambiente, com solu¢do bloqueante (leite desnatado 5%, Tris HCI 10
mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5) para evitar a unido nao-especifica
com reativos ndo imunoldgicos. Em seguida, as membranas eram incubadas
durante toda a noite a 4 °C, sob agitagdo, em solugdo a 5% de albumina com
tampao TBS-T (Tris HClI 10 mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5)
adicionados aos anticorpos primarios para eNOS (1:250 - Transduction
Laboratories KY), peNOS (1:250—Transduction Laboratories KY), iINOS (1:250 -
transduction Laboratories KY), AT (1:500, Sigma Chemical, CO, St Louis USA),
AT, (1:500, Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, USA) e a-actina (1:5000, Sigma
Chemical, CO, St Louis USA).

Depois disto, as membranas eram lavadas, sob agitagdo, com solugao
TBS-T durante 30 minutos para remocao do excesso do anticorpo primario, sendo
trocada a solugcdo de TBS-T a cada 5 minutos. Posteriormente as membranas
foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundario, Imunoglobulina IgG anti-
camundongo para a eNOS, p-eNOS iNOS e a actina (1:5000, Sigma Chemical,
CO, St Louis USA), Imunoglobulina IgG anti-coelho para o receptor AT e AT,
(1:5000, Santa Cruz Biotechnology, California, USA ).

3.5.5 Deteccao das Proteinas

As proteinas correspondentes a eNOS, p-eNOS, iINOS, receptor AT e AT
e a-actina foram detectadas por uma reacado de quimioluminescéncia por meio da

exposicao da membrana, durante 5 minutos, a um sistema de deteccédo (ELC
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Plus, Amersham™ GE Healthcare, UK). Em seguida, as membranas eram
colocadas em contato com filme fotografico (Hyperfilm, Amersham ™, UK), sendo
as bandas impregnadas e posteriormente reveladas.

A analise densitométrica foi utilizada para quantificar as bandas das
proteinas e, para isto, os flmes com as bandas protéicas impregnadas foram

escaneadas. O programa Image J foi utilizado para analisar as bandas.

&9

3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CONVERSORA DE

ANGIOTENSINA (ECA) PLASMATICA

A atividade da ECA foi medida pelo método Fluorimétrico de acordo com
Oliveira et al (2000). As amostras de plasma em triplicata (3uL) foram incubadas
por 15 minutos a uma temperatura de 37°C com 40uL de “buffer’ contendo o
substrato da ECA, 5 mM Hip-His-Leu (Sigma Chemical) diluido em tamp&o borato
de sdodio e NaCl 0,9M, pH 8,3. A reacao foi cessada pela adicdo de 190 uL de
0,34 M NaOH. O produto gerado, His-Leu, foi mensurado fluorimetricamente
(Synerg 2, Biotek, U.S.A) antecedido por 10 minutos de incubagdo com 17 uL de
2% O-phatal-dialdhehyde (OPA) em metanol. As medidas de fluorescéncia foram
realizadas a 37°C em uma placa de leitura negra com 96 cavidades (Black
Polystyrene Corning, U.S.A) com filtros de excitacdo de 365 nm de emissdo de
495 nm. A placa de fluorescéncia foi controlada pelo software Gen 5. Uma curva

de calibragao com substrato da ECA foi incluida em cada placa.

3.7 QUANTIFICAGCAO DA PRODUGAO DO ANION SUPEROXIDO (02-) “IN SITU”.

3.7.1 Quimioluminescéncia dependente de lucigenina (QL ).

Para verificar a influéncia da exposi¢ao por sete dias ao acetato de chumbo

sobre a producdo de O,  foi utilizada a técnica de quimioluminescéncia
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dependente de lucigenina (QL ) (Skatchkov et al., 1999). A Lucigenina é
oxidada pelo anion superéxido (emitindo luminescéncia). Esta reagdo luminosa
entre 0 Oy e a lucigenina foi detectada por um luminémetro (Synerg 2, Biotek,
U.S.A).

O experimento foi realizado em segmentos de aorta toracica de ratos dos
grupos Controle e Chumbo. Os anéis foram incubados com uma solugao Krebes
HEPES (Para 100 ml de Krebs: 29,4 mg de CaCl,, 759 mg de NaCl, 41,7 mg de
KCI, 4,9 mg de MgCl,, 197,8 mg de HEPES e 198,2 de glicose) em banho a 37°C
por 30 minutos.

Inicialmente foi realizada uma leitura basal somente com lucigenina,
posteriormente os anéis da aorta foram depositados nos pogos de uma placa de
leitura com 96 cavidades (Black Polystyrene Corning, U.S.A). Os valores foram
obtidos a partir da subtragdo do valor basal (medida do HEPES mais lucigenina)
pelo valor obtido com o tecido (HEPES mais aorta) em uma média de 10 medidas
consecutivas e com tempo de integracdo de 30 segundos. Posteriormente, uma
concentragao (10 mmol/L) de Tiron (varredor de anion superoxido ndo enzimatico
e permeavel a membrana celular) foi adicionada para confirmar se a
luminescéncia observada era dependente especificamente do anion superoxido.
ApoOs estas medidas os anéis foram secos em uma estufa a 40°C por 24 horas
para obtengédo do peso seco. A produgao local de anion superéxido foi expressa

em unidades arbitrarias de luminescéncia/mg de tecido/minuto.

3.7.2 Fluorescéncia produzida pela oxidagao do dihidroetideo (DHE).

Outra técnica utilizada para verificar a influéncia da exposicdo ao acetato
de chumbo sobre a produgao de Oy foi a fluorescéncia produzida pela oxidacao
do dihidroetideo (DHE). O DHE é um derivado do etidio que entra em contato com
O," oxida-se e posteriormente se liga ao DNA das células emitindo fluorescéncia
vermelha. Este método permite analisar a produgédo “n situ” nos segmentos
arteriais. Os segmentos de aorta foram retirados dos animais, em seguida, limpos
e mantidos por 1 hora em solugdo Krebs-Henseleit com sacarose 30%.

Posteriormente, estes segmentos foram congelados em meio adequado (meio de
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congelamento). Assim, as amostras foram mantidas a -80°C até o dia do
experimento.

Os segmentos de aorta foram cortados no criostato em anéis com 10 ym
de espessura. Posteriormente estes anéis foram recolhidos em |aminas
gelatinadas e secos em estufa a 37°C durante 30 minutos. Apds este
procedimento, as laminas contendo os cortes foram lavadas e posteriormente
incubadas com Krebes HEPES (Para 100 ml de Krebs: 29,4 mg de CaCl,, 759 mg
de NaCl, 41,7 mg de KCI, 4,9 mg de MgCl,, 197,8 mg de HEPES e 198,2 de
glicose) por 30 minutos em uma camara Umida a 37°C. Decorridos os 30 minutos,
o Krebs foi escorrido e o excesso seco. Em seguida, foi realizada incubagdo com
dihidroetidio (DHE) 2 um por duas horas na estufa com camara fechada a 37°C. A
luminescéncia emitida foi visualizada com microscopio fluorescéncia invertido
(NIKON eclipse Ti-S) e camara fotografica (NIKON digital sigth DS-U;) com filtro
de fluorescéncia para DHE (verde). O etideo unido ao nucleo das células foi
visualizado com Aexc= 546 nm e detectado com Aem= 600-700nm. As imagens

foram quantificadas pelo programa NISS Element - BR.

3.8 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

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

As respostas contrateis ao KCI e a fenilefrina foram expressadas como
tensdo 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 relagéo a pré-contragao obtida pela fenilefrina.

Para a determinagdo dos valores de resposta maxima (Rmax) e pD; (-log
ECs0, que corresponde ao valor da concentracdo de fenilefrina que produz 50%
da resposta maxima), em resposta aos diferentes agonistas utilizados, foi

realizada uma analise de regressao nao-linear, obtida através da anadlise das
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curvas concentragcdo-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 diferencas das areas abaixo das curvas (dAUC) de
concentragao-resposta a fenilefrina. A dAUC foi calculada para cada curva
concentragdo-resposta e a diferenga estd expressa como porcentagem da
diferenca da AUC (dAUC%) da curva controle correspondente.

Os resultados da expressao protéica da eNOS, iINOS e receptor AT e AT
estdo expressos como relagao entre a densidade 6ptica para estas proteinas em
relacdo a a actina. Ja os resultados da expressao protéica da p-eNOS estao
expressos como a razao entre p-eNOS/eNOS.

A analise estatistica dos resultados foi realizada por teste t de Student nao-
pareado, analise de variancia (ANOVA), de duas vias para medidas repetidas ou
completamente randomizada. Quando ANOVA apresentava significancia
estatistica era realizado o pos-hoc de Bonferroni utilizando-se Graph Prism
Software (San Diego, CA, USA). Os resultados foram considerados
estatisticamente significantes para valores de p< 0,05.

3.9 FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS

- Acetato de Chumbo

- Acetato de sédio (Sigma)

- Acetilcolina, Cloridrato (Sigma)

- Acido acético glacial (Sigma)

- Acido aminoacético (Glicina) (Sigma)

- Acido bérico (Sigma)

- Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck)
- Acido hidroxietilpiperazina (HEPES) (Sigma)

- Acido orto-fosférico(Sigma)
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- Albumina bovina (Sigma)

- Aminoguanidina (Sigma)

-Anticorpo produzido em camundongo para alfa actina (Sigma)
- Anticorpo produzido em coelho para AT, (Sigma)

- Anticorpo produzido em coelho para AT, (Sigma)

-Anticorpo  produzido em camundongo para eNOS (Transduction

Laboratories)

- Anticorpo produzido em camundongo para iINOS (Transduction

Laboratories)

-Anticorpo produzido em camundongo para peNOS (Transduction

Laboratories)

- Apocinina (Acetovanilona) (Sigma)

- Azul brilhante de Coomassie (Sigma)
- Azul de Bromofenol (Sigma)

- Bicarbonato de sédio (Vetec)

- Bromophenol Blue (Sigma)

- Catalase (Sigma)

- Cloreto de célcio dihidratado (Merck)
- Cloreto de potassio (Merck)

- Cloreto de sodio (Merck)

- Dihidroetidio (Sigma)

- Dodecil sulfato de sodio (Sigma)

- Enalapril (Sigma)

- Etanol absoluto (Sigma)

- Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

- Fosfato de Potassio Monobasico (Merck)
- Glicerol (Sigma)

- Glicose (Merck)

- Hidréxido de sédio (Sigma)

93



Materiais e métodos

- Hip-His-Leu (Sigma)

- Indometacina (Sigma)

- Leite desnatado (Nestlé)

- L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma)

- Losartan (Sigma)

- Lucigenina (Sigma)

- Metanol (Sigma)

- N,N, N’,N’- Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)

- N,N’- Metilenbisacrilamida 40% Solucéo 37, 5:1 (Acrilamida) (Sigma)

- N -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)

- Nitroprussiato de sddio, dihidratado (Fluka)

- o-phataldialdeido (OPA) (Sigma)

- Ouabaina, octahidrato (Sigma)

- Persulfato de aménio (Sigma)

- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma)

- Reagente para deteccao de Western Blot (ECL Plus) (Amersham)
- Superoxido Dismutase de eritrocito bovino (SOD) (Sigma)

- Tetraetilamonio (TEA) (Sigma)

- Tiopental Sédico (Amental®)

- Tris HCI (Sigma)

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

em tampéo Tris 0.1M.
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4 RESULTADOS

4.1. CONCENTRAGAO DE CHUMBO NO SANGUE

A medida da concentragdo sanguinea de chumbo foi realizada apos sete
dias de exposicdo ao metal. Os animais do grupo Chumbo apresentaram
concentragdes sanguineas de 9,98 ug/dL £ 1,70 pg/dL (n=5) enquanto os animais
do grupo Controle (n= 5) apresentaram concentragdes menores que o limite de
deteccdo do aparelho (<LD).

4.2 VALORES DE MASSA CORPORAL

Os animais dos grupos Controle e Chumbo apresentaram peso semelhante
no inicio e ao fim do tratamento sugerindo que a exposi¢cdo por sete dias ao
acetato de chumbo néo influenciou no ganho de peso corporal (Tabela 1).

Tabela 1: Valores Médios do peso corporal (g) no inicio e ao término da exposigao

por sete dias ao acetato de chumbo.

Peso Corporal Peso Corporal
Inicial (g) Final(g)
CTE " (n=29) 261,1+ 1,39 308,3 + 3,35
Pb*2E* (n= 30) 258 + 0,98 313,0+ 3,14

Valores expressos em meédia e EPM; Teste t ndo-pareado.p >0,05.
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4.3. AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

Nos animais dos grupos Controle e Chumbo a PAS foi avaliada no tempo 0
(antes de iniciar o tratamento) e sete dias apds o tratamento. No tempo 0, os
animais apresentavam valores pressoéricos semelhantes (CT, n= 12, 115 + 2,37
mmHg vs Pb+2, n= 12, 118 + 2,12 mmHg, p>0,05). Ao final do tratamento os
grupos Controle e Chumbo apresentaram niveis pressoricos diferentes (CT, n=12,
121 +1,50 mmHg vs Pb*2, n= 12, 137 + 2,36mmHg. ANOVA (duas vias), *p<0,05)
(Figura 8).

1504 -~ CT
& ppt2

PAS (mmHg)
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Figura 8: Analise dos valores de presséao arterial sistélica (PAS, mmHg) medidos por meio de da
pletismografia de cauda em ratos do grupo Controle e Chumbo, durante duas semanas. Os
resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. ANOVA (duas vias), *p < 0,05
(CT=121 £1,50 mmHg, n= 10 vs Pb*?=137 + 2,36mmHg, n=10).
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4.4. ATIVIDADE DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA (ECA)

PLASMATICA

A atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi

significantemente maior no plasma dos animais expostos por sete dias ao
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tratamento com acetato de chumbo quando comparados aos animais controle
(CT= 5,82+ 0,35, n=8; Pb*?= 7,11+ 0,31, n=10), (Figura 9).
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Figura 9: Atividade da ECA (nMol His-Leu/mL/min) no plasma de ratos dos grupos Controle e
Chumbo. O nuimero de animais esta demonstrado entre parénteses. O nimero de animais esta
der’r;onstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t *p<0,05 CT vs
Pb™.

4.4.1 Correlagao entre a atividade plasmatica da enzima conversora da

angiotensina (ECA) e a pressao arterial sistélica (PAS).

A correlacdo entre a atividade plasmatica da enzima conversora da
angiotensina (ECA) e a pressao arterial sistolica (PAS) foi significante somente
nos animais expostos por sete dias ao tratamento com acetato de chumbo (CT,
r’= 0,05, p>0,05 n= 8; Pb*? r’= 0,62, p<0,02 n= 8 ) (Figura 10 A e B).
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Figura 10: Correlagdo entre a atividade plasmatica da enzima conversora da angiotensina (ECA)
(nMol) e a presséo arterial sistélica (PAS) (mmHg) em ratos controle (A) e tratados por sete dias
com acetato de chumbo (B).

4.5 RESPOSTAS VASCULARES AO CLORETO DE POTASSIO (KCl) EM ARTERIA
AORTA

A exposicédo dos segmentos arteriais ao KCI (75mM) promoveu resposta
contratil com magnitude semelhante nos dois grupos experimentais . A retirada
mecanica do endotélio ndo mudou de forma significante a resposta contratil ao
KCI , e assim como nos segmentos com endotélio integro a resposta ao KCI nos
anéis sem endotélio foi semelhante nos dois grupos experimentais.

O numero de animais mostrados nas tabelas 2 e 3 representam o n total
dos animais utilizados em todos os protocolos experimentais submetidos a

resposta contratil ao cloreto de Potassio (KCI).
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Tabela 2: Valores de resposta contratil ao Cloreto de Potassio (KCI) em anéis
isolados de aorta, com endotélio de ratos Wistar dos grupos: Controle (CT E*) e
Chumbo (Pb*?).

Contracéo (g) KCI (75mM)

CTE" 3,48 £ 0,08 (n= 29)

Pb*2E* 3,13 + 0,09 (n= 30)

Valores expressos em média e EPM; Teste t ndo-pareado. p > 0,05.

Tabela 3: Valores de resposta contratil ao Cloreto de Potassio (KCl) em anéis
isolados de aorta desnudos de ratos Wistar dos grupos: Controle (CT E’) e
Chumbo (Pb*? E)).

Contracéo (g) KCI (75mM)

CTE" 3,37 £ 0,15 (n= 10)

Pb*2E" 3,38+ 0,12 (n= 12)

Valores expressos em média e EPM; Teste t ndo-pareado. p >0,05.

