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RESUMO

A exposicao crénica ao chumbo produz hipertensédo, mas seus efeitos, em
baixas concentracdes, sobre a funcdo cardiaca ainda s&o pouco conhecidos.
Objetivamos investigar se baixa concentracdo plasmatica de chumbo pode
modificar a contratilidade cardiaca em musculos papilares isolados de ratos. Ratos
Wistar foram divididos em dois grupos: controle (CT) e tratados com chumbo (Pb?*)
(100 ppm na agua de beber, por 15 dias). A presséo arterial foi medida no momento
zero e no final dos 15 dias. Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados
e eutanaziados, e os parametros de contratilidade dos musculos papilares isolados
foram registrados. Os ratos Pb?* apresentaram concentracdo sanguinea de
chumbo de 12,3 pg/dL. A presséo arterial dos animais Pb?* elevou-se no final do
tratamento. In vitro, o tratamento com chumbo néo alterou a forca e suas derivadas
temporais, porém reduziu o tempo de ativacdo e de relaxamento. Além disso, a
resposta inotrépica induzida por aumento de célcio (Ca?*) extracelular foi reduzida
no grupo Pb?*. Esses resultados sugerem alteracdes na cinética do célcio nos
cardiomiécitos dos ratos expostos ao chumbo. Contudo, a captacdo de Ca?* pelo
reticulo sarcoplasmatico e a expressao proteica da SERCA e do fosfolamabam nao
foram modificadas. Ao avaliar, in vitro, a participacédo dos canais de Ca?* do tipo L
usando o bloqueador verapamil foi observada reducdo na forca em ambos os
grupos experimentais. Esses achados sugerem que a reducdo da resposta
inotropica ao Ca?* ndo parece estar relacionada a mudancas no fluxo
transarcolemal desse ion, mas sugere uma possivel alteracdo das proteinas
contrateis. Nossos resultados evidenciam que mesmo em concentracdo abaixo dos
valores preconizados como seguros, o chumbo causa efeitos deletérios na
magquinaria contratil do coracéo e deve ser considerado como um fator de risco para

o desenvolvimento das doencgas cardiovasculares.

Palavras chave: Chumbo, hipertenséo, contratilidade cardiaca



ABSTRACT

Chronic lead exposure produces hypertension, but its effects at low
concentrations on cardiac function are still poorly understood. We aimed to
investigate whether low plasma concentrations of lead can modify cardiac
contractility in isolated papillary muscles of rats. Wistar rats were divided into two
groups: control (TC) and treated with lead (Pb?*) (100 ppm in drinking water for 15
days). Blood pressure was measured at time zero and at the end of 15 days. At the
end of treatment, animals were anesthetized and euthanized, and the parameters
of contractility of isolated papillary muscles was recorded. The Pb?* rats had blood
lead concentration of 12,3 pg/dL. The animals' blood pressure Pb?* raised at the
end of treatment. In vitro, treatment with lead did not alter the force and its time
derivatives, but decreased the activation time and relaxation. Furthermore, the
inotropic response induced increase of calcium extracellular (Ca?*) was reduced in
the group Pb?*. These results suggest changes in calcium kinetics in
cardiomyocytes of rats exposed to lead. However, the uptake of Ca?* by the
sarcoplasmic reticulum and protein expression of SERCA and fosfolamabam were
not modified. To evaluate, in vitro, the involvement of L-type Ca?* using blocker
verapamil reduction in the strength was observed in both experimental groups.
These findings suggest that the reduction of the inotropic response to Ca?* does not
appear be related to changes in flow transarcolemal this ion, but suggests a possible
change in contractile proteins. Our results show that even at concentrations below
the levels recommended as safe, lead cause deleterious effects on the contractile
machinery of the heart and should be considered as a risk factor for development

of cardiovascular disease.

Keywords: Lead, hypertension, cardiac contractility
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1. INTRODUCAO

1.1. CHUMBO

1.1.1. Aspectos gerais

O chumbo foi um dos primeiros metais utilizados pelo Homem tendo sido
encontrado em escavagdes arqueoldgicas, no Egito, que datam de 3500 a.C.
Este metal raramente é encontrado no seu estado natural. Normalmente, esta
associado a outros elementos, sendo 0s mais importantes: minério a galena,
cerussita, anglesita, piromorfita, vanadinita, concroita e a wulfenita. A galena
(PbS), um sulfeto de chumbo (Pb = 86,6% e S = 13,4%), é 0 seu minério mais
importante e geralmente ocorre associada com a prata. Além deste ultimo,
alguns metais também aparecem associados ao chumbo, como o zinco, o cobre,
0 ouro e o antiménio (BRASIL., 2008).

O chumbo é um metal pesado (densidade relativa de 11,4 a 16°C), de
coloracdo branca-azulada, tornando-se acinzentado quando exposto ao ar.
Muito macio, altamente maleavel, possui razoavel condutividade elétrica e é
altamente resistente a corroséo. E capaz de se dissolver a quente nos &cidos
nitrico, acético, sulfrico e cloridrico em ebulicdo, porém outros acidos nédo
exercem acao sobre ele, o que o torna um dos elementos preferidos para o
revestimento interno de recipientes para acidos (BRASIL, 2011). E ainda, tem a
propriedade singular de absorver radiacbes de ondas curtas, como as
emanacdes do radio ou produzidas pelos raios-X, e se funde com facilidade
(327,4°C), com temperatura de vaporizacdo a 1725°C (BRASIL., 2008).

Todas as caracteristicas apresentadas e a capacidade de se combinar com
outros elementos fazem do chumbo o sexto metal de maior emprego na industria
moderna, tanto puro, como sob a forma de composto, usado principalmente na
construgdo de baterias para automoveis e estacionarias, que consumem em

torno de 90% do metal em torno do mundo. (Brasil., 2008).
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1.1.2. Contaminacdo Ambiental e Exposicéo

Chumbo (Pb2*) ocorre naturalmente no ambiente. E encontrado em niveis
baixos na crosta terrestre, principalmente como sulfeto de chumbo. No entanto,
a maior parte dos niveis elevados encontrados em todo o meio ambiente vém de
atividades humanas tais como mineracao, fundicao, refino e reciclagem informal
de chumbo; producéo de baterias de chumbo-acido e tintas. Outras fontes de
chumbo no ambiente incluem as atividades naturais, como a atividade vulcanica,
intemperismo geoquimico, e as emissdes de adgua do mar e remobilizacdo de
fontes histéricas, tais como o chumbo no solo, sedimentos e agua de areas de
mineracdo (WHO., 1995).

Como o chumbo é um elemento, uma vez liberado no meio ambiente, ele
persiste. Por causa dessa persisténcia e o potencial para o transporte
atmosférico global, as emissdes atmosféricas afetam até mesmo as regiées mais
remotas do mundo (WHO., 1995). Essas particulas, quando lan¢adas no ar,
podem ser removidas da atmosfera e transferidas para superficies e
compartimentos ambientais por deposicdo Umida ou seca. Ao ser depositado na
agua, sofre influéncia do pH, sais dissolvidos e agentes complexantes organicos,
que definem sua permanéncia na fase aquosa ou como precipitado. (WHO.,
1995).

A presenca de Pb?* em aguas também é limitada pela presenca de sulfatos
e carbonatos, uma vez que formam compostos poucos soluveis (Paoliello et al.,
2001).

O teor de chumbo no solo é muito influenciado pelas atividades
antropogénicas e pelo transporte do metal através do ar, oriundo de varias
fontes. Tanto a deposicdo seca (na forma de particulas acidas ou gases) quanto
a umida (chuva acida, neve, granizo ou neblina) sdo importantes fontes de
contaminagao (WHO., 1995).

A China é considerada o maior produtor mundial de chumbo sendo
responsavel por uma produgcdo de 1,5 milhdo de toneladas, seguida pela

Australia, com 570 mil toneladas e pelo EUA, com 444 mil toneladas. Enquanto
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que, o Brasil ocupa o décimo sexto produtor de chumbo do mundo, com
aproximadamente 25.000 toneladas em 2008 (Brasil., 2008).

A producéao do metal secundario, no Brasil, alcangcou 142.450 toneladas em
2008, representando 3,2% da producdo mundial. O metal secundario € obtido a
partir de reciclagem de material usado, especialmente de baterias automotivas,
industriais e das telecomunicacfes em usinas refinadoras nas regifes Nordeste
(PE), Sul (RS e PR) e Sudeste (SP, RJ, e MG) (BRASIL, 2009). O consumo
aparente do metal tende a crescer continuamente devido ao desenvolvimento do
pais e as previsbes das montadoras de automoéveis de investir R$ 20 bilhdes
para elevar a producéo nacional para 5 milhdes de veiculos até 2012 (Brasil.,
2008).

A exposicdo da populacdo ao chumbo, geralmente, ocorre de duas
maneiras: a exposi¢cdo ocupacional e ndo-ocupacional (ATSDR, 2007); (Brasil,
2006b). Pessoas expostas ocupacionalmente, incluem trabalhadores de
industrias de fundicdo e refino de chumbo; fundicdes de latdo/bronze, na
producao de borracha e plasticos; em operacdes de soldagem e de corte de aco;
na fabricacdo de baterias, cerdmica e olaria; construgcédo civil e demolicéo;
incineradores de residuos urbanos, reparadores de radiador, e pintores. Esses
individuos séo contaminados, principalmente, por inalar particulas de chumbo no
ar ambiente (JATSDR], 2007; BRASIL, 2006b).

