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Figura 12: Curvas concentracdo-resposta ao NPS em anéis de aorta de ratos dos
grupos: Controle (Ct) e apds a incubacao com IbTX (Ct IbTX) (A) e 4-AP (Ct 4-AP)
(D); e Chumbo (Pb) e apos a incubagdo com IbTX (Pb IbTX)(B) e 4-AP (Pb 4-AP)
(E). Os valores estdo expressos como percentual de relaxamento apdés a pré-
contracdo com fenilefrina. Teste t ndo-pareado. *p< 0,05 Rmax: Ct vs Ct 4-AP; *ps<
0,05 Rmax: Pb vs Pb IbTX; Pb vs Pb 4-AP. % dAUC, Teste t. p< 0,05 para Ct vs Pb

Figura 13: Sumariacdo esquematica dos resultados obtidos no presente estudo. O
tratamento i.m. com acetato de chumbo aumentou a PAS e a ECA plasmatica
(Fiorim et al,, 2011). Os niveis elevados da ECA plasmética poderia aumentar a
Angio Il. A interagdo da angiotensina Il com o receptor AT, esta relacionada com a
liberacao de NO promovendo vasodilatacdo (Shetal et al., 2013). O presente estudo
mostrou envolvimento dos receptores AT, no aumento de biodisponibilidade de NO.
Além disso, sabendo que o NO induz a vasodilatagdo através de diferentes vias,
incluindo a ativacdo de canais para K" (Bolotina et al., 1994; Félétou e Vanhoutte,
2006), nossos resultados sugerem maior participacdo dos canais Kv, BKca € SKca
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RESUMO

O chumbo tem sido identificado como um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. De fato, estudo prévio mostrou que sete dias de
exposicdo ao chumbo aumentou a pressado arterial sistélica (PAS), diminuiu a
reatividade vascular e aumentou a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) em aortas
de ratos. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o envolvimento dos receptores
AT, no aumento da biodisponibilidade de NO e a participagdo dos canais para K" em
aorta de ratos expostos ao chumbo. Ratos Wistar foram tratados com acetato de
chumbo por sete dias (12 dose 4 ug/100g e doses subsequentes de 0,55 ug/100g im)
ou veiculo. O tratamento com acetato de chumbo reduziu a resposta contratil a
fenilefrina (FE 0,1 nM — 0,3 mM) e nao modificou a resposta vasodilatadora a
acetilcolina (ACh, 0.1 nM - 300 uM) e ao nitroprussiato de sodio (NPS, 0.01 nM - 0.3
UM) em aorta de ratos. O L-NAME (100 uM) aumentou a resposta vasoconstrictora
induzida pela fenilefrina em ambos o0s grupos, mas este efeito foi maior no grupo
chumbo. A incubacdo com PD 123319 (1 pM), inibidor especifico dos receptores
AT, aumentou a resposta vasoconstrictora induzida pela FE somente em aortas de
ratos tratados com chumbo. A co-incubacao PD 123319 (1 uM) e L-NAME (100 uM)
aumentou a resposta contratil a FE nas artérias de ambos os grupos e este efeito foi
similar nos grupos controle e chumbo. Quando os anéis de aorta foram pré-
incubados com KCI (60 mM/L) ou incubados com TEA (2 mM), 4-aminopiridina (4-
AP, 5 mM), iberiotoxina (IbTx, 30 nM) e apamina (0.5 uM) o relaxamento induzido
pela ACh foi menor nos animais chumbo. Além disso, apés incubacao com a 4-AP e
a IbTx o relaxamento induzida pelo NPS foi menor nos ratos tratados com chumbo.
Em adicao, houve maior liberacao local de NO no grupo chumbo. A presenca de L-
NAME e PD 123319 normalizou a liberacao local de NO nos animais tratados com
chumbo. Em suma, os resultados do presente estudo sugerem o envolvimento dos
receptores AT, no aumento de biodispobibilidade de NO nos animais chumbo.
Como consequéncia, esse metal promoveu a ativagdo de canais para K* e esse

efeito poderia ser um mecanismo compensatério ao aumento da PAS.

Palavras-chave:chumbo, reatividade vascular, éxido nitrico, canais de potassio e
receptores ATo.



