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RESUMO 

 

A exposição crônica ao chumbo produz hipertensão, mas seus efeitos, em 

baixas concentrações, sobre a função cardíaca ainda são pouco conhecidos. 

Objetivamos investigar se baixa concentração plasmática de chumbo pode 

modificar a contratilidade cardíaca em músculos papilares isolados de ratos. Ratos 

Wistar foram divididos em dois grupos: controle (CT) e tratados com chumbo (Pb2+) 

(100 ppm na água de beber, por 15 dias). A pressão arterial foi medida no momento 

zero e no final dos 15 dias. Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados 

e eutanaziados, e os parâmetros de contratilidade dos músculos papilares isolados 

foram registrados. Os ratos Pb2+ apresentaram concentração sanguínea de 

chumbo de 12,3 µg/dL. A pressão arterial dos animais Pb2+ elevou-se no final do 

tratamento. In vitro, o tratamento com chumbo não alterou a força e suas derivadas 

temporais, porém reduziu o tempo de ativação e de relaxamento. Além disso, a 

resposta inotrópica induzida por aumento de cálcio (Ca2+) extracelular foi reduzida 

no grupo Pb2+. Esses resultados sugerem alterações na cinética do cálcio nos 

cardiomiócitos dos ratos expostos ao chumbo. Contudo, a captação de Ca2+ pelo 

retículo sarcoplasmático e a expressão proteica da SERCA e do fosfolamabam não 

foram modificadas. Ao avaliar, in vitro, a participação dos canais de Ca2+ do tipo L 

usando o bloqueador verapamil foi observada redução na força em ambos os 

grupos experimentais. Esses achados sugerem que a redução da resposta 

inotrópica ao Ca2+ não parece estar relacionada a mudanças no fluxo 

transarcolemal desse íon, mas sugere uma possível alteração das proteínas 

contráteis. Nossos resultados evidenciam que mesmo em concentração abaixo dos 

valores preconizados como seguros, o chumbo causa efeitos deletérios na 

maquinaria contrátil do coração e deve ser considerado como um fator de risco para 

o desenvolvimento das doenças cardiovasculares.  

 

Palavras chave: Chumbo, hipertensão, contratilidade cardíaca 

 
 



 
 

 
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 (Pb2 +) (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 Pb2+ rats had blood 

lead concentration of 12,3 µg/dL. The animals' blood pressure Pb2+ 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 (Ca2+) was reduced in 

the group Pb2+. These results suggest changes in calcium kinetics in 

cardiomyocytes of rats exposed to lead. However, the uptake of Ca2+ by the 

sarcoplasmic reticulum and protein expression of SERCA and fosfolamabam were 

not modified. To evaluate, in vitro, the involvement of L-type Ca2+ using blocker 

verapamil reduction in the strength was observed in both experimental groups. 

These findings suggest that the reduction of the inotropic response to Ca2+ 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1. CHUMBO  

 

1.1.1. Aspectos gerais  

 

O chumbo foi um dos primeiros metais utilizados pelo Homem tendo sido 

encontrado em escavações arqueológicas, no Egito, que datam de 3500 a.C. 

Este metal raramente é encontrado no seu estado natural. Normalmente, está 

associado a outros elementos, sendo os mais importantes: minério a galena, 

cerussita, anglesita, piromorfita, vanadinita, concroíta e a wulfenita. A galena 

(PbS), um sulfeto de chumbo (Pb = 86,6% e S = 13,4%), é o seu minério mais 

importante e geralmente ocorre associada com a prata. Além deste último, 

alguns metais também aparecem associados ao chumbo, como o zinco, o cobre, 

o ouro e o antimônio (BRASIL., 2008). 

O chumbo é um metal pesado (densidade relativa de 11,4 a 16ºC), de 

coloração branca-azulada, tornando-se acinzentado quando exposto ao ar. 

Muito macio, altamente maleável, possui razoável condutividade elétrica e é 

altamente resistente à corrosão. É capaz de se dissolver a quente nos ácidos 

nítrico, acético, sulfúrico e clorídrico em ebulição, porém outros ácidos não 

exercem ação sobre ele, o que o torna um dos elementos preferidos para o 

revestimento interno de recipientes para ácidos (BRASIL, 2011). E ainda, tem a 

propriedade singular de absorver radiações de ondas curtas, como as 

emanações do rádio ou produzidas pelos raios-X, e se funde com facilidade 

(327,4ºC), com temperatura de vaporização a 1725ºC (BRASIL., 2008).  

Todas as características apresentadas e a capacidade de se combinar com 

outros elementos fazem do chumbo o sexto metal de maior emprego na indústria 

moderna, tanto puro, como sob a forma de composto, usado principalmente na 

construção de baterias para automóveis e estacionarias, que consumem em 

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

 

Chumbo (Pb2+) ocorre naturalmente no ambiente. É encontrado em níveis 

baixos na crosta terrestre, principalmente como sulfeto de chumbo. No entanto, 

a maior parte dos níveis elevados encontrados em todo o meio ambiente vêm de 

atividades humanas tais como mineração, fundição, refino e reciclagem informal 

de chumbo; produção de baterias de chumbo-ácido e tintas. Outras fontes de 

chumbo no ambiente incluem as atividades naturais, como a atividade vulcânica, 

intemperismo geoquímico, e as emissões de água do mar e remobilização de 

fontes históricas, tais como o chumbo no solo, sedimentos e água de áreas de 

mineração  (WHO., 1995). 

Como o chumbo é um elemento, uma vez liberado no meio ambiente, ele 

persiste. Por causa dessa persistência e o potencial para o transporte 

atmosférico global, as emissões atmosféricas afetam até mesmo as regiões mais 

remotas do mundo (WHO., 1995). Essas partículas, quando lançadas no ar, 

podem ser removidas da atmosfera e transferidas para superfícies e 

compartimentos ambientais por deposição úmida ou seca. Ao ser depositado na 

água, sofre influência do pH, sais dissolvidos e agentes complexantes orgânicos, 

que definem sua permanência na fase aquosa ou como precipitado. (WHO., 

1995). 

A presença de Pb2+ em águas também é limitada pela presença de sulfatos 

e carbonatos, uma vez que formam compostos poucos solúveis (Paoliello et al., 

2001). 

O teor de chumbo no solo é muito influenciado pelas atividades 

antropogênicas e pelo transporte do metal através do ar, oriundo de várias 

fontes. Tanto a deposição seca (na forma de partículas ácidas ou gases) quanto 

a úmida (chuva ácida, neve, granizo ou neblina) são importantes fontes de 

contaminação  (WHO., 1995). 

A China é considerada o maior produtor mundial de chumbo sendo 

responsável por uma produção de 1,5 milhão de toneladas, seguida pela 

Austrália, 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 produção do metal secundário, no Brasil, alcançou 142.450 toneladas em 

2008, representando 3,2% da produção mundial. O metal secundário é obtido a 

partir de reciclagem de material usado, especialmente de baterias automotivas, 

industriais e das telecomunicações em usinas refinadoras nas regiões 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 

país e às previsões das montadoras de automóveis de investir R$ 20 bilhões 

para elevar a produção nacional para 5 milhões de veículos até 2012 (Brasil., 

2008). 

A exposição da população ao chumbo, geralmente, ocorre de duas 

maneiras: a exposição ocupacional e não-ocupacional (ATSDR, 2007); (Brasil, 

2006b). Pessoas expostas ocupacionalmente, incluem trabalhadores de 

indústrias de fundição e refino de chumbo; fundições de latão/bronze, na 

produção de borracha e plásticos; em operações de soldagem e de corte de aço; 

na fabricação de baterias, cerâmica e olaria; construção civil e demolição; 

incineradores de resíduos urbanos, reparadores de radiador, e pintores. Esses 

indivíduos são contaminados, principalmente, por inalar partículas de chumbo no 

ar ambiente ([ATSDR], 2007; BRASIL, 2006b). 

Sabe-se que o chumbo particulado pode ser transportado a longas 

distâncias, sendo observada exposição fora do local de trabalho. As fontes não 

industriais de exposição ao chumbo, as quais são denominadas de não-

ocupacionais, têm contribuído de maneira significativa na contaminação de um 

grande número de pessoas. Segundo Jacobs et al., (2002), a fonte primária de 

exposição e de toxicidade ao chumbo em crianças nos Estados Unidos, advém 

da presença desse metal nas tintas que revestem o interior das casas. Enquanto 

que nos adultos da população em geral, o principal meio de exposição não 

ocupacional a esse metal é proveniente dos alimentos e das bebidas  (WHO., 

1995). A exposição a esse metal pode acontecer também, por meio da ingestão 

de água ou alimentos contaminados; uso de tinturas de cabelo; manuseio de 

brinquedos pintados com tintas à 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 exposição do chumbo são a oral, inalatória e a 

cutânea. Destas, a inalatória representa a principal via de exposição 

ocupacional, a cutânea é importante apenas na exposição ao chumbo orgânico 

e a via oral é a principal forma de exposição, a esse metal, na população em 

geral (Alves; Terra, 1983; Tsalev, DL & Zaprianov, 1985).  No entanto, a 

toxicidade deste metal dependerá do modo de entrada e da sua forma química 

e física, o que determinará também o modo de transferência entre as fases 

aquosa, orgânica (membrana celular) e sólida (ossos) do corpo. Outros fatores 

determinantes na toxicidade do chumbo ao indivíduo são a idade, sexo e 

condição nutricional, tais como ingestão de cálcio, ferro, fósforo e proteínas 

(Moreira; Moreira, 2004). Sabe-se que um baixo teor de Cálcio ou ferro na dieta 

aumenta a absorção de chumbo. O mesmo é verdadeiro para uma alimentação 

deficiente em fosforo e proteínas (Moreira; Moreira, 2004) 

No Brasil, a NR-7(Norma regulamentadora número 7 -Portaria nº 24, de 

29/12/94), determina a realização de exames médicos anuais para monitorar os 

efeitos tóxicos do chumbo inorgânico no organismo de trabalhadores expostos. 