Sabe-se que o0 chumbo particulado pode ser transportado a longas
distancias, sendo observada exposicdo fora do local de trabalho. As fontes néo
industriais de exposicdo ao chumbo, as quais sdo denominadas de néo-
ocupacionais, tém contribuido de maneira significativa na contaminagcéo de um
grande numero de pessoas. Segundo Jacobs et al., (2002), a fonte primaria de
exposicdo e de toxicidade ao chumbo em criangas nos Estados Unidos, advém
da presenca desse metal nas tintas que revestem o interior das casas. Enquanto
gue nos adultos da populacdo em geral, o principal meio de exposi¢cdo nao
ocupacional a esse metal é proveniente dos alimentos e das bebidas (WHO.,
1995). A exposicao a esse metal pode acontecer também, por meio da ingestao
de 4gua ou alimentos contaminados; uso de tinturas de cabelo; manuseio de
brinquedos pintados com tintas a base de chumbo e contato com solo
contaminado com pesticidas contendo chumbo (ATSDR, 2007; Brasil, 2006a;
Capitani et al., 2009).
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As principais vias de exposicdo do chumbo sdo a oral, inalatoria e a
cutanea. Destas, a inalatoria representa a principal via de exposicdo
ocupacional, a cutanea € importante apenas na exposicdo ao chumbo organico
e a via oral € a principal forma de exposi¢do, a esse metal, na populacdo em
geral (Alves; Terra, 1983; Tsalev, DL & Zaprianov, 1985). No entanto, a
toxicidade deste metal dependera do modo de entrada e da sua forma quimica
e fisica, o que determinard também o modo de transferéncia entre as fases
aquosa, organica (membrana celular) e sélida (ossos) do corpo. Outros fatores
determinantes na toxicidade do chumbo ao individuo sdo a idade, sexo e
condicdo nutricional, tais como ingestao de calcio, ferro, fosforo e proteinas
(Moreira; Moreira, 2004). Sabe-se que um baixo teor de Calcio ou ferro na dieta
aumenta a absorcao de chumbo. O mesmo € verdadeiro para uma alimentacao
deficiente em fosforo e proteinas (Moreira; Moreira, 2004)

No Brasil, a NR-7(Norma regulamentadora numero 7 -Portaria n° 24, de
29/12/94), determina a realizacdo de exames meédicos anuais para monitorar 0s
efeitos téxicos do chumbo inorganico no organismo de trabalhadores expostos.
Para tanto, a NR-7, estabelece os Valores de Referéncia (VR), isto €, 0s niveis
méaximos de chumbo em pessoas ndo ocupacionalmente expostas e os indices
Bioldgicos Maximos Permitidos (IBMP) em trabalhadores expostos; para o metal
no sangue estes sao respectivamente 40 ug/dl e 60 pg/dl (Cordeiro, et al.,1996;
Jacob et al., 2002). Entretanto, pesquisas demonstram que concentracdes
sanguineas de chumbo abaixo no VR comprometem o organismo humano.
Neste sentido, concentracdes 30-50 ug/dL de Pb podem provocar problemas
relacionados com a coordenacdo motora e ha evidéncias que niveis abaixo de

10 pg/dL no sangue, esta associado com problemas renais(CDC, 2003).
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1.1.3. Cinética no organismo humano

Atualmente, o chumbo, é um dos contaminantes mais comuns do ambiente,
devido as inumeras atividades industriais que favorecem a sua grande
distribuicdo. Assim sendo, todos os seres humanos tém chumbo em seus
organismos como resultado da exposicdo as fontes exdgenas (Saryan, LA &
Zenz, 1994). Entretanto este metal ndo possui nenhuma funcéo fisiolégica
conhecida no organismo, e seus efeitos toxicos sobre os homens e animais ja
sdo conhecidos h&d muito tempo por afetarem praticamente todos os 6rgaos e
sistemas do corpo humano (Xie, et al., 1998)

No entanto, a sua cinética sofre influéncia de varios fatores, enddégenos e
exdgenos. Os fatores enddgenos compreendem-se, a genética e estado de
salude enquanto que o0s exdgenos sao, exposicdo simultinea & varias
substancias, drogas, alcool e fumo. Além disso, apos a exposi¢cado o chumbo nédo
€ metabolizado e sim, complexado por macromoléculas (principalmente a
hemoglobina, e outras proteinas de baixo peso molecular), sendo diretamente
absorvido, distribuido e excretado pelos rins (Moreira; Moreira, 2004)

A maior parte do chumbo entra no organismo humano pelas vias
respiratorias e gastrointestinal. Somente o chumbo organico pode ser absorvido
através da pele (Tsalev, DL & Zaprianov, 1985). Uma vez absorvido, o chumbo
se distribui entre o sangue, os tecidos moles (rins, medula 6ssea, figado e
cérebro) e os tecidos mineralizados (ossos e dentes). ([ATSDR], 2007).

A absorcdo do chumbo é influenciada pela via de exposicdo, espécie
quimicas formada, tamanho da particula, solubilidade em &gua, e variacdes
individuais fisiol6gicas e patoldgicas (Moreira; Moreira, 2004).

A absorcdo do chumbo da atmosfera para o sangue envolve dois
processos: a deposicdo das particulas de chumbo do ar no trato respiratorio e a
remocgao e absorgdo do trato respiratério para a circulagdo As particulas sédo
depositadas principalmente nos sacos alveolares do pulm&o. Fumos e vapores
gerados em operacdes, nas quais 0s metais sdo cortados ou aquecidos geram
particulas de tamanho muito pequeno e, portanto, podem ser absorvidos. A

absorcao depois da exposicao varia conforme a solubilidade dos compostos
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chumbo e datoxicidade inerentes para os macréfagos e cilios do pulméo (WHO.,
1995). A absorcdo do chumbo no sangue pode ser superior a 50% da dose
inalada/ingerida para gases de exaustao e sais altamente solGveis assim como
para fumantes e pessoas com doencas das vias respiratdrias superiores, que
tém a atividade ciliar prejudicada, favorecendo assim uma maior deposi¢ao das
particulas de chumbo no trato respiratério (Saryan, LA & Zenz, 1994).

Ja no trato gastrointestinal, a absor¢cdo do chumbo varia de 2% a 16% se
ingerido com refeicdo, mas pode chegar a 60-80%, quando administrado em
jejum. Essa absorcéo ocorre originalmente no duodeno por mecanismos ainda
indefinidos, mas, sugere-se que esse processo envolve os meios de transporte
ativo e/ou difusdo trans ou paracelular (ATSDR, 2007).

Vérios modelos cinéticos tém sido propostos para explicar a distribuicao do
chumbo no organismo. Rabinowitz et al., (1976) sugeriram um modelo de trés
compartimentos no qual o primeiro seria 0 sangue, que estaria em comunicacao
direta com os compartimentos dois e trés. O segundo reservatorio seria
composto dos tecidos moles e o terceiro consistiria principalmente dos 0Ssos,
que conteria elevados niveis do chumbo corpéreo. Os tempos de meia-vida do
Pb nos trés compartimentos séo bastante diferentes, sendo estimado em 36 dias
para o sangue, 40 dias para os tecidos moles e 27 anos para 0s 0ss0s, de acordo
com este modelo (Moreira; Moreira, 2004). O chumbo presente no sangue €
distribuido entre os 6rgaos, dependendo do gradiente de concentracdo e da
afinidade pelo tecido especifico. Niveis mais elevados tém sido encontrados na
aorta, figado e rins. A retencdo do chumbo nos tecidos moles se estabiliza na
vida adulta e pode decrescer em alguns érgédos com a idade, contudo continua
a se acumular nos 0ssos e na aorta durante toda a vida (Tsalev, DL & Zaprianov,
1985; Saryan, LA & Zenz, 1994). O chumbo atravessa a barreira hemato-
encefélica, mas sua concentracdo no cérebro € baixa. Também penetra na
placenta, que pode determinar 57,4% do nivel de Pb transferido para o feto, e o
sangue fetal contém quase que 0os mesmos niveis do metal que o sangue
materno (Nashashibi, et al., 1999)

Durante a sua distribuicdo, o chumbo segue a via metabdlica do calcio e se
acumula nos 0ssos e dentes. Esse grande depdsito contribui significativamente

para manter os niveis de chumbo no sangue apds o término da exposicéo e
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também como fonte deste metal para o feto, no periodo de formacdo do
esqueleto fetal (Gulson et al., 1999)

O chumbo é excretado por varias vias, como 0 suor, a descamacao
cutdnea, o cabelo, as unhas (Tsalev, DL & Zaprianov, 1985), porém s a
excrecdo renal e a gastrointestinal sdo de importancia pratica. A quantidade
excretada, independente da via, é afetada pela idade, caracteristicas da
exposicao e dependente da espécie (Moreira; Moreira, 2004). Num estudo sobre
a relacdo entre o nivel de exposicdo e a taxa de excre¢cdo do chumbo foi
encontrado que a eliminagao renal, para valores de chumbo no sangue entre 25
e 80 ug.dL, aumenta numa taxa semelhante aquela de aumento do chumbo no
plasma (IPCS, 1995).

A excrecao gastrointestinal acontece por secrecdo de varias glandulas,
entre elas a pancreatica, e por excrecao biliar, possivelmente na forma de um
complexo chumbo-glutationa (Moreira; Moreira, 2004).0 chumbo da dieta ou, até
mesmo, aguele deglutido nas particulas de ar e ndo absorvido pelo trato
gastrointestinal é eliminado nas fezes, que contém elevado teor do metal, em
torno de 90% do total excretado (Saryan, LA & Zenz, 1994).
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Figura 1: Compartimentos e caminhos de troca do chumbo no modelo de
O’Flaherty.

Fonte: Modificado de (Moreira; Moreira, 2004).

1.1.4. Efeitos biolégicos do chumbo

Os metais pesados podem danificar toda e qualquer atividade bioldgica
porém existem consideraveis diferencas de sensibilidade entre diferentes érgaos
e tecidos gerando desde efeitos claros, ou clinicos, até efeitos sutis, ou
bioquimicos (Moreira, F.R.; Moreira, 2004). A exposi¢cdo ao chumbo pode ter
inicio ja na fase intra-uterina do feto e continuar aumentando depois do
nascimento (ATSDR, 1995).

O sistema nervoso, a medula éssea e os rins sdo os mais afetados na
exposicdo ao chumbo (Elinder et al., 1994). De todas as alteracdes téxicas
produzidas pela intoxicacdo pelo chumbo, a encefalopatia € a mais importante e
grave, tanto em adultos, quanto em criancas (Moreira; Moreira, 2004). A
encefalopatia causada pelo chumbo ocorre nas formas aguda e cronica com a
uma evolucéo clinica dependente da idade da condicdo geral do paciente, da
guantidade absorvida, do tempo de exposicdo e de certos fatores como o
alcoolismo cronico (Moreira; Moreira, 2004). Os sintomas incluem apatia,
irritabilidade, dificuldade de concentracdo, cefaléia, tremor muscular, perda de
memorias, alucinacdes (Paoliello et al., 2001)

Em adultos, alguns estudos indicam que os efeitos claros da
neurotoxicidade aparecem com niveis Pb no Sangue de 40 a 60 pg.dL-1,
concentracdo na qual também se fazem presentes outros sinais e sintomas
claros de intoxicacdo por chumbo, tais como as gastrointestinais (colica
abdominal, constipagéo, diarreia e gastrite). (Moreira; Moreira, 2004).

O chumbo também causa paralisia do sistema nervoso periférico que é
caracterizada pelo envolvimento seletivo dos nervos motores (Rubens et al.,
2001). Este metal, também, tem se mostrado um potente agente nefrotoxico em

seres humanos (Witzmann et al., 1999).A toxicidade renal pode manifestar-se
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por distarbio reversivel dos tubulos renais e nefropatia intersticial irreversivel,
observada em niveis relativamente altos de chumbo no sangue. Clinicamente a
toxicidade renal é verificada pela presenca de uma sindrome caracterizada por
proteinaria, hematuria e presenca de cilindros na urina, glicosuria e fosfaturia,
aumento da excre¢do renal de sodio e reducdo da excrecdo de &cido Urico.
(Craswell, 1987; Bernard e Becker, 1988; Kosnett, 2003). Esses efeitos parecem
ser reversiveis (Paoliello et al., 2001). Ja, a nefropatia irreversivel, um efeito
direto da exposicao crénica sobre os rins, é caracterizada fibrose intersticial
progressiva, dilatacdo dos tubulos, hiperplasia das células tubulares, reducao da
taxa de filtragcdo glomerular, perda de capilares peritubulares, injuria tubular e
presenca de infiltrado inflamatério (Roncal, 2007).