4.6 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO
SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA DE
RATOS.

A fenilefrina (agonista a¢ adrenérgico) promoveu resposta
vasoconstritora concentracdo-dependente nos anéis de aorta de animais dos
grupos Controle e Chumbo (Figura 11). No entanto, a resposta maxima foi menor
nos segmentos arteriais dos animais do grupo Chumbo (Tabela 4). Nado houve

diferenga significante entre os grupos Controle e Chumbo na sensibilidade (pD-).
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A resposta a fenilefrina foi expressa em porcentagem da contragdo maxima

induzida pelo KCI.

O numero de animais mostrado na Figura 8 € maior do que as outras

figuras, pois representa o n total dos animais utilizados em todos os protocolos

experimentais submetidos a curva cumulativa de fenilefrina. Portanto, para cada

protocolo de reatividade vascular realizado com farmaco a ser estudado, era

realizado ao mesmo tempo, um anel de aorta do grupo Controle ou um anel de

aorta do grupo Chumbo sem o farmaco.

Tabela 4: Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD,) das curvas

concentracao - resposta a fenilefrina em anéis isolados de aortas intactos de ratos

Wistar dos grupos Controle (CT E*) e Chumbo (Pb*? E™).

Rmax (g) pD2
CTE’ 86,00 + 2,57 6,14 + 0,12
Pb™ E" 67,70 + 2,97 * 6,06 + 0,08

¥

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax: CT E* vs Pb™ E
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Figura 11: Curvas concentragédo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar
nos grupos Controle (CT E*) e Chumbo (Pb+2 E’). O nimero de animais esta demonstrado entre
parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo-pareado. *p< 0,05 para Rmax:

CTE'vsPb™E."
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4.7 MODULACAO ENDOTELIAL DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM
ACETATO DE CHUMBO SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA DE RATOS.

A remocgao mecanica do endotélio aumentou a resposta contratil a
fenilefrina nos dois grupos estudados, porém nao apresentou alteragcdo da Rmax
e da pD, ap6s o tratamento de sete com acetato de chumbo quando comparado
ao grupo Controle (Tabela 5; Figura 12).

Tabela 5: Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD) das curvas
concentragao- resposta a fenilefrina em anéis isolados de aortas sem endotélio de
ratos Wistar dos grupos Controle (CT E’) e na Chumbo (Pb*? E").

Rmax (g) pD>
CTFE 150,4 + 7,32 7,65+0,14
Pb*? E 152,1 £10,43 7,37 £ 0,10

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado. p>0,05; Rmax: CT E vs Pb™ E
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© CTE (n=10)

% Contracao
8
o
(]

50-

-11-10-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
FE [logM]

Figura 12: Efeito da remogao do endotélio (E’) na curva concentragdo-resposta a fenilefrina em
anéis isolados de aorta de ratos Wistar dos grupos Controle (CT E’) e Chumbo (Pb+2 E). O
numero de animais esta demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM,;
Teste t ndo-pareado. A analise foi realizada através do Teste t ndo pareado para comparagodes de
Rmax e pD2; p>0,05 (CTE vs Pb* E).
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A remocgé&o do endotélio nos anéis isolados de aorta dos grupos Controle
(Figura 13 A) e Chumbo (Figura 13 B) desviou a curva concentragéo-resposta a
fenilefrina para esquerda. Nos dois grupos experimentais houve aumento tanto da
Rmax quanto da pD, a fenilefrina (Tabela 6 Figura 10).

A analise da diferenga percentual abaixo da curva (% dAUC) mostrou
que a modulacédo endotelial na resposta contratil a fenilefrina em ratos tratados
por sete dias ao acetato de chumbo é significante maior quando comparados ao
grupo Controle (% dAUC — CT= 138, 4 + 23,91 vs Pb*?>= 233,9 + 37,75) (Figura 13
C).

Tabela 6: Valores de resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) das curvas
concentragao- resposta a fenilefrina em anéis (intactos e desnudos) de aorta de

ratos Wistar dos grupos Controle e Chumbo.

Rmax pD-
CTE' 79,84 + 4,46 6,55 + 0,10
CTE 150, 4 + 7,327 7,65+ 0,14"
Pb*? E* 66,15 + 4,66 6,29 + 0,06
Pb*? E 152,1 +10,43" 7,37 +0,10°

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.#p<0,05; Rmax e pD,: CT E'vs CT E"
"0<0,05; Rmax e pD,: Pb*™ E vs Pb*%.
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Figura 13: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E*) e ap6s a retirada do endotélio (CT E’); (B) Chumbo (Pb*? E*) e apés a

retirada do endotélio (Pb+2 E’); (C) Diferenga percentual da area abaixo da curva em vasos com
endotélio intacto e desnudo entre os grupos: Controle (ndo-prenchido) e Chumbo (preenchido). O
numero de animais esta demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM,
Teste t ndo-pareado. #p< 0,05 para pD, e Rmax= CT E'vs CT E”; p< 0,05 para pD, e Rmax= Pb*?
E'vs Pb™”E -e % dAUC-CTE e E vs Pb™ E' e E".
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4.8 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA.

O relaxamento mediado pelo endotélio foi avaliado através da curva
concentragao-resposta a ACh. Como esperado, houve relaxamento concentragao-
resposta em todos os anéis isolados de aorta. Nenhuma observagao
estatisticamente significante foi observada nos valores de Rmax e pD, entre os
grupos estudados (Tabela 7; Figura 14).

Tabela 7: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD;) induzidas pela
acetilcolina em anéis isolados de aorta intactos de animais dos grupos: Controle
(ACh CT) e Chumbo (ACh Pb*?). A resposta maxima estd expressa como

percentual de relaxamento apds a pré-contragao com a fenilefrina.

Rmax (%) pD2
ACh CT 98,90 £ 0,97 7,13 +0,32
ACh Pb*? 99,37 £ 0,50 7,58 £ 0,58

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado. p>0,05.

® ACh Pb? (n=09)

(=
]

© AChCT (n=08)

BN
T 9

Relaxamento (%)
® o
o O
1 1

- -
N ©
T2

121410-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2
ACh [log M]

Figura 14: Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina para a avaliagdo do relaxamento
dependente do endotélio em anéis de aorta de ratos Wistar dos grupos: Controle (ACh CT) e
Chumbo (ACh Pb+2). Os valores estao expressos como percentual de relaxamento apods a pré-
contragao com fenilefrina. Teste t ndo-pareado. p> 0,05.
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4.9 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO
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 sédio (NPS), que de maneira concentragao
dependente inibiu a contragdo induzida pela fenilefrina. A resposta ao
relaxamento induzida pelo nitroprussiato de sédio ndo foi diferente nos grupos
estudados. Nenhuma observacao estatisticamente significante foi observada nos

valores de Rmax e pD, desses grupos (Tabela 8; Figura 15).

Tabela 8: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) induzida pelo
nitroprussiato de sodio em anéis isolados de aorta intactos de animais dos
grupos: Controle (NPS CT) e Chumbo (NPS Pb*?). A resposta maxima esta

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

Rmax (%) pD2
NPS CT 100,20 + 0,24 7,63 0,33
NPS Pb*? 100,40 + 0,19 7,43+0,13

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado. p>0,05.
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Figura 15: Curvas concentragdo-resposta ao NPS para a avaliacdo do relaxamento independente
do endotélio em anéis de aorta de ratos Wistar dos grupos: Controle (NPS CT) e Chumbo (NPS
Pb+2). Os valores estdo expressos como percentual de relaxamento apds a pré-contragdo com
fenilefrina. Teste t ndo-pareado. p> 0,05.

410 EFEITO DOS FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO TRATAMENTO
POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO SOBRE A RESPOSTA A
FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA.

Os resultados apresentados anteriormente mostraram que o tratamento por
sete dias com baixa concentragdo de chumbo foi capaz de diminuir a resposta
maxima (Rmax) a fenilefrina e esta diminui¢cao foi abolida 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.



107
Resultados

4.10.1 Participagcao da via do 6xido nitrico no tratamento por sete dias com

acetato de chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

Apo6s o bloqueio da via do NO com L-NAME (100uM) ocorreu aumento da
resposta vasoconstritora a fenilefrina nos anéis isolados de aorta dos grupos
Controle e Chumbo, aumentando tanto a Rmax quanto a pD; a fenilefrina (Tabela
9; Figura 16 A). Todavia, no grupo Chumbo, esse aumento foi em maior
magnitude (Tabela 8; Figura 16 B).

Visando uma melhor comparagdo desses resultados, foi calculada a
diferenca percentual da area abaixo da curva (% dAUC) dos graficos. Assim, foi
possivel observar um aumento na biodisponibilidade de NO no grupo exposto ao
metal (% dAUC CT= 99,92 + 14,30 vs Pb*? = 243,3 + 46,07%, *p<0,05, Teste f)
Figura 12 C.

Tabela 9: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos: Controle e Chumbo , na presencga e na auséncia de L-NAME.

Rmax (g) pD>
CTE" 81,80 + 4,46 6,55+ 0,1
CTE" L-NAME 130, 1 £ 2,57* 7,69 £ 0,23"
Pb* E* 66,15 + 4,66 6,29 + 0,06
Pb*? E* L-NAME 148,9 + 3,22* 7,12 £ 0,05*

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.”p<0,05; Rmax e pD,: CT E* vs CT E*
L-NAME *p<0,05; Rmax e pD,: Pb*?E* vs Pb*?*L-NAME.
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Figura 16: Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E') e ap6s a incubagdo com L-NAME (L-NAME CT E); (B) Chumbo
(Pb™ E*) e apds a incubagdo com L-NAME ( L-NAME Pb*? E*); (C) Diferenca percentual da area
abaixo da curva entre os grupos: Controle (ndo-preenchido) e Chumbo (preenchido). O nimero de
animais esta demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo-
pareado. *p< 0,05 para CT E*vs CT E'L-NAME; p< 0,05 para pD, e Rmax= Pb*? E'vs Pb*? E* L-
NAME - e % dAUC - CT vs Pb"™.
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4.10.1.1 Expressao Protéica da isoforma endotelial da sintase do Oxido nitrico

(eNOS) em aorta de ratos

Visando explicar por qual mecanismo estaria ocorrendo o aumento da
modulagao endotelial pelo NO, a expressao protéica da eNOS foi avaliada. Assim,
em condigdes basais (segmentos arteriais retirados logo apés o animal ser
sacrificado) a expressao da eNOS foi detectada, através da técnica de Western
Blot em segmentos de aorta toracica de ratos dos grupos Controle e Chumbo. Foi
observado nestas artérias que a exposi¢cao a baixas concentragdes de chumbo
durante sete dias ndo provocou alteragdo na expressao protéica da eNOS (CT=
0,49 + 0,08 n=10; Pb*?= 0,44 + 0,09 n= 10) (Figura 17).

— a actina ~ 42kDa
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0.2 (10)
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Figura 17: Resultados da expressdo protéica da isoforma endotelial da sintase do 6xido nitrico
(eNOS), por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos CT (n=10) e Pb*? (n=10). Na parte superior da figura estdo as bandas de Western Blot
representativas da expressdo da eNOS e da a actina. Os resultados (média + EPM) estédo
expressos como relagao entre a densidade das bandas da eNOS e da a actina. Teste t. p>0,05.
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4.10.1.2 Razdo da expressdo Protéica da isoforma fosforilada endotelial da
sintase do oxido nitrico (p-eNOS) em realacdo isoforma endotelial da sintase do

oxido nitrico (eNOS) em aorta de ratos

Avaliou-se, em seguida, a fosforilacdo da eNOS, no residuo Ser'"’. Esse
residuo, quando fosforilado, aumenta a atividade da enzima e a produgcdo de NO
(Dimmeler et al., 1999; McCabe et al., 2000; Fleming & Busse, 2003; Wang et al.,
2010). Apesar da expressao da eNOS estar inalterada apos o tratamento com
acetato de chumbo, houve um aumento da expresséo desta enzima em sua forma

177

fosforilada no residuo Ser (p-eNOS), com significativo aumento da razao p-

eNOS/eNOS no grupo Chumbo quando comparado ao Controle (CT= 0,80 £ 0,09,
n=7; Pb**= 1,76 + 0,41, n=7) (Figura 18).

_ p-eNOS Ser'""” ~ 150KDa
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Figura 18: Resultados da expressao protéica da isoforma fosforilada endotelial da sintase do
oxido nitrico (p-eNOS) em relagédo a isoforma endotelial da sintase do 6xido nitrico (eNOS) por
meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos CT
(n=7) e Pb*? (n=7). Na parte superior da figura estdo as bandas de Western Blot representativas
da expressao da p-eNOS abaixo da eNOS. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como
razao entre a densidade das bandas da p-eNOS e da eNOS. Teste t. *p<0,05.
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4.10.2 Participagdao da isoforma induzivel da sintase do o6xido nitrico no
tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a resposta contratil a

fenilefrina em aorta toracica.

Na condicdo Controle a Aminoguadina (50 uM) nao alterou a resposta
contratil a fenilefrina (Tabela 10; Figura 19 A). Contudo, na presenca desse
farmaco, houve aumento de reatividade a fenilefrina no grupo tratado por sete
dias com acetato de chumbo (Tabela 9; Figura 19 B). Os resultados acima
sugerem que a redugao de reatividade a FE (Figura 8) induzido pelo tratamento
com chumbo é, em parte, derivado do aumento da liberagdo de NO derivado da
iNOS.

Tabela 10: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos: Controle e Chumbo, na presencga e na auséncia de Aminoguanidina.

Rmax (g) pD2
CTE' 83,29 + 5,99 6,09 + 0,15
CT E'AMG 86,93 + 5,56 6,36 + 0,19
Pb* E* 60,35 + 5,99 6,14 + 0,08
Pb*™E* AMG 83,71 £ 2,57* 6,23 + 0,08

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax:Pb*™* E* vs AMG Pb*™”.
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Figura 19: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E*) e apds a incubagdo com AMG (AMG CT E); e (B) Cumbo (Pb** E*) e
apos a incubagdo com AMG (Pb+2 E). O numero de animais esta demonstrado entre parénteses.
Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo-pareado. p> 0,05 para Rmax: CT E'vs AMG
CT; *p< 0,05 para Rmax: Pb*? E*vs Pb"™?AMG.

4.10.2.1 Expressdo Protéica da isoforma induzivel da sintase do 6xido nitrico
(INOS) em aorta de ratos

A expressdo da iINOS em condigdes basais (segmentos arteriais retirados
logo apds o animal ser sacrificado) foi detectada, através da técnica de Western
Blot em segmentos de aorta toracica de ratos do grupo Controle e Chumbo. Foi
observado nestas artérias que a exposi¢cao a baixas concentracdes de chumbo
durante sete dias aumentou a expressao protéica da iINOS (CT= 0.69 + 0.02, n=9;
Pb*?= 0.81 + 0.04, n=10) (Figura 20).
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Figura 20: Resultados da expressao protéica da isoforma induzivel da sintase do dxido nitrico
(iNOS), por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos
grupos CT (n=10) e Pb*? (n=10). Na parte superior da figura estdo as bandas de Western Blot
representativas da expressdo da iNOS e da a actina. Os resultados (média + EPM) estédo
expressos como relagao entre a densidade das bandas da iNOS e da a actina. Teste t. *p<0,05.

4.10.3 Participagao dos canais para K no tratamento por sete dias com acetato

de chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

A incubacdo com TEA (2 mM) alterou a resposta contratil a fenilefrina em
ambos grupos experimentais (Tabela 11; Figura 18 A). Entretanto, esta resposta
foi maior no grupo tratado por sete dias com acetato de chumbo (Tabela 11;
Figura 21B).
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Tabela 11: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos: Controle e Chumbo, na presenca e na auséncia de TEA.

Rmax (g) pD>
CTE' 82,06 + 7,99 6,09 + 0,15
CT E'TEA 100,04 + 3,70" 6,50 + 0,11*
Pb*? E* 60,35 + 2,57 6,14 + 0,08
Pb* TEA 98,29 + 5,30* 6,30 + 0,08

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.”p<0,05; Rmax e pD,: CT E* vs CT E*
TEA *p<0,05; Rmax: Pb*? E* vs Pb*? TEA.
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Figura 21: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E*) e ayés a incubagdo com TEA (CTE'TEA); (B) Chumbo (Pb** E*) e
apos a incubagdo com TEA (Pb™ E*). O nimero de animais esta demonstrado entre parénteses.
Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo-pareado. C) Diferenga percentual da area
abaixo da curva entre os grupos Controle (ndo-preenchido) e Chumbo gpreenchido). #p < 0,05 para
Rmax e pD, : CT E'vs CT E'TEA ; *p< 0,05 para Rmax: Pb*? E*vs Pb*™“TEA.
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4.10.4 Participacao da Angiotensina Il local no tratamento por sete dias com

acetato de chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

Neste protocolo investigamos a participagcdo da Angiotensina |l local na
resposta contratil a fenilefrina no tratamento de sete dias com acetato de chumbo.
O enalapril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) e também o
losartran, um inibidor especifico de receptor para Angiotensina Il do subtipo AT

foram usados em ratos controle e tratados com chumbo.