Para tanto, a NR-7, estabelece os Valores de Referência (VR), isto é, os níveis 

máximos de chumbo em pessoas não ocupacionalmente expostas e os Índices 

Biológicos Máximos Permitidos (IBMP) em trabalhadores expostos; para o metal 

no sangue estes são respectivamente 40 µg/dl e 60 µg/dl (Cordeiro, et al.,1996; 

Jacob et al., 2002). Entretanto, pesquisas demonstram que concentrações 

sanguíneas de chumbo abaixo no VR comprometem o organismo humano. 

Neste sentido, concentrações 30-50 μg/dL de Pb podem provocar problemas 

relacionados com a coordenação motora e há evidências   que níveis abaixo de 

10 μg/dL no sangue, está 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 às inúmeras atividades industriais que favorecem a sua grande 

distribuição. Assim sendo, todos os seres humanos têm chumbo em seus 

organismos como resultado da exposição às fontes exógenas (Saryan, LA & 

Zenz, 1994). Entretanto este metal não possui nenhuma função fisiológica 

conhecida no organismo, e seus efeitos tóxicos sobre os homens e animais já 

são conhecidos há muito tempo por afetarem praticamente todos os órgãos e 

sistemas do corpo humano (Xie, et al., 1998) 

No entanto, a sua cinética sofre influência de vários fatores, endógenos e 

exógenos. Os fatores endógenos compreendem-se, a genética e estado de 

saúde enquanto que os exógenos são, exposição simultânea á várias 

substâncias, drogas, álcool e fumo. Além disso, após a exposição o chumbo não 

é metabolizado e sim, complexado por macromoléculas (principalmente à 

hemoglobina, e outras proteínas de baixo peso molecular), sendo diretamente 

absorvido, distribuído e excretado pelos rins (Moreira; Moreira, 2004) 

A maior parte do chumbo entra no organismo humano pelas vias 

respiratórias e gastrointestinal. Somente o chumbo orgânico 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 óssea, fígado e 

cérebro) e os tecidos mineralizados (ossos e dentes). ([ATSDR], 2007). 

A absorção do chumbo é influenciada pela via de exposição, espécie 

químicas formada, tamanho da partícula, solubilidade em água, e variações 

individuais fisiológicas e patológicas (Moreira; Moreira, 2004). 

A absorção do chumbo da atmosfera para o sangue envolve dois 

processos: a deposição das partículas de chumbo do ar no trato respiratório e a 

remoção e absorção do trato respiratório para a circulação As partículas são 

depositadas principalmente nos sacos alveolares do pulmão. Fumos e vapores 

gerados em operações, nas quais os metais são cortados ou aquecidos geram 

partículas de tamanho muito pequeno e, portanto, podem ser absorvidos. A 

absorção depois da exposição varia conforme a solubilidade dos compostos 
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chumbo e da toxicidade inerentes para os macrófagos e cílios do pulmão  (WHO., 

1995). A absorção do chumbo no sangue pode ser superior a 50% da dose 

inalada/ingerida para gases de exaustão e sais altamente solúveis assim como 

para fumantes e pessoas com doenças das vias respiratórias superiores, que 

têm a atividade ciliar prejudicada, favorecendo assim uma maior deposição das 

partículas de chumbo no trato respiratório (Saryan, LA & Zenz, 1994). 

Já no trato gastrointestinal, a absorção do chumbo varia de 2% a 16% se 

ingerido com refeição, mas pode chegar a 60-80%, quando administrado em 

jejum. Essa absorção ocorre originalmente no duodeno por mecanismos ainda 

indefinidos, mas, sugere-se que esse processo envolve os meios de transporte 

ativo e/ou difusão trans ou paracelular (ATSDR, 2007). 

Vários modelos cinéticos têm sido propostos para explicar a distribuição do 

chumbo no organismo. Rabinowitz et al., (1976) sugeriram um modelo de três 

compartimentos no qual o primeiro seria o sangue, que estaria em comunicação 

direta com os compartimentos dois e três. O segundo reservatório seria 

composto dos tecidos moles e o terceiro consistiria principalmente dos ossos, 

que conteria elevados níveis do chumbo corpóreo. Os tempos de meia-vida do 

Pb nos três compartimentos são bastante diferentes, sendo estimado em 36 dias 

para o sangue, 40 dias para os tecidos moles e 27 anos para os ossos, de acordo 

com este modelo (Moreira; Moreira, 2004). O chumbo presente no sangue é 

distribuído entre os órgãos, dependendo do gradiente de concentração e da 

afinidade pelo tecido específico. Níveis mais elevados têm sido encontrados na 

aorta, fígado e rins. A retenção do chumbo nos tecidos moles se estabiliza na 

vida adulta e pode decrescer em alguns órgãos com a idade, contudo continua 

a se acumular nos ossos e na aorta durante toda a vida (Tsalev, DL & Zaprianov, 

1985; Saryan, LA & Zenz, 1994). O chumbo atravessa a barreira hemato-

encefálica, mas sua concentração no cérebro é baixa. Também penetra na 

placenta, que pode determinar 57,4% do nível de Pb transferido para o feto, e o 

sangue fetal contém quase que os mesmos níveis do metal que o sangue 

materno (Nashashibi, et al., 1999) 

Durante a sua distribuição, o chumbo segue a via metabólica do cálcio e se 

acumula nos ossos e dentes. Esse grande depósito contribui significativamente 

para manter os níveis de chumbo no sangue após o término da exposição e 
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também como fonte deste metal para o feto, no período de formação do 

esqueleto fetal (Gulson et al., 1999) 

O chumbo é excretado por várias vias, como o suor, a descamação 

cutânea, o cabelo, as unhas (Tsalev, DL & Zaprianov, 1985), porém só a 

excreção renal e a gastrointestinal são de importância prática. A quantidade 

excretada, independente da via, é afetada pela idade, características da 

exposição e dependente da espécie (Moreira; Moreira, 2004). Num estudo sobre 

a relação entre o nível de exposição e a taxa de excreção do chumbo foi 

encontrado que a eliminação renal, para valores de chumbo no sangue entre 25 

e 80 μg.dL, aumenta numa taxa semelhante àquela de aumento do chumbo no 

plasma (IPCS, 1995). 

A excreção gastrointestinal acontece por secreção de várias glândulas, 

entre elas a pancreática, e por excreção biliar, possivelmente na forma de um 

complexo chumbo-glutationa (Moreira; Moreira, 2004).O chumbo da dieta ou, até 

mesmo, aquele deglutido nas partículas de ar e não absorvido pelo trato 

gastrointestinal é eliminado nas fezes, que contêm 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 biológicos do chumbo 

 

 

Os metais pesados podem danificar toda e qualquer atividade biológica 

porém existem consideráveis diferenças de sensibilidade entre diferentes órgãos 

e tecidos gerando desde efeitos claros, ou clínicos, até efeitos sutis, ou 

bioquímicos (Moreira, F.R.; Moreira, 2004). A exposição ao chumbo pode ter 

início já na fase intra-uterina do feto e continuar aumentando depois do 

nascimento (ATSDR, 1995). 

O sistema nervoso, a medula óssea e os rins são os mais afetados na 

exposição ao chumbo (Elinder et al., 1994). De todas as alterações tóxicas 

produzidas pela intoxicação pelo chumbo, a encefalopatia é a mais importante e 

grave, tanto em adultos, quanto em crianças (Moreira; Moreira, 2004). A 

encefalopatia causada pelo chumbo ocorre nas formas aguda e crônica com a 

uma evolução clinica dependente da idade da condição geral do paciente, da 

quantidade absorvida, do tempo de exposição e de certos fatores como o 

alcoolismo crônico (Moreira; Moreira, 2004). Os sintomas incluem apatia, 

irritabilidade, dificuldade de concentração, cefaléia, tremor muscular, perda de 

memórias, alucinações (Paoliello et al., 2001) 

Em adultos, alguns estudos indicam que os efeitos claros da 

neurotoxicidade aparecem com níveis Pb no Sangue de 40 a 60 μg.dL–1, 

concentração na qual também se fazem presentes outros sinais e sintomas 

claros de intoxicação por chumbo, tais como as gastrointestinais (cólica 

abdominal, constipação, 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 nefrotóxico em 

seres humanos (Witzmann et al., 1999).A toxicidade renal pode manifestar-se 
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por distúrbio reversível dos túbulos renais e nefropatia intersticial irreversível, 

observada em níveis relativamente altos de chumbo no sangue. Clinicamente a 

toxicidade renal é verificada pela presença de uma síndrome caracterizada por 

proteinúria, hematúria e presença de cilindros na urina, glicosúria e fosfatúria, 

aumento da excreção renal de sódio e redução da excreção de ácido úrico. 

(Craswell, 1987; Bernard e Becker, 1988; Kosnett, 2003). Esses efeitos parecem 

ser reversíveis (Paoliello et al., 2001). Já, a nefropatia irreversível, um efeito 

direto da exposição crônica sobre os rins, é caracterizada fibrose intersticial 

progressiva, dilatação dos túbulos, hiperplasia das células tubulares, redução da 

taxa de filtração glomerular, perda de capilares peritubulares, injuria tubular e 

presença de infiltrado inflamatório (Roncal, 2007). 

Como já foi visto, a nefropatia por chumbo é caracterizada por uma redução 

gradual da função renal e essa é frequentemente acompanhada por hipertensão 

(Saryan, LA & Zenz, 1994);  WHO., 1995). Vários são os mecanismos que 

interrelacionam a exposição ao chumbo, seus efeitos renais e a hipertensão. 