Como ja foi visto, a nefropatia por chumbo é caracterizada por uma reducéo
gradual da funcédo renal e essa € frequentemente acompanhada por hipertenséo
(Saryan, LA & Zenz, 1994); WHO., 1995). Véarios sdo 0s mecanismos que
interrelacionam a exposicdo ao chumbo, seus efeitos renais e a hipertensao.
Entre eles temos: aumento da densidade de receptores beta adrenérgicos (Tsao,
2000) levando a uma atividade simpética aumentada e aumento da producéo de
renina; acréscimo da atividade da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA),
gue localmente causa producéo de angiotensina Il e aldosterona, culminando na
reducdo da excrecao urinaria de agua e sodio (Sharifi, et al., 2004). Além de
efeitos deletérios nos rins, o chumbo pode reduzir a producéo de hemoglobina,
levando uma a anemia que pode ser de leve a moderada em adultos (Moreira;
Moreira, 2004). Os desvios hematolégicos que levam a anemia pelo chumbo sao
considerados como resultado de sua acédo toxica sobre as células vermelhas e
eritropoiéticas na medula 6éssea. (Moreira; Moreira, 2004).

Outro fator também que pode estar envolvida no desenvolvimento da
anemia satdrnica, € o aumento da taxa de destruicao das células vermelhas, que
esta relacionado com a diminuicdo nas concentracdes de eritropoietina sérica,
atribuido ao efeito toxico do chumbo no tubulo renal que é o sitio de producéo da
eritropoietina (Romeo et al., 1996).

Os limiares do chumbo em sangue para um decréscimo dos niveis de
hemoglobina em adultos e criancas estdo estimados em, respectivamente, 50 e
40 pg / dL (Paoliello et al., 2001).
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1.1.5. Efeitos do chumbo no sistema cardiovascular

Pesquisas populacionais sobre os efeitos cardiovasculares do chumbo tem
se concentrado em grande parte, a associagcdo com a pressao arterial e
hipertensédo (Navas-Acien et al., 2007). Isso torna-se importante quando se sabe
que as doencas cardiovasculares séo a principal causa de mortalidade no mundo
(Lopez, et al., 2006). Ademais os toxicantes ambientais como o chumbo e outros
metais, contribuem para o surgimento ou agravo dos sintomas dessas doencas.
Neste sentido, varios estudos foram realizados com o intuito de investigar
evidéncias que correlacionam concentragcdo sanguinea de chumbo com a
hipertensao arterial (Hertz-Picciotto & Croft, 1993; Nawrot, et al., 2002; Schwartz,
1991; Sharp, et al., 1987; Staessen et al., 1994).

Os efeitos hipertensor do chumbo tem sido demonstrado em animais
experimentais e trabalhadores expostos cronicamente a altas concentracfes
desse metal. Pode-se inferir que tanto a exposi¢cdo ocupacional quanto a
exposicdo podem promover aumento na pressao sanguinea (Kopp, et al., 1988;
Harlan, 1988; Schwartz, 1988; Lal, et al., 1991; Sharp, et al., 1987; Pocock, et
al., 1984; Pirkle,et al., 1985; Vaziri, et al., 1997; Farmand, et al, 2005; Sharifi, et
al, 2004; Vaziri, et al., 1999; Carmignani, et al, 1999; Grizzo & Cordellini,
2008;Silveira et al., 2014. Além disso, foram realizados estudos com baixas
concentracdes de chumbo, por curto periodo de tempo, e 0 aumento da pressao
arterial em animais também foi observado (Fiorim et al., 2011; Simdes et al.,
2011, Fioresi et al.,, 2013. Todavia, os efeitos desse metal no sistema
cardiovascular sdo diretamente influenciados pela dose, tempo e via de
exposicado, idade, temperatura e ingestdo de calcio (Khera, et al., 1980; Harlan,
et al., 1985; Pirkle et al., 1985; Fell, 1984).

De acordo com os dados obtidos através do NHANES I, participantes com
concentracdo sanguinea entre 20-29 ug/dL de chumbo apresentam 39% de risco
de mortalidade cardiovascular, quando comparados aos sujeitos que
apresentavam uma concentracdo sanguinea de chumbo menor que 10ug/dL
(Lustberg & Silbergeld, 2002).

Em populagbes humanas, o aumento da pressdo arterial tem sido

observado também em criancas (Roy et al., 2009), gestantes expostas ao metal
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(Yazbeck et al., 2009) e individuos de raca negra expostos ao chumbo (Vupputuri
et al., 2003).

Os efeitos cardiovasculares do chumbo, no entanto ndo estdo limitado
somente ao aumento da presséao arterial. Neste sentido, a exposi¢cdo ao chumbo
também tem sido associada com uma maior incidéncia de outras doencas
cardiovasculares como: como doenca coronariana, acidente vascular cerebral e
doenca arterial periférica (Lustberg & Silbergeld, 2002; Menke et al., 2006;
Navas-Acien et al., 2004; Schober et al., 2006) e com outras alteracoes da
fungéo cardiovascular, como a hipertrofia ventricular esquerda e alteragdes no
ritmo cardiaco (Cheng et al., 1998; Schwartz, 1991).

Além disso, outros estudos, realizados no nosso laboratério evidenciaram
que o chumbo promove alteracdes diretas na contratilidade cardiaca. Sendo
assim, Vassallo et al., (2008) demonstraram, em tiras isoladas de ventriculo
direito (VD) submetidas a exposi¢do aguda ao chumbo, efeito inotrépico negativo
e diminuicdo na atividade ATPase miosina. Contrapondo esses achados, Fioresi
et al., (2013) investigaram os efeitos agudos do chumbo, em musculos papilares
isolados e verificaram efeito inotropico positivo e aumento da atividade da
ATPase miosina. Esse mesmo grupo investigou os efeitos do tratamento cronico
por 30 dias ao chumbo papilares de ventriculo esquerdo de rato e registrou um
aumento inotropismo ventricular esquerdo e alteracdes no ciclo de calcio do
cardiomiécito que podem contribuir com os efeitos deletérios deste metal no

sistema cardiovascular.
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1.2. CONTRATILIDADE MIOCARDICA

Para uma melhor compreensdo do nosso estudo, faremos uma breve
revisdo sobre a contratilidade miocéardica, destacando as principais vias de

regulacdo da maquinaria contratil.

1.2.1. Proteinas Contrateis

As proteinas que realmente realizam a atividade contratil sdo a actina e a
miosina, (Vassallo el al. 2008b) sendo as outras proteinas moduladoras da
contracao.

A miosina € uma proteina com PM = 450 kDa, composta de duas cadeias
entrelacas que terminam em uma regido globular. Compde os filamentos
grossos, que sao formados pela associacdo de moléculas de miosina que se
divide em duas partes quando hidrolisada enzimaticamente com a tripsina. Uma
parte leve, formada por grande parte de sua cauda, denominada meromiosina
leve e uma parte pesada, a meromiosina pesada que contém a regiao globular.
Ainda com a hidrolise, a meromiosina pesada subdivide-se em duas
subunidades S1 e S2. A subunidade S1 corresponde a regido globular
propriamente dita, possuindo atividade a ATP&sica, sendo portando a ATPase
miosinica. Esta subunidade é formada por um par de estruturas globulares, cada
uma contendo uma cadeia polipeptidica pesada e duas cadeias polipeptidicas
leves. A cadeia pesada constitui 0 corpo da enzima (ATP&ase miosinica) e as
cadeias leves parecem modular a atividade ATP&sica da miosina, visto que sua
remocao leva a perda da atividade de hidrolise de ATP (Vassallo et al., 2008b).

As cadeias pesadas existem sob duas isoformas, a e . Como cada
filamento de miosina possui duas cadeias pesadas, as associa¢des pode ser aaq,
apB, BB. A isoforma aa é tipica de musculos de contragdo rapida com grande
velocidade de hidrolise ATP. A isoforma B é tipica de musculos lentos e com
baixa velocidade de hidrolise de ATP, a isoforma af8 € intermediaria as duas

anteriores. Estas isoformas sao encontradas no miocardio de rato e foram
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denominadas de V1, V2 e V3, de acordo coma velocidade de hidrolise ATP
(Vassallo et al., 2008b).

Ja os filamentos finos sdo compostos, basicamente, por 3 proteinas:
actina,tropomiosina e troponina. A actina apresenta sitios ativos capazes de
interagir com a miosina, e durante esta interacdo a ATPase miosinica é ativada,
hidrolisando a ATP com consequente liberacdo da energia necessaria a
contracdo. Em repouso, este sitio de interacdo € bloqueado pela tropomiosina
(Vassallo et al., 2008b).

A tropomiosina é uma proteina alongada, dimera com duas isoformas, a e
B que se liga a troponina.

A troponina é formada por trés subunidades: a subunidade | (Tnl) que
quando interage com a tropomiosina, provoca a inibicdo do sitio da actina, a
subunidade C (TnC) que tem grande afinidade pelo ion calcio e subunidade T
(TnT), que se liga a tropomiosina quando o calcio interage com a troponina.
Nesta Ultima situacdo, a tropomiosina desloca-se liberando os sitios da actina,
garantindo a interacdo actino-miosina. Essas proteinas sdo denominadas
proteinas moduladoras da contragcdo uma vez que modulam a interacdo das
proteinas contrateis (Vassallo et al., 2008b).

Além dessas proteinas existem outras, componentes do citoesqueleto da
célula, que sustentam a estrutura espacial do sarcobmero. Estas proteinas além
de interligar as miofibrilas na linha Z, predem as miofibrilas a receptores de
integrina, na membrana celular.

Considerando uma predominancia de estudos que relacionam o chumbo
com a hipertenséo e uma escassez de estudos que demonstram efeito direto do
chumbo na atividade do miocéardio o presente estudo tem como o objetivo do
determinar se baixa concentracdo plasmética de chumbo, abaixo daquela
preconizada como segura pelas associacdes e agéncias de saude, podem
modificar a contratilidade cardiaca, associada as mudancas na cinética do célcio,

em ratos expostos a esse metal por 15 dias.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar se baixa concentracdo plasmatica de chumbo, abaixo daquela

preconizada como segura pelas associacfes e agéncias de saude, pode

modificar a contratilidade cardiaca em ratos expostos a esse metal por 15 dias.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, a concentragdo sanguinea de chumbo dos animais, apos 15 dias de
exposi¢cao ao chumbo;

Avaliar os efeitos do chumbo, durante 15 dias de exposi¢ao, sobre a pressao
arterial sistolica de ratos acordados;

Investigar, in vivo, ao final do tratamento, os efeitos do chumbo na fungéo
ventricular direita e esquerda, assim como na presséao arterial e na frequéncia
cardiaca;

Averiguar, in vitro, os efeitos da exposicdo ao chumbo na contratilidade
miocardica, avaliando: o inotropismo cardiaco, os parametros temporais da
contracdo, a atividade do reticulo sarcoplasmético, a permeabilidade da
membrana sarcoplasmatica ao célcio, a resposta das proteinas contrateis ao
calcio e a participagao da ativacao -adrenérgica nos masculos papilares do
ventriculo esquerdo;

Investigar, se a exposicdo ao chumbo altera a expressao de proteinas

envolvidas na regulacéo do ciclo de célcio no midcito cardiaco.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para realizacdo do presente estudo foram utilizados ratos machos da
linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus), com aproximadamente trés meses
de idade, pesando 280-350 gramas, cedidos pelo biotério do Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias Fisiol6gicas da Universidade Federal do Espirito Santo-
UFES. Os animais foram mantidos em gaiolas, sob condi¢cbes controladas de
temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a agua e a
racao.