4.10.4.1 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a
enzima conversora da angiotensina (ECA)

Na condigdo Controle o Enalapril (10 uM) ndo alterou a resposta contratil a
fenilefrina (Tabela 12; Figura 22 A). No entanto, na presenca deste farmaco,
houve uma diminuicdo da reatividade a fenilefrina no grupo tratado com acetato
de chumbo (Tabela 12; Figura 22 B). Este fato indica que a ECA esta envolvida
na agao vascular do chumbo. Com o aumento da atividade da ECA pode-se ter
maior liberagdo de angiotensina Il local para interagir com os receptores do
subtipo AT}.
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Tabela 12: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos Controle e Chumbo, na presenga e na auséncia de Enalapril.

Rmax (g) pD2
CTE' 82,06 + 6,48 6,09 + 0,15
CT E*Enalapril 79,12 + 2,69 6,21+ 0,13
Pb*? E* 60,35 + 2,57 6,14 + 0,08
Pb*? Enalapril 48,93 + 2,53* 6,20 + 0,13

Valgres expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax : Pb™ E* vs Enalapril
Pb*™.
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Figura 22: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E*) e apds a incubagéo com Enalapril (CT E* Enalapril); (B) Chumbo
(Pb™ E*) e apds a incubacdo com Enalapril (Pb™ E* Enalapril); O nimero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo-pareado.
p>0,05 para Rmax e pD,: CT E*vs CT E* Enalapril; *p< 0,05 Rmax: Pb"?E" vs Pb*’E* Enalapril.
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4.10.4.2 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre o

receptor da Angiotensina Il do subtipo AT1

Para investigar se ha maior interacdo da angiotensina Il com os receptores
do subtipo AT+, os anéis isolados foram incubados com o Losartan (10 uM).
Na condigdo controle o Losartan ndo modificou a resposta contratil a fenilefrina
(Tabela 13, Figura 23 A). Todavia, o tratamento com acetato de chumbo reduziu a
resposta maxima a fenilefrina, culminando com uma redugdo da Rmax (Tabela
13, Figura 23 B).

Tabela 13: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos: Controle e Chumbo, na presencga e na auséncia de Losartan.

Rmax (g) pD>
CTE' 82,06 + 6,48 6,09 + 0,15
CT E'Losartran 79,77 +4,12 6,19 + 0,05
Pb*? E* 60,35 + 2,57 6,14 + 0,08
Pb*? E*Losartran 35,13 + 5,89* 5,98 + 0,12

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax: Pb™® E" vs Pb™
Losartan.
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Figura 23: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Contole (CT E*) e ap6s a incubacdo com Losartan (CT E*Losartan); (B) Chumbo (Pb*?
E) e ap6s a incubagéo com Losartan (Pb+2 E* Losartan). O nimero de animais esta demonstrado
entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; *p< 0,05 Rmax: Pb*? E‘vs Pb*
E’Losartan.

4.10.4.2.1 Expressado Protéica do receptor da Angiotensina |l do subtipo AT; em

aorta de ratos

A expresséao dos receptores AT em condigbes basais (segmentos arteriais
retirados logo apds o animal ser sacrificado) foi detectada, através da técnica de
Western Blot em segmentos de aorta toracica de ratos dos grupos Controle e
Chumbo. Foi observado nestas artérias que a exposi¢cao ao acetato de chumbo
durante sete dias n&o alterou na expressao protéica dos recptores AT, (CT= 0,41
+ 0,02 n=10; Pb*?= 0,44 + 0,04 n=10) (Figura 24).

A analise desses resultados sugere que a exposi¢cao ao acetato de chumbo
durante sete dias aumenta a participagdo do sistema renina angiotensina por
meio da atividade plasmatica da ECA sem alterar a expressao dos receptores.
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Figura 24: Resultados da expressao protéica do receptor da Angiotensina Il do subtipo AT,, por
meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos CT
(n=10) e Pb*? (n=10). Na parte superior da figura estdo as bandas de Western Blot representativas
da expresséao do receptor AT, e da a actina. Os resultados (média £+ EPM) estdo expressos como
relacdo entre a densidade das bandas do receptor AT, e da a actina. Teste t. p>0,05 CT vs Pb*?

4.10.4.3. Expressao Protéica do receptor da Angiotensina Il do subtipo AT, em

aorta de ratos

Considerando que no grupo tratado com chumbo houve uma diminuigdo de
reatividade vascular e um aumento de NO, a expressao protéica dos receptores
AT, foi detectada nos segmentos de aorta toracica de ambos os grupos
experimentais através da técnica de Western Blot. A expressao protéica foi
semelhante nos grupos Controle e Chumbo (CT= 0,60 + 0,04 n= 10; Pb*?>= 0,65 +
0,07 n=10) (Figura 25).
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Figura 25: Resultados da expressao protéica do receptor da Angiotensina Il do subtipo AT,, por
meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos dos grupos CT
(n=10) e Pb*? (n=10). Na parte superior da figura estdo as bandas de Western Blot representativas
da expressao do receptor AT, e da a actina. Os resultados (média £+ EPM) estdo expressos como
relacdo entre a densidade das bandas do receptor AT, e da a actina. Teste t: p>0,05 CT vs Pb*?,

4.10.5 Participacao das espécies reativas de oxigénio (EROs) no tratamento
por sete dias com acetato de chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina

em aorta toracica.

4.10.5.1 Influéncia da administragdo de apocinina, um inibidor da NADPH oxidase
no tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a resposta contratil a

fenilefrina em aorta toracica.

A apocinina (0,3 pM) nao alterou a reatividade vascular a fenilefrina nos
segmentos de aorta do grupo Controle (Figura 26 A). Todavia, houve uma
reducdo da reatividade vascular no grupo tratado com chumbo por sete dias
(Figura 26 B) (Tabela 14).
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Tabela 14: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos: Controle e Chumbo, na presenca e na auséncia de Apocinina.

Rmax (g) pD-»
CTE' 81,80 + 4,74 6,55+ 0,10
CT E*Apocinina 80,80 + 9,69 6,25+ 0,15
Pb*? E* 66,15 + 4,66 6,29 + 0,06
Pb*? E*Apocinina 49,08 + 5,22* 6,15+ 0,10

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax: Pb™ E’ vs
Pb**Apocinina.
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Figura 26: Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E*) e ap6s a incubagdo com Apocinina (CT E*APO); (B) Chumbo (Pb*?
E') e ap6s a incubagdo com Apocinina (Pb+2 E*APO). O numero de animais est4d demonstrado
entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; *p< 0,05 Rmax: Pb*? E‘vs Pb*

E*Apocinina.
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4.10.5.2 Influéncia da administracdo da superoxido dismutase (SOD), um
“varredor” do anion superoxido (O;’) no tratamento por sete dias com acetato de

chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

A avaliagao da presenca do O, nas aortas isoladas foi realizada através da
incubacdo de SOD (150 U ml”") no banho. A SOD n3o alterou a reatividade
vascular a fenilefrina nos segmentos de aorta do grupo Controle (Figura 27 A).
Entretanto, houve uma redugdo da reatividade vascular no grupo tratado com

acetato de chumbo por sete dias (Figura 27 B) (Tabela 15).

Tabela 15: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos: Controle e Chumbo, na presenga e na auséncia de SOD.

Rméx (9) pD2
CTE' 81,80 + 4,74 6,55+ 0,10
CT E'SOD 69,06 + 2,89 6,32 + 0,08
Pb*? E* 66,15 + 4,66 6,29 + 0,06
Pb*? E*SOD 51,54 + 5,32* 6,07 + 0,06

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax: Pb™ E* vs Pb™“SOD.
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Figura 27: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E*) e apds a incubagdo com SOD (CT E*SOD); (B) Chumbo (Pb*? E*) e
apos a incubagdo com SOD (Pb+2 E'SOD). O numero de animais estd demonstrado entre
parénteses. Os simbolos representam média + EPM; *p< 0,05 Rmax: Pb*? E*vs Pb*? E*SOD.

4.10.5.3 Influéncia da administracdo da Catalase, um “varredor’” de H»0, no
tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a resposta contratil a

fenilefrina em aorta toracica.

A participacdo do H,0, na resposta contratil a fenilefrina foi avaliada em
experimentos em que o0s anéis eram incubados com a catalase (1000 U/ml) e foi
observada que a catalase ndo modificou a resposta vascular a fenilefrina no grupo
Controle (Figura 28 A). Contudo, houve uma redugéo da reatividade vascular no

grupo tratado com acetato de chumbo por sete dias (Figura 28 B) (Tabela 16).
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Tabela 16: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos: Controle e Chumbo, na presenca e na auséncia de Catalase.

Rmax (g) pD>
CTE' 95,03 + 4,74 5,75 + 0,07
CT E*Catalase 100,5 + 6,91 5,65 + 0,15
Pb*? E* 78,18 + 0,71 5,51 +0,12
Pb*? E*Catalase 67,86 + 1,53* 5,38 + 0,09

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax: Pb™ E’ vs
Pb*’Catalase.
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Figura 28: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E*) e apds a incubagdo com Catalase (CT E* CAT); (B) Chumbo (Pb*™ E*)
e apos a incubagdo com Catalase (Pb+2 E'CAT). O numero de animais est4d demonstrado entre
parénteses. Os simbolos representam média + EPM; *p< 0,05 Rméax: Pb*? E*vs Pb*? E'CAT.
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4.10.5.4 Quantificagdo da producao de anion superoéxido (O».-) “in situ”.

4.10.5.4.1 Quantificacdo da producdo de anion superdxido (O,.-) “in situ” através

quimioluminescéncia dependente de Lucigenina (QL | ).

Para verificar a influéncia da exposi¢ao ao acetato de chumbo por sete dias
sobre a producdo de O, foi utilizada a técnica de quimioluminescéncia
dependente de Lucigenina (QL ).

A producao de O;” foi significantemente maior nos anéis de aorta dos
animais expostos ao tratamento com acetato de chumbo por sete dias quando
comparados aos animais controle (CT= 5,07 + 2,43, n= 7; Pb*?= 19,89 + 3,94, n=
11) (Figura 29).
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Figura 29: Produgéo de O2”em anéis de aortas dos grupos CT e Pb*2. O nimero de animais esta
demonstrado entre parénteses. O nimero de animais estd demonstrado entre parénteses. Os
simbolos representam média + EPM; Teste t *p<0,05 CT vs Pb*?.
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4.10.5.4.2 Quantificacdo da producdo de &nion superoxido (O,.-) “in situ” atraves

da fluorescéncia produzida pela oxidacdo do dihidroetidio (DHE).

Outra técnica utilizada para verificar a influéncia da exposi¢cao ao acetato
de chumbo por sete dias sobre a producdo de O," foi a fluorescéncia produzida
pela oxidagao do dihidroetidio (DHE).

A producao de O;” foi significantemente maior nos anéis de aorta dos
animais expostos ao metal quando comparados aos animais controle (CT= 12,53
+ 0,53, n=5; Pb*?= 15,20 + 0,43, n= 8) (Figura 30).
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Figura 30: Imagens de micrografia representam a fluorescéncia emitida por dhidroetidio em
segmentos de ratos dos grupos Controle (A) e Chumbo (B). Gréafico com valores médios da
fluorescéncia emitida por dihidroetidio (C). Teste t: *p<0.05.
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4.10.6 Participagdao dos prostandides derivados da Ciclooxigenase no
tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a resposta contratil a

fenilefrina em aorta toracica.

A inibicao da via do acido araquiddnico-ciclooxigenase com indometacina
(10uM), em anéis de aorta intactos nao alterou a resposta contratil a fenilefrina em
nenhum dos grupos experimentais (Figura 31 A e 31 B, Tabela 17).

No entanto, visto que no grupo tratado com acetato de chumbo ha um
aumento de NO, esse efeito poderia mascarar a participagdo de prostandides
derivados da via da COX, analisados através da incubacdo com indometacina.
Portanto, para excluir esse efeito do NO, foi realizado o protocolo de co-incubagao
de L-NAME + indometacina.

Apo6s a Co-incubacgédo Indometacina (10pM) e L-NAME (100uM) ocorreu
aumento da resposta vasoconstritora a fenilefrina nos anéis isolados de aorta
aumentando tanto a Rmax quanto a pD; a fenilefrina nos dois grupos estudados
(Tabela 18; Figura 32 A e B). Todavia, ao compararmos esses efeitos com aquele
produzido somente com a incubacdo de L-NAME nao foi possivel observar
nenhuma diferengca (Figura 32 C), ou seja, o tratamento com chumbo nao

modificou a via da COX.

Tabela 17: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos: Controle e Chumbo, na presencga e na auséncia de Indometacina.

Rmax (g) pD,
CTE" 81,80 + 4,39 -6,29+ 0,12
Indo CT 85, 64+ 8,71 - 6,64 + 0,08
Pb*2 E* 66,15 + 4,66 - 6,29+ 0,06
Indo Pb*? 64,61+ 5,67 -6,39 + 0,07

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado. p>0,05; Rméax e pD,: CT E* vs Indo CT
E*vs Pb™? E" vs Indo Pb*%.
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Figura 31: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E’) e apés a incubagdo com Indometacina (Indo CT E*); (B) Chumbo
(Pb* E*) e apos a incubagdo com Indometacina (Indo Pb*? E*). O numero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo-pareado.
p>0,05 para Rmax e pD,: CT E'vs Indo CT; Pb*? E*vs Indo Pb*2.

Tabela 18: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) das curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar

dos grupos: Conrole e Chumbo, na presencga e na auséncia de Indometacina + L-

NAME.

Rmax (g) pD>
CTE' 82,06 + 6,48 6,09 + 0,15
CT E'Indo + L-NAME 129,8 + 8,14" 6,98 + 0,16"
Pb*? E* 60,35 + 2,47 6,14 £ 0,08
Pb™E" Indo + L-NAME 121,40 + 8,53 7,08 + 0,08*

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.”’p<0,05; Rmax e pD,: CT E* vs CT E*
Indo + L-NAME; .'p<0,05; Rmax e pD,: Pb*?E*vs Pb"™?E"* Indo + L-NAME.
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Figura 32: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (CT E*) e ap6s a incubagéo com Indo + L-NAME (CT E'Indo + L-NAME); (B)
Chumbo (Pb™ E*) e apés a incubacio com Indo + L-NAME (Pb*? E*Indo+L-NAME); (C) Diferenca
percentual da area abaixo da curva entre os grupos Controle (ndo-preenchido e cinza claro) e
Chumbo (preenchido e cinza escuro). O nimero de animais esta demonstrado entre parénteses.
Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo-pareado. #p< 0,05 para pD, e Rmax: CT E'vs
CT E* Indo + L-NAME, *p< 0,05 para pD, e Rmax: Pb*?E* vs Pb*? E* Indo + L-NAME - e % dAUC -
ANOVA *p< 0,05 para CT E/CT E'L-NAME vs Pb*? E*/ Pb*? L-NAME; *p< 0,05 para CT E"/CT
E*L-NAME +Indo vs Pb"? E*/ Pb** L-NAME +Indo; p > 0,05 para Pb™* E*/ Pb*? L-NAME vs Pb™* E*/
Pb*’L-NAME +Indo e p > 0,05 para CT E* /CTE'L-NAME vs CT E*/ CT E'L-NAME+Indo.
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5 DISCUSSAO

O chumbo é considerado um fator de risco para o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares em humanos (Vupputuri et al.,, 2003; Menke et al.,
2006; Navas-Acien et al., 2007; Zhang et al., 2007; Healey et al., 2009; Yazbeck
et al., 2009) e em experimentos animais (Perry et al., 1988; Malvezzi et al., 2001;
Bravo et al., 2007; Roncal et al., 2007; Mass6 et al.,, 2007). A exposi¢cdo ao
chumbo estd relacionada com alteragdes vasculares (Marques et al, 2001;
Shelkovnikov et al., 2001; Heydari et al., 2006; Silveira et al., 2007; Zhang et al.,
2007, 2009) e cardiacas (Vassallo et al., 2007, Fiorese e colaboradores, 2008).