ABSTRACT

Lead has been reported as a hazard and risk factor for developing cardiovascular
diseases. Indeed, previous study showed that seven days of lead exposure
increased systolic blood pressure (SBP), decreased vascular reactivity and increased
nitric oxide (NO) bioavailability in rat aortas Thus, the aim of this study was to
evaluate the involvement of AT, receptors in the increased bioavailability of NO and
the participation of K ™ channels in aortas from lead-treated rats. Wistar rats were

treated with lead (1%

dose 4 ug/100 g, subsequent doses 0.05 ug/100 g, im, 7 days)
or vehicle. Lead treatment reduced the contractile response of aortic rings to
phenylephrine (PHE, 0,1 nM — 0,3 mM) without changing the vasodilator response to
acetylcholine (ACh, 0.1 nM - 300 uM ) or sodium nitroprusside (SNP, 0.01 nM - 0.3
UM ). Incubation with L-NAME (100 mM) increased the vasoconstrictive response
induced by phenylephrine in both groups, but this effect was greater in the aortas
from the treated group. Incubation with PD 123319 (1 uM), an AT2 receptor specific
inhibitor, increased the vasoconstrictor response induced by phenylephrine only in
aortas from the treated group. Co-incubation PD 123319 (1 mM) and L-NAME (100
mM) increased the contractile response to phenylephrine in the arteries of both
groups and this effect was similar in the aortas from the treated and untreated rats.
When aortic rings were precontracted with KCI (60 mM/L) or preincubated with TEA
(2 mM), 4-aminopyridine (4-AP, 5 mM), iberiotoxin (IbTX, 30 nM), apamin (0.5 uM) or
charybdotoxin (0.1 uM), the ACh-induced relaxation was more reduced in the lead-
treated rats. Additionally, 4-AP and IbTX reduced more the relaxation elicited by SNP
in the lead-treated rats. In addition, there was greater local release of NO in the lead-
treated rats. The presence of L-NAME, and PD123319 normalized local release of
NO in lead-treated rats. In summary, the present results suggest the involvement of
AT, receptors in increasing the bioavailability of NO in lead-treated rats. As a
consequence the metal promoted activation channels for K* and this effect could be
a compensatory mechanism against the increase in SBP.

Keywords: Lead, vascular reactivity, nitric oxide, potassium channels and AT

receptors
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1 INTRODUCAO

1.1 CHUMBO

1.1.1 Historia do Chumbo

O chumbo foi um dos primeiros metais a ser trabalhado pelo homem, sendo
conhecido desde 3500 a.C., de acordo com as descobertas arqueoldgicas feitas no
Egito. Existem relatos que a civilizagao egipcia utilizava o chumbo na cunhagem de
moedas e fabricagcdo de cosméticos. Durante o Império Romano esse metal foi
amplamente utilizado na fabricacdo de canos para o sistema de esgoto; armas e
utensilios domésticos como copos, tacas e recipientes para liquidos e alimentos;
além de aquedutos e reservatorios para fermentacdo e acondicionamento de
bebidas alcodlicas (Capitani et al., 2009).

No Brasil, a producao de chumbo metalico foi marcante até a década de 90
devido a existéncia de duas grandes fundi¢cdes primarias utilizadas no refino do
minério extraido na Bahia e no Parana. Desde entdo sua producdo tem sofrido
declinio e em 2012 a producgao brasileira representou 0,2% da producdo mundial
desse metal (Capitani et al., 2009; Brasil, 2013).

Como o chumbo é utilizado por tao longo tempo, a histéria da intoxicacao por
este metal também ¢é extensa. Hipocrates, no século V a.C., foi o primeiro a
relacionar os sintomas da intoxicacdo do chumbo ao seu fator causal, (Moraes,
2014). Outros relatos de intoxicacdo ocupacional foram pronunciados na Inglaterra
em 1883 por trabalhadores que utilizavam o metal como matéria prima (Stephan,
2007).