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 Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA 015/2012)

3.1.1. Modelo experimental

Os ratos foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais:
chumbo (Pb2+) e controle (CT). Os animais do grupo Pb2+ receberam, por um
periodo de 15 dias, Agua de beber destilada acrescida de 100 ppm de acetato
de chumbo Ja os animais CT receberam, pelo mesmo periodo supracitado, 4gua
de beber destilada sem o acréscimo do acetato de chumbo (Karimi et al., 2002;
Fioresi et al., 2014).

E importante destacar que os animais de ambos 0s grupos experimentais
foram alojados em gaiolas independentes, de forma que os animais do grupo

controle ndo eram expostos a agua e as excretas dos animais do grupo tratado.
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3.1.1.1. Concentracao sanguinea do chumbo

No intuito de mensurar a concentracdo de chumbo no sangue,ao final do
tratamento os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/ Kg, i.p.) e
submetidos a laparotomia. A artéria aorta abdominal foi puncionada para a coleta
de cerca de 5 mL de amostra sanguinea. O sangue coletado foi armazenado em
tubos de ensaio de PVC, pré-tratados com heparina (50 U / mL de sangue) e
resfriados em geladeira (4 °C). A concentracdo sanguinea de chumbo foi
determinada conforme protocolo desenvolvido por Koreckova-Sysalova, 1997.
Foram realizadas medidas em duplicata através da espectrofotometria de

absorcdo atdmica com forno de grafite no laboratério Hermes Pardini.

3.2. AVALIACAO PONDERAL

Antes do inicio e ao final do tratamento os ratos do grupo tratado com
chumbo e do grupo controle foram pesados foram pesados com o objetivo de
avaliar se a exposicao a esse metal interfere no ganho de peso dos animais.

Além disso, os ventriculos esquerdos foram separados dos ventriculos
direitos e os mesmos foram também pesados. Os pesos dos ventriculos de

ambos 0s grupos eram corrigidos pelo peso dos respetivos ratos.

3.3. METODOLOGIA EMPREGADA PARA AVALIACAO DOS VALORES
PRESSORICOS

3.3.1. Analise da medida indireta da presséao arterial sistélica
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A pressao arterial sistélica (PAS) dos animais dos dois grupos foi verificada
no inicio e no final da exposi¢do ao chumbo, de maneira indireta, pelo método
de pletismografia de cauda (IITC Life Science non-invasible blood pressure,
versao 1.35). Os animais foram climatizados, trés dias antes da mensuracéao,
para adaptarem-se ao pletismografo, e desta forma, prevenir alteracbes
pressoricas devido ao estresse do animal frente ao procedimento (Fiorim et al.,
2011 e Silveira et al., 2014). No dia do registro pressorico 0s animais eram
colocados em um cilindro de acrilico (holter). A cauda dos animais era conectada
ao sensor de pressdo do manguito (cuff) que por sua vez estava conectado ao
amplificador e este ao computador, para obtencdo dos dados pressoéricos. Os
cilindros com os ratos eram colocados no interior do aquecedor a 37 °C, a fim de
promover dilatacéo da artéria caudal permitindo a afericdo da PAS. A média de

trés medidas, que ndo variassem mais que 5 mmHg, foi utilizada.

3.3.2. Medidas hemodinamicas

Apods 15 dias de exposicao ao chumbo, os ratos foram anestesiados com
injecdo intraperitoneal de uretana (1,2 g/ Kg) e submetidos a cirurgia de
cateterizacdo da veia jugular e artéria carétida direitas para mensuracédo dos
parametros cardiovasculares in vivo. O plano anestésico foi avaliado pela
responsividade ao estimulo doloroso, e quando necessario, houve
suplementacdo na dose utilizada. As canulacbes foram realizadas com um
cateter de polietileno (PE 50, Clay-Adams) preenchido com salina heparinizada
(100 Ul/ml). Os cateteres eram acoplados a um transdutor de pressao (TSD
104A- Biopac conectado a um pré-amplificador) interligado ao sistema Biopac, o
qual permitia que as pressdes arteriais, ventriculares e a frequéncias cardiaca
(FC) fossem registradas (MP 30 Byopac Systems, Inc; CA) e processadas por
um computador. Para o processamento dos dados foi utilizado taxa de

amostragem de 2000 amostras / segundo.
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ApoOs periodo de estabilizagdo de 20 minutos os cateteres foram

introduzidos até os ventriculos esquerdo e direito via a artéria carotida direita e

jugular direita, respectivamente. Os seguintes parametros foram avaliados:

Pressao arterial sistolica (PAS), diastélica (PAD); frequéncia cardiaca (FC);

pressao sistdlica e diastolica final intraventricular direita (PSVD; PDfVD) e

esquerda (PSVE; PDfVE); derivadas de pressao intraventricular (dP/dt) positiva

(+) e negativa (-), estas obtidas a partir dos registros de ondas de presséo

intraventricular em funcdo do tempo. As variacdes de dP/dt (+) foram utilizadas

como indice de acfes inotropicas e as variacdes de dP/dt (-) foram utilizadas

como indice de ac0es liotropicas.

A figura 2 (A e B) ilustra os registros tipicos destes parametros

hemodinamicos avaliados.
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Figura 2: Registro tipico dos parametros hemodinamicos de ratos Wistar. A)

Registo da presséao arterial, da presséao ventricular esquerda, derivada temporal

do ventriculo esquerdo. B) registro da pressdo ventricular direita, derivada

temporal do ventriculo direito e da frequéncia cardiaca

3.4. METODOLOGIA EMPREGADA PARA AVALIAR A CONTRATILIDADE
CARDIACA PELA TECNICA DE MUSCULOS PAPILARES ISOLADOS

3.4.1. Montagem da preparacao

Apdés a mensuracdo dos parametros hemodindmicos, os ratos foram

by

sacrificados, submetidos a toracotomia. Em seguida, os coragdes foram

rapidamente removidos e perfundidos com solugéo de Krebs-Henseleit em mM:
NaCl 120; KCI 5,4; CaCl2 1,25; MgCI2 1,2; NaH2PO4 2; Na2S04 1,2; NaHCO3

&
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24 e glicose 11) gaseificada com mistura carbogénica (5% de O2 e 95 % de
CO2), pH 7,4, para disseccdo dos musculos papilares do ventriculo esquerdo
(VE). Os musculos papilares removidos eram fixados por argolas, e em seguida,
presos em uma extremidade fixa e outra ligada a um transdutor de forca, em
camaras de vidro com volume de 20 mL de solucéo de Krebs-Henseleit. Para
evitar a possibilidade de hipdxia, os experimentos eram realizados sob baixa
temperatura (26° C) como previamente descrito por Vassallo e Paes de
Carvalho, 1979.

Os musculos papilares sdo estimulados eletricamente através de um par
de eletrodos de platina posicionados ao longo de toda a extensdo do musculo
(pulsos retangulares com duracao de 12 ms e voltagem 1,5 vezes o limiar) com
uma frequéncia de estimulacdo padrdo era de 0,5 Hz. Ap6s montagem dos
musculos no aparato experimental, os mesmos foram estirados até o
comprimento de musculo no qual a tensdo ativa € maxima (Lmax). Apds 60
minutos de estabilizacdo das preparacfes, iniciaram-se 0s protocolos
experimentais.

A forca desenvolvida foi medida através de transdutor de forga isométrica
(TSD125 - Byopac Systems, Inc; CA) acoplado a um amplificador (DA100C
Byopac Systems, Inc; CA) e registrados em sistema de aquisicdo de dados
(MP100 Byopac Systems, Inc; CA) com taxa de amostragem de 500
amostras/segundo.

Ao final do experimento, os papilares foram pesados e a forca de contracao

isométrica desenvolvida foi corrigida pelo peso dos musculos.

3.4.2. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.2.1. Forca de contracdo isométrica e parametros temporais de forca

Apés o periodo de estabilizacdo foram mensuradas: a for¢ca desenvolvida

(F) os tempos de ativacdo e relaxamento e as derivadas temporais de forca
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(dF/dt) positiva e negativa das contracdes isométricas dos musculos papilares
(figura 3). Estes parametros foram avaliados em ambos 0s grupos experimentais.

Os resultados de forca isométrica estdo expressos em gramas por
miligramas de peso do musculo. Os tempos de ativagédo e relaxamento sdo os
tempos despendidos, respectivamente, do inicio da contracdo até o pico maximo
de forca e do pico maximo até 90% do relaxamento isométrico (Vassallo et al.,
2008).

£ Wia

=
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Tempo de Ativagdo
Tempuo de Relaxamenty

Figura 3: Registro tipico de contra¢des isométricas desenvolvidas por masculos
evidenciando os parametros temporais da contracao isométrica de papilares de

ventriculo esquerdo de ratos nutridos com solucéao Krebs.

3.4.2.2. Avaliacao indireta da atividade do reticulo sarcoplasmético

O protocolo das potenciacdes relativas pos-pausa (PPP) foi realizado a fim
de obter, indiretamente, inferéncias quanto aos efeitos do chumbo na atividade
funcional do RS. Estas potencia¢Oes foram obtidas por meio da re-estimulacao
elétrica ap6s pausas de 15, 30 e 60 (segundos) no estimulo elétrico aplicado no
musculo (Vassallo & Mill, 1988).

A potenciagao relativa foi considerada como a razéo entre a amplitude da
contracdo apos a pausa e a amplitude da contracdo antes da pausa, objetivando

avaliar a atividade do reticulo sarcoplasmatico (RS) (Vassallo & Mill, 1988);
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(Leite, et al., 1991); (Mill, et al., 1992) em musculos papilares dos grupos
Controle e Pb?*,

No musculo cardiaco, as contracdes que ocorrem apds pausas curtas sao
potencializadas, e as contracdes pos-pausas sao dependentes da duragdo da
pausa e da quantidade de calcio estocada nos sitios intracelulares. Para que a
proxima pausa fosse realizada, a preparacdo passava novamente por um
periodo de estabilizacdo até que a for¢ca desenvolvida retornasse ao valor basal.