Entre eles temos: aumento da densidade de receptores beta adrenérgicos (Tsao, 

2000) levando a uma atividade simpática aumentada e aumento da produção de 

renina; acréscimo da atividade da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), 

que localmente causa produção de angiotensina II e aldosterona, culminando na 

redução da excreção urinária de água e sódio (Sharifi, et al., 2004). Além de 

efeitos deletérios nos rins, o chumbo pode reduzir a produção de hemoglobina, 

levando uma à anemia que pode ser de leve a moderada em adultos (Moreira; 

Moreira, 2004). Os desvios hematológicos que levam à anemia pelo chumbo são 

considerados como resultado de sua ação tóxica sobre as células vermelhas e 

eritropoiéticas na medula óssea. (Moreira; Moreira, 2004). 

Outro fator também que pode estar envolvida no desenvolvimento da 

anemia satúrnica, é o aumento da taxa de destruição das células vermelhas, que 

está relacionado com a diminuição nas concentrações de eritropoietina sérica, 

atribuído ao efeito toxico do chumbo no túbulo renal que é o sitio de produção da 

eritropoietina (Romeo et al., 1996). 

Os limiares do chumbo em sangue para um decréscimo dos níveis de 

hemoglobina em adultos e crianças estão estimados em, respectivamente, 50 e 

40 μg / 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 associação com a pressão arterial e 

hipertensão (Navas-Acien et al., 2007). Isso torna-se importante quando se sabe 

que as doenças cardiovasculares são 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 doenças. 

Neste sentido, vários estudos foram realizados com o intuito de investigar 

evidências que correlacionam concentração sanguínea de chumbo com a 

hipertensão 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 concentrações 

desse metal. Pode-se inferir que tanto a exposição ocupacional quanto a 

exposição podem promover aumento na pressão sanguínea (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 

concentrações de chumbo, por curto período de tempo, e o aumento da pressão 

arterial em animais também foi observado (Fiorim et al., 2011; Simões et al., 

2011, Fioresi et al., 2013. Todavia, os efeitos desse metal no sistema 

cardiovascular são diretamente influenciados pela dose, tempo e via de 

exposição, idade, temperatura e ingestão de cálcio (Khera, et al., 1980; Harlan, 

et al., 1985; Pirkle et al., 1985; Fell, 1984). 

De acordo com os dados obtidos através do NHANES II, participantes com 

concentração sanguínea entre 20-29 µg/dL de chumbo apresentam 39% de risco 

de mortalidade cardiovascular, quando comparados aos sujeitos que 

apresentavam uma concentração sanguínea de chumbo menor que 10µg/dL 

(Lustberg & Silbergeld, 2002). 

Em populações humanas, o aumento da pressão arterial tem sido 

observado também em crianças (Roy et al., 2009), gestantes expostas ao metal 



31 
 

(Yazbeck et al., 2009) e indivíduos de raça negra expostos ao chumbo (Vupputuri 

et al., 2003).  

Os efeitos cardiovasculares do chumbo, no entanto não estão limitado 

somente ao aumento da pressão arterial. Neste sentido, a exposição ao chumbo 

também tem sido associada com uma maior incidência de outras doenças 

cardiovasculares como: como doença coronariana, acidente vascular cerebral e 

doença arterial periférica (Lustberg & Silbergeld, 2002; Menke et al., 2006; 

Navas-Acien et al., 2004; Schober et al., 2006) e com outras alterações da 

função cardiovascular, como a hipertrofia ventricular esquerda e alterações no 

ritmo cardíaco (Cheng et al., 1998; Schwartz, 1991). 

Além disso, outros estudos, realizados no nosso laboratório evidenciaram 

que o chumbo promove alterações diretas na contratilidade cardíaca. Sendo 

assim, Vassallo et al., (2008) demonstraram, em tiras isoladas de ventrículo 

direito (VD) submetidas à exposição aguda ao chumbo, efeito inotrópico negativo 

e diminuição na atividade ATPase miosina.  Contrapondo esses achados, Fioresi 

et al., (2013) investigaram os efeitos agudos do chumbo, em músculos papilares 

isolados e verificaram efeito inotrópico positivo e aumento da atividade da 

ATPase miosina. Esse mesmo grupo investigou os efeitos do tratamento crônico 

por 30 dias ao chumbo papilares de ventrículo esquerdo de rato e registrou um 

aumento inotropismo ventricular esquerdo e alterações no ciclo de cálcio do 

cardiomiócito que podem contribuir com os efeitos deletérios deste metal no 

sistema cardiovascular. 
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1.2. CONTRATILIDADE MIOCÁRDICA 

 

 

Para uma melhor compreensão do nosso estudo, faremos uma breve 

revisão sobre a contratilidade miocárdica, destacando as principais vias de 

regulação da maquinaria contrátil. 

 

 

1.2.1. Proteínas Contráteis 

 

 

As proteínas que realmente realizam a atividade contrátil são a actina e a 

miosina, (Vassallo el al. 2008b) sendo as outras proteínas moduladoras da 

contração.  

A miosina é uma proteína com PM = 450 kDa, composta de duas cadeias 

entrelaças que terminam em uma região globular. Compõe os filamentos 

grossos, que são formados pela associação 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 região globular. 

Ainda com a hidrolise, a meromiosina pesada subdivide-se em duas 

subunidades S1 e S2. A subunidade S1 corresponde à região globular 

propriamente dita, possuindo atividade a ATPásica, sendo portando a ATPase 

miosínica.  Esta subunidade é formada por um par de estruturas globulares, cada 

uma contendo uma cadeia polipeptídica pesada e duas cadeias polipeptídicas 

leves. A cadeia pesada constitui o corpo da enzima (ATPáse miosínica) e as 

cadeias leves parecem modular a atividade ATPásica da miosina, visto que sua 

remoção leva a perda da atividade de hidrolise de ATP (Vassallo et al., 2008b). 

  As cadeias pesadas existem sob duas isoformas, α e β. Como cada 

filamento de miosina possui duas cadeias pesadas, as associações pode ser αα, 

αβ, ββ. A isoforma αα é típica de músculos de contração rápida com grande 

velocidade de hidrólise ATP. A isoforma ββ é típica de músculos lentos e com 

baixa velocidade de hidrólise de ATP, a isoforma αβ é intermediária ás duas 

anteriores. Estas isoformas são encontradas no miocárdio 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).  

 Já os filamentos finos são compostos, basicamente, por 3 proteínas: 

actina,tropomiosina e troponina.  A actina apresenta sítios ativos capazes de 

interagir com a miosina, e durante esta interação a ATPase miosínica é ativada, 

hidrolisando a ATP com consequente liberação da energia necessária à 

contração. Em repouso, este sitio de interação é bloqueado pela tropomiosina 

(Vassallo et al., 2008b).  

A tropomiosina é uma proteína alongada, dímera com duas isoformas, α e 

β que se liga à troponina. 

A troponina é formada por três subunidades: a subunidade I (TnI) que 

quando interage com à tropomiosina, provoca a inibição do sitio da actina, a 

subunidade C (TnC) que tem grande afinidade pelo íon cálcio e subunidade T 

(TnT), que se liga à tropomiosina quando o cálcio interage com a troponina. 

Nesta última situação, a tropomiosina desloca-se liberando os sítios da actina, 

garantindo a interação actino-miosina. Essas proteínas são denominadas 

proteínas moduladoras da contração uma vez que modulam a interação das 

proteínas contrateis (Vassallo et al., 2008b). 

Além dessas proteínas existem outras, componentes do citoesqueleto da 

célula, que sustentam a estrutura espacial do sarcômero. Estas proteínas além 

de interligar as miofibrilas na linha Z, predem as miofibrilas a receptores de 

integrina, na membrana celular.  

Considerando uma predominância de estudos que relacionam o chumbo 

com a hipertensão e uma escassez de estudos que demonstram efeito direto do 

chumbo na atividade do miocárdio o presente estudo tem como o objetivo do 

determinar se baixa concentração plasmática de chumbo, abaixo daquela 

preconizada como segura pelas associações e agências de saúde, podem 

modificar a contratilidade cardíaca, associada às mudanças na cinética do cálcio, 

em ratos expostos a esse metal por 15 dias. 

 

 

 

 



34 
 

2. OBJETIVOS  

 

2.1. OBJETIVO GERAL  

Determinar se baixa concentração plasmática de chumbo, abaixo daquela 

preconizada como segura pelas associações e agências de saúde, pode 

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

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Avaliar, a concentração sanguínea de chumbo dos animais, após 15 dias de 

exposição ao chumbo;  

 Avaliar os efeitos do chumbo, durante 15 dias de exposição, sobre a pressão 

arterial sistólica de ratos acordados; 

 Investigar, in vivo, ao final do tratamento, os efeitos do chumbo na função 

ventricular direita e esquerda, assim como na pressão arterial e na frequência 

cardíaca; 

 Averiguar, in vitro, os efeitos da exposição ao chumbo na contratilidade 

miocárdica, avaliando: o inotropismo cardíaco, os parâmetros temporais da 

contração, a atividade do retículo sarcoplasmático, a permeabilidade da 

membrana sarcoplasmática ao cálcio, a resposta das proteínas contráteis ao 

cálcio e a participação da ativação β-adrenérgica nos músculos papilares do 

ventrículo esquerdo; 

 Investigar, se a exposição ao chumbo altera a expressão de proteínas 

envolvidas na regulação do ciclo de cálcio no miócito cardíaco. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS  

 

 

Para realização do presente estudo foram utilizados ratos machos da 

linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus), com aproximadamente três meses 

de idade, pesando 280-350 gramas, cedidos pelo biotério do Programa de Pós-

Graduação em Ciências Fisiológicas da Universidade Federal do Espírito Santo-

UFES. Os animais foram mantidos em gaiolas, sob condições controladas de 

temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso à água e à 

ração. 