A intoxicacdo pelo chumbo causa uma das mais antigas doencas
ocupacionais, chamada Saturnismo ou Plumbismo. O termo saturnismo é uma
referéncia ao Deus Saturno, idolatrado na Roma Antiga. Assim, os efeitos
neurologicos da intoxicacdo por esse metal foram primeiramente descritos no
império romano (Stephan, 2007). Atualmente, os avangos experimentais em
modelos animais e populacionais permitiram maior conhecimento sobre o efeito
téxico do chumbo. Todavia, é necessario o desenvolvimento de pesquisas na area

da toxicologia nao s6 para ampliar o conhecimento dos efeitos toxicos, mas também
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para elaboracdo de medidas preventivas e descobertas de possiveis tratamentos a

serem utilizados em casos de intoxicacao por esse metal.

1.1.2 Caracteristicas do metal

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

A utilizacdo industrial do chumbo pode ser explicada por possuir algumas
caracteristicas como: baixo ponto de fusdo, alta ductibilidade, facilidade de formar
liga, razoavel condutor de calor e eletricidade e condutibilidade térmica (Brasil,
2006). Sua elevada maleabilidade e flexibilidade favorecem a producédo de chapas e
de tubos, utilizados principalmente na construcao civil. Além disso, esse metal possui
a propriedade singular de absorver radiagbes de ondas curtas, o que o torna o
isolante mais utilizado no emprego de raios-x (Brasil, 2009).

1.1.3 Fontes Naturais do Chumbo

O chumbo é considerado o quinto metal mais abundante do planeta (Matos,
2007). Suas maiores fontes naturais sdo as emissdes vulcanicas, evaporacao dos
oceanos e degradacdo de rochas (WHO, 1995; Paoliello, 2001; Brasil, 2006). Esse
metal pode ser encontrado na natureza tanto na forma livre como em associacao
com outros metais (Paoliello, 2001). O ion estavel do chumbo é o Pb?*" e combinado
com o enxofre forma a galena (PbS = 86,6% de Pb e 13,4% de S) que é a principal
fonte primaria e comercial de chumbo. O chumbo ocorre ainda em outras variedades
de minérios tais como a cerusita (PbCOs) e a anglesita (PbSO,4) (Paoliello e Chasin,
2001).

Na atmosfera, o chumbo encontra-se na forma particulada. Essas particulas,
quando lancadas no ar, podem ser removidas da atmosfera e transferidas para
superficies e compartimentos ambientais por deposicdo Umida ou seca. Entretanto,
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o teor de chumbo no solo € muito influenciado pelas atividades antropogénicas e
pelo transporte do metal através do ar, oriundo de vérias fontes (WHO, 1995;
Paoliello e Chasin, 2001). Estima-se que a taxa de emissdo de chumbo na
atmosfera seja de aproximadamente 19.000 toneladas por ano, e que 0s niveis
naturalmente presentes no solo seja de 10 a 70 mg/Kg (WHO, 1995).

1.1.4 Fontes Antropogénicas

1.1.4.1 Producao e Consumo Mundial

Além das fontes naturais, a emissdo de chumbo ocorre também através de
fontes antropogénicas. De acordo com o Departamento Nacional de Produgao
Mineral, em 2012, as reservas mundiais de chumbo atingiram 89 Mt. A producao
mundial do minério concentrado alcangcou um crescimento de 10,64% em relacdo a
2011. Os principais produtores de chumbo primario sdo os paises detentores das
maiores reservas do mundo: China, Austrélia e Estados Unidos. Ja a producgao
brasileira de chumbo metalico refinado foi de 165,40 Kt, correspondendo a 1,56% da
producdo global, colocando o Brasil na décima sexta posicdo entre 0os maiores
produtores mundiais (Brasil, 2013).

A maior parte da producgao brasileira de concentrado de chumbo é oriunda de
Minas Gerais (Brasil, 2009; 2013), seguidos dos estados de Sao Paulo, Parana, Rio
Grande do Sul, Tocantins e Bahia (Brasil, 2009). O Brasil ndo possui producao
primaria de chumbo metalico refinado, a producao deste metal € obtida a partir de
reciclagem de material usado, especialmente de baterias automotives e industrias de
telecomunicagdes (Brasil, 2013). Estima-se que das 20 milhdes de novas baterias
automotivas fabricadas anualmente no Brasil, 95% delas sejam provenientes do
processo de reciclagem do chumbo (Brasil, 2009).