A figura 4 ilustra um registro tipico de PPP.
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Figura 4: Registros tipicos de contracdes isométricas apOs estabilizacdo e
potenciacfes pbés-pausas (PPP) obtidas apds pausas de 15, 30 e 60 segundos

em musculos papilares de VE de ratos.

3.4.2.3. Avaliacdo da resposta contratil frente a mudancas na concentragao

de célcio extracelular

Para avaliar por 15 dias de exposicdo com chumbo seria capaz de alterar
a resposta inotropica ao calcio, foi realizada uma curva concentragao-resposta
ao célcio. Esta curva foi avaliada pela amplitude méxima da contracdo
estabilizada, apds o acréscimo na concentracdo extracelular de calcio (0,62,
1,25, 2,5 e 3,75 mM) na perfusdo dos musculos papilares isolados dos ratos de
ambos os grupos experimentais (figura 5). A variacao de forca foi corrigida pelo

peso dos musculos e expressa em g/mg.
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Figura 5: Registro tipico da curva concentracdo-resposta a mudancas na
concentracéo de calcio extracelular obtida em preparacédo de musculos papilares
de VE de ratos.

3.4.2.4. Medida indireta do influxo de calcio transsarcolemal ‘post rest

contraction-prc”

A “post rest contraction” (PRC) foi realizada para avaliar a interferéncia da
exposi¢do ao chumbo no influxo de calcio transsarcolemal. Para isso, foi utilizada
a solucao “Krebs” previamente descrita, porém livre de célcio (calcio Free) e
acrescida de 10 mM de cafeina. Este procedimento permite depletar o conteddo
de calcio intracelular e do RS.

A cafeina depleta os estoques intracelulares de Calcio por se ligar aos
receptores de rianodina (Bassani, Bassani, & Bers, 1994; Leite, et al., 1995). Por
outro lado, a auséncia de célcio na sua composicéo facilita a extrusao de célcio
pelo sarcolema (Vassallo et al., 2008).

Os musculos foram lavados, por duas vezes, com a solucdo Ca++ free até
as contracdes serem abolidas (Ringer, 1883), em seguida o estimulo elétrico foi
cessado por 10 minutos. Segundos antes de a estimulagc&o ser reiniciada, as
preparacdes eram reperfundidas com solucdo Krebs-Henseleit normal. Desta
forma, pode-se inferir que a contragdo apos a pausa de 10 minutos é dependente
do calcio proveniente do meio extracelular, visto que os estoques intracelulares

foram depletados.
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As contragBes obtidas apds repouso de 10 minutos, também denominadas
de “post rest contraction” (PRC), foram calculadas como porcentagem da
primeira da contracdo apdés a pausa em relacdo a amplitude da contracao
estabilizada anterior a pausa.

PRC foi obtido antes e apds o bloqueio do influxo de calcio transsarcolemal.
Para este bloqueio, o verapamil (10 uM) foi acrescido por 20 minutos no banho,

antes da realizacéo do proximo PRC (Leite et al., 1988).

R froco solucho cdicio Free
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Figura 6: Registro tipico de um PRC obtida em preparacdo de musculos

papilares de VE de ratos.

3.4.2.5. Avaliacdo da resposta contratii nas contracdes tetanicas e o

blogueio com verapamil

As contracdes tetanicas permitem investigar a resposta contratil miocardio
intacto com o reticulo sarcoplasmatico ndo-funcional (Leite et al., 1995). Deste
modo, através dessas contracdes podem-se inferir informacdes sobre o influxo
de célcio transsarcolemal, bem como, a responsividade das proteinas contrateis
ao calcio.

Para realizacdo dessa manobra, os musculos papilares foram perfundidos
por 30 minutos com solucéo de Krebs acrescida de 10 mM de cafeina, a uma

frequéncia de estimulagdo de 10 Hz e duragdo de 15 segundos (Leite et al.,
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1995). Para fins experimentais utiliza-se a for¢ga desenvolvida nos picos e platds
dessas contracdes caracteristicas corrigidas pelo peso dos musculos papilares.

As contracOes tetanicas foram obtidas antes e apés o bloqueio do influxo
de célcio transsarcolemal. Para este bloqueio, o verapamil (10 uM) foi adicionado
no banho por 20 minutos, antes da realizacdo da proxima contracao tetanica
(Leite et al., 1988) (Figura 7).
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Figura 7: Registro tipico de uma contracao tetanica, indicando o pico e platd

155/ 10 Hz

dessas contracdes caracteristicas.

3.4.2.6. Avaliacdo da resposta contratil frente a estimulacdo beta-

adrenérgica

Para avaliar se a exposicdo ao chumbo foi capaz de alterar a resposta
simpatica cardiaca foi realizada uma curva concentracdo-resposta ao
isoproterenol (10 uM a 10 mM), um agonista (ndo seletivo) beta-adrenérgico.

Segundo Vassallo et al., 1994 as preparacdes isoladas de ratos exibem
melhores respostas inotropicas positivas quando submetidas a baixas
concentracbes extracelulares de Ca++. Por isso, os musculos papilares dos
animais experimentais foram perfundidos com solucdo de Krebs contendo

concentracéo de calcio 0,62 mM.
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Apés estabilizacao funcional da preparacao, foram adicionadas ao banho,
concentracdes crescentes de isoproterenol (10-7, 10-6, 10-5 ,10-4, 10-3 e 10-2
M), (Figura 8).
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Figura 8: Curva de concentragcdo-resposta ao isoproterenol. Concentracdes
crescentes e cumulativas de isoproterenol (107, 10, 10°, 104, 103,102 M)
foram adicionadas a uma solugdo de Krebs contendo uma concentragéo de Ca?*
0,62 mM.

3.5. BIOLOGIA MOLECULAR

3.5.1. Avaliacdo da expresséo das proteinas envolvidas na cinética do calcio

pelo método de western blot

Para investigar se a exposicado ao chumbo altera a expresséo de proteinas
envolvidas na regulacdo da contratilidade miocardica, utilizou-se a técnica de
Western blot, para mensuracdo das seguintes proteinas: SERCA-2a,
fosfolambam (PLB); e trocador sédio/calcio (NCX).

Para realizacdo dessa técnica foram utilizadas amostras de ventriculo
esquerdo, dos animais CT e Pb2+. Estas amostras foram congeladas a - 80°C

até o momento da extragéo proteica.
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A extracdo de proteinas foi procedida com a homogeneizacdo dos
coracles, na temperatura de 4°C, em tampao de homogeneizacdo contendo:
Tris-HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 5 mM, SDS 1% p/v, NaF 10 mM, PMSF 1 mM,
NavO3 1mM, DTT 0.5 mM, coquetel inibidor de protease contendo AEBSF,
Aproptin, Bestatin, E-64, Leupeptin na proporgao de 1:100.

ApdOs a homogeneizacdo do tecido, esta mistura foi acondicionada em
tubos eppendorfs e centrifugada a 10.000 g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi separado e o “pellet” desprezado. Foi realizada uma diluicao
da amostra (1:200) para quantificacao total da proteina pelo método de Bradford
(Bradford, 1976), em seguida foram aliquotadas 80ug de proteina e estas foram
mantidas a -80°C até o momento da realizacédo do ensaio.

Quando realizado o Western Blot as amostras foram adicionadas de um
tampao de carregamento (Laemmli 2X buffer) contendo Uréia 0,5 mM, SDS 0,17
mM, DTT 39 nM, Tris-HCI 0.01 M com pH 8.0. As amostras foram entao
adicionadas deste tampdo em uma proporcdo de 1:1 (Laemmli 2X buffer) e
aguecidas a 95°C por 4 minutos. Em seguida foram carregados os géis de SDS-
poliacrilamida 7,5% (SERCA-2a e Trocador Na+/Ca2+) ou 15 % (Fosfolambam)
imersos em um tampao de eletroforese (Tris-HCI 25mM, glicina 190 mM, SDS
0.1 %) e submetidos a uma amperagem de 80 V por 2 horas.

Apods o término da eletroforese foi realizada a transferéncia elétrica das
proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose (Amersham, UK) em um
tampao de transferéncia (Tris-HCIl 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%e SDS
0.1 %) a temperatura ambiente usando 25 V em um Semi-dry (Bio-Rad).

Apos a transferéncia das proteinas, as membranas foram bloqueadas por
duas horas em uma solucao bloqueadora de leite desnatado diluido a 5% em um
tampéo TBS — tween (Tris-HCI| 10 mM, NaCl 100 mM, tween 20 0.1 %, pH 7,5).
Os anticorpos primarios utilizados foram anti-mouse monoclonal para SERCA-
2a (1:500; Affinity Bioreagents), anti-mouse monoclonal para PLB (2ng/ml;
Affinity Bioreagents), anti-mouse monoclonal para NCX (1:200; Abcam
Cambridge, MA, USA) e anti-mouse monoclonal para GAPDH (1:5000; Abcam
Cambridge MA, USA) diluidos em uma solugcdo de BSA que por sua vez, foi
diluido a 5% em um tampao TBS — tween (Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, tween

20 0.1 %, pH 7,5). As membranas foram incubadas overnight a 4°C.



48

Apéds o periodo de incubagdo com o anticorpo primario, as membranas
eram lavadas por 30 minutos com uma solucdo TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl
100 mM, tween 20 0.1 %, pH 7,5) para remocéo dos anticorpos primarios.

Depois de lavadas, as membranas foram incubadas com anti-mouse ou
anti-rabbit (1:2500 ou 1:5000; StressGen, Victoria, Canada)

Apoés a incubacdo com o anticorpo secundario, as membranas foram
novamente lavadas por 30 minutos para remocéo do anticorpo secundario com
a solugéo TBS-T e por mais 30 minutos com a mesma solugéo sem tween 20.