O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo 

com os princípios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos 

experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação e Uso 

de Animais da Universidade Federal do Espírito 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 

período de 15 dias, água de beber destilada acrescida de 100 ppm de acetato 

de chumbo Já os animais CT receberam, pelo mesmo período supracitado, água 

de beber destilada sem o acréscimo do acetato de chumbo (Karimi et al., 2002; 

Fioresi et al., 2014).  

É importante destacar que os animais de ambos os grupos experimentais 

foram alojados em gaiolas independentes, de forma que os animais do grupo 

controle não eram expostos à água e às excretas dos animais do grupo tratado.   
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3.1.1.1. Concentração sanguínea do chumbo 

 

No intuito de mensurar a concentração de chumbo no sangue,ao final do 

tratamento os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/ Kg, i.p.) e 

submetidos à laparotomia. A artéria aorta abdominal foi puncionada para a coleta 

de cerca de 5 mL de amostra sanguínea. 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 concentração sanguínea de chumbo foi 

determinada conforme protocolo desenvolvido por Korecková-Sysalová, 1997. 

Foram realizadas medidas em duplicata através da espectrofotometria de 

absorção atômica com forno de grafite no laboratório Hermes Pardini. 

 

 

 

3.2. AVALIAÇÃO PONDERAL  

 

 

Antes do início 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 exposição a esse metal interfere no ganho de peso dos animais.  

Além disso, os ventrículos esquerdos foram separados dos ventrículos 

direitos e os mesmos foram também pesados. Os pesos dos ventrículos de 

ambos os grupos eram corrigidos pelo peso dos respetivos ratos.  

 

 

 

3.3. METODOLOGIA EMPREGADA PARA AVALIAÇÃO DOS VALORES 

PRESSÓRICOS 

 

3.3.1. Analise da medida indireta da pressão arterial sistólica 

 



37 
 

 

A pressão arterial sistólica (PAS) dos animais dos dois grupos foi verificada 

no início e no final da exposição ao chumbo, de maneira indireta, pelo método 

de pletismografia de cauda (IITC Life Science non-invasible blood pressure, 

versão 1.35). Os animais foram climatizados, três dias antes da mensuração, 

para adaptarem-se ao pletismógrafo, e desta forma, prevenir alterações 

pressóricas devido ao estresse do animal frente ao procedimento (Fiorim et al., 

2011 e Silveira et al., 2014). No dia do registro pressórico os animais eram 

colocados em um cilindro de acrílico (holter). A cauda dos animais era conectada 

ao sensor de pressão do manguito (cuff) que por sua vez estava conectado ao 

amplificador e este ao computador, para obtenção dos dados pressóricos. Os 

cilindros com os ratos eram colocados no interior do aquecedor a 37 °C, a fim de 

promover dilatação da artéria caudal permitindo a aferição da PAS. A média de 

três medidas, que não variassem mais que 5 mmHg, foi utilizada. 

 

 

3.3.2. Medidas hemodinâmicas  

 

 

Após 15 dias de exposição ao chumbo, os ratos foram anestesiados com 

injeção intraperitoneal de uretana (1,2 g/ Kg) e submetidos à cirurgia de 

cateterização da veia jugular e artéria carótida direitas para mensuração dos 

parâmetros cardiovasculares in vivo. O plano anestésico foi avaliado pela 

responsividade ao estímulo doloroso, e quando necessário, houve 

suplementação na dose utilizada. As canulações foram realizadas com um 

cateter de polietileno (PE 50, Clay-Adams) preenchido com salina heparinizada 

(100 UI/ml). Os cateteres eram acoplados a um transdutor de pressão (TSD 

104A- Biopac conectado a um pré-amplificador) interligado ao sistema Biopac, o 

qual permitia que as pressões arteriais, ventriculares e a frequências cardíaca 

(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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Após período de estabilização de 20 minutos os cateteres foram 

introduzidos até os ventrículos esquerdo e direito via a artéria carótida direita e 

jugular direita, respectivamente. Os seguintes parâmetros foram avaliados: 

Pressão arterial sistólica (PAS), diastólica (PAD); frequência cardíaca (FC); 

pressão sistólica e diastólica final intraventricular direita (PSVD; PDfVD) e 

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

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

intraventricular em função do tempo. As variações de dP/dt (+) foram utilizadas 

como índice de ações inotrópicas e as variações de dP/dt (-) foram utilizadas 

como índice de ações liotrópicas.  

A figura 2 (A e B) ilustra os registros típicos destes parâmetros 

hemodinâmicos avaliados. 

 

 
 
A)   
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B) 
 
 
 

 
 
 
Figura 2: Registro típico dos parâmetros hemodinâmicos de ratos Wistar. A) 

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

do ventrículo esquerdo. B) registro da pressão ventricular direita, derivada 

temporal do ventrículo direito e da frequência cardíaca 

 

 

 
3.4. METODOLOGIA EMPREGADA PARA AVALIAR A CONTRATILIDADE 

CARDÍACA PELA TÉCNICA DE MÚSCULOS PAPILARES ISOLADOS 

 
 

3.4.1.  Montagem da preparação 

 

 

Após a mensuração dos parâmetros hemodinâmicos, os ratos foram 

sacrificados, submetidos à toracotomia. Em seguida, os corações foram 

rapidamente removidos e perfundidos com solução de Krebs-Henseleit em mM: 

NaCl 120; KCl 5,4; CaCl2 1,25; MgCl2 1,2; NaH2PO4 2; Na2SO4 1,2; NaHCO3 
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24 e glicose 11) gaseificada com mistura carbogênica (5% de O2 e 95 % de 

CO2), pH 7,4, para dissecção dos músculos papilares do ventrículo esquerdo 

(VE). Os músculos papilares removidos eram fixados por argolas, e em seguida, 

presos em uma extremidade fixa e outra ligada a um transdutor de força, em 

câmaras de vidro com volume de 20 mL de solução de Krebs-Henseleit. Para 

evitar a possibilidade de hipóxia, os experimentos eram realizados sob baixa 

temperatura (26º C) como previamente descrito por Vassallo e Paes de 

Carvalho, 1979. 

Os músculos papilares são estimulados eletricamente através de um par 

de eletrodos de platina posicionados ao longo de toda a extensão do músculo 

(pulsos retangulares com duração de 12 ms e voltagem 1,5 vezes o limiar) com 

uma frequência de estimulação padrão era de 0,5 Hz. Após montagem dos 

músculos no aparato experimental, os mesmos foram estirados até o 

comprimento de músculo no qual a tensão ativa é máxima (Lmax). Após 60 

minutos de estabilização das preparações, iniciaram-se os protocolos 

experimentais. 

 A força desenvolvida foi medida através de transdutor de força isométrica 

(TSD125 - Byopac Systems, Inc; CA) acoplado a um amplificador (DA100C 

Byopac Systems, Inc; CA) e registrados em sistema de aquisição 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 força de contração 

isométrica desenvolvida foi corrigida pelo peso dos músculos. 

 

 

3.4.2. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

 

3.4.2.1. Força de contração isométrica e parâmetros temporais de força 

 

 

Após o período de estabilização foram mensuradas: a força desenvolvida 

(F) os tempos de ativação e relaxamento e as derivadas temporais de força 
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(dF/dt) positiva e negativa das contrações isométricas dos músculos papilares 

(figura 3). Estes parâmetros foram avaliados em ambos os grupos experimentais.  

Os resultados de força isométrica estão expressos em gramas por 

miligramas de peso do músculo. Os tempos de ativação e relaxamento são os 

tempos despendidos, respectivamente, do início da contração até o pico máximo 

de força e do pico máximo até 90% do relaxamento isométrico (Vassallo et al., 

2008). 

 

 
 
Figura 3: Registro típico de contrações isométricas desenvolvidas por músculos 

evidenciando os parâmetros temporais da contração isométrica de papilares de 

ventrículo esquerdo de ratos nutridos com solução Krebs.  

 
 
 
 
 
3.4.2.2. Avaliação indireta da atividade do retículo sarcoplasmático 

 

O protocolo das potenciações relativas pós-pausa (PPP) foi realizado a fim 

de obter, indiretamente, inferências quanto aos efeitos do chumbo na atividade 

funcional do RS. Estas potenciações foram obtidas por meio da re-estimulação 

elétrica após pausas de 15, 30 e 60 (segundos) no estímulo elétrico aplicado no 

músculo (Vassallo & Mill, 1988).   

A potenciação relativa foi considerada como a razão entre a amplitude da 

contração após a pausa e a amplitude da contração antes da pausa, objetivando 

avaliar a atividade do retículo sarcoplasmático (RS) (Vassallo & Mill, 1988); 
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(Leite, et al., 1991); (Mill, et al., 1992) em músculos papilares dos grupos 

Controle e Pb2+. 

No músculo cardíaco, as contrações que ocorrem após pausas curtas são 

potencializadas, e as contrações pós-pausas são dependentes da duração da 

pausa e da quantidade de cálcio estocada nos sítios intracelulares. Para que a 

próxima pausa fosse realizada, a preparação passava novamente por um 

período de estabilização até que a força desenvolvida retornasse ao valor basal. 

A figura 4 ilustra um registro típico de PPP. 

 

 
 

Figura 4: Registros típicos de contrações isométricas após estabilização e 

potenciações pós-pausas (PPP) obtidas após pausas de 15, 30 e 60 segundos 

em músculos papilares de VE de ratos.  