Acredita-se que a patogénese da toxicidade do chumbo no sistema
cardiovascular seja multifatorial, por: afetar diretamente a atividade de enzimas e
a sintese de proteinas ao se ligar ao grupamento sulfidril (-SH) destas moléculas;
reduzir, competitivamente, a absorgdo de minerais; alterar a homeostasia do

calcio; modificar fatores humorais (Ercal et al., 2001).

O efeito toxico desse metal esta relacionado com alteragbes no sistema
renina-angiotensina (Carmingnani et al., 1999; Sharifi et al., 2004) no estresse
oxidativo (Vaziri et al., 1997, 2003; Courtois et al., 2003; Farmand et al., 2004;
Vaziri et al., 2007), na via do oxido nitrico (Vaziri et al., 1997, 1999; Marques et
al., 2001; Carmignani et al., 2003; Zhang et al., 2007) nos prostandides derivados
da via da ciclooxigenase-2 (Karimi et al., 2002; Courtois et al., 2003) e na
atividade da Na'/K* ATPase (Roger et al., 2005).

5.1. CONCENTRAGAO SANGUINEA DE CHUMBO

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) considera niveis de
concentragdo sanguinea maior ou igual a 10ug/dL excessivas para criangas.
Concentragbes sanguineas de chumbo maior ou igual a 30 pg/dL séo
consideradas elevadas para adultos. Entretanto, a Agency for Toxic Substances
and Disease Registry (ATSDR) recomenda que em ambientes com exposigao

ocupacional, os niveis de concentragdo sanguinea de chumbo ndo devem
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exceder 60ug/dL. No Brasil, de acordo com a norma regulamentadora n° 7 (NR7)
do Ministério do Trabalho (1988), os valores de referéncia de normalidade, o qual
apresenta valor préximo de ser encontrado em uma populagdo nao-exposta
ocupacionalmente e o indice Biolégico Maximo Permitido s&o respectivamente 40
pg/dL e 60 pg/dL.

Estudos populacionais tém demonstrado um aumento da concentragao
sanguinea de chumbo em sujeitos ocupacionalmente expostos (variando de 30 a
60ug/dL) (Ehrlich et al., 1998; Bene et al., 2001). Relatos prévios em sujeitos
ocupacionalmente expostos na Coréia do Sul mostraram um conteudo sanguineo
de chumbo de 31,4ug/dL (Glenn et al., 2006). Este estudo indicou que a
exposicao ao chumbo atua continuamente na pressao arterial sistélica e a
redugdo da exposicdo pode contribuir para diminuicdo da pressao arterial.
Diversos estudos associam o0s niveis sanguineos de chumbo e a hipertensdo
(Harlan, 1988; Glenn et al., 2003; Navas-Acien et al., 2007).

Neste trabalho, foi encontrada uma concentragdo sanguinea de chumbo de
9,98 ug/dL, apesar da nossa previsdo de uma maior concentragdo sanguinea de
chumbo (~20 pg/dL). Este valor € menor que a concentragdo considerada limite
pela ATSDR (60 ug/dL) em sujeitos ocupacionalmente expostos e pelo Ministério
do Trabalho Brasileiro. A razdo para esta baixa concentragdo sanguinea de
chumbo (9,98 pg/dL) apds sete dias de tratamento se baseia no fato que este
metal pesado poderia se depositar em outros sitios organicos (tecidos moles e
mineralizados).

Mediante estas informacdes, a importancia desse estudo reside no fato de
avaliar e tornar mais conhecido o efeito da exposigao por sete dias a baixas
concentragdes de chumbo (9,98 ug/dL) sobre o sistema cardiovascular, mais
especificamente sobre a artéria aorta. Dessa maneira, o estudo nos permitiu
analisar se a exposicdo por chumbo em anéis de aorta relaciona-se com
alteragdes na via do oxido nitrico, da ciclooxigenase, na produgao de radicais
livres e no envolvimento do sistema renina-angiotensina.

Com o intuito de esclarecer os possiveis mecanismos envolvidos na
resposta promovida pelo acetato de chumbo, serdo discutidos minuciosamente os

resultados encontrados em cada protocolo realizado neste trabalho.



133
Discussao

5.2 EFEITO DO CHUMBO NA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA E NA ATIVIDADE
DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA (ECA) PLASMATICA

A Hipertensdo Arterial € uma doenga cronica, de etiologia multifatorial,
considerada como um importante problema de saude publica por ser um dos
fatores de risco para doengas cardiovasculares (Yazbeck et al, 2009). Estudos
prévios demonstram associagao entre exposicdo ao chumbo e desenvolvimento
de Hipertensao Arterial em humanos (Glenn, et al., 2003, 2006; Kosnett et al.,
2007; Navas-Acien et al., 2008) e em animais (Carmignani, et al., 1999, 2000;
Bravo et al., 2007; Grizzo, et al., 2008). Mediante estas informagdes, tornou-se
necessario investigar o efeito da exposigcdo ao chumbo sobre a pressao arterial
sistolica (PAS) nesse modelo experimental. No presente estudo, a PAS aumentou
significantemente no grupo Chumbo ao final do sétimo dia de exposigao.

Em estudos de exposigao crénica ao chumbo, através da pletismografia de
cauda, foi observado um aumento de PAS em ratos Sprague-Dawley tratados
com acetato de chumbo (100ppm em agua de beber) durante doze semanas
(Vaziri, et al., 1997, 1999, 2003; Ding et al., 1998; Farmand, et al., 2004; Heydari
et al., 2006). Perry et al. (1988) demonstraram que ratas expostas a 0.1, 1.0 € 5.0
ppm de chumbo em agua de beber durante um ano apresentaram aumento de
aproximadamente 15 mmHg de PAS quando comparados com grupo Controle.

Malvezzi, et al. (2001) mostraram que ratos Wistar expostos ao acetato de
chumbo em concentragbes maiores (750 ppm em agua de beber) por 10
semanas, apresentaram uma concentragao sanguinea de chumbo de 67,80 ug/dL
e significante aumento da PAS a partir da 52 semana quando comparados ao
grupo controle. Outro estudo registrou significante aumento da PAS apds o
tratamento com acetato de chumbo (5ppm em agua de beber) durante trinta dias
(Marques, et al., 2001). Karimi et al., (2002) mostraram que ratos Sprague-Dawley
expostos ao chumbo por 28 dias através de 100 ppm em agua de beber,
apresentaram aumento de PAS quando comparados aos seus respectivos grupos
controles.

Grizzo et al. (2008) expuseram ratas a 100 ppm de chumbo (em agua de
beber) durante gravidez e lactagdo. No 22° dia pods-natal, os filhotes foram
submetidos a medida de PAS indireta através da pletismografia de cauda. Os

resultados demonstraram que a concentragdo sanguinea de chumbo desses
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animais atingiu 58.7 pg/dL. Houve também aumento da PAS do grupo exposto ao

metal.

Corroborando com esses dados, Roncal e colaboradores (2007)
demonstram que ratos submetidos ao tratamento crénico com 150 ppm de
acetato de chumbo na agua de beber, por 04 semanas, apresentavam uma
concentragdo sanguinea de chumbo de 26 pg/dL e obtiveram aumento na

pressao arterial sistdlica.

Estudos prévios relacionam a elevagdo da pressao arterial em animais
expostos ao chumbo com alteragbes do sistema renina-angiotensina (Boscolo &
Carmingnani, 1988; Vaziri et al., 2001; Zhang et al., 2007; Sharifi et al., 2004). O
presente estudo demostrou aumento da atividade da ECA plasmatica nos animais
expostos ao chumbo e a significante correlagdo entre a PAS e a atividade
plasmatica da ECA nestes animais. Estes dados nos sugerem a participagdo do
sistema renina-angiotensina como mediador do aumento da PAS em ratos

expostos ao chumbo.

Corroborando com nossos achados, Sharifi et al., (2004) observaram
significante aumento da PAS apos a segunda semana de tratamento com acetato
de chumbo (100 ppm em agua de beber). Esse achado foi acompanhado de
aumento da atividade sérica e tecidual da ECA na fase inicial (22 semana) de
exposicao ao metal. No entanto, na fase cronica (42 semana) houve supressao da
atividade sérica e tecidual dessa enzima. Assim, esses achados provém fortes
evidéncias acerca do envolvimento da ECA durante as fases iniciais do
tratamento com acetato de chumbo. Vale ressaltar que os animais expostos ao
chumbo apresentaram ao final da oitava semana uma concentragado sanguinea de
chumbo de 26,84 ug/dL.

Prévios estudos experimentais sugerem que a exposigdo crénica com
100ppm de acetato de chumbo, em agua de beber, pode contribuir com a
hipertensédo arterial. Estes estudos mostraram que a concentragcdo de chumbo
sanguinea nos ratos tratados variou entre 28,4 ug/dL e 58,7 pg/dL (Gonick et al.,
1997; Heydari et al.,, 2006; Zhang et al., 2009), valores estes proximos aos

observados em trabalhadores ocupacionalmente expostos. Na verdade, pouco se
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sabe sobre os efeitos do chumbo na PAS em concentragbes sanguineas

inferiores aos valores de reférencia e nos primeiros estagios de exposigao.

Nossos achados concordam com os resultados descritos acima, todavia,
diferengas quanto as concentragbes de chumbo as quais os animais foram
expostos, forma e a duragcado da exposicdo devem ser consideradas. Além disso,
estes resultados parecem indicar que o efeito do chumbo sobre a presséo arterial
€ dependente da concentragdo. Nosso estudo mostrou que o tratamento com
acetato de chumbo por sete dias atingiu uma concentragdo sanguinea de 9,98
pg/dL, inferior ao valor considerado limite pela ATSDR em individuos
ocupacionalmente expostos (60 pjg/dL). Entretanto, esta concentragdo foi
suficiente para elevar a pressao arterial sistdlica. A participagdo do sistema
renina-angiotensina poderia ser um dos possiveis mediadores do aumento de
PAS.

Além disso, a alteracdo de pressao arterial sistolica poderia estar
associada com as alteragbes vasculares promovidas pelo tratamento por sete
dias com baixa concentracdo de acetato de chumbo, assim a reatividade vascular

a fenilefrina em anéis de aorta foi avaliada.

5.3 EFEITO DO CHUMBO SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR A FENILEFRINA
NA AORTA

No presente estudo, observou-se que, o tratamento por sete dias com
acetato de chumbo promoveu uma diminuigdo, concentragcdo dependente, da
reatividade a fenilefrina em anéis de aorta, confirmada pela diminuicdo da
resposta maxima. Resultado semelhante foi encontrado por Zhang et al., (2009)
em anéis de aorta de ratos Wistar, expostos a 100 pmm de acetato de chumbo
em agua de beber por 10 meses. Contudo, este estudo mostrou uma diminuigédo
da reatividade, concentracdo dependente, a serotonina.

Em contrapartida, estudo prévio realizado por Skoczynska et al., (1986)
mostrou que esse metal potencializou a resposta pressora a norepinefrina em
artérias isoladas de ratos. Heydari et al., (2006), documentaram que o chumbo

(100 ppm em agua de beber) foi capaz de aumentar a resposta maxima e a
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sensibilidade na presenca de fenilefrina em anéis de aorta toracica de ratos
tratados com chumbo por um periodo de 8 a 12 semanas, sendo que esses
valores foram mais expressivos no grupo tratado por oito semanas.

Por outro lado, Shelkovnikov et al., (2001); ao estudar os efeitos do acetato
de chumbo (concentracdes de 10 até 10™ mol/L) sobre anéis de artéria toracica
de ratos com e sem endotélio, ndo registraram nenhuma mudang¢a na contragéo
evocada pela norepinefrina. Karimi et al, (2002), também n&o encontraram
diferenga na sensibilidade e na resposta maxima a fenilefrina de anéis de ratos
expostos a 100 pmm de acetato de chumbo (em agua de beber) por 28 dias
quando comparados ao grupo Controle.

Os resultados conflitantes provavelmente devem-se as baixas
concentragdes de chumbo as quais os animais foram expostos e também ao
baixo tempo de exposigao (sete dias). Além disso, estes resultados parecem
sugerir que o efeito do chumbo sobre reatividade vascular a fenilefrina em anéis
de aorta é dependente da concentragao e do tempo de exposigao.

A modulagao endotelial foi avaliada através de um protocolo de reatividade
vascular na auséncia e na presenca do endotélio vascular. De acordo com os
resultados, na auséncia do endotélio a resposta contratil a FE foi potencializada
nos dois grupos. No entanto, a magnitude dessa resposta, avaliada através da
area abaixo da curva, foi maior nos ratos tratados com chumbo. Esse dado
associado a diminui¢cao de reatividade vascular a FE sugere que o tratamento por
sete dias com acetato de chumbo esteja liberando um fator de relaxamento
derivado do endotélio.

O endotélio funciona como regulador do tdénus vascular por liberar
substancias vasoconstrictoras e vasodilatadoras. No entanto, em diversas
condigdes patolégicas como na hipertensdo arterial, o equilibrio na liberagéo
dessas substancias encontra-se alterado (Luscher et al.,1992; Triggle et al.,
2003). No presente trabalho pode-se pressupor que ha alteracdo endotelial.
Sugere-se que o tratamento por sete dias com acetato de chumbo pode
desencadear um desequilibrio na sintese, na liberagdo e/ou no efeito de algum
desses mediadores capazes de relaxar ou contrair o musculo liso. Este efeito
promovido pelo chumbo poderia contribuir para o decréscimo nas respostas

vasoconstrictoras a FE observadas em aortas de ratos.
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5.4 EFEITO DA ADMINISTRAGAO DO CHUMBO SOBRE O RELAXAMENTO
DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO ENDOTELIO.

A partir dos resultados descritos acima, onde ha diminuigado da reatividade
a FE por um desequilibrio na fungdo endotelial, foi investigado como o chumbo
alterava o relaxamento vascular dependente do endotélio. Para isto, foram
realizadas curvas concentragédo-resposta a acetilcolina, que promove relaxamento
dependente do endotélio, em anéis de aorta e nao foi observada nenhuma
alteracao estatisticamente significante entre os grupos Controle e Chumbo. Isto
sugere que a vasodilatagdo dependente do endotélio esta preservada, ou seja,
nao alterou a producao de NO estimulada pela acetilcolina.

Resultados semelhantes foram encontrados por Grizzo, et al., (2008), apés
exposigao perinatal de chumbo em aortas de ratos Wistar jovens e por
Shelkovnikov et al., (2001), ao estudar os efeitos do acetato de chumbo
(concentracdes de 10® até 10* mol/L) sobre anéis de artéria toracica de ratos
Sprague-Dawley.

O relaxamento induzido pela ACh também nao foi significantemente
diferente quando os anéis de aorta foram incubados in vitro com 1ppm de acetato
de chumbo por 0.5, 6.0 e 12 horas. Todavia, depois da incubacao por 24 horas
com chumbo, o relaxamento induzido pela ACh foi menor quando comparado ao
Controle (Zhang et al., 2007)

Silveira et al., (2010) encontraram prejuizos na resposta vasodilatadora a
aceticolina apés a perfusdo do leito caudal de ratos, com 100uM de acetato de
chumbo. Em adicdo, Marques et al., 2001, também observaram prejuizo na
resposta vasodilatadora a acetilcolina, nos anéis de aorta de ratos expostos ao
chumbo por 30 dias. Essas diferencas entre resultados se devem as baixas doses
de chumbo as quais os animais foram expostos e também ao baixo tempo de
exposicao (sete dias). Além disso, estes resultados sugerem que o efeito do
chumbo sobre o relaxamento induzido pela ACh, em anéis de aorta, parece ser
dependente da concentracédo e do tempo de exposigao.

Para avaliar se o tratamento por sete dias com acetato de chumbo leva
prejuizo no relaxamento do musculo liso vascular, foram realizados experimentos
com o nitroprussiato de sédio (NPS). O NPS promoveu resposta vasodilatadora,

concentragcdo dependente, semelhante em ambos os grupos experimentais,



138
Discussao

sugerindo que a exposi¢céo por sete dias ao acetato de chumbo ndo modificou a
capacidade de relaxamento do musculo liso vascular. Resultados semelhantes
foram encontrados por Grizzo, et al., (2008), em aortas de ratos jovens expostos
ao chumbo durante gravidez e lactacdo. Zhang et al., (2007) também mostraram
que nao houve diferenga no relaxamento induzido pelo NPS em anéis de aorta
incubados por 0.5, 6, 12 e 24 horas com 1ppm de acetato de chumbo. Em adicéo,
Karimi et al., (2002) n&o observou diferenca estatisticamente significante no
relaxamento induzido pelo NPS em ratos tratados com 100 ppm de acetato
chumbo de por 28 dias.