As bandas foram detectadas utilizando um composto fluorescente (ECL
plus, Amersham, UK) e expostas a um filme de raio-X (Hyper film, Amersham
UK) o qual era revelado. As proteinas pesquisadas foram corrigidas pela
quantidade de GAPDH detectado.
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3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estédo expressos como meédia * erro padrdao da média. (EPM).
Os valores de “n” representam o numero de animais ou amostras utilizadas em
cada protocolo experimental.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por teste t de Student ndo
pareado, analise de variancia (ANOVA), uma ou duas vias. Quando a analise de
variancia apresentava significancia, esta era seguida pelos testes post-hoc de
Tukey ou Bonferroni, respectivamente, para a ANOVA uma ou duas vias. Foram
considerados estatisticamente significantes valores de P <0,05. As andlises
estatisticas e plotagem de todos os graficos foi empregado o GraphPad Prisma

4.0 (San Diego,CA, USA).
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3.7. FARMACOS E REAGENTES

2-Hidroxietilmercaptano (-mercaptoetanol) (Sigma)

Acetato de Chumbo Il ( Sigma)

Acido cloridrico — HCI (Merck)

Acido tricloroacético (Merck)

Albumina, Soro Bovina (Sigma)

Alcool polivinilico (Merck)

Anticorpo produzido em camundongo para fosfolambam (Thermo Scientific)
Anticorpo produzido em camundongo para NCX (Thermo Scientific)
Anticorpo produzido em camundongo para SERCA-2 (Thermo Scientific)
Anticorpo produzido em rato para GAPDH (Abcam)

Bicarbonato de sédio - NaHCO3 (Merck)

Cafeina (B.HERZOG)

Cloreto de calcio dihidratado - CaClz. 2H20 (Merck)

Cloreto de magnésio Hexahidratado - MgClz. 6H20 (Merck)

Cloreto de potéassio - KCI (Merck)

Cloreto de sodio - NaCl (Vetec)

Cloridrato de verapamil (Teuto)

Dodecil sulfato sédico (SDS) (Sigma)

Etanol absoluto (Sigma)

EDTA (Sigma)

EGTA (sigma)

Fosfato de sédio monobasico - NaH2PO4 (Merck)



Glicerol (Reagen)

Glicose (Vetec)

Heparina sodica (Roche)

HEPES (Sigma)

Hidrato de cloral (Reagen)

Hidréxido de Sadio (Merck)

KH2PO4 (Merck)

L-Isoproterenol (Sigma)

Molibdato de aménio (Nuclear)

Metanol (Sigma)

N, N, N°, N -tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)

N,N’- Metilenbisacrilamida 40% Solucéo 37, 5:1 (Acrilamida) (Sigma)
NaVvO3

Ouabaina, octahidrato (Sigma)

Reagente para deteccdo de Western Blot (ECL Plus) (Amersham)
Sulfato de sédio - Na2SO4 (Merck)

Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma)
Persulfato de amonio (APS) (Sigma)

Tris-HCI (Sigma)

Triton X-100 (VETEC)

Uretana sodica (Sigma)
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4. RESULTADOS

4.1. CONCENTRACAO SANGUINEA DO CHUMBO

A medida da concentracdo sanguinea de chumbo foi realizada apds 15 dias
de exposicdo ao metal. Os animais do grupo Pb?* apresentaram concentracédo
sanguineas de 12,3 ug/dL £ 2 ug/dL (n=6) enquanto os animais do grupo
Controle (n= 6) apresentaram concentragcdes menores que o limite de deteccéo

do aparelho.

4.2. VALORES DA AVALICAO PONDERAL

4.2.1. AVALIACAO PONDERAL DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

A figura 9, mostra o ganho de peso dos ratos de ambos 0s grupos
experimentais, antes e depois dos 15 dias de exposi¢cao ao chumbo (100 ppm).
Como pode-se observar 0 peso dos ratos foi igual tanto no inicio como no final

do tratamento, demonstrando que o chumbo néo interfere no ganho de peso

corporal.
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Figura 9: Avaliagdo do peso corporal entre os grupos CT e Pb2+, antes e no
final do tratamento. Os numeros entre parénteses correspondem ao numero de
ratos estudados e os dados estdo expressos como média + EPM. P < 0,05, teste

t de Student néo pareado.

4.2.2. AVALIACAO PONDERAL DAS CAMARAS CARDIACAS

Os parametros ponderais das camaras cardiacas foram obtidos ao final dos
15 dias de tratamento. Para evitar possiveis “falsos resultados” em detrimento
do tamanho dos ventriculos, o peso umido das camaras foi corrigido pelo peso
corporal de cada animal correspondente. O peso umido foi usado com o intuito
de avaliar hipertrofia ventricular. O peso relativo do ventriculo direito (VD/PC) e
o peso relativo do ventriculo esquerdo (VE/PC) foram similares nos animais CT
(VD/PC: 2,13 + 0,07 e VE/PC: 0,58 * 0,03) e nos animais expostos ao Pb?*
(VD/PC: 2,32 £ 0,12 e VE/PC: 0.59 £ 0,03) (Figura 10).
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Figura 10: Comparacéao entre o peso dos ventriculos esquerdo (A) e direito (B)
apos 15 dias de tratamento dos respectivos grupos experimentais controle (CT)
e chumbo (Pb2+). Os numeros entre parénteses correspondem ao numero de
papilares estudados. Os dados estdo expressos em Média + EPM. P < 0,05,

teste t de Student ndo pareado.
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4.3. AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

A PAS foi avaliada por meio da pletismografia de cauda, no tempo O
(momento antes do inicio do tratamento) e no final dos 15 dias de tratamento.
Como demostrado na figura 11, no inicio os valores pressoricos séo
semelhantes, ao passo que no final do tratamento foi observado um aumento
significativo na PAS nos animais exposto ao chumbo (CT: 112 + 2 mmHg, n = 6
vs Pb2+: 125 + 2 mmHg, n = 6; P < 0.05, ANOVA duas vias).

140- - CT (6)
S . = Pb%(6)
2 1201 o
£ - —2
E 1004
W
< 80
60-
1 1
0 15

Tempo de exposicdo em dias

Figura 11: Os efeitos da exposi¢cdo ao chumbo sobre a pressao arterial sistélica
pressdo (PAS) em cauda de ratos acordados. Os resultados sdo expressos como

média + EPM. ANOVA 2 vias seguida de pés-teste de Bonferroni. *p < 0,05.

4.4. MEDIDAS HEMODINAMICAS

Ao final dos 15 dias de exposi¢cao ao chumbo, os ratos foram anestesiados
e as medidas diretas dos parametros hemodinamicos foram obtidas. Estes

parametros estdo apresentados na tabela 1 e Figura 12 e 13. Como pode-se
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observar, em ambos 0s grupos experimentais esses parametros nao foram

alterados nos grupos CT e Pb2+.

Tabela 1: Parametros hemodinamicos arteriais e ventriculares de ratos expostos

e ndo-expostos ao chumbo

CT(n=9) Pb2*(n=9)
SAP (mmHg) 106 + 4,7 110 + 2,4
DAP (mmHgQ) 60 +3,9 62 +1,9
FC (bpm) 298 + 9,3 279+ 11,2
PSVE (mm Hg) 119 + 8,3 117 + 4,7
PDfVE (mm Hg) 5,06 + 0,78 4,6 + 0,52
dP/dt+ VE (mm Hg/sec) 7719 £1294 6261 + 887,8
dP/dt - VE (mm Hg/sec) -4451 + 1777 -4276 + 1698
PSVD (mm Hg) 37,3+2,58 34,9 + 2,97
PDfVD (mmHg) 2,06 + 0,64 1,86 + 0,47
dP/dt+ VD (mm Hg/sec) 1822 + 366,8 1977,4 £ 371,8
dP/dt—VD (mm Hg/sec) -1366 £+ 206,8 -1605,078 £ 354,4

Efeitos de 100 ppm de acetato de chumbo sobre os pardmetros hemodinamicos:
Pressao Arterial Sistdlica (PAS); Pressao Arterial Diastolica (PAD); Pressao sistélica do
ventriculo esquerdo (PSVE); presséo diastdlica final do VE (PDfVE); derivada temporal
positiva de pressdo do VE (dP/dt + VE) e negativa (dP/dt - VE); presséo sistolica do
ventriculo direito (PSVD); pressao diastdlica final do VD (PDfVD); derivada temporal

positiva de presséo do VD (dP/dt + VD) e negativa (dP/dt - VD) e frequéncia cardiaca
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(FC). Os resultados estdo expressos em média £ EPM. Teste t de Student ndo-pareado

este t ndo pareado: P < 0,05 CT vs Pb?*,
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Figura 12: Avaliagdo, in vivo, de parametros hemodinamicos arteriais e
ventriculares esquerdo dos ratos dos grupos CT e Pb?*. Os nimeros entre
parénteses correspondem ao numero de animais estudados. P <0,05. Teste t de

Student ndo-pareado.
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Figura 13: Avaliacao, in vivo, de parametros hemodinamicos ventriculares direito
dos ratos dos grupos CT e Pb?*. Os nimeros entre parénteses correspondem ao
namero de animais estudados. P <0,05. Teste t de Student ndo-pareado.

4.5. AVALIACAO DA CONTRATILIDADE MIOCARDICA EM MUSCULOS
PAPILARES ISOLADOS

4.5.1. AVALIACAO PONDERAL DOS PAPILARES

Os dados ponderais estdo representados na figura 14. Ao final de cada

experimento os papilares umidos de ambos os grupos foram pesados. Como
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demostra a figura, os pesos dos papilares do grupo controle e do chumbo néo
mudaram (Controle: 5,74 £+ 0,35 g; chumbo: 5,54 + 0,43 g).
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Figura 14: Peso umido dos musculos papilares do ventriculo esquerdo dos
grupos Controle (n=15) e chumbo (n=16). Dados expressos em Média + EPM. P

<0,05, Teste t de Student ndo pareado.

4.5.2. FORCA DE CONTRACAO ISOMETRICA, DERIVADAS E PARAMETROS
TEMPORAIS

A forca desenvolvida (F), os tempos de ativacéo (TA) e de relaxamento (TR
90%) e as derivadas temporais de forca (dF/dt) positiva e negativa das
contracdes isométricas dos musculos papilares foram obtidas ap6s 60 minutos
de estabilizacdo. As figuras 15 — 16 ilustram a analise desses parametros. Na
figura 15, percebe-se que a exposicado ao acetado de chumbo por 15 dias néo
alterou a forca desenvolvida nos animais de ambos o0s grupos experimentais (CT:
0,64 = 0,052; Pb2+: 0,56 + 0,033 g/mg). Da mesma forma, também néao foi
observada alteracdes nas as derivadas temporais (dF/dt) positiva e negativa dos
grupos CT e Pb2+ (Figura 16A e B). Por outro lado, os tempos de ativacao (TA)
e de relaxamento (TR 90%) foram reduzidos nos animais expostos ao chumbo
(Figura 17).
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Figura 15: Forca isométrica desenvolvida pelos musculos papilares do ventriculo

esquerdo de ratos dos grupos CT (n=17) e Pb2+ (n= 18). Dados expressos em
Média = EPM. p < 0,05, teste t de Student ndo pareado.
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Figura 16: Avaliacao, in vitro, das derivadas temporais da contracao de musculos

papilares de VE de ratos dos grupos controle (CT, n= 23) e chumbo (Pb2+, n=

24).
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Figura 17: Parametros temporais (TA e TR90%) em musculos papilares de VE
de ratos dos grupos controle chumbo. Os numeros entre parénteses
correspondem ao numero de papilares estudados.*p < 0,05 vs C, teste t de

Student ndo-pareado.

4.5.3 AVALIACAO INDIRETA DA  ATIVIDADE DO RETICULO
SARCOPLASMATICO

Apés estabilizacdo das preparacbes, 0s musculos papilares foram
submetidos a alguns protocolos experimentais. O primeiro protocolo utilizado
para a avaliar a forca contratil foi a potenciacéo pds-pausa (PPP). Este protocolo,
permite avaliar de forma indireta, o funcionamento do reticulo sarcoplasmatico
(RS).