 

 
 
 
 

3.4.2.3. Avaliação da resposta contrátil frente a mudanças na concentração 

de cálcio extracelular 

 

Para avaliar por 15 dias de exposição com chumbo seria capaz de alterar 

a resposta inotrópica ao cálcio, foi realizada uma curva concentração-resposta 

ao cálcio. Esta curva foi avaliada pela amplitude máxima da contração 

estabilizada, após o acréscimo na concentração extracelular de cálcio (0,62, 

1,25, 2,5 e 3,75 mM) na perfusão dos músculos papilares isolados dos ratos de 

ambos os grupos experimentais (figura 5). A variação de força foi corrigida pelo 

peso dos músculos e expressa em g/mg. 
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Figura 5:  Registro típico da curva concentração-resposta a mudanças na 

concentração de cálcio extracelular obtida em preparação de músculos papilares 

de VE de ratos. 

 

 

3.4.2.4. Medida indireta do influxo de cálcio transsarcolemal “post rest 

contraction-prc”  

 

 

A “post rest contraction” (PRC) foi realizada para avaliar a interferência da 

exposição ao chumbo no influxo de cálcio transsarcolemal. Para isso, foi utilizada 

a solução “Krebs” previamente descrita, porém livre de cálcio (cálcio Free) e 

acrescida de 10 mM de cafeína. Este procedimento permite depletar o conteúdo 

de cálcio intracelular e do RS. 

 A cafeína depleta os estoques intracelulares de Cálcio por se ligar aos 

receptores de rianodina (Bassani, Bassani, & Bers, 1994; Leite, et al., 1995). Por 

outro lado, a ausência de cálcio na sua composição facilita a extrusão de cálcio 

pelo sarcolema (Vassallo et al., 2008). 

 Os músculos foram lavados, por duas vezes, com a solução Ca++ free até 

as contrações serem abolidas (Ringer, 1883), em seguida o estímulo elétrico foi 

cessado por 10 minutos. Segundos antes de a estimulação ser reiniciada, as 

preparações eram reperfundidas com solução Krebs-Henseleit normal. Desta 

forma, pode-se inferir que a contração após a pausa de 10 minutos é dependente 

do cálcio proveniente do meio extracelular, visto que os estoques intracelulares 

foram depletados. 
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As contrações obtidas após repouso de 10 minutos, também denominadas 

de “post rest contraction” (PRC), foram calculadas como porcentagem da 

primeira da contração após a pausa em relação à amplitude da contração 

estabilizada anterior à pausa. 

PRC foi obtido antes e após o bloqueio do influxo de cálcio transsarcolemal. 

Para este bloqueio, o verapamil (10 μM) foi acrescido por 20 minutos no banho, 

antes da realização do próximo PRC (Leite et al., 1988). 

 

 

 

Figura 6: Registro típico de um PRC obtida em preparação de músculos 

papilares de VE de ratos. 

 

 

3.4.2.5. Avaliação da resposta contrátil nas contrações tetânicas e o 

bloqueio com verapamil   

 

 

As contrações tetânicas permitem investigar a resposta contrátil miocárdio 

intacto com o retículo sarcoplasmático não-funcional (Leite et al., 1995). Deste 

modo, através dessas contrações podem-se inferir informações sobre o influxo 

de cálcio transsarcolemal, bem como, a responsividade das proteínas contráteis 

ao cálcio. 

Para realização dessa manobra, os músculos papilares foram perfundidos 

por 30 minutos com solução de Krebs acrescida de 10 mM de cafeína, a uma 

frequência de estimulação de 10 Hz e duração de 15 segundos (Leite et al., 
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1995). Para fins experimentais utiliza-se a força desenvolvida nos picos e platôs 

dessas contrações características corrigidas pelo peso dos músculos papilares.  

As contrações tetânicas foram obtidas antes e após o bloqueio do influxo 

de cálcio transsarcolemal. Para este bloqueio, o verapamil (10 μM) foi adicionado 

no banho por 20 minutos, antes da realização da próxima contração tetânica 

(Leite et al., 1988) (Figura 7). 

 

 
 
Figura 7: Registro típico de uma contração tetânica, indicando o pico e platô 

dessas contrações características.   

 

 

 

 
3.4.2.6. Avaliação da resposta contrátil frente à estimulação beta-

adrenérgica 

 

 

Para avaliar se a exposição ao chumbo foi capaz de alterar a resposta 

simpática cardíaca foi realizada uma curva concentração-resposta ao 

isoproterenol (10 µM a 10 mM), um agonista (não seletivo) beta-adrenérgico. 

Segundo Vassallo et al., 1994 as preparações isoladas de ratos exibem 

melhores respostas inotrópicas positivas quando submetidas a baixas 

concentrações extracelulares de Ca++. Por isso, os músculos papilares dos 

animais experimentais foram perfundidos com solução de Krebs contendo 

concentração de cálcio 0,62 mM.  
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Após estabilização funcional da preparação, foram adicionadas ao banho, 

concentrações crescentes de isoproterenol (10-7, 10-6, 10-5 ,10-4, 10-3 e 10-2 

M), (Figura 8). 

 

 

 

Figura 8: Curva de concentração-resposta ao isoproterenol. Concentrações 

crescentes e cumulativas de isoproterenol (10-7, 10-6, 10-5, 10-4, 10-3,10-2 M) 

foram adicionadas a uma solução de Krebs contendo uma concentração de Ca2+ 

0,62 mM. 

 

 

 

3.5. BIOLOGIA MOLECULAR 

 

 

3.5.1.  Avaliação da expressão das proteínas envolvidas na cinética do cálcio 

pelo método de western blot 

 

 

Para investigar se a exposição ao chumbo altera a expressão de proteínas 

envolvidas na regulação da contratilidade miocárdica, utilizou-se a técnica de 

Western blot, para mensuração das seguintes proteínas: SERCA-2a, 

fosfolambam (PLB); e trocador sódio/cálcio (NCX).  

Para realização dessa técnica foram utilizadas amostras de ventrículo 

esquerdo, dos animais CT e Pb2+. Estas amostras foram congeladas à - 80oC 

até o momento da extração proteica. 
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A extração de proteínas foi procedida com a homogeneização dos 

corações, na temperatura de 4oC, em tampão de homogeneização contendo: 

Tris-HCl 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 proporção de 1:100. 

Após a homogeneização do tecido, esta mistura foi acondicionada em 

tubos eppendorfs e centrifugada a 10.000 g por 20 minutos a 4oC. O 

sobrenadante foi separado e o “pellet” desprezado. Foi realizada uma diluição 

da amostra (1:200) para quantificação total da proteína pelo método de Bradford 

(Bradford, 1976), em seguida foram aliquotadas 80µg de proteína e estas foram 

mantidas à -80oC até o momento da realização do ensaio. 

Quando realizado o Western Blot as amostras foram adicionadas de um 

tampão de carregamento (Laemmli 2X buffer) contendo Uréia 0,5 mM, SDS 0,17 

mM, DTT 39 nM, Tris-HCl 0.01 M com pH 8.0. As amostras foram então 

adicionadas deste tampão em uma proporção de 1:1 (Laemmli 2X buffer) e 

aquecidas à 95oC 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 tampão de eletroforese (Tris-HCl 25mM, glicina 190 mM, SDS 

0.1 %) e submetidos a uma amperagem de 80 V por 2 horas. 

Após o término da eletroforese foi realizada a transferência elétrica das 

proteínas do gel para uma membrana de nitrocelulose (Amersham, UK) em um 

tampão de transferência (Tris-HCl 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%e SDS 

0.1 %) à temperatura ambiente usando 25 V em um Semi-dry (Bio-Rad). 

Após a transferência das proteínas, as membranas foram bloqueadas por 

duas horas em uma solução bloqueadora de leite desnatado diluído a 5% em um 

tampão TBS – tween (Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM, tween 20 0.1 %, pH 7,5). 

Os anticorpos primários 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) diluídos em uma solução de BSA que por sua vez, foi 

diluído a 5% em um tampão TBS – tween (Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM, tween 

20 0.1 %, pH 7,5). As membranas foram incubadas overnight a 4˚C. 
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Após o período de incubação com o anticorpo primário, as membranas 

eram lavadas por 30 minutos com uma solução TBS-T (Tris-HCl 10 mM, NaCl 

100 mM, tween 20 0.1 %, pH 7,5) para remoção dos anticorpos primários. 

Depois de lavadas, as membranas foram incubadas com anti-mouse ou 

anti-rabbit (1:2500 ou 1:5000; StressGen, Victoria, Canadá) 

Após a incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram 

novamente lavadas por 30 minutos para remoção do anticorpo secundário com 

a solução TBS-T e por mais 30 minutos com a mesma solução 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 proteínas pesquisadas foram corrigidas pela 

quantidade de GAPDH detectado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

3.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. (EPM). 

Os valores de “n” representam o número de animais ou amostras utilizadas em 

cada protocolo experimental.   