O chumbo refinado é consumido com intensidade em todos os paises em
estagio avancado de industrializacdo. Atualmente a China é considerada o maior
produtor e consumidor mundial do metal (Brasil, 2009). O consumo do metal no
Brasil e no mundo ascende paralelamente a taxa de crescimento das economias de

alguns paises em desenvolvimento, como a China, Coréia do Sul e india que tem
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incorporado um importante aumento na industrializacdo de veiculos automotores,
computadores, telefones celulares e eletroeletrénicos, refletindo no aumento
progressivo da demanda do metal (Brasil, 2009).

O consumo do metal ocorrido no Brasil ao longo das ultimas trés décadas
indica que o consumo que era da ordem de 100.000 toneladas/ano passou para o
patamar de 220.000 toneladas/ano, crescimento favorecido principalmente pelo
desenvolvimento da industria automobilistica (Brasil, 2009). No ano de 2012, 81,9%
do chumbo metalico foi destinado aos fabricantes de baterias automotivas (Brasil,
2013). Outras industrias como as de condutores elétricos destacam-se pela
utilizacdo de ligas de chumbo para a cobertura de cabos. Além disso, em menor
proporcdo, o consume do metal é efetuado pelas fabricas de tanques de
armazenamento de substancias corrosivas, de producdo de municées e industrias

tipograficas (Moraes, 2014).

1.1.4.2 Formas de exposicdo do chumbo

Atualmente, no Brasil, calcula-se que cerca de 90% do consumo de chumbo
metalico provenha de atividades de reciclagem. Os maiores consumidores de
chumbo no pais sdo as industrias de baterias automotivas (80%), seguidos das
industrias de pigmentos com 12% e o setor eletro-eletrénico (solda e ligas) com 8%
(Capitani et al., 2009). As industrias de reciclagem de chumbo sdo potencialmente
poluidoras, devido a emissdo de gases e particulados decorrentes do proprio
processo de producdo e reciclagem. Entretanto a reciclagem ainda é para o meio
ambiente e economicamente mais viavel que a extracao (Matos, 2007).

As baterias sao as principais fontes de chumbo secundario. Para o processo
de recuperacdao do chumbo desses materiais, sdo utilizados alguns métodos que
acabam liberando gases e particulados do metal para a atmosfera, gerando também
residuos em uma quantidade considerada altamente perigosa e que deveria ser
disposta em aterro industrial adequado (Matos, 2007, Brasil, 2013).

Os sais de chumbo formam a base de muitas tintas e pigmentos, porém sua
utilizacado é controlada por alguns paises. No Brasil, em 2008 foi publicada a Lei n®
11.762, que regulariza o uso de pigmentos e secantes a base de chumbo em tintas
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imobiliarias. A lei estabelece que tintas imobilidrias ndo possa conter chumbo em
concentracao igual ou superior a 0,06%, em peso (Brasil, 2008).

A industria quimica utiliza amplamente o chumbo. O carbonato de chumbo é
empregado na sintese do cloreto de polivinila (PVC) (Capitani et al., 2009), o
arseniato de chumbo na fabricagdo de inseticida, o sulfato de chumbo na producao
da borracha, o naftaleno de chumbo como secativo e o chumbo tetraetila como
aditivo para gasolina (Paoliello e Chasin, 2001). No Brasil, a presenga do chumbo na
gasolina foi proibida desde 1978, no entanto alguns paises ainda utilizam o metal na
composicao do combustivel (Paoliello e Chasin, 2001).

Mediante as varias formas de exposicdo ao chumbo, em especial as
ocupacionais, alguns paises estabeleceram um nivel maximo de chumbo no sangue,
acima do qual o individuo pode ser afastado do ambiente de trabalho (Paoliello e
Chasin, 2001). Nas décadas de 60 e 70 eram comuns niveis de limites maximos de
100 pg/dL. Atualmente, esses niveis foram reduzidos na faixa de 40 a 60 pg/dL em
diferentes paises (Mayer e Wilson, 1998).