A figura 18 apresenta a PPP obtida nos papilares dos ratos de ambos os
grupos, apos pausas na estimulacdo elétrica de 15, 30 e 60 segundos
(VASSALLO; MILL, 1988). Nota-se que a exposi¢ao por 15 dias ao chumbo néo
alterou o funcionamento do RS, ja que a potenciacdo no grupo controle e no

grupo chumbo foi estatisticamente iguais.
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Figura 18: Potencia¢cdo pbs-pausa (PPP) em musculos papilares de ventriculo
esquerdo de ratos dos grupos Controle e chumbo. Os nimeros entre parénteses
correspondem ao numero de papilares estudados. Para andlise estatistica

ANOVA duas vias e teste post hoc de Bonferroni.

4.5.4. ANALISE DA RESPOSTA INOTROPICA DE MUSCULOS PAPILARES
DE RATOS EXPOSTOS AO ACETATO DE CHUMBO

Para investigar se a exposi¢ao ao chumbo poderia alterar os mecanismos
celulares envolvidos na resposta inotrépica do coracéo, foram realizados dois
protocolos, por meio de curvas concentracdo-resposta ao calcio e ao
isoproterenol.

A curva concentracdo-resposta ao calcio foi realizada utilizando
concentracdes extracelulares crescentes de calcio (0,62, 1,25, 2,5 e 3,75 mM).
A figura 19 demonstra um aumento progressivo na for¢ca nos musculos papilares
isolados em ambos os grupos experimentais. No entanto, a resposta inotropica

ao calcio foi menor no grupo Pb?* em relacédo ao CT.
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Figura 19: Resposta inotropica (g/mg) a concentracdes crescentes de CaCl2
(0,62; 1,25; 2,5 e 3,75 mM) em musculos de papilares do ventriculo esquerdo de
ratos controle e chumbo. Os numeros entre parénteses correspondem ao
namero de papilares estudados. Os dados sdo expressos como média + EPM.
Para analise estatistica foi utilizado ANOVA duas vias e post hoc de Bonferroni.
* p<0,05.

Outra intervencdo inotropica que permite avaliar os efeitos do chumbo nos
mecanismos reguladores da contratilidade cardiaca, é a curva concentracao
resposta ao agonista 3-adrenérgico, o isoproterenol. Por meio deste protocolo,
percebe-se que a forga desenvolvida frente a concentragbes crescentes ao
isoproterenol ((10-7, 10-6,10-5, 10-4, 10-3 e 10-2 M) n&o foi modificada no grupo
Pb2* qguando comparado ao grupo CT (Figura 20).



63

0.8
—e CT(10)

= 06 - Pb%"(13)
£
2 54
p 04
o
L 0.2

0.0-

1 | | I,= | | |
basal 107 10° 10° 10% 10° 10%

Isoproterenol (M)

Figura 20: Desenvolvimento de forga frente a estimulagdo B-adrenérgica em
musculos papilares de ventriculo esquerdo de ratos CT e Pb?*. Forca corrigida
pelo peso do papilar. Os nUmeros entre parénteses correspondem ao numero de
papilares estudados. Os dados sao expressos como média + EPM. Para anélise

estatistica foi utilizado ANOVA duas vias e post hoc de Bonferroni.

4.5.5. MEDIDA INDIRETA DO INFLUXO DE CALCIO TRANSSARCOLEMAL
“POST REST CONTRACTION-PRC”.

As contracdes obtidas apos pausa de 10 minutos na estimulacdo elétrica
(PRC) foram realizadas para investigar o efeito da exposicdo ao acetato de
chumbo sobre a permeabilidade da membrana sarcoplasmatica ao calcio. Para
isso, 0s musculos papilares de ambos os grupos foram lavados e perfundidos
com uma solucéo de Krebs livre de calcio (Ca2+ free) e contendo cafeina. Em
seguida, o perfusato foi substituido por solu¢cdo Krebs normal e o estimulo foi
religado, e a primeira contracdo gerada foi mensurada.

O mesmo protocolo foi repetido, apés um periodo de estabilizacao,
diferenciando apenas pela adicdo, na solucdo de Krebs, do verapamil, um
bloqueador de canais de célcio de tipo L. Os resultados obtidos nesse protocolo
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demonstram respostas semelhantes em ambos 0s grupos experimentais, tanto

na auséncia como na presenca de verapamil (Figura 21: A e B, respectivamente).
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Figura 21: Avaliacdo indireta do influxo transsarcolemal de célcio, antes apos o
bloqueio com verapamil, em musculo papilares de ratos controle e chumbo. Os
nameros entre parénteses correspondem ao numero de papilares estudados. Os
dados sdo expressos como média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado

ANOVA uma vias e post hoc de Turkey.

4.5.6. FORCA DESENVOLVIDA DURANTE CONTRACOES TETANICAS E O
BLOQUEIO COM VERAPAMIL

As contracOes tetanicas foram realizadas com objetivo de avaliar a
sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio (LEITE et al.,1995). Neste
protocolo ocorre desenvolvimento de uma rapida elevacdo na forca (pico da
contracao tetanica), seguida por uma pequena queda e consequente formacao
de um plato.

A figura 22 mostra que o desenvolvimento de forga tanto no pico da

contracdo como no platdé foi reduzida, sugerindo uma menor sensibilidade ao
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calcio pelas proteinas contrateis do grupo exposto ao chumbo.
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Figura 22: contracdes tetanicas em musculos papilares de ventriculos esquerdo
de ratos controle e chumbo antes e apos adi¢do de verapamil. Os niUmeros entre
parénteses correspondem ao numero de papilares estudados Os dados sdo
expressos como média £ EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA uma

vias e post hoc de Turkey. *p < 0,05.

45.7. BIOLOGIA MOLECULAR

45.7.1. AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS ENVOLVIDAS
NA CINETICA DO CALCIO PELO METODO DE WESTERN BLOT

A figura 23 apresentada os niveis proteicos SERCA-2a, fosfolambam e
trocador Na+/Ca?* no grupo controle e no grupo tratado com chumbo durante 15
dias de tratamento. Mediante a figura, pode observar que 0s niveis se

mantiveram iguais em ambos 0s grupos.
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Figura 23: Expressao proteica da SERCA-22 (A), trocador Na+/Ca2+ (NCX) (B)
e fosfolambam (C) em ventriculos esquerdo de ratos controle e ratos tratados
com chumbo. Os numeros entre parénteses correspondem ao namero de

papilares estudados. p < 0,05, teste t de Student ndo-pareado.



67

5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que a exposicdo aguda a baixa
concentracdo plasméatica de chumbo (12.3 pg/dL), abaixo daquela preconizada
como segura pelas agéncias de saude (BRASIL, 2006b; [ATSDR], 2007; (WHO),
2011), além de elevar a pressao arterial, prejudica a maquinaria contratil do
coracdo. Esse efeito deletério sobre o coracdo parece estar relacionado a
reducdo de sensibilidade ao célcio pelas proteinas contrateis. Nossos dados
sustentam a hipotese de que a exposicdo ao chumbo, mesmo em baixas

concentracdes, constitui-se um fator de risco para doencas cardiovasculares.

Nesse estudo apds 15 dias de exposicdo a baixa concentracdo de
chumbo, os ratos apresentaram aumento de pressédo arterial sistélica, medida
indiretamente através da pletismografia de cauda (figura 11). No entanto, ao se
avaliar a pressdo arterial de forma direta, essa diferenca nao foi observada
(figura 12 e 13). A avaliagdo pressorica com o animal acordado ilustra, mais
fidedignamente, os reais valores pressoéricos induzidos pela exposicdo ao
chumbo, uma vez que a medida pressoérica direta foi realizada com os animais
anestesiados e ha evidéncias que o uso do anestésico uretana (1,2 g/ Kg, i.p.)

promove efeitos depressores na pressao arterial e na FC (Zorniak et al., 2010).

Vérios trabalhos ja demonstraram que uma baixa concentracdo deste
metal, € capaz de induzir aumento da pressao arterial, tanto em humanos quanto
em animais. Cronicamente, Carmignani et al., (1999), demonstraram que a
exposicdo a 60 ppm de chumbo em agua de beber por 10 meses, foi capaz de
aumentar a pressao arterial sistolica no grupo de ratos que foi exposto ao referido
metal. Em outro trabalho, Sharifi et al., (2004), encontrou aumento de pressao
arterial sistdlica a partir da segunda semana de tratamento com 100 ppm de
acetato de chumbo em agua de beber. Este aumento de pressédo arterial se

manteve até a oitava semana, na qual atingiu valor aproximado de 180 mmHg.

Roncal et al., (2007), demostram também que ratos expostos a 150 ppm
de chumbo por 4 meses obtiveram aumento da pressao arterial sistolica. Na
mesma linha, com uma dose mais alta, Malvezzi, et al., (2001), com uma

exposicdo de 750 ppm em agua de beber por 10 semanas, demonstraram um
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aumento de pressdo a partir da quinta semana comparados 0S respetivos
controles. Corroborando com estes achados, Grizzo et al., (2008), com ratas
gravidas e em periodo de lactacdo expostas a 100 ppm de chumbo em agua de
beber, demonstraram também que os filhotes com 22 dias de vida apresentaram

um aumento de presséo arterial comparados com grupo controle.

Ainda, estudos concentrados em nosso laboratorio também demonstraram
esse aumento de presséao arterial durante o tratamento com o chumbo. Silveira
et al.,, (2014) e Fioresi et al., (2014), demonstraram que ratos expostos ao
chumbo por 30 dias apresentaram aumento de PAS logo na primeira semana e
esta se manteve elevada até o final do tratamento. Fiorim et al., (2011),
demostrou também, que o tratamento por 7 dias com chumbo, aumentou a PAS

no final do tratamento.

Além disso, agudamente Simdes et al., (2011), demonstraram que uma
Unica dose aguda de chumbo (320 pg/kg) apés 120 minuto foi capaz de aumentar
a pressao arterial sistolica (PAS).

Ja em humanos, Glenn et al, (2003, 2006), demostraram que
trabalhadores expostos ocupacionalmente em media por 18 anos apresentaram
um aumento na pressao arterial. Esse aumento na presséao arterial se manteve

18 anos apods a ultima exposicéo ocupacional.

Diversos mecanismos pelos quais o chumbo promove aumento de
pressédo arterial ja foram descritos. Dentre eles incluem a inibicdo da bomba de
sédio (Lustberg & Silbergeld, 2002), prejuizo da funcédo do endotélio vascular
com reducdo da biodisponibilidade de éxido nitrico (Silveira et al., 2014; Khalil-
Manesh et al., 1993; Carmignani et al., 2000) e aumento do estresse oxidativo
(Vaziri, et al., 2001; Silveira et al., 2014; Simdes et al., 2011). Além disso, um
aumento do tbnus simpatico com prejuizo da sensibilidade do barorreflexo
(Navas-Acien et al.,, 2007) e aumento da atividade do sistema renina
angiotensina (Carmignani et al., 1999;2000) também estdo relacionados a
hipertenséo induzida pelo chumbo.