A análise estatística dos resultados foi realizada por teste t de Student não 

pareado, análise de variância (ANOVA), uma ou duas vias. Quando a análise de 

variância apresentava significância, 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 análises 

estatísticas e plotagem de todos os gráficos foi empregado o GraphPad Prisma 

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

 

 

 

2-Hidroxietilmercaptano (-mercaptoetanol) (Sigma) 

Acetato de Chumbo II ( Sigma) 

Ácido clorídrico – HCl (Merck) 

Ácido tricloroacético (Merck) 

Albumina, Soro Bovina (Sigma) 

Álcool polivinílico (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 sódio - NaHCO3 (Merck) 

Cafeína (B.HERZOG) 

Cloreto de cálcio dihidratado - CaCl2. 2H2O (Merck) 

Cloreto de magnésio Hexahidratado - MgCl2. 6H2O (Merck) 

Cloreto de potássio - KCl (Merck) 

Cloreto de sódio - NaCl (Vetec) 

Cloridrato de verapamil (Teuto) 

Dodecil sulfato sódico (SDS) (Sigma) 

Etanol absoluto (Sigma) 

EDTA (Sigma) 

EGTA (sigma) 

Fosfato de sódio monobásico - NaH2PO4 (Merck) 
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Glicerol (Reagen) 

Glicose (Vetec) 

Heparina sódica (Roche) 

HEPES (Sigma) 

Hidrato de cloral (Reagen) 

Hidróxido de Sódio (Merck) 

KH2PO4 (Merck) 

L-Isoproterenol (Sigma) 

Molibdato de amônio (Nuclear) 

Metanol (Sigma) 

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

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

NaVO3 

Ouabaína, octahidrato (Sigma) 

Reagente para detecção de Western Blot (ECL Plus) (Amersham) 

Sulfato de sódio - Na2SO4 (Merck) 

Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma) 

Persulfato de amônio (APS) (Sigma) 

Tris-HCl (Sigma) 

Triton X-100 (VETEC) 

Uretana sódica (Sigma) 

 

 

 

 



52 
 

4. RESULTADOS 

 

 

4.1. CONCENTRAÇÃO SANGUÍNEA DO CHUMBO 

 

 

  A medida da concentração sanguínea de chumbo foi realizada após 15 dias 

de exposição ao metal. Os animais do grupo Pb2+ apresentaram concentração 

sanguíneas de 12,3 μg/dL ± 2 μg/dL (n=6) enquanto os animais do grupo 

Controle (n= 6) apresentaram concentrações menores que o limite de detecção 

do aparelho. 

 

 

4.2. VALORES DA AVALIÇÃO PONDERAL  

 

4.2.1. AVALIAÇÃO PONDERAL DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

A figura 9, mostra o ganho de peso dos ratos de ambos os grupos 

experimentais, antes e depois dos 15 dias de exposição ao chumbo (100 ppm). 

Como pode-se observar o peso dos ratos foi igual tanto no início como no final 

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

corporal. 

 



53 
 

 Figura 9: Avaliação do peso corporal entre os grupos CT e Pb2+, antes e no 

final do tratamento. Os números entre parênteses correspondem ao número de 

ratos estudados e os dados estão expressos como média ± EPM. P < 0,05, teste 

t de Student não pareado. 

 

4.2.2. AVALIAÇÃO PONDERAL DAS CÂMARAS CARDÍACAS 

 

 

Os parâmetros ponderais das câmaras cardíacas foram obtidos ao final dos 

15 dias de tratamento. Para evitar possíveis “falsos resultados” em detrimento 

do tamanho dos ventrículos, o peso úmido das câmaras foi corrigido pelo peso 

corporal de cada animal correspondente. O peso úmido foi usado com o intuito 

de avaliar hipertrofia ventricular. O peso relativo do ventrículo direito (VD/PC) e 

o peso relativo do ventrículo 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 Pb2+ 

(VD/PC: 2,32 ± 0,12 e VE/PC: 0.59 ± 0,03) (Figura 10).  

 

Figura 10: Comparação entre o peso dos ventrículos esquerdo (A) e direito (B) 

após 15 dias de tratamento dos respectivos grupos experimentais controle (CT) 

e chumbo (Pb2+). Os números entre parênteses correspondem ao número de 

papilares estudados. Os dados estão expressos em Média ± EPM. P < 0,05, 

teste t de Student não pareado. 
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4.3. AVALIAÇÃO DA PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA (PAS)  

 

 

A PAS foi avaliada por meio da pletismografia de cauda, no tempo 0 

(momento antes do início do tratamento) e no final dos 15 dias de tratamento. 

Como demostrado na figura 11, no início os valores pressóricos são 

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). 

 

Figura 11: Os efeitos da exposição ao chumbo sobre a pressão arterial sistólica 

pressão (PAS) em cauda de ratos acordados. Os resultados são expressos como 

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

 

 

4.4. MEDIDAS HEMODINÂMICAS 

 

Ao final dos 15 dias de exposição ao chumbo, os ratos foram anestesiados 

e as medidas diretas dos parâmetros hemodinâmicos foram obtidas. Estes 

parâmetros estão apresentados na tabela 1 e Figura 12 e 13. Como pode-se 
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observar, em ambos os grupos experimentais esses parâmetros não foram 

alterados nos grupos CT e Pb2+. 

Tabela 1: Parâmetros hemodinâmicos arteriais e ventriculares de ratos expostos 

e não-expostos ao chumbo 

 

 

 

Efeitos de 100 ppm de acetato de chumbo sobre os parâmetros hemodinâmicos: 

Pressão Arterial Sistólica (PAS); Pressão Arterial Diastólica (PAD); Pressão sistólica do 

ventrículo esquerdo (PSVE); pressão diastólica final do VE (PDfVE); derivada temporal 

positiva de pressão do VE (dP/dt + VE) e negativa (dP/dt - VE); pressão sistólica do 

ventrículo direito (PSVD); pressão diastólica final do VD (PDfVD); derivada temporal 

positiva de pressão do VD (dP/dt + VD) e negativa (dP/dt - VD) e frequência cardíaca 

                                                                                         
                                                    CT (n = 9)                                           Pb2+(n=9) 
 

SAP (mmHg)                              106 ± 4,7                                             110 ± 2,4 

DAP (mmHg)                               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 
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(FC). Os resultados estão expressos em média ± EPM. Teste t de Student não-pareado 

este t não pareado: P < 0,05 CT vs Pb2+. 

 

Figura 12: Avaliação, in vivo, de parâmetros hemodinâmicos arteriais e 

ventriculares esquerdo dos ratos dos grupos CT e Pb2+. Os números entre 

parênteses correspondem ao número de animais estudados. P <0,05. Teste t de 

Student não-pareado. 
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Figura 13: Avaliação, in vivo, de parâmetros hemodinâmicos ventriculares direito 

dos ratos dos grupos CT e Pb2+. Os números entre parênteses correspondem ao 

número de animais estudados. P <0,05. Teste t de Student não-pareado. 

 

 

4.5.  AVALIAÇÃO DA CONTRATILIDADE MIOCÁRDICA EM MÚSCULOS  

PAPILARES ISOLADOS 

 
 
 
4.5.1. AVALIAÇÃO PONDERAL DOS PAPILARES  
 

 

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

experimento os papilares úmidos de ambos os grupos foram pesados. Como 
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demostra a figura, os pesos dos papilares do grupo controle e do chumbo não 

mudaram (Controle: 5,74 ± 0,35 g; chumbo: 5,54 ± 0,43 g). 

 

 

 

Figura 14: Peso úmido dos músculos papilares do ventrículo esquerdo dos 

grupos Controle (n=15) e chumbo (n=16). Dados expressos em Média ± EPM. P 

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

 

 

4.5.2. FORÇA DE CONTRAÇÃO ISOMÉTRICA, DERIVADAS E PARÂMETROS 

 TEMPORAIS 

 

A força desenvolvida (F), os tempos de ativação (TA) e de relaxamento (TR 

90%) e as derivadas temporais de força (dF/dt) positiva e negativa das 

contrações isométricas dos músculos papilares foram obtidas após 60 minutos 

de estabilização. As figuras 15 – 16 ilustram a análise desses parâmetros. Na 

figura 15, percebe-se que a exposição ao acetado de chumbo por 15 dias não 

alterou a força desenvolvida nos animais de ambos os grupos experimentais (CT: 

0,64 ± 0,052; Pb2+: 0,56 ± 0,033 g/mg). Da mesma forma, também não foi 

observada alterações nas as derivadas temporais (dF/dt) positiva e negativa dos 

grupos CT e Pb2+ (Figura 16A e B). Por outro lado, os tempos de ativação (TA) 

e de relaxamento (TR 90%) foram reduzidos nos animais expostos ao chumbo 

(Figura 17). 
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Figura 15: Força isométrica desenvolvida pelos músculos papilares do ventrículo 

esquerdo de ratos dos grupos CT (n= 17) e Pb2+ (n= 18). Dados expressos em 

Média ± EPM. p < 0,05, teste t de Student não pareado. 

 

 

Figura 16:  Avaliação, in vitro, das derivadas temporais da contração de músculos 

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

24). p < 0,05, teste t de Student não-pareado. 
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Figura 17: Parâmetros temporais (TA e TR90%) em músculos papilares de VE 

de ratos dos grupos controle chumbo. Os números entre parênteses 

correspondem ao número de papilares estudados.*p < 0,05 vs C, teste t de 

Student não-pareado. 

 
 
 

4.5.3 AVALIAÇÃO INDIRETA DA ATIVIDADE DO RETÍCULO 

SARCOPLASMÁTICO 

 

 

Após estabilização das preparações, os músculos papilares foram 

submetidos a alguns protocolos experimentais. O primeiro protocolo utilizado 

para a avaliar a força contrátil foi a potenciação pós-pausa (PPP). Este protocolo, 

permite avaliar de forma indireta, o funcionamento do retículo sarcoplasmático 

(RS). 

A figura 18 apresenta a PPP obtida nos papilares dos ratos de ambos os 

grupos, após pausas na estimulação elétrica de 15, 30 e 60 segundos 

(VASSALLO; MILL, 1988).  Nota-se que a exposição por 15 dias ao chumbo não 

alterou o funcionamento do RS, já que a potenciação no grupo controle e no 

grupo chumbo foi estatisticamente iguais. 
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Figura 18: Potenciação pôs-pausa (PPP) em músculos papilares de ventrículo 

esquerdo de ratos dos grupos Controle e chumbo. Os números entre parênteses 

correspondem ao número de papilares estudados. Para análise estatística 

ANOVA duas vias e teste post hoc de Bonferroni. 