A Agéncia de Substancias Toxicas e Registro de Doencas (ATSDR)
recomenda ser segura uma concentracao sanguinea de chumbo inferior 30 pg/dL
em adultos. Em ambientes de exposicdo ocupacional os niveis de cocentracao
sanguinea de chumbo ndo devem exceder 60 pg/dL. Ja a Associacdo Americana de
Pediatria (APA) considera niveis de concentragdo sanguinea de chumbo = 10 pg/dL
excessivos para criangas.

No Brasil, de acordo com a norma regulamentadora n® 7 (NR7) do Ministério
do Trabalho (1988), revisada em 2013, os valores de referéncia de normalidade, o
qual representa o valor préximo de ser encontrado em uma populacdo nao-exposta
ocupacionalmente e o indice Biolégico Maximo permitido, sdo respectivamente, de
40 ug/dL e 60 pg/dL (Brasil, 1988; 2013).

1.1.5 Cinética do Chumbo no Organismo Humano

Como descrito anteriormente, o chumbo € um metal amplamente utilizado ha
milhares de anos. E considerado um contaminante ambiental, devido as inimeras

atividades industriais que favorecem a sua distribuicdo. Sendo assim, todos os
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individuos possuem chumbo em seus organismos como resultado da exposicao a
fontes exdgenas. A fim de correlacionar a quantidade de chumbo ambiental e a sua
biodisponibilidade com seus efeitos téxicos no organismo, € importante compreender
a interacao continua entre a absorcao, distribuicdo, armazenamento e eliminacao

deste metal (Moreira e Moreira, 2004).

1.1.5.1 Absorcéao

O processo de absorcao do chumbo proveniente de fontes ambientais
depende da quantidade de metal, do seu estado fisico e quimico, além de ser
influenciado por fatores relacionados ao hospedeiro (idade, genética, estado
fisiolégico) e condig¢des nutricionais (Paoliello, 2001). A maior parte do chumbo entra
no organismo humano pelo trato respiratorio e gastrointestinal e, somente em sua
forma organica, pode penetrar no organismo por via cutanea (Brasil, 2006; Moraes,
2014). O trato respiratério € a principal via de absor¢cdo do chumbo na exposicao

ocupacional (Paoliello e Chasin, 2001).

1.1.5.2 Distribuicéao

Algumas hipéteses de distribuigéo cinética do chumbo tém sido apresentadas
ha algumas décadas pela comunidade cientifica. Uma das principais idéias se
baseia no modelo de distribuicdo em trés compartimentos: sangue, tecidos moles e
tecidos mineralizados (Rabinowitz et al.,1976; ATSDR, 1995; Paoliello e Chasin,
2001). A meia-vida desse metal nos trés compartimentos € bastante diferente, sendo
estimada em 36 dias para o sangue, 40 dias para os tecidos moles e 27 anos para
0s 0ssos (Rabinowitz et al.,1976; WHO, 1995).

A concentracdo de chumbo no sangue é menor do que 2% do seu total no
organismo (Goyer, 1991). O metal presente no sangue é distribuido entre os érgaos,
dependendo principalmente da afinidade pelo tecido especifico. Niveis 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 6rgaos com a idade,
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contudo continua a se acumular nos 0ssos € na aorta durante toda a vida (Saryan e
Zenz, 1994; Moraes, 2014).

Em adultos, aproximadamente 95% da carga corp6rea do chumbo encontra-
Se nos 0ssos, visto que esse metal € um analogo biolégico do calcio, seu sitio
primario de deposicao é o tecido 6sseo. Em face da meia vida longa para o chumbo
nos 0ssos, esse compartimento serve como fonte endégena do metal para outros
compartimentos, muito tempo depois de cessada a exposicao (Moreira e Moreira,
2004; WHO, 1995). A mobilizacdo desse cation para compartimentos sanguineos,
em mulheres gravidas, é de grande importancia e constitui um risco para o feto e
para mae (WHO, 1995).