Corroborando ainda com nossos resultados, Silveira et al., (2010)
encontraram a mesma resposta ao avaliar a integridade do musculo liso vascular
ap6s a perfusdao 100pM de acetato de chumbo do leito caudal de ratos. Em
contrapartida, Marques et al., (2001) observaram prejuizo na resposta
vasodilatadora ao NPS, nos anéis de aorta de ratos expostos ao chumbo por 30
dias.

A divergéncia entre os resultados deve-se as baixas concentracbes de
chumbo as quais os animais foram expostos e também ao tempo de exposic¢ao de
sete dias. Em conjunto, os resultados com ACh e o NPS sugerem que o
tratamento por sete dias com acetato de chumbo ndo modificam as vias de
sinalizagao da guanilato ciclase.

A partir destes resultados, poder-se-ia supor que o chumbo influencia a
liberagdo de fatores vasodilatadores derivado do endotélio. Assim, apesar do
relaxamento induzido pela acetilcolina ndo ter sido prejudicado pelo chumbo, este
metal diminuiu a vasoconstricao induzida pela fenilefrina. Os mecanismos pelos
quais o chumbo altera a reatividade vascular s&o pouco conhecidos,
principalmente no que se refere aos seus efeitos nos primeiros estagios de
exposicao e em concentracbes muito menores daquelas consideradas seguras
para a saude. Neste sentido, o estudo propds investigar algumas vias que
possivelmente poderiam esclarecer a agao vascular desse metal em anéis de

aorta de ratos.



139
Discussao

5.5 FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO EFEITO DO CHUMBO SOBRE A
RESPOSTA A FENILEFRINA

5.5.1 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo na via do

Oxido Nitrico

Considerando os resultados do presente estudo, onde encontramos
diminuicdo da reatividade vascular a fenilefrina nos anéis de aorta de ratos
tratados com acetato de chumbo, sem prejuizo no relaxamento dependente do
endotélio (ACh), procuramos, por conseguinte, avaliar se a exposi¢cao por sete
dias a este metal aumentaria os efeitos vasodilatadores do endotélio, através do
aumento da biodisponibilidade de éxido nitrico (NO). Dentre os fatores vasoativos
derivados do endotélio, o NO é o principal fator relaxante do endotélio que modula
as respostas contrateis vasculares a diferentes agonistas (Chatterjee et al., 2008).
Assim, com o objetivo de avaliar uma possivel participacdo dessa via, foi
realizada uma curva concentracao resposta a fenilefrina na presenca de L-NAME,
um inibidor inespecifico da sintase do NO. Este farmaco, ao inibir a NOS, impede
a sintese de NO e, consequentemente, a formagcao de GMPc na célula muscular.

Alteragbes na via do NO, tém sido extensivamente descritas em estudos
experimentais com tratamento de chumbo (Carmingnani et al., 2000; Patrick.,
2006; Silveira et al., 2010). Neste estudo, o L-NAME, em anéis tratados com
acetato de chumbo por sete dias potencializou a resposta vasoconstrictora a
fenilefrina, mas em maior propor¢cdo do que no grupo Controle. Estes resultados
sugerem que a exposigcao por sete dias deste metal em anéis de aorta além de
diminuir a reatividade vascular, aumenta a modulacido endotelial na resposta
contratil a fenilefrina por aumentar a biodisponibilidade de NO.

Os resultados deste estudo nos mostram que o relaxamento induzido pela
ACh nao foi alterado com o tratamento por sete dias com acetato de chumbo, mas
ao investigar a liberagcdo basal com L-NAME, houve aumento da
biodisponibilidade do NO. Assim, o chumbo nao foi capaz de interferir com a
capacidade vasodilatadora da ACh, a qual produz relaxamento dependente da
estimulacdo da liberagao endotelial de NO. Todavia, esse metal alterou a
biodisponibilidade do NO, através da acédo do L-NAME.
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Resultados funcionais semelhantes foram encontrados por Silveira et al.,
(2010), na perfusdo com 100uM de acetato de chumbo na presenca de L-NAME
no leito arterial caudal. Entretanto, Karimi et al., (2002), ndo evidenciaram
diferengas na sensibilidade e na resposta maxima a FE nos anéis de aorta de
ratos tratados por 28 dias com 100 ppm de chumbo e incubados com L-NAME,
quando comparados ao seu respectivo grupo controle.

Corroborando com os dados funcionais, os resultados do presente estudo
obtidos pela técnica de Western Blot demonstraram que apesar da expressao da
eNOS estar inalterada aos sete dias de exposi¢ao ao chumbo, houve um aumento

1177 (p-
eNOS) com significativo aumento da razdo p-eNOS/eNOS nos animais tratados

da expressado desta enzima em sua forma fosforilada no residuo Ser

com acetato de chumbo quando comparados ao controle.

Estudos prévios demonstram a importancia da fosforilagdo da eNOS na
regulacdo da quantidade de NO produzido (Dimmeler et al., 1999; Michel et al.,
1999; Michel & Vanhoutte, 2010). Mc Cabe et al., (2000) ao analisar a fosforilagéo
da eNOS, demonstraram aumento do fluxo de elétrons através do dominio
reductase desta e, consequentemente houve aumento de NO (duas vezes acima

77 esta associada a um

do valor basal). A fosforilagdo da eNOS no residuo Ser
aumento de producdo de NO e na ativacdo da enzima em concentracbes muito
mais baixas de calcio/calmodulina do que a eNOS nao fosforilada (Dimmeler et
al., 1999; Fleming & Busse, 2003). Soma-se a estes achados o aumento de

fosforilagdo do residuo Ser "7’

acompanhada por aumento da producado de NO
em endotélio de veia umbilical humana (Wang et al., 2010). Dimmeler et al.,
(1999) compararam o potencial de fosforilagdo de diferentes residuos Ser e

177

concluiram que o residuo Ser exerce papel fundamental na producédo de NO,

enquanto outro residuo avaliado (Ser °%)

, nenhuma fosforilacdo foi detectada.
Estes dados sugerem a importancia da fosforilagdo da eNOS para sua atividade e
producao de NO. Assim, no presente estudo, o aumento desta forma fosforilada
poderia ser indicativo de aumento de atividade desta enzima no grupo exposto ao
chumbo por sete dias.

Sabe-se que o NO esta envolvido nos efeitos vasculares do chumbo,
embora os resultados obtidos ainda sejam ambiguos. Estudos prévios
demonstram que exposicdo crénica ao chumbo estad relacionada com a

diminuicao na concentragao urinaria de NO (Vaziri et al., 1997,1999, 2003; Ding
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et al., 1998; Heydari et al., 2006). Contudo, os achados de Vaziri et al., (2001)
relatam aumento na concentracdo urinaria de NO, fato que se coaduna com
nossos resultados.

Zhang et al., (2007) avaliaram o efeito do chumbo na producdo de NO
(através do acumulo de nitrito) em aortas expostas a 1ppm de acetato de chumbo
durante 24 horas. Os resultados mostram que o acumulo de nitrito foi menor em
anéis de aorta expostos ao metal. Vaziri et al., (1999) reportaram que o acetato de
chumbo nas concentracdes de 10, 30 e 100 pg/dL foi capaz de reduzir a atividade
da NOS. Contudo, Gonick et al., (1997), mostraram aumento da atividade da NOS
em ceérebros de ratos expostos a este metal pesado.

Apesar da maioria destes relatos demonstrarem diminui¢cdo da atividade do
NO e diminuigdo da concentracado de urinaria de NO, estes dados, em sua maior
parte, foram obtidos através do tratamento crénico com acetato de chumbo e ha
uma caréncia de informacgdes sobre o que ocorreria com NO em uma fase inicial
de exposicdo. E importante ressaltar ainda que as concentragdes de chumbo, as
quais os animais foram expostos neste estudo, sdo menores que as consideradas
seguras para a saude, segundo a NR7 Ministério do Trabalho.

Seguindo o propdsito de elucidar os mecanismos de agdo do acetato de
chumbo na via do 6xido nitrico, o proximo passo do presente estudo foi avaliar a
isoforma induzivel de 6xido nitrico (iNOS). Relatos prévios mostram que a iINOS
estda presente em uma variedade de tecidos, principalmente em resposta a
mediadores enddgenos da inflamacgéo, hipdxia e estresse oxidativo (Chatterjee et
al., 2008; Sun et al., 2010). Além disso, o aumento da atividade e da expressao
da INOS esta bem descrita em doencgas inflamatdrias como, por exemplo, a
hipertensao arterial (Briones et al., 2000; Alvarez et al., 2008; Sun et al., 2010).

Para avaliar a isoforma induzivel de o6xido nitrico (iNOS), foi realizada uma
curva concentracdo resposta a fenilefrina na presengca de Aminoguanidina.Na
condigado controle, a Aminoguadina (50uM) nao alterou a resposta contratil a
fenilefrina. Contudo, na presenga desse farmaco, houve aumento de reatividade a
fenilefrina no grupo tratado por sete dias com acetato de chumbo. Estes
resultados sugerem que a redugado de reatividade a FE induzido pelo tratamento
com chumbo é, em parte, derivado do aumento da liberagdo de NO derivado da
iNOS.
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Somam-se aos dados funcionais, os resultados obtidos pela técnica de
Western Blot, onde houve um aumento da expressdo iNOS no grupo tratado por
sete dias com acetato de chumbo em relagdo ao grupo Controle. Corroborando
com os resultados deste estudo, Gonick et al., (1997) mostraram aumento da
expressao da iNOS nos rins de animais tratados por trés meses com 100ppm em
agua de beber.

Outros trabalhos demonstram que apesar da excregao urinaria NO estar
diminuida em ratos tratados por 12 semanas com 100ppm de acetato de chumbo,
houve aumento da expressao de iINOS em aortas e rins destes animais (Vaziri et
al .,1999) e em aortas e coragdes de ratos tratados com a mesma concentragéo
e tempo de exposic¢ao citadas anteriormente (Vaziri et al., 2001). Todavia, Zhang
et al., (2007), ndo encontraram diferengas na expressdo protéica da iINOS de
aortas de ratos incubados por 24hs com 1ppm de acetato de chumbo.

Partindo do propésito que o tratamento por sete dias com acetato de
chumbo diminuiu a reatividade vascular e aumentou a biodisponibilidade de NO,
sendo que parte deste parecendo ser derivado da iNOS, poder-se-ia supor na

atuacdo desse metal nos canais para K* do musculo liso vascular.

5.5.2 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre os

canais para K+.

Sabe-se que uma das vias de vasodilatagdo do NO pode envolver a
ativagdo de canais para K'. (Félétou & Vanhoutte, 2006, 2009; Fétélou, 2009).
Bolontina et al. (1994) demonstraram esse resultado em aortas de coelhos.
Mediante essas consideracdes, para avaliar a via de ativa¢do dos canais para K*
foi utilizado o TEA, um inibidor inespecifico dos canais para K*.

A incubagdo com o TEA aumentou a resposta contratil a fenilefrina em
ambos os grupos experimentais. Contudo, a magnitude desta resposta foi maior
no grupo tratado por sete dias com acetato de chumbo. Estes resultados sugerem
que uma das vias de sinalizacao que reduzem a reatividade vascular induzida por

esse metal envolve a ativagéo canais para K.
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Rossoni et al, (2002) demonstraram hipertensdo e aumento da
biodisponibilidade de NO em ratos tratados com ouabaina. Nesse trabalho,
protocolo com TEA potencializou a resposta vasoconstrictora a fenilefrina em
anéis de ratos tratados com OUA em maior propor¢gédo do que no grupo controle.
Os resultados deste autor sugerem que o aumento do NO mediado por este
tratamento poderia estar ativando canais para K*. No presente estudo, o aumento
do NO mediado pela exposigdo ao chumbo poderia estar ativando canais para K.

Sete dias de exposi¢do ao chumbo aumentou a PAS, apesar de dimunuir a
reatividade vascular a fenilefrina em anéis de aorta, pelo aumento da
biodisponibilidade de NO. Um fator que poderia estar contribuindo para o aumento
da PAS e do NO ¢ a angiotensina Il. Estudo prévio demostra que a Angiotensina
Il estimula a produgdo de NO em células endoteliais de aorta (Pueyo et al., 1998).
Além disso, existem trabalhos que demonstram que o chumbo ativa a enzima
conversora da angiotensina (ECA) (Sharifi et al., 2004), além de aumentar a
atividade plasmatica da renina, por estimular a sintese e liberagdo da mesma pelo
aparelho justaglomerular (Boscolo & Carminghani, 1988; Carminghani et al.,
1999).

Baseado nesses dados especulou-se sobre a participacdo do sistema
renina angiotensina nesse modelo experimental. De fato, neste trabalho, foi
possivel observar um aumento da atividade da ECA plasmatica, que poderia estar
participando do aumento da PAS apds o tratamento por sete dias com acetato de

chumbo.

5.5.3 Participagao da Angiotensina Il local sobre o efeito do chumbo na

resposta contratil a fenilefrina

A interagdo entre os diferentes componentes do sistema renina-
angiotensina-aldosterona determina sua atividade e influencia a regulagdo da
pressao arterial, balangco renal de sodio e risco cardiovascular (Lacolly et al.,
2009). Dentre os componentes do SRAA, a angiotensina Il exerce efeito
predominante no ténus vascular, mediado via interacdo com o receptor de

angiotensina do subtipo 1 (AT1) do musculo liso vascular (Griendling et al., 1996;
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Rajagopalan et al.,1996). A angiotensina Il exerce numerosos efeitos no sistema
cardiovascular, entre eles: vasoconstricgdo, crescimento de células do musculo
liso celular, hipertrofia miocardica, fibrose, disfungdo endotelial e inflamagao
vascular (Rajagopalan et al.,1996). Além disso, a angiotensina |l contribui para
hipertensao arterial via seu efeito central, vascular e renal.

A angiotensina Il também é considerada como importante mediador do
estresse oxidativo vascular, sendo esta uma potente ativadora da NAD(P)H
oxidase, liberando radicais livres (Rajagopalan et al.,1996; Doughan et al., 2007;
Qin et al., 2008; Garrido & Griendling, 2009).

Mediante estas informacdes, foi investigado no presente estudo a
participacdo da angiotensina Il em ratos expostos ao chumbo por sete dias.
Assim, os segmentos de aorta foram incubados com enalapril, para bloquear a
ECA, e consequentemente, reduzir a formacéo de angiotensina Il. Este farmaco
promoveu reducao da resposta contratii a FE somente nos anéis tratados com
chumbo. Pode-se deduzir que esse metal é capaz de estimular a atividade da
ECA endotelial e promover aumento de angiotensina Il local para interagir com os
receptores do subtipo AT no musculo liso vascular.

Desta forma, para investigar a participagdo da angiotensina Il local, no
tratamento por sete dias com acetato de chumbo, foi utilizado um antagonista do
receptor AT4, o losartan. Assim como o enalapril, o losartan reduziu a resposta
contratil a FE no grupo exposto chumbo. No grupo Controle, este farmaco néo
alterou a reatividade. Nao houve diferenca na expressao protéica dos receptores
AT entre o grupo Controle e Chumbo. Pode-se sugerir que esta resposta nao foi
ocasionada pelo aumento do numero de receptores AT1, pois a expressao deste
receptor nao foi alterada pela exposi¢ao ao chumbo por sete dias.

Somam-se a estes achados, o aumento da ECA plasmatica nos animais
expostos ao chumbo e a significante correlagdo entre a PAS e a atividade
plasmatica da ECA nestes animais. Estes dados nos sugerem a participacéao local
e sistémica do sistema renina-angiotensina como mediador dos efeitos do
chumbo no aumento da PAS.

O presente estudo corrobora com os dados encontrados por Silveira et al.,
(2010), que mostrou que o acetato de chumbo pode aumentar a atividade da ECA

no leito arterial caudal de ratos Wistar. Em adigao a estes resultados, Sharifi et al.,
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2004 demonstraram aumento da atividade sérica e tecidual da ECA na fase inicial
(2% semana) de exposi¢cao ao acetato de chumbo.