Embora os efeitos hipertensores induzidos pelo chumbo ja tenham sido
descritos, sua agao sobre a funcéo cardiaca ainda € pouco conhecida. Os efeitos

do chumbo sobre a fungéo cardiaca parecem depender do tempo de exposicéo
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e da concentracdo desse metal. Agudamente, altas concentracdes de chumbo
produzem reducdo da contratilidade miocéardica por reducdo do influxo
sarcolemal de célcio e reducédo da atividade da ATPase miosinica em ventriculo
direito (Vassallo et al., 2008). No entanto, j& em baixas concentra¢fes, o chumbo
promove efeitos inotropicos e lusitrépicos positivos, associado ao aumento da
atividade da bomba de sodio e da ATPase miosinica em ventriculo esquerdo
(Fioresi et al., 2013).

Nossos resultados demonstram que a exposi¢cao por 15 dias a baixa
concentracdo de chumbo (12.3 pg/dL) ndo produz mudancas na forca isométrica
de musculos papilares isolados. Esses dados corroboram os resultados obtidos
por Fioresi et al., 2014, que nao verificaram alteragbes na forca isométrica em
musculos papilares isolados de ratos expostos ao chumbo por 30 dias (100 ppm
na agua de beber). No entanto, diferente dos resultados obtidos por Fioresi et
al., (2014), nossos resultados demonstraram que a exposicdo por 15 dias ao
chumbo, embora ndo modifique a for¢ca desenvolvida pelos musculos papilares
isolados, reduz o tempo de ativagdo da contracdo (TP) e de relaxamento (TR
90%). Provavelmente, as diferencas encontradas entre 0s nossos resultados e
agueles obtidos por Fioresi et al., (2014), possam ser explicadas pela diferenca

no tempo de exposicédo ao metal.

A reducédo do TP e TR 90% puderia ser devido ao aumento no influxo de
calcio pela membrana sarcolemal e aumento na recaptacdo deste ion pelo
reticulo sarcoplasmatico. Entretanto, a funcdo do reticulo sarcoplasmaético,
avaliada por meio da PRP ap6s pausas de 15, 30 e 60 s ndo foi modificada em
musculos papilares isolados de ratos do grupo Pb?* quando comparados aos
ratos do grupo CT. Ao mesmo tempo, a expressao protéica da SERCA 2a foi
similar em coracéo de ratos de ambos o0s grupos experimentais. Fioresi et al.,
2014, evidenciaram reducao da expressao protéica da SERCA 2a. Contudo, isso
nao foi acompanhado por modificacdes na expressao protéica do PLB e nem em
suas subunidades fosforiladas, sugerindo que a captagéo de célcio pelo reticulo
sarcoplasmatico nao foi alterada nos animais expostos a 100 ppm de acetato de
chumbo por 30 dias. Trabalhos que investigaram as acdes agudas do chumbo
sobre a funcao cardiaca in vitro, também verificaram que este metal ndo altera a

atividade do reticulo sarcoplasmatico (Vassallo et al., 2008; Fioresi et al., 2013).
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Outra andlise importante do nosso estudo foi investigar se a exposi¢ao
por 15 dias ao chumbo poderia modificar a resposta inotrépica dos musculos
papilares isolados. Para isso, foram realizadas curvas concentracao-resposta ao
isoproterenol e ao calcio. Os resultados obtidos destes protocolos demonstraram
que a intervencdo inotropica produzida pelo isoproterenol ndo modificou o

incremento de for¢ca entre os grupos Pb?* e CT.

No entanto, trabalhos anteriores evidenciaram um aumento de
responsividade dos receptores B-adrenérgicos em ratos tratados agudamente
com chumbo (Vassallo et. al., 2008, Fioresi et al., 2013). Por outro lado, Tsao et
al., 2000, verificaram que o tratamento por 2 meses com chumbo promove
aumento dos niveis plasmaticos de noreprinefrina e reducao da densidade do
receptor B-adrenérgico e do conteado de AMPc no coragdo, o que poderia
resultar em diminuicdo da contratilidade cardiaca. O aumento dos niveis
plasmaticos de norepinefrina € sugestivo de aumento na atividade simpatica que
foi evidenciado em ratos expostos cronicamente (18 meses) ao
chumbo ((Boscolo & Carmignani, 1988). Portanto, sugerimos que a divergéncia
dos resultados apresentados no presente estudo com aqueles observados em
ratos submetidos a tratamentos agudo (Vassallo et. al., 2008; Fioresi et al., 2013)
e cronico (Tsao et al., 2000) possa ser devido ao tempo de exposicado a esse

metal.

Em contrapartida, a resposta inotrépica produzida pelo aumento das
concentracdes extracelulares de calcio foi menor em papilares isolados de ratos
tratados com chumbo quando comparados ao controle. Esses resultados
sugerem gue os cardiomidcitos de ratos do grupo Pb?* podem apresentar menor
parmeabilidade ao célcio ou uma menor afinidade das proteinas contrateis a este
ion (Leite et al, 1995).

Contraditoriamente, a exposicdo por 30 dias ao chumbo aumenta a
resposta inotropica induzida pelo calcio em musculos papilares isolados (Fioresi
et al., 2014). Ja em estudos realizados apos exposicédo aguda, o chumbo parece
promover reducdo do ganho de for¢a cardiaca em resposta a concentracdes
crescentes de calcio quando comparado aos animais controles (Vassallo et al.,

2008; Prentice & Kopp, 1985). Esse efeito de reducéo do fluxo transarcolemal de
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calcio pode ser atribuido a capacidade deste metal em bloquear canais de célcio,
como ja demonstrado em midcitos de ratos e Xenopus laevis oocytes (Bernal, et
al., 1997). Dessa forma, fica evidente que os efeitos agudos e crbnicos induzidos

pelo chumbo sobre a resposta inotrépica se divergem.

Com intuito de avaliar se a menor resposta inotropica ao aumento de
calcio extracelular observado em musculos papilares isolados de ratos tratados
poderia estar relacionada as altera¢des no influxo de célcio pelos canais do tipo
L, foi realizado a PRC na presenca e na auséncia de verapamil, um bloqueador
desses canais de calcio (Leite et al., 1995). De acordo com nossos resultados, a

PRC foi similar em papilares isolados de ratos CT e Pb?*.

Juntos, esses resultados sugerem que a reducao da resposta inotropica
em resposta a concentracdes crescentes de calcio extracelular ndo parece ser

ocasionada por alteracéo no fluxo transarcolemal de calcio.

No entanto, outro fator que poderia explicar o efeito do chumbo sobre a
reducdo da resposta inotropica ao calcio seria uma possivel alteracdo das
proteinas contrateis. Ja foi demonstrado que o chumbo pode se ligar a grupos
sulfidrila (SH) (Dabrowska-Bouta, et al., 1996) e dessa forma, afetar a proteinas
contrateis. A atividade da miosina, que possui grupos SH, por exemplo, é

reduzida pelo chumbo (Vassallo et al., 2008).

Assim, para avaliar indiretamente, tanto as proteinas contrateis como o
influxo de calcio, os musculos papilares isolados foram submetidos a contracdes
tetanicas conforme protocolo estabelecido por Leite et al., 1995. As contracdes
tetdnicas obtidas apos inibicdo do reticulo sarcoplasmatico com cafeina ou
rianodina tém sido usadas para produzir ativacdo maxima da maquinaria contratil
no miocérdio intacto (Yue, et al., 1986;Moreira et al., 2003). A cafeina age
depletando o estoque de calcio do reticulo sarcoplasmatico e a exposicao
sustentada a cafeina previne o acumulo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico
(Leite et al., 1995). Os resultados obtidos no presente estudo demonstram
reducdo na forca tetanica tanto na presenca quanto na auséncia de verapamil.
No entanto, a andlise da diferenca do platdé e do pico das contragfes tetanicas,
na presenca e na auséncia de verapamil, foi similar entre os grupos Pb?* e CT

sugerindo novamente que a exposi¢cao por 15 dias ao chumbo ndo modifica o
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influxo de calcio. Uma vez que a atividade do reticulo sarcoplasmatico esta
bloqueada, as contracdes tetanicas dependem somente do influxo de calcio e da
atividade da ATPase miosinica. Assim, nossos resultados sugerem que a
exposi¢do ao chumbo por 15 dias, embora néo altere o influxo de célcio, pode
modificar a funcéo das proteinas contrateis.

Ademais, a menor afinidade das proteinas contrateis ao célcio pode
explicar a redugcéo observada nos parametros temporais da contracdo (TA e
TR90%). A dessensibilizacdo das proteinas contrateis (troponina) aumenta a
guantidade de célcio disponivel para a recaptacdo pelo RS. Esse aumento de
disponibilidade de célcio reduz o tempo de relaxamento do musculo cardiaco. O
TA, por sua vez, também pode reduzir, uma vez que, quanto mais célcio
recaptado mais calcio vai ser liberado para a contracdo, entretanto, sem que
esse pudesse causar um aumento de forca de contracdo. (Vassallo et al.,
2008b).

No entanto, algumas manobras experimentais ndo realizados nesse
estudo devido a falta de tempo e aparato necessario para a sua realizacdo
poderiam ser usados para confirmar os nossos resultados. Entre eles podemos
citar: atividade da ATPase miosinica pela técnica de western blot e uma curva
de estiramento (Frank-Starling). Com a afinidade ao calcio reduzida no grupo
exposto ao pb?*, esperaria-se que a atividade da ATPase miosinica estivesse
reduzida. Igualmente, o ganho de forca observado no estiramento do musculo
mediante o mecanismo do Frank-Starling seria menor no grupo pb?*. O aumento
de forca observada ap6s estiramento do musculo papilar além de proporcionar
uma interacdo adequada das proteinas contrateis no Sarcobmero e o aumento do
calcio intracelular estd relacionada com mudancas na sensibilidade dos

miofilamentos ao célcio.

O principal achado do presente estudo revela que exposicdo a baixa
concentracdo de chumbo por 15 dias, apesar de ndo comprometer a atividade
do reticulo sarcoplasmatico, reduz a resposta inotropica ao calcio. Esse efeito
nao parece estar relacionado a mudancas no fluxo transarcolemal de célcio, mas
sugere uma possivel alteragcdo das proteinas contrateis. Mediante estas

informacgdes, a importancia desse estudo reside no fato de avaliar e tornar mais
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conhecido o efeito da exposicdo ao chumbo em concentracdes abaixo dos
valores preconizados como seguros. Além disso, Nossos dados reforcam que o
chumbo, deve ser considerado como um fator de risco para o desenvolvimento
das doencas cardiovasculares, mesmo em baixas concentragdes. E importante
ressaltar que essas doencas constituem um sério problema de saude publica em

diversos paises, devido a alta taxa de morbi-mortalidade.
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