1.1.5.3 Eliminacgéo

A eliminagdo do chumbo no organismo humano é lenta, com meia vida é de
aproximadamente 10 anos (Moraes, 2014). Esse metal é excretado por diferentes
vias, entre as quais, incluem-se: a excrecao renal (75-80%) e a gastrintestinal (15%).
Existem outras fontes de excrecdo que somadas correspondem 8%, sdo elas: suor,
descamacao cutanea, cabelo, as unhas e o leite materno (Tsalev e Zaprianov, 1985;
Paoliello e Chasin, 2001; Moreira, 2014).

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

necessaria.

1.1.6 Efeito do Chumbo nos diferentes sistemas

O chumbo caracteriza-se por ser um metal toxico cumulativo que afeta varios
sistemas do corpo, incluindo principalmente neurolégico, hematolégico,
gastrointestinal, renal e cardiovascular (WHO, 2010), ndo havendo evidéncias de
funcgdes fisiolégicas no organismo (Moreira e Moreira, 2004).

Os mecanismos de toxicidade propostos envolvem varios processos

bioquimicos, principalmente os que estdo relacionados ao funcionamento de
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membranas celulares e enzimas. As alteracdes no funcionamento de enzimas estéao
principalmente relacionadas as interacées desse metal com os grupamentos sulfidril
(-SH) de proteinas que estdo intimamente relacionadas a ativagao de proteinas
quinases C, fazendo desse um dos principais mecanismos de toxicidade. Outro
importante mecanismo de toxicidade do chumbo se da pela sua capacidade de
mimetizar o ion célcio e interagir com diversas proteinas, como sua interagdo com a
calmodulina através da interacdo com os grupamentos carboxilas (Moreira e
Moreira, 2004).

O sistema nervoso € muito sensivel a intoxicagdo por chumbo, sendo que a
encefalopatia € um dos mais sérios acometimentos téxicos induzidos pelo chumbo
em adultos e criancas (Moreira e Moreira, 2004). De forma geral, o chumbo pode
alterar o desenvolvimento do intelecto de criancas, resultando em reducédo do
quoeficiente de inteligéncia, baixo nivel cognitivo, déficit de memoria, e alteracdes
comportamentais, tais como diminuicdo da atencao (Patrick, 2006; WHO, 2013). A
neurotoxicidade ao chumbo ocorre principalmente por um aumento na liberagdo de
neurotransmissores, desencadeada pela sua competicdo ou mimetizacdo da agao
do ion calcio. Por este mecanismo, o chumbo promove alteracbes na entrada do
calcio na célula modificando a sinalizagcao neuronal (Patrick, 2006).

No sistema gastrointestinal, intoxicagcbes leves ao chumbo podem
desencadear diarréia, constipacao intestinal, desconforto epigastrico poés-prandial e
anorexia (Moraes, 2014). Ja exposicdes a altas concentracbes de chumbo (40 e
200 pg/dL) podem causar cdlica saturnina, caracterizada por espasmos intestinais
qgue provocam dores abdominais intensas (Paoliello e Chasin, 2001; Kosnett, 2007).

O sistema hematoldgico também é um alvo importante da toxicidade do
chumbo, comprometendo a sintese do heme e causando anemia. O chumbo
apresenta grande afinidade ao grupo sulfidril das proteinas. A ligagcdo do chumbo
com o grupo—SH interfere na sintese do grupo heme, na molécula de hemoglobina,
uma vez que o chumbo possui alta afinidade pelos eritrocitos (cerca de 99% do
chumbo sanguineo estao ligados as células vermelhas) (Lawton e Donaldson, 1991;
Souza eTavares, 2009). Em situagdes de contato prolongado e/ou de exposicao as
altas concentracées de chumbo, esse metal € capaz de diminuir a sintese da
hemoglobina e estimular a eritropoese levando assim ao quadro de anemia (Moreira
e Moreira, 2004).
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O sistema renal também ¢é afetado pela agdo téxica do chumbo. Tanto
exposicdes agudas quanto cronicas causam danos morfofuncionais renais em
animais e humanos (WHO, 1995; Paoliello e Chasin, 2001; Patrick, 2006). A
nefropatia plumbica é caracterizada por um declinio progressivo da fungédo renal
geralmente acompanhada de hipertensédo arterial (Moraes, 2014). Alguns estudos
correlacionam a exposi¢cdao ao chumbo, seus acometimentos renais e a elevagéao da
pressao arterial