Diversos mecanismos tais como alteragdes nos fatores humorais, no
trocador de sodio/calcio, inibicdo da Na'/K* ATPase, tém sido descritas para
explicar a hipertensdo induzida pelo chumbo e sua etiologia ndo & bem
esclarecida. Estudos prévios relacionam a elevacdo da pressdo arterial em
animais expostos ao chumbo com alteragbes do sistema renina-angiotensina
(Boscolo & Carminghani, 1988; Vaziri et al., 2001; Zhang et al., 2007; Sharifi et al.,
2004). Exemplificando estes relatos, varias pesquisas demonstraram que a
exposi¢cao crbénica ao chumbo aumenta a atividade plasmatica da renina, por
estimular a sintese e liberagédo da mesma pelo aparato justaglomerular (Boscolo &
Carminghani, 1988; Carminghani et al., 1999). Entretanto, outros pesquisadores
nao encontraram diferengcas na atividade da renina plasmatica entre o grupo
controle e 0 exposto ao metal por sete semanas (Skoczynska, 1995). Ja Vicery et
al., (1982) mostraram reducdo da renina plasmatica, bem como, diminui¢do da
concentragao de angiotensina |I.

Os resultados descritos acima foram, em sua maioria, obtidos através do
tratamento crénico com acetato de chumbo e ha uma caréncia de informacdes
sobre qual seria a participagdo do sistema renina-angiotensina em uma fase
inicial de exposigcdo. No presente estudo, a exposig¢ao por sete dias ao acetato de
chumbo aumentou a atividade do sistema renina-angiotensina. A participagao
desse sistema poderia ser um dos possiveis mediadores do aumento da PAS.
Apesar do envolvimento local do sistema renina-angiotensina neste modelo
experimental, os efeitos vasodilatadores do NO foram mais significantes e
contribuiram para a redugdo da reatividade vascular a fenilefrina. Além disso,
nossos resultados sugerem que a angiotensina Il poderia aumentar a
biodisponibilidade do NO.

Estudos recentes tém demonstrado que alteragbes da liberacédo de
angiotensina Il local e dos prostandides vasoconstritores aumentam a liberagéo
de EROs em aorta de ratos normotensos (WKY) e espontaneamente hipertensos
(SRH) (Alvarez et al., 2005). Em adi¢cdo, Griendling et al., (1994, 2000),
documentaram que a angiotensina Il foi capaz de aumentar as espécies reativas
de oxigénio derivadas da NADPH oxidase. Assim, especulou-se sobre a

participacado desta via no aumento da liberacéo de radicais livres.
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5.5.4 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo na via dos

radicais livres

O estresse oxidativo pode afetar a reatividade vascular por diferentes
mecanismos. As EROs funcionam como segundo mensageiros, ativando
numerosas moléculas sinalizadoras e desempenham um papel importante na
fisiopatologia vascular (Touyz & Schiffrin, 2004, 2008; Alvaréz et al., 2008). Além
disso, o stress oxidativo esta envolvido na patogénese da arteriosclerose,
acometimentos neurodegenerativas, cancer e muitas outras desordens incluindo a
hipertensao arterial (Vaziri & Khan, 2007).

O anion superoxido é produzido por uma variedade de enzimas, incluindo
xantina oxidase, ciclooxigenase e a NADPH oxidase. Esta ultima desempenha
maior fungao nas células vasculares (Kawashima & Yokorama, 2010). Esta bem
estabelecida que a NADPH oxidase é a principal fonte vascular de 0," (Harrinson
& Gongora, 2009; Griendling et al., 2000; MclIntyre et al., 1999). Hamilton et al.
(2002) estudaram inibidores da NADPH oxidase, e demonstraram que a apocinina
foi o composto com maior potencial para reduzir a producdo de 0,. Estes
pesquisadores demonstraram que o tratamento com apocinina em artérias
isoladas de ratos diminuiu a producdo de radicais livres estimulados pela
NAD(P)H oxidase e aumentou a biodisponibilidade de NO, resultados
semelhantes foram encontrados em artérias e veias de humanos.

Deste modo, a apocinina, foi utilizada para avaliar a via dos radicais livres
no tratamento de sete dias com acetato de chumbo. O presente estudo
demonstrou que este farmaco reduziu a reatividade vascular a fenilefrina nos
segmentos arteriais expostos ao tratamento por chumbo. No entanto, na situagéo
controle a apocinina nao alterou a reatividade vascular. Portanto esse resultado
sugere que a enzima NADPH oxidase estaria estimulada na presenca do chumbo,
liberando, assim mais radicais livres.

Ainda com a finalidade de investigar a participagao do 0y, no tratamento de
sete dias com acetato de chumbo foram realizadas curvas-concentracao resposta
a fenilefrina com a SOD, um sequestrador do anion superoxido. A SOD dismuta o
anion superoxido em peréxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio e reduz

os efeitos toxicos do anion superoxido (Touyz & Schinffrin, 2004).
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Na condigdo controle, a SOD ndo alterou a sensibilidade e a resposta
maxima. Contudo, nos ratos tratados com chumbo a resposta maxima foi
reduzida. Pode-se especular, através deste resultado, que parece existir uma
presenga maior de 02 nos anéis expostos ao metal.

Outras EROs, como o peroxido de hidrogénio (H202), atuam estimulando a
proliferagcdo e migragdo celular e estdo relacionadas com efeito hipertrofico nos
vasos (Harrison & Gongora, 2009).

A participagao do H,0, na resposta contratil a fenilefrina foi avaliada através
da catalase, um “varredor” do H,0,. Esta enzima ndo modificou a resposta
vascular a fenilefrina no grupo controle, contudo no grupo exposto ao chumbo
houve reducéo da reatividade vascular. Estes dados sugerem a presenca de H,0,
nos anéis tratados com chumbo por sete dias.

Somam-se aos resultados funcionais, os resultados obtidos pela técnica de
quimioluminescéncia dependente de Lucigenina (QL_.) e fluorescéncia emitida
por dihidroetidio, o quais demonstraram aumento da producdo de O, nos anéis de
aorta dos animais expostos por sete dias ao acetato de chumbo quando
comparados aos animais controle.

Em acordo com os resultados acima, Courtois et al. (2003) documentaram
maior producdo de EROs em culturas de células endoteliais na presenca de
chumbo (1ppm) por 24 horas. Somam-se a esses achados, trabalhos prévios
realizados por Vaziri et al. (1997) e Ding et al. (2000); que registraram aumento da
peroxidagao lipidica e maior producdo de OH no animais expostos a este metal.
Outros estudos mostraram o aumento do estresse oxidativo em ratos expostos
cronicamente ao chumbo, através da concentragao plasmatica de malondialdeido
(MDA) (Gonick et al., 1997; Ding et al., 1998;).

Vaziri et al. (1999) relataram pela técnica de Western Blot a geragao de
nitrotirosina (a qual envolve a oxidagdo do NO mediada pelas EROs) no cérebro,
rim, figado e coragao de ratos tratados por 12 semanas com 100ppm em agua de
beber.

Contrapondo estes resultados, estudo prévio em nosso laboratorio
demonstrou que o acetato de chumbo (100uM) n&o agiu sobre a via de produgéo
e/ ou liberag&o de 02" no leito arterial caudal (Silveira et al., 2010).

Em adicdo aos nossos dados, trabalhos realizados em humanos

observaram envolvimento das EROs sobre o efeito do chumbo. Ni et al., (2004),
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por exemplo, reportaram que o chumbo foi capaz de gerar 0,°e H»0, em cultura
de células endoteliais e do musculo liso das artérias coronarias de humanos.

Como demonstrado no presente trabalho, o tratamento com chumbo por
sete dias reduziu a reatividade vascular a FE e aumentou a biodisponibilidade de
NO. Pode-se considerar, que parte deste NO € derivado da INOS. Nota-se
também, a participacdo do sistema renina-angiotensina que associado ao
aumento da liberagao de angiotensina |l local poderiam ativar a NADPH oxidase e
consequentemente aumentar as EROs. Entretanto, vale ressaltar que os efeitos
vasodilatadores do 6xido nitrico se sobrepuseram ao aumento de EROs.

Baseado no aumento da liberac&o local e sistémica da angiotensina Il, e no
aumento de radicais livres foi realizado outro protocolo para avaliar a participagéao
dos prostandides derivados da COX na agao vascular chumbo. Além disso, os
resultados do presente estudo mostram diminuicdo de reatividade vascular, e

deste modo, as prostaciclinas poderiam estar evolvidas nesta resposta.

5.5.5 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre os

prostandides derivados da ciclooxigenase

Os metabdlitos da ciclooxigenase modulam alguns efeitos no sistema
vascular como: vasodiltagdo (prostaciclinas) e vasocontricdo (PGH, e TXAp)
(Karimi et al., 2002; Antman et al., 2005). Alguns estudos sugerem o efeito do
chumbo no metabolismo do acido araquidénico (Karimi et al., 2002; Courtois et
al., 2003; Grizzo et al., 2008; Silveira et al., 2010).

Visando avaliar a via do acido araquiddnico-ciclooxigenase, apos sete dias
de exposicdo ao chumbo, os segmentos de aorta foram incubados com a
indometacina, um inibidor ndo seletivo da enzima COX. Os resultados
demonstraram que este farmaco n&o alterou a resposta em ambos o0s grupos
experimentais. Baseado no fato do tratamento por sete dias com chumbo
aumentar a biodisponibilidade de NO, pode-se supor que este aumento de NO
poderia mascarar alguma resposta vasoconstrictora desta via. Por isso foi
realizado o protocolo de co-incubacdo indometacina/ L-NAME. Este protocolo

potencializou a resposta vasoconstrictora a fenilefrina em anéis tratados com
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acetato de chumbo por sete dias em maior propor¢do do que no grupo controle.
Todavia, ndo houve diferenca da dAUC entre os grupos Pb*?> L-NAME e Pb*?
Indometacina + L-NAME. Estes dados sugerem que os prostandides derivados via
do acido araquidbénico n&o participam das respostas vasculares a FE em
segmentos de aorta expostos por sete dias ao acetato de chumbo.

Em contraposi¢gdo com nossos dados, Grizzo et al., (2008), demonstraram
que a incubagdo com indometacina em anéis expostos ao chumbo causou
significante diminuicdo no pD,, mas nao alterou a resposta maxima. Karimi et al.,
(2002) mostrou diminuigdo da reatividade vascular a FE em anéis incubados com
indometacina em ambos os grupos experimentais. Entretanto, este decréscimo foi
maior no grupo exposto ao metal. Estes autores sugerem a participacéo da via da
ciclooxigenase em ratos expostos ao chumbo por 28 dias. Em adi¢ao, Courtois et
al., (2003) registraram aumento da expressao da isoforma da COX-2 em anéis de
aorta perfundidos com chumbo. Estudo prévio em nosso laborat6rio mostrou o
envolvimento de prostandides vasoconstrictores derivados da COX no leito
arterial caudal de ratos perfundidos com chumbo (100uM) (Silveira et al., 2010)

A divergéncia entre os resultados encontrados no presente estudo com
aqueles descritos acima se devem as baixas concentragbes de chumbo as quais
os animais foram expostos e também ao tempo de exposicédo de sete dias.

5.6 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A EXPOSICAO POR SETE DIAS AO
ACETATO DE CHUMBO.

A atividade humana tem provocado cada vez mais contaminagdes
ambientais que tem exposto os homens a varios tipos de agentes téxicos, entre
eles, o chumbo. A exposicdo humana a este metal seja ela ocupacional, por
fundicdo primaria desse metal, reciclagem de baterias, industrias de pigmentos e
no setor eletro-eletrénico (solda e ligas), sdo muito comuns e ainda ndo sdo bem
conhecidas as consequéncias sobre a saude.

A importdncia deste estudo reside no fato de que os resultados
encontrados permitam compreender melhor os mecanismos pelos quais o

chumbo exerce efeito tdxico sobre o sistema cardiovascular. Além disso, deve ser
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ressaltada a importancia do modelo experimental utilizado. Foi desenvolvido um
modelo experimental de exposicdo controlada com acetato de chumbo por sete
dias. Ao término do tratamento, o conteudo sanguineo atingiu 9,98 ug/dL de
chumbo. Este valor é inferior aos niveis sanguineos permitidos pelo Ministério do
Trabalho (60 upg/dL) em individuos ocupacionalmente expostos. Entretanto, este
conteudo sanguineo foi suficiente para elevar a pressdo arterial sistdlica e
promover alteragbes vasculares. Isto nos permite sugerir uma revisao dos valores
de conteudo sanguineo de chumbo considerados seguros em humanos.

Os resultados do presente estudo revelam que a exposi¢cao por sete dias
ao acetato de chumbo aumentou a PAS e diminui a reatividade vascular a FE em
anéis de aorta de ratos. Os efeitos desse metal sdo dependentes do endotélio e
envolvem o aumento da biodisponibilidade do NO, parte deste parecendo ser
derivado da iINOS. O aumento do NO mediado por esse tratamento poderia estar
ativando canais para K*. Soma-se a estes achados, a participacdo do sistema
renina-angiotensina como um dos possiveis mediadores do aumento de PAS. O
aumento da atividade da ECA associada ao aumento da liberacdo de
angiotensina Il local poderiam ativar a NADPH oxidase e consequentemente
aumentar as EROs. Todavia, vale ressaltar que os efeitos vasodilatadores do
oxido nitrico foram maiores, mascarando os efeitos vasoconstrictores da
angiotensina |l e dos radicais livres.

De fato, os resultados deste estudo ajudaram a esclarecer os efeitos
téxicos e os mecanismos pelos quais o chumbo atua no sistema cardiovascular.
Além disso, estes resultados geraram respostas que precisam ser esclarecidas

posteriormente.
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6 CONCLUSAO

O modelo experimental utilizado neste estudo apresentou, ao término do
sétimo dia, baixas concentra¢gdes sanguineas de chumbo, concentragcdes essas
inferiores as consideradas limite pela ATSDR e permitidas pelo Ministério do
Trabalho Brasileiro.

Nesse modelo experimental, o chumbo, em baixa concentragao, alterou os
niveis de pressao arterial sistélica e a reatividade vascular. A participacdo do
sistema renina-angiotensina poderia ser um dos possiveis mediadores do
aumento de PAS. No entanto, houve redugado da reatividade vascular que pode
ser compensatoria ao aumento de PAS. Essa diminuigdo da reatividade a FE é
mediada pelo endotélio e esta associada ao aumento da biodisponibilidade de
NO, sendo que parte deste parece ser derivado da iNOS. Corroboram com esses
dados o aumento da expressao protéica da iINOS e da p-eNOS no residuo Ser
77 com significante aumento da razédo p-eNOS/eNOS apds exposi¢cao ao metal.
Além disso, o aumento de NO mediado por esse tratamento poderia estar
ativando canais para K.

Somam-se a esses resultados, 0 aumento da liberagdo de angiotensina |l
local que poderia ativar a producdo de NO, contribuindo para reducido da
reatividade vascular. Além disso, a angiotensina Il poderia ativar também a
NADPH oxidase e consequentemente aumentar as EROs. Apesar do
envolvimento do sistema renina-angiotensina e das EROs nesse modelo
experimental, vale ressaltar que os efeitos vasodilatadores do NO foram mais
expressivos e contribuiram para reducao da reatividade vascular a FE em anéis
de aorta.

Em suma, os resultados do presente estudo demonstram que o tratamento
por sete dias com acetato de chumbo aumenta a PAS e promove alteragdes
vasculares, reforcando a hipotese de que esse metal deve ser considerado um

fator de risco para doencas cardiovasculares.
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Abstract

Chronic lead exposure induces hypertension and alters endothelial function.
However, treatment with low lead concentrations was not explored yet. We
analyzed the effects of 7 day exposure to low lead concentrations on endothelium-
dependent responses. Wistar rats were treated with lead (1% dose 4 pg/100 g,
subsequent dose 0.05 ug/100 g, i.m. to cover daily loss) or vehicle; blood levels
attained at the end of treatment were 9.98 ug/dL. Lead treatment had the following
effects: increase in systolic blood pressure (SBP); reduction on contractile
response to phenylephrine (1 nM- 100 uM) of aortic rings; unaffected relaxation
induced by acetylcholine (0.1 nM- 300 uM) or sodium nitroprusside (0.01 nM- 0.3
pMM). Endothelium removal, NG-nitro-L—arginine methyl ester (100 pM) and
tetraethylammonium (2 mM) increased the response to phenylephrine in treated
rats more than on untreated rats. Aminoguanidine (50 yM) increased but losartan
(10 pM) and enalapril (10 uM) reduced the response to phenylephrine in treated
rats. Lead treatment also increased aortic Na'/K'-ATPase functional activity,
plasma angiotensin-converting enzyme (ACE) activity, protein expression of the
Na’/K*-ATPase alpha-1 subunit, phosphorylated endothelial nitric oxide synthase
(p-eNOS), and inducible nitric oxide synthase (iNOS). Our results suggest that on
initial stages of lead exposure, increased SBP is caused by the increase in the
activity ACE. This effect is accompanied by increased p-eNOS, iINOS protein
expression and Na'/K'-ATPase functional activity. These factors might be a

compensatory mechanism to the increase in SBP.