 

 

 

 

 

4.5.4. ANÁLISE DA RESPOSTA INOTRÓPICA DE MÚSCULOS PAPILARES  

DE RATOS EXPOSTOS AO ACETATO DE CHUMBO 

 

 

Para investigar se a exposição ao chumbo poderia alterar os mecanismos 

celulares envolvidos na resposta inotrópica do coração, foram realizados dois 

protocolos, por meio de curvas concentração-resposta ao cálcio e ao 

isoproterenol. 

A curva concentração-resposta ao cálcio foi realizada utilizando 

concentrações extracelulares crescentes de cálcio (0,62, 1,25, 2,5 e 3,75 mM).  

A figura 19 demonstra um aumento progressivo na força nos músculos papilares 

isolados em ambos os grupos experimentais. No entanto, a resposta inotrópica 

ao cálcio foi menor no grupo Pb2+ em relação ao CT.  

. 
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Figura 19: Resposta inotrópica (g/mg) a concentrações crescentes de CaCl2 

(0,62; 1,25; 2,5 e 3,75 mM) em músculos de papilares do ventrículo esquerdo de 

ratos controle e chumbo. Os números entre parênteses correspondem ao 

número de papilares estudados. Os dados são expressos como média ± EPM. 

Para análise estatística foi utilizado ANOVA duas vias e post hoc de Bonferroni. 

* p<0,05. 

 

Outra intervenção inotrópica que permite avaliar os efeitos do chumbo nos 

mecanismos reguladores da contratilidade cardíaca, é a curva concentração 

resposta ao agonista β-adrenérgico, o isoproterenol. Por meio deste protocolo, 

percebe-se que a força desenvolvida frente a concentrações crescentes ao 

isoproterenol ((10-7, 10-6,10-5, 10-4, 10-3 e 10-2 M) não foi modificada no grupo 

Pb2+ quando comparado ao grupo CT (Figura 20). 
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Figura 20: Desenvolvimento de força frente a estimulação β-adrenérgica em 

músculos papilares de ventrículo esquerdo de ratos CT e Pb2+. Força corrigida 

pelo peso do papilar. Os números entre parênteses correspondem ao número de 

papilares estudados. Os dados são expressos como média ± EPM. Para análise 

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

 

 

 

4.5.5. MEDIDA INDIRETA DO INFLUXO DE CÁLCIO TRANSSARCOLEMAL   

“POST REST CONTRACTION-PRC”. 

 

 

As contrações obtidas após pausa de 10 minutos na estimulação elétrica 

(PRC) foram realizadas para investigar o efeito da exposição ao acetato de 

chumbo sobre a permeabilidade da membrana sarcoplasmática ao cálcio. Para 

isso, os músculos papilares de ambos os grupos foram lavados e perfundidos 

com uma solução de Krebs livre de cálcio (Ca2+ free) e contendo cafeína. Em 

seguida, o perfusato foi substituído por solução Krebs normal e o estímulo foi 

religado, e a primeira contração gerada foi mensurada. 

O mesmo protocolo foi repetido, após um período de estabilização, 

diferenciando apenas pela adição, na solução de Krebs, do verapamil, um 

bloqueador de canais de cálcio de tipo L. Os resultados obtidos nesse protocolo 
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demonstram respostas semelhantes em ambos os grupos experimentais, tanto 

na ausência como na presença de verapamil (Figura 21: A e B, respectivamente). 

 

 

Figura 21:  Avaliação indireta do influxo transsarcolemal de cálcio, antes após o 

bloqueio com verapamil, em musculo papilares de ratos controle e chumbo. Os 

números entre parênteses correspondem ao número de papilares estudados. Os 

dados são expressos como média ± EPM. Para análise estatística foi utilizado 

ANOVA uma vias e post hoc de Turkey.  

 

 

4.5.6. FORÇA DESENVOLVIDA DURANTE CONTRAÇÕES TETÂNICAS E O  

 BLOQUEIO COM VERAPAMIL   

 

As contrações tetânicas foram realizadas com objetivo de avaliar a 

sensibilidade das proteínas contráteis ao cálcio (LEITE et al.,1995). Neste 

protocolo ocorre desenvolvimento de uma rápida elevação na força (pico da 

contração tetânica), seguida por uma pequena queda e consequente formação 

de um platô.  

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

contração como no platô foi reduzida, sugerindo uma menor sensibilidade ao 
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cálcio pelas proteínas contráteis do grupo exposto ao chumbo. 

 

 

Figura 22: contrações tetânicas em músculos papilares de ventrículos esquerdo 

de ratos controle e chumbo antes e após adição de verapamil. Os números entre 

parênteses correspondem ao número de papilares estudados Os dados são 

expressos como média ± EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA uma 

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

 
 
 
 
 
4.5.7.      BIOLOGIA MOLECULAR 
 
 
4.5.7.1. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS ENVOLVIDAS  

NA CINÉTICA DO CÁLCIO PELO MÉTODO DE WESTERN BLOT 

 

 

A figura 23 apresentada os níveis proteicos SERCA-2a, fosfolambam e 

trocador Na+/Ca2+ no grupo controle e no grupo tratado com chumbo durante 15 

dias de tratamento. Mediante a figura, pode observar que os níveis se 

mantiveram iguais em ambos os grupos. 
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Figura 23: Expressão proteica da SERCA-2ª (A), trocador Na+/Ca2+ (NCX) (B) 

e fosfolambam (C) em ventrículos esquerdo de ratos controle e ratos tratados 

com chumbo. Os números entre parênteses correspondem ao número de 

papilares estudados. p < 0,05, teste t de Student não-pareado. 
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5. DISCUSSÃO  

 

O presente estudo demonstra que a exposição aguda à baixa 

concentração plasmática de chumbo (12.3 µg/dL), abaixo daquela preconizada 

como segura pelas agências de saúde (BRASIL, 2006b; [ATSDR], 2007;  (WHO), 

2011), além de elevar a pressão arterial, prejudica a maquinaria contrátil do 

coração. Esse efeito deletério sobre o coração parece estar relacionado à 

redução de sensibilidade ao cálcio pelas proteínas contráteis. Nossos dados 

sustentam a hipótese de que a exposição ao chumbo, mesmo em baixas 

concentrações, constitui-se um fator de risco para doenças cardiovasculares. 

Nesse estudo após 15 dias de exposição à baixa concentração de 

chumbo, os ratos apresentaram aumento de pressão arterial sistólica, medida 

indiretamente através da pletismografia de cauda (figura 11). No entanto, ao se 

avaliar a pressão arterial de forma direta, essa diferença não foi observada 

(figura 12 e 13). A avaliação pressórica com o animal acordado ilustra, mais 

fidedignamente, os reais valores pressóricos induzidos pela exposição ao 

chumbo, uma vez que a medida pressórica direta foi realizada com os animais 

anestesiados e há evidências que o uso do anestésico uretana (1,2 g/ Kg, i.p.) 

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

Vários trabalhos já demonstraram que uma baixa concentração deste 

metal, é capaz de induzir aumento da pressão arterial, tanto em humanos quanto 

em animais. Cronicamente, Carmignani et al., (1999), demonstraram que a 

exposição a 60 ppm de chumbo em água de beber por 10 meses, foi capaz de 

aumentar a pressão arterial sistólica no grupo de ratos que foi exposto ao referido 

metal. Em outro trabalho, Sharifi et al., (2004), encontrou aumento de pressão 

arterial sistólica a partir da segunda semana de tratamento com 100 ppm de 

acetato de chumbo em água de beber. Este aumento de pressão 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 pressão arterial sistólica. Na 

mesma linha, com uma dose mais alta, Malvezzi, et al., (2001), com uma 

exposição de 750 ppm em água de beber por 10 semanas, demonstraram um 
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aumento de pressão a partir da quinta semana comparados os respetivos 

controles. Corroborando com estes achados, Grizzo et al., (2008), com ratas 

gravidas e em período de lactação expostas a 100 ppm de chumbo em água de 

beber, demonstraram também que os filhotes com 22 dias de vida apresentaram 

um aumento de pressão arterial comparados com grupo controle. 

Ainda, estudos concentrados em nosso laboratório também demonstraram 

esse aumento de pressão 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 Simões et al., (2011), demonstraram que uma 

única dose aguda de chumbo (320 µg/kg) após 120 minuto foi capaz de aumentar 

a pressão arterial sistólica (PAS). 

Já em humanos, Glenn et al., (2003, 2006), demostraram que 

trabalhadores expostos ocupacionalmente em media por 18 anos apresentaram 

um aumento na pressão arterial. Esse aumento na pressão arterial se manteve 

18 anos após a ultima exposição ocupacional. 

Diversos mecanismos pelos quais o chumbo promove aumento de 

pressão arterial já foram descritos. Dentre eles incluem a inibição da bomba de 

sódio (Lustberg & Silbergeld, 2002), prejuízo da função do endotélio vascular 

com redução da biodisponibilidade de óxido nítrico (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; Simões et al., 2011).  Além disso, um 

aumento do tônus simpático com prejuízo da sensibilidade do barorreflexo 

(Navas-Acien et al., 2007) e aumento da atividade do sistema renina 

angiotensina (Carmignani et al., 1999;2000) também estão relacionados à 

hipertensão induzida pelo chumbo.  

 Embora os efeitos hipertensores induzidos pelo chumbo já tenham sido 

descritos, sua ação sobre a função cardíaca ainda é pouco conhecida. Os efeitos 

do chumbo sobre a função cardíaca parecem depender do tempo de exposição 
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e da concentração desse metal. Agudamente, altas concentrações de chumbo 

produzem redução da contratilidade miocárdica por redução do influxo 

sarcolemal de cálcio e redução da atividade da ATPase miosínica em ventrículo 

direito (Vassallo et al., 2008). No entanto, já em baixas concentrações, o chumbo 

promove efeitos inotrópicos e lusitrópicos positivos, associado ao aumento da 

atividade da bomba de sódio e da ATPase miosínica em ventrículo esquerdo 

(Fioresi et al., 2013).  