Keywords: Lead, nitric oxide, renin-angiotensin system, potassium channels.



1 INTRODUCTION

Lead is considered an environmental pollutant of high risk to public health [1,
2].This metal is extensively used by the industrial sector, thereby contributing to its
wide environmental distribution. Usually, plasma lead levels in humans result from
exposure to exogenous sources [3]. Occupational exposure occurs during the
manufacture of ammunition, batteries, solder, ceramic glazes, plastics and sheet lead
[4]. Lead affects the central nervous system [3] and the renal system [5], and
population studies have demonstrated an association between lead exposure and
kidney disease [6, 7]. Recently, more research has focused on the toxic effects of
lead on the cardiovascular system and its association with hypertension in humans
[8-10] and animals [11-13]. Several mechanisms have been proposed to cause lead-
induced hypertension, such as alterations in calcium exchangeability [14], central
sympathetic activity enhancement [15,12], increases in plasma catecholamines [16],
inhibition of the Na'/K’-ATPase [17], activation of direct smooth muscle protein
kinase C [18], increased activity of the renin-angiotensin system [19] and endothelial
dysfunction [20, 21].

Endothelial dysfunction is associated with hypertension and with a
concomitant increase in morbidity and mortality [22, 23]. Vaziri et al. [21, 22] showed
that treatment with 100 ppm of lead in drinking water for 12 weeks induces
hypertension and endothelial dysfunction in Sprague-Dawley rats. Several reports
have shown that the chronic lead treatment with 100 ppm in drinking water increases
vascular reactivity to phenylephrine in aortic rings [24, 25, 13], although other authors
have demonstrated a decrease in the vascular reactivity to phenylephrine after lead
treatment [26]. It is still unclear whether this altered vascular reactivity can contribute
to lead-induced hypertension.

The Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR)
recommends that the concentration of lead in the blood is under 60 pg/dL in adults
that experience occupational lead exposure [3, 27, 28]; nevertheless, individuals
with blood lead concentrations between 31.4 pg/dL and 53.5 pg/dL showed an
increase in arterial pressure [6, 9]. Recent experimental studies of lead toxicity
demonstrated a concentrations of lead in the blood between 31.8 ug/dL and 58.7

pMg/dL [29, 30, 13]; these concentrations are similar to those found in the



population of workers exposed to lead; however, little attention has been given to
the effects of lead in the blood at concentrations below those found in humans with
occupational lead exposure and the effects during the initial stages of lead
exposure. Because of the lack of knowledge in these areas, we developed an
experimental model of lead exposure in rats that produces blood concentrations
below those found in humans with occupational lead exposure. Thus, the aim of
this study was to investigate the effects of seven-day treatment with a low
concentration of lead acetate on the systolic blood pressure (SBP) and vascular

reactivity in aortic rings.

2 MATERIALS AND METHODS

Animals and treatment

Male Wistar rats (260—-300 g) were used for these studies. The care and
use of laboratory animals were in accordance with the NIH guidelines, and all
experiments were conducted in compliance with the guidelines for biomedical
research as stated by the Brazilian Societies of Experimental Biology and were
approved by the Institutional Ethics Committee of the Health Science Center of
Vitéria (CEUA-EMESCAM 004/2007). All rats had free access to water and were
fed rat chow ad libitum. Rats were divided into two groups: control (vehicle-saline,
i.m.) or treated with lead acetate for seven days (1st dose: 4 ug/100 g, subsequent
dose: 0.05 pg/100 g, i.m. to cover daily loss). At the end of the treatment, rats
were anesthetized with pentobarbital (35 mg/kg, i.p.) and killed by exsanguination.
Thoracic aortas were carefully dissected out and connective tissue was removed.
For vascular reactivity experiments, the aortas were divided into cylindrical
segments 4 mm in length. For analysis of protein expression, some arteries were
rapidly frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until analyzed. Blood samples
were collected in tubes without EDTA and placed in ice and then centrifuged at
3,500 x g for 15 min at 4°C. The resulting plasma was stored at -80°C until use to

determine ACE activity.



Blood pressure measurements

Indirect systolic blood pressure was measured at the beginning and at the
end of treatment using tail-cuff plethysmography (IITC Life Science, Inc).
Conscious rats were restrained for 5-10 min in a warm and quiet room and
conditioned to numerous cuff inflation-deflation cycles by a trained operator.
Systolic blood pressure was measured, and the mean of three measurements was
recorded [13].

Blood lead level measurements

Blood lead level measurements were determined according to the protocol
developed by Koreckova-Sysalova [31]. Lead concentrations in samples of whole
blood after 7 days of treatment were measured in duplicate by atomic fluorescence
spectrometry (model: AAS5 EA with graphite furnace, Carl Zeiss, Germany) at the
Centre for Exact Sciences - Chemistry Department (Federal University of Espirito
Santo).

Vascular reactivity measurements

Aortic segments (4 mm in length) were mounted between two parallel wires
in 37°C organ baths containing Krebs-Henseleit solution (KHS, in mM: 124 NacCl,
4.6 KClI, 2.5 CaCly, 1.2 MgSOQq4, 1.2 KH,PO4, 0.01 EDTA, 23 NaHCO3) and gassed
with 95% 02-5% CO; (pH 7.4). Arterial segments were stretched to an optimal
resting tension of 1.0 g. Isometric tension was recorded using a force
displacement transducer (TSD125C, CA, USA) connected to an acquisition
system (MP100A, BIOPAC System, Inc., Santa Barbara, USA).

After a 45 min equilibration period, all aortic rings were initially exposed
twice to 75 mM KCI. The first exposure checks their functional integrity, and the
second exposure assesses the maximal tension developed. Afterwards,
endothelial integrity was tested with acetylcholine (10 uM) in segments previously

contracted with phenylephrine (1 uM). A relaxation equal to or greater than 90%



was considered demonstrative of the functional integrity of the endothelium. After
a 45 min washout, concentration-response curves to phenylephrine were
determined. Single curves were performed in each segment. Effects of the
nonspecific NOS inhibitor NG-nitro-L—arginine methyl ester (L-NAME, 100 pyM), the
inducible NO synthase (iNOS) inhibitor aminoguanidine (50 pM), the potassium
(K*) channel blocker tetraethylammonium (TEA, 2 mM), the cyclooxygenase
inhibitor indomethacin (10 uM), the AT, receptor blocker losartan (10 uM) and the
ACE inhibitor enalapril (10 uM) were investigated. These drugs were added to the
bath 30 min before performing the phenylephrine concentration-response curves.

The influence of the endothelium on the response to phenylephrine in
untreated and treated- lead rats was investigated after its mechanical removal,
which was performed by rubbing the lumen with a needle. The absence of
endothelium was confirmed by the inability of 10 yM acetylcholine (ACh) to
produce relaxation.

In another set of experiments, after the 45 min equilibration period, aortic
rings from untreated and lead-treated rats were pre-contracted with phenylephrine
(1 yM), and concentration-response curves to acetylcholine (0.1 nM - 300 uM) or
sodium nitroprusside (0.01 nM - 0.3 uM) were determined.

The functional activity f the Na*/K*-ATPase in segments from control and
lead-treated rats was measured using K'-induced relaxation, as described by
Webb and Bohr [32] and modified by Rossoni et al. [33]. After a 30-min
equilibration period in normal Krebs, preparations were incubated for 30 min in K-
free Krebs. The vessels were subsequently pre-contracted with phenylephrine,
and once a plateau was attained, the concentration of KCI was increased step-
wise (1, 2, 5 and 10 mM), with each step lasting for 2.5 min. After these
procedures, preparations were incubated with 100 uM ouabain for 30 min to inhibit
sodium pump activity, and the K*-induced relaxation curve was repeated.

Determination of angiotensin-converting enzyme (ACE) activity.

The effect of lead treatment on serum angiotensin-converting enzyme

(ACE) activity was determined according to the protocol detailed by Oliveira et al.



[34]. Briefly, serum (3 pl) was incubated with 40 pl of assay buffer containing 5 mM
Hip-His-Leu in 0.4 M sodium borate buffer with 0.9 M NaCl, pH 8.3 for 15 min at
37°C. The reaction was stopped by the addition of 190 ul of 0.34 N NaOH. The
product, His-Leu, was measured fluorometrically at an excitation wavelength 365-
nm and an emission wavelength of 495-nm using a fluoro-colorimeter (Synergy 2,
Biotek). Seventeen microliters of o-phthaldialdehyde (20 mg/ml) in methanol was
added. To correct for the intrinsic fluorescence of the serum, time zero blanks (T,)
were prepared by adding serum after NaOH. All assays were performed in

triplicate.

Western blot analyses

Proteins from homogenized arteries (50 pg for eNOS, p-eNOS, iNOS, AT,
AT, receptors and 80 pg for Na*'/K'-ATPase alpha-1 and 2 subunits) were
separated by 10% SDS-PAGE. Proteins were transferred to nitrocellulose
membranes that were incubated with mouse monoclonal antibodies for endothelial
nitric oxide synthase (eNOS), phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (p-
eNOS; 1:250; Transduction Laboratories, Lexington, UK), inducible nitric oxide
synthase (iNOS; 1:250; Transduction Laboratories, Lexington, UK), Na'/K'-
ATPase alpha-1 subunit (1:1000; Millipore, San Francisco, USA) or Na'/K'-
ATPase alpha-2 subunit (1:500; Millipore, San Francisco, USA) or rabbit
polyclonal antibodies for AT or AT, (1:500; Biotechnology, Santa Cruz, USA).
After washing, membranes were incubated with anti-mouse (1:5000; StressGen,
Victoria, Canada) or anti-rabbit (1:7000; StressGen, Victoria, Canada) antibodies
conjugated to horseradish peroxidase. After thorough washing, immunocomplexes
were detected using an enhanced horseradish peroxidase/chemiluminescence
system (ECL Plus, Amersham International, Little Chalfont, UK) and film
(Hyperfilm ECL International). Signals on the immunoblots were quantified with the
National Institutes of Health Image V1.56 software. The same membranes were
used to determine a-actin expression using a mouse monoclonal antibody to a-
actin (1:5000; Sigma, USA).



Statistical analyses

All values are expressed as mean + S.E.M. Contractile responses were
expressed as a percentage of the maximal response induced by 75 mM KCI.
Relaxation responses to ACh or NPS were expressed as the percentage of
relaxation of the maximal contractile response. For each concentration-response
curve, the maximal effect (Emax) and the concentration of agonist that produced 50
% of the maximal response (log ECsp) were calculated using non-linear regression
analysis (GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). The
sensitivities of the agonists were expressed as pD; (-log ECsp). To compare the
effects of endothelium denudation or L-NAME on the contractile responses to
phenylephrine, some results were expressed as differences in the area under the
concentration response curves (dAUC) for the control and experimental groups.
These values indicate whether the magnitude of the effect of either endothelial
denudation or L-NAME is different in untreated or lead-treated rats. Relaxation
induced by K* was expressed as a percentage of the tone previously obtained with
phenylephrine. The curves of relaxation induced by K" were constructed through
the analysis of nonlinear regression of the concentration-response curves.

For protein expression, data were expressed as the ratio between signals
on the immunoblot corresponding to the protein of interest and a-actin. For protein
expression of p-eNOS, data were expressed as the ratio between p-eNOS/eNOS.
Results are expressed as mean + SEM of the number of rats indicated; differences
were analyzed using Student’s f-test or two-way ANOVA followed by a Bonferroni

test. P <0.05 was considered significant.

Drugs and reagents

Lead acetate Pb(CH3;COO)2, I-phenylephrine hydrochloride, L-NAME,
enalapril, indomethacin, acetylcholine chloride, sodium pentobarbital, losartan,
ouabain, sodium nitropusside, SOD, aminoguanidine and tetraethylammonium
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Salts and reagents used

were of analytical grade from Sigma-Aldrich and Merck (Darmstadt, Germany).
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RESULTS

No differences in body weight between the two groups were observed
before (untreated: 261.1 £ 1.39 g, n= 40; lead-treated: 259 + 0.98 g, n= 40; P >
0.05) or after treatment (untreated: 305.5 + 2.88 g, n= 40; lead-treated: 310.1 +
2.68 g, n=40; P > 0.05).

In rats exposed to seven-day lead treatment, the blood lead concentration
attained was 9.98 ug/dL + 1.70 ug/dL (n= 5). A significant rise in systolic arterial
blood pressure was observed seven days after lead exposure (untreated: 121 %
1.50 mmHg, n= 12; lead treated: 137 + 2.36 mmHg, n=12, P < 0.05).

Effects of lead treatment on vascular reactivity.

Lead treatment did not affect the response to KCI (untreated: 3.48 + 0.08 g,
n= 39; lead-treated: 3.52 + 0.09 g, n= 40; P > 0.05), but it decreased the
contractile responses induced by phenylephrine in rat aortas (Figure 1 A). It also
decreased Rpax but not sensibility to phenylephrine (Table 1).

The concentration-dependent relaxation induced by ACh did not change in
the treated group compared to the untreated group (Rmax untreated: 98.90 + 0.97,
n= 8; Rmax lead-treated: 99.37 + 0.50, n= 9; pD, untreated: 7.13 £ 0.32, n= 8; pD,
lead-treated: 7.58 £ 0.58, n= 9). Similarly, the response induced by NPS also did
not change in both groups (Rmax untreated: 100 + 0.24, n= 8; Rnax lead-treated:
100 £ 0.19, n= 9; pD, untreated: 7.63 + 0.33, n= 8; pD, lead-treated: 7.43 + 0.13,
n=9) (Figures 1 B and C).

Effects of lead treatment on endothelial modulation of vasoconstrictor

responses.

Both endothelium removal and incubation with the NOS inhibitor L-NAME
(100 uM) shifted the concentration-response curves to the left after phenylephrine

treatment in aortic segments from either group, and this shift was greater in
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preparations from lead-treated than untreated rats, as shown by the dAUC values
(Figures 2 A, B, C, D, E and F; Table 1). Lead treatment did not modify eNOS
protein expression in the aorta, although it increased eNOS phosphorylation at
Ser" (Figure 2 G).

Aminoguanidine (50 pM), a nonselective iNOS inhibitor, increased the
vasoconstrictor response induced by phenylephrine in aortas from lead-treated
rats, but it did not modify the responses to phenylephrine in aortas from control
rats (Figures 3 A and B, Table 2). In addition, the protein expression of iINOS
increased after lead treatment (Figure 3 C).

Nitric oxide can open K* channels [35] and contribute to a reduction in
contractile responses induced by phenylephrine in aortas from lead-treated rats.
TEA (2 mM), a K channel blocker, potentiated the vasoconstrictor response
induced by phenylephrine in aortic segments from either group, but these effects
were greater in preparations from lead-treated than untreated rats, as shown by
the dAUC values (Figures 3 D, E and F; Table 2).

The cyclooxygenase inhibitor, indomethacin (10 uM), was used to
investigate the putative role of prostanoids on the decreased response to
phenylephrine in lead-treated rats. Indomethacin did not alter the Rnyax and pD»
values after phenylephrine treatment in aortic segments from both groups (Table

1),

Effects of lead treatment on renin-angiotensin system

To investigate the involvement of the plasma renin-angiotensin system in
potentiating the effects of lead exposure, angiotensin converting enzyme activity
(ACE) was evaluated. Lead treatment increased plasma ACE activity (Figure 4 A).
There was a significant correlation between systolic arterial blood pressure and
ACE activity in the plasma of lead-treated rats (r=0.787, P < 0.05; Figure 4 B and
C). These results reinforce the hypothesis that the renin-angiotensin system is
involved in the rise in arterial blood pressure in lead-treated rats.

To investigate if the local renin-angiotensin system was involved in the
alterations of vascular reactivity after phenylephrine treatment induced by lead,

ACE and AT, receptors were blocked with enalapril (10 uM) and losartan (10 yM),
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respectively. As show in Figure 5 (A, B, C and D), both drugs reduced the
vasoconstrictor response induced by phenylephrine in aortas from lead-treated
rats but not in aortas from control rats (Table 2). This finding suggests that lead
affects the local renin-angiotensin system; however, western blot analyses
revealed similar levels of AT4 and AT, protein expression in the aortas from both
groups (Figures 5 E and F).

Effects of lead treatment on Na'/K*-ATPase activity

We hypothesized that an increase in the Na'/K*-ATPase activity might be
causing the reduction in vascular reactivity after phenylephrine treatment in the
aortas from lead-treated rats. The activity of the sodium pump, which was
evaluated by the potassium-induced relaxation curves before 100 yM ouabain
incubation, increased in aortic rings from treated rats (Figure 6). Preincubation of
intact segments with ouabain (100 yM) for 30 min in K*-free medium induced an
increase in vascular tone in the aortas from both groups, but the increase was
smaller in the last concentration of segments from lead-treated rats (Figure 6 A). In
addition to this finding, the protein expression of the Na'/K'-ATPase alpha-1
subunit increased after lead treatment (Figure 6 B). However, the protein
expression of the alpha-2 subunit of Na*/K*-ATPase was similar in the aortas from

untreated and lead-treated rats (Figure 6 C).

DISCUSSION

The major findings from this study indicate that lead treatment used to attain
a blood lead content of 9.98 ug/dL is sufficient to increase systolic arterial blood
pressure and to decrease the contractile responses induced by phenylephrine in
the rat aorta. This blood lead content is much lower than the reference value (60
Mg/dL) considered to be the upper limit of exposure in people exposed to lead in
their occupation [3, 27, 28]. We found that elevated systolic arterial blood pressure

is caused by increased plasma ACE activity. The decrease in the contractile
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responses after phenylephrine treatment in aortic rings from lead-treated rats is
probably due to the increase in negative endothelial modulation. These responses
might constitute a counterregulatory mechanism that acts to oppose the increase
in blood pressure produced by lead.

The Centers for Disease Control and Prevention (CDC) considers blood
lead concentrations greater than or equal 10 pg/dL excessive for infants and
children [36]. Blood lead concentrations greater than or equal to 30 ug/dL are
considered elevated in adults; however, the Agency for Toxic Substances and
Disease Registry (ATSDR) recommends limiting blood lead concentrations to 60
Mg/dL in adults whose jobs expose them to lead [3, 27, 28]. It has been reported
that adults who experience occupational lead exposure have an increase in blood
lead concentration (typically concentrations range from 30 to 60 ug/dL) [6, 37, 9].
In South Korea, individuals who experience occupational lead exposure have
blood lead concentrations of approximately 31.4 ug/dL [9]. That study indicated
that lead exposure acts continuously on systolic blood pressure, and reductions in
exposure may contribute to a decrease in blood pressure. Several studies have
supported the association between high blood lead levels and hypertension [38, 8,
39]. In fact, previous reports have suggested that chronic lead exposure at low
levels might contribute to hypertension. These studies showed the blood lead
concentrations in treated rats were between 31.8 ug/dL and 58.7 pg/dL [29, 30,
13]. In the present study, we treated rats with a low dose of lead for seven days
and attained a blood lead concentration of 9.98 ug/dL. This concentration is lower
than the levels observed in individuals with occupational lead exposure;
nevertheless, this low concentration of lead increased systolic blood pressure in
the treated rats.

Lead may induce hypertension via multiple mechanisms, but the
pathogenesis is not entirely understood in the initial stages of exposure. Previous
studies have shown that lead increased the synthesis and/or release of renin from
the juxtaglomerular apparatus [15], the production of aldosterone [40] and the
activity of plasma ACE [41, 11]. In our study, increased systolic arterial pressure
was accompanied by elevation of plasma ACE activity in lead-treated rats;
furthermore, there was a significant correlation between systolic arterial blood
pressure and ACE activity in the plasma of lead-treated rats. Previous reports

have shown that elevation in systolic blood pressure after 2 weeks of lead
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treatment (100 ppm lead acetate in drinking water) was accompanied by an
increase in plasma ACE activity [19]. These findings suggest that ACE activity
might play a role in the initial stages of lead-induced hypertension.

Previous studies have shown that alterations in vascular tone are possibly
involved in lead-induced hypertension [30, 42]; however, at low concentrations and
in the initial stages of lead exposure, changes in vascular reactivity have not yet
been described. Several reports have shown that chronic exposure to lead at low
concentrations induces vasoconstriction in the aorta [24, 25, 13]. Chronic
exposure to lead (100 ppm for 10 months) also decreased the contractile
response induced by 5-HT in the aortas of lead-treated rats [26]. These effects
might be mediated by increased production of reactive oxygen species [42],
vasoconstrictor prostanoids of the cyclooxygenase pathway [13] and
pathomorphological changes in the vessels [26].

In this study, we observed a reduction in the reactivity to phenylephrine in
aortic rings after seven days of lead exposure. The reduction in vascular reactivity
to phenylephrine was accompanied by a concomitant increase in the endothelial
modulation of such responses. To investigate NO modulation, the NOS inhibitor,
L-NAME, was used. We observed that L-NAME increased the reactivity to
phenylephrine in both experimental groups; however, the magnitude of the effect
of L-NAME was higher in lead-treated rats. These results suggest that lead
increases NO bioavailability, thereby reducing reactivity to phenylephrine in the
aortic rings. In support of these data, we also observed that a seven-day lead
exposure increased eNOS phosphorylation at Ser''””. This specific residue is the
major regulator of NO production [43, 44]. Other investigators have also indicated
that high concentrations of lead increases the NO bioavailability in rat tail arteries
[45]; however, Karimi et al.[24] showed that treatment with 100 ppm lead acetate
for 28 days reduces NO bioavailability in rat aortas. This study was performed with
chronic lead treatment, whereas our study was performed in the initial stages of
lead exposure. The results concerning the effects of lead on NO production are
controversial. Vaziri and Ding et al. [46] showed that incubation with 1 ppm lead
acetate for 24 hours increases NO production in human coronary artery
endothelial cells; however, other reports have shown that treatment with lead

acetate (100 ppm in drinking water) for 12 weeks decreases [47, 20, 21, 48] urine
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NO concentration. These contradictory results are probably due to differences in
the timing and the form of lead treatment.

To investigate whether INOS has a putative role mediating the effects of
lead treatment, aminoguanidine, an iINOS blocker, was used. Aminoguanidine
increased the effects of lead on the contractile response to phenylephrine.
Similarly, we found that that lead exposure increased iINOS protein expression.
These results suggest that NO from iINOS also mediates the reduced reactivity to
phenylephrine induced by lead. Several reports have also suggested that chronic
exposure to lead increases the expression of iINOS in the aorta [21, 48], heart [48]
and kidney [29, 48]. Although we demonstrated an increase in NO bioavailability
induced by lead, the relaxations induced by acetylcholine and sodium
nitroprusside were not altered after seven days of lead exposure. These results
indicate that after seven days, lead does not seem to modify the release of NO
stimulated by acetylcholine or alter NO signaling pathways. In agreement with our
findings, Grizzo et al. [13] showed that lead did not change the induced
acetylcholine- and sodium nitroprusside-induced relaxations in lead-treated rats.

The increased NO could open K' channels and contribute to increased
negative modulation of the phenylephrine contraction. We demonstrated that TEA,
a K’ channel blocker, potentiated the response to phenylephrine in aortic
segments from either group, but these effects were greater in preparations from
lead-treated than from untreated rats, as shown by dAUC values. These findings
suggest that NO might be activating K* channels in vascular smooth muscle cells,
as previously reported [35, 49].

Prostacyclin is another endothelium-derived vasodilator that might be
involved in negative endothelial modulation of aortic rings from lead-treated rats. It
has been shown that lead exposure increases the activity of the cyclooxygenase
pathways in aortic rings [24, 13] and in the tail vascular bed of rats [45]. In the
present study, indomethacin did not modify vascular reactivity to phenylephrine in
untreated and lead-treated rats. These findings suggest that the cyclooxygenase
pathway, at least in these initial stages of exposure, is not involved in the
decreased vascular reactivity in aortas from lead-treated rats.

Seven days of lead exposure increased arterial systolic pressure, even
though vascular reactivity to phenylephrine decreased due to an increased NO

bioavailability in aortic rings. A previous study showed that local angiotensin Il
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stimulates the production of NO in aortic endothelial cells [50]; therefore, we
investigated whether the local renin-angiotensin system might be involved in the
alterations of vascular reactivity to phenylephrine induced by lead. We showed
that losartan and enalapril decreased the contractile response to phenylephrine in
aortic rings from lead-treated rats, which is in agreement with the increased
plasma ACE activity found in these rats. Despite the involvement of the local renin-
angiotensin system in this experimental model, which could induce
vasoconstriction, the vasodilatory effects of NO were more significant and
contributed to a reduction in the vascular reactivity to phenylephrine. Western blot
analyses showed similar levels of AT, and AT, protein expression in the aortas
from both groups. These findings suggest that seven days of lead treatment was
not sufficient to produce alterations in the expression of these receptors, even
under conditions of increased plasma ACE activity.

In this study, we showed that lead treatment induced the release of
endothelium-derived factors such as nitric oxide and angiotensin Il; however, both
nitric oxide and angiotensin Il stimulate Na'/K*-ATPase activity, which might
reduce vascular tone [51, 52, 53]. Therefore, we investigated the effects of lead
treatment on Na'/K*-ATPase functional activity, and we demonstrated that lead
increases Na'/K'-ATPase functional activity. We analyzed this activity further by
evaluating the expression of the alpha-1 and alpha-2 subunits of the Na'/K’-
ATPase. Western blot analyses showed that the seven-day lead exposure
increased the protein expression of the Na*/K*-ATPase alpha-1 subunit; however,
the Na'/K*-ATPase alpha-2 subunit was present in similar levels in aortas from
untreated and lead-treated rats. Thus, the increased NO bioavailability and
angiotensin Il production induced by lead could be causing increased Na'/K'-
ATPase functional activity.

In summary, seven day of lead treatment increased systolic arterial blood
pressure and reduced vascular reactivity to phenylephrine in aortic segments from
rats. The increased plasma ACE activity could contribute to elevated systolic blood
pressure in lead-treated rats. In contrast, the decreased vascular reactivity due to
increased NO bioavailability might constitute a counterregulatory mechanism
against the elevated systolic arterial pressure observed in these animals, at least
in the initial stages of lead exposure. Lead treatment also increased p-eNOS and

iINOS protein expression. Presumably, the increased NO could open K* channels
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and contribute to increased negative modulation of the phenylephrine contraction.
In addition, both angiotensin Il and NO bioavailability can stimulate Na'/K'-
ATPase functional activity by decreasing vascular reactivity. In conclusion, our
results show that vascular changes and increased systolic blood pressure occur in
the initial stages of low-concentration lead exposure, and thus, lead can be
considered an important risk factor for cardiovascular disease.
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Legends

Figure 1. The effects of seven-day exposure to lead acetate on the concentration-
response curves to phenylephrine (A), acetylcholine (B) and sodium nitroprusside
(NSP; C) treatment in aortic rings. *P < 0.05 by Student’s t-test. Number of

animals used is indicated in parentheses.

Figure 2. The effects of endothelium removal (E) (A, B) and N°®-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME, 100 uM) (D, E) on the concentration-response curve for
phenylephrine treatment in aortic rings from untreated (CT) and lead-treated rats
(Pb*?). The inset shows differences in area under the concentration-response
curves (dAUC) in endothelium—denuded and intact segments (C) and in the
presence and absence of L-NAME (F). Densitometry analyses of western blots for
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and phosphorylated endothelial nitric
oxide synthase (p-eNOS) protein expression in aortas from untreated (CT) and
lead-treated rats (Pb*?) (G). Representative blots are also shown. *P < 0.05 by
Student’s t-test. Number of animals used is indicated in parentheses.

Figure 3. The effects of aminoguanidine (50 uM) (A, B) and TEA (2 mM) (D, E) on
the concentration-response curves to phenylephrine in endothelium-intact aortic
segments from untreated (CT) and lead-treated rats (Pb*?). The inset shows
differences in dAUC in the presence and absence of TEA (F). Densitometry
analyses of western blots for inducible nitric oxide synthase (INOS) protein
expression in aortas from untreated (CT) and lead-treated rats (Pb*?) (C).
Representative blots are shown. *P < 0.05 by Student’s t-test. Number of animals

used is indicated in parentheses.

Figure 4. Angiotensin converting enzyme (ACE) activity (A)(nmol His-Leu/min) in
plasma; correlation between systolic arterial blood pressure and ACE activity
(nmol His-Leu/min) in plasma of control and lead-treated rats (B) (r = 0.787, P <
0.05). *P < 0.05 by Student’s t-test. Number of animals used is indicated in

parentheses.
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Figure 5. Effect of losartan (10 uM) (A, B) and enalapril (10 uM) (C, D) on the
concentration-response curves to phenylephrine in endothelium-intact aortic
segments from untreated (CT) and lead-treated rats (Pb*?). Densitometry analyses
of the western blots for receptors AT (E) and AT, (F) in aortas from untreated
(CT) and lead-treated rats (Pb*?). Representative blots are also shown.*P < 0.05

by Student’s f-test. Number of animals used is indicated in parentheses.

Figure 6. Potassium-induced relaxation in aortic rings from untreated (CT) and
lead-treated (Pb*?) rats previously incubated in a K*-free medium and contracted
with phenylephrine before and after incubation with 100 pyM ouabain (A).
Densitometry analyses of the western blots for the alpha-1 subunit (B) and alpha-2
subunit (C) in aortas from untreated (CT) and lead-treated rats (Pb*?).
Representative blots are also shown. *P < 0.05 (CT vs. Pb*?) by Student’s t-test or
two-way ANOVA followed by a Bonferroni test. “P < 0.05 (CT OUA vs. Pb™ OUA)
by two-way ANOVA followed by a Bonferroni test. Number of animals used is

indicated in parentheses.
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Table 1

27

Parameters of maximal response (Rmax) and sensitivity (pD2) of the concentration-

response curves to phenylephrine in the aortas from untreated and lead-treated rats,

before (E+) and after (E-) endothelial damage and after N®-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME, 100 uM) and indomethacin (10 uM) incubation.

Untreated Lead treated

Rmax pD2 Rmax pD2
Control 81.80 + 4,46 6.55 %+ 0,1 66.15 + 4,66" 6.29 + 0,06
E 150. 4 +  7.65+0.14" 152.1 +  7.37+0.10

7,32* 10,43
L-NAME 130.1 + 2,57* 7.69 + 0.23% 148.9 + 3.22* 7.12 £ 0.05*
Indomethacin 85.64 £ 8.71 6.64 + 0,08 64.61 £ 5.67 6.39 + 0.07

Results are expressed as mean + SEM of the number of animals shown in Fig. 2;

Rmax, maximal effect (expressed as a percentage of the maximal response

induced by 75 mM KCI); pD,, -log one-half Rnax; Control; E”, endothelium removal,

.-NAME, NG-nitro-L-arginine methyl ester; indomethacin. P < 0.05 vs. untreated

control rats (*) and lead-treated control rats ().



Table 2

Effects of aminoguanidine, TEA, losartan and enalapril on the vascular responses

to phenylephrine (Rmnax and pDy) in aortas from untreated and lead-treated rats.

28

Untreated Lead treated
Rmax pD2 Rmax pD2
Control 82.06 + 6,48 6.02+0,15 60.35 + 6.14 £ 0.08
5,99*
Aminoguanidine 86.93 + 5.56 6.36 + 0,19 83.71 + 6.23 £ 0.08
2,57*
TEA 100.04 + 6.50 + 0,11% 98.29 + 6.30 £ 0,08
3.70* 5,30*
Enalapril 79.12 £ 2.69 6.21+0.13 48.93 + 6.20 £ 0.13
2.53*
Losartan 79.77 £4.12 6.19 £ 0.05 35.13 + 5.98 £ 0.12
5.89*

Results are expressed as mean + SEM of the number of animals shown in Figs. 3
and 5; Rnax, maximal effect (expressed as a percentage of the maximal response
induced by 75 mM KCI); pD,, -log one-half Rnax; AG, aminoguanidine; TEA,
tetraethylammonium; losartan; enalapril. P< 0.05 vs. untreated control rats () and

lead-treated control rats (*).
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 7
A
0-
c -20-
2 B Pb*2 E*(n=10)
< -404
% O Pb*2E* OUA (n=10)
m '60-
° ® CTE'(n=10
2 gl ( )
O CTE'OUA (n=10
-100- (n=10)
I L) L) L) L) L)
0 2 4 6 8 10
KCI (mM)
B C
.- - Alpha 1 _ Alpha 2
— a- actin — a- actin
2.5+ 25
8 20] £ 201
g . 815
3 T 3
= o
£ £ ™
S5 (7) © 0.57
0.0 0.0-
C'T Pll)2+ CIT Pt;2+