 Nossos resultados demonstram que a exposição por 15 dias à baixa 

concentração de chumbo (12.3 µg/dL) não produz mudanças na força isométrica 

de músculos papilares isolados. Esses dados corroboram os resultados obtidos 

por Fioresi et al., 2014, que não verificaram alterações na força isométrica em 

músculos 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 exposição por 15 dias ao 

chumbo, embora não modifique a força desenvolvida pelos músculos papilares 

isolados, reduz o tempo de ativação da contração (TP) e de relaxamento (TR 

90%). Provavelmente, as diferenças encontradas entre os nossos resultados e 

àqueles obtidos por Fioresi et al., (2014), possam ser explicadas pela diferença 

no tempo de exposição ao metal. 

 A redução do TP e TR 90% puderia ser devido ao aumento no influxo de 

cálcio pela membrana sarcolemal e aumento na recaptação deste íon pelo 

retículo sarcoplasmático. Entretanto, a função do retículo sarcoplasmático, 

avaliada por meio da PRP após pausas de 15, 30 e 60 s não foi modificada em 

músculos papilares isolados de ratos do grupo Pb2+ quando comparados aos 

ratos do grupo CT. Ao mesmo tempo, a expressão protéica da SERCA 2a foi 

similar em coração de ratos de ambos os grupos experimentais. Fioresi et al., 

2014, evidenciaram redução da expressão protéica da SERCA 2a. Contudo, isso 

não foi acompanhado por modificações na expressão protéica do PLB e nem em 

suas subunidades fosforiladas, sugerindo que a captação de cálcio pelo retículo 

sarcoplasmático não foi alterada nos animais expostos a 100 ppm de acetato de 

chumbo por 30 dias. Trabalhos que investigaram as ações agudas do chumbo 

sobre a função cardíaca in vitro, também verificaram que este metal não altera a 

atividade do retículo sarcoplasmático (Vassallo et al., 2008; Fioresi et al., 2013). 
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Outra análise importante do nosso estudo foi investigar se a exposição 

por 15 dias ao chumbo poderia modificar a resposta inotrópica dos músculos 

papilares isolados. Para isso, foram realizadas curvas concentração-resposta ao 

isoproterenol e ao cálcio. Os resultados obtidos destes protocolos demonstraram 

que a intervenção inotrópica produzida pelo isoproterenol não modificou o 

incremento de força entre os grupos Pb2+ e CT. 

No entanto, trabalhos anteriores evidenciaram um aumento de 

responsividade dos receptores β-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 níveis plasmáticos de noreprinefrina e redução da densidade do 

receptor β-adrenérgico e do conteúdo de AMPc no coração, o que poderia 

resultar em diminuição da contratilidade cardíaca. O aumento dos níveis 

plasmáticos de norepinefrina é sugestivo de aumento na atividade simpática que 

foi evidenciado em ratos expostos cronicamente (18 meses) ao 

chumbo ((Boscolo & Carmignani, 1988). Portanto, sugerimos que a divergência 

dos resultados apresentados no presente estudo com aqueles observados em 

ratos submetidos a tratamentos agudo (Vassallo et. al., 2008; Fioresi et al., 2013) 

e crônico (Tsao et al., 2000) possa ser devido ao tempo de exposição a esse 

metal.  

Em contrapartida, a resposta inotrópica produzida pelo aumento das 

concentrações extracelulares de cálcio foi menor em papilares isolados de ratos 

tratados com chumbo quando comparados ao controle. Esses resultados 

sugerem que os cardiomiócitos de ratos do grupo Pb2+ podem apresentar menor 

parmeabilidade ao cálcio ou uma menor afinidade das proteínas contráteis a este 

íon (Leite et al, 1995).  

Contraditoriamente, a exposição por 30 dias ao chumbo aumenta a 

resposta inotrópica induzida pelo cálcio em músculos papilares isolados (Fioresi 

et al., 2014). Já em estudos realizados após exposição aguda, o chumbo parece 

promover redução do ganho de força cardíaca em resposta a concentrações 

crescentes de cálcio quando comparado aos animais controles (Vassallo et al., 

2008; Prentice & Kopp, 1985). Esse efeito de redução do fluxo transarcolemal de 
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cálcio pode ser atribuído à capacidade deste metal em bloquear canais de cálcio, 

como já demonstrado em miócitos de ratos e Xenopus laevis oocytes (Bernal, et 

al., 1997). Dessa forma, fica evidente que os efeitos agudos e crônicos induzidos 

pelo chumbo sobre a resposta inotrópica se divergem.  

Com intuito de avaliar se a menor resposta inotrópica ao aumento de 

cálcio extracelular observado em músculos papilares isolados de ratos tratados 

poderia estar relacionada às alterações no influxo de cálcio pelos canais do tipo 

L, foi realizado a PRC na presença e na ausência de verapamil, um bloqueador 

desses canais de cálcio (Leite et al., 1995). De acordo com nossos resultados, a 

PRC foi similar em papilares isolados de ratos CT e Pb2+. 

Juntos, esses resultados sugerem que a redução da resposta inotrópica 

em resposta a concentrações crescentes de cálcio extracelular não parece ser 

ocasionada por alteração no fluxo transarcolemal de cálcio. 

No entanto, outro fator que poderia explicar o efeito do chumbo sobre a 

redução da resposta inotrópica ao cálcio seria uma possível alteração das 

proteínas contráteis. Já foi demonstrado que o chumbo pode se ligar a grupos 

sulfidrila (SH) (Dabrowska-Bouta, et al., 1996) e dessa forma, afetar a proteínas 

contráteis. A atividade da miosina, que possui grupos SH, por exemplo, é 

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

Assim, para avaliar indiretamente, tanto as proteínas contráteis como o 

influxo de cálcio, os músculos papilares isolados foram submetidos a contrações 

tetânicas conforme protocolo estabelecido por Leite et al., 1995. As contrações 

tetânicas obtidas após inibição do retículo sarcoplasmático com cafeína ou 

rianodina têm sido usadas para produzir ativação máxima da maquinaria contrátil 

no miocárdio intacto (Yue, et al., 1986;Moreira et al., 2003). A cafeína age 

depletando o estoque de cálcio do retículo sarcoplasmático e a exposição 

sustentada à cafeína previne o acúmulo de cálcio pelo retículo sarcoplasmático 

(Leite et al., 1995). Os resultados obtidos no presente estudo demonstram 

redução na força tetânica tanto na presença quanto na ausência de verapamil. 

No entanto, a análise da diferença do platô e do pico das contrações tetânicas, 

na presença e na ausência de verapamil, foi similar entre os grupos Pb2+ e CT 

sugerindo novamente que a exposição por 15 dias ao chumbo não modifica o 
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influxo de cálcio. Uma vez que a atividade do retículo sarcoplasmático está 

bloqueada, as contrações tetânicas dependem somente do influxo de cálcio e da 

atividade da ATPase miosínica. Assim, nossos resultados sugerem que a 

exposição ao chumbo por 15 dias, embora não altere o influxo de cálcio, pode 

modificar a função das proteínas contráteis. 

Ademais, a menor afinidade das proteínas contráteis ao cálcio pode 

explicar a redução observada nos parâmetros temporais da contração (TA e 

TR90%). A dessensibilização das proteínas contrateis (troponina) aumenta a 

quantidade de cálcio disponível para a recaptação pelo RS. Esse aumento de 

disponibilidade de cálcio reduz o tempo de relaxamento do musculo cardíaco. O 

TA, por sua vez, também pode reduzir, uma vez que, quanto mais cálcio 

recaptado mais cálcio vai ser liberado para a contração, entretanto, sem que 

esse pudesse causar um aumento de força de contração. (Vassallo et al., 

2008b). 

No entanto, algumas manobras experimentais não realizados nesse 

estudo devido à falta de tempo e aparato necessário para a sua realização 

poderiam ser usados para confirmar os nossos resultados. Entre eles podemos 

citar: atividade da ATPase miosínica pela técnica de western blot e uma curva 

de estiramento (Frank-Starling). Com a afinidade ao cálcio reduzida no grupo 

exposto ao pb2+, esperaria-se que a atividade da ATPase miosínica estivesse 

reduzida. Igualmente, o ganho de força observado no estiramento do musculo 

mediante o mecanismo do Frank-Starling seria menor no grupo pb2+. O aumento 

de força observada após estiramento do musculo papilar além de proporcionar 

uma interação adequada das proteínas contráteis no Sarcômero e o aumento do 

cálcio intracelular está relacionada com mudanças na sensibilidade dos 

miofilamentos ao cálcio.  

O principal achado do presente estudo revela que exposição a baixa 

concentração de chumbo por 15 dias, apesar de não comprometer a atividade 

do retículo sarcoplasmático, reduz a resposta inotrópica ao cálcio. Esse efeito 

não parece estar relacionado a mudanças no fluxo transarcolemal de cálcio, mas 

sugere uma possível alteração das proteínas contráteis. Mediante estas 

informações, a importância desse estudo reside no fato de avaliar e tornar mais 
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conhecido o efeito da exposição ao chumbo em concentrações abaixo dos 

valores preconizados como seguros. Além disso, Nossos dados reforçam que o 

chumbo, deve ser considerado como um fator de risco para o desenvolvimento 

das doenças cardiovasculares, mesmo em baixas concentrações. É importante 

ressaltar que essas doenças constituem um sério problema de saúde pública em 

diversos países, devido à alta taxa de morbi-mortalidade.   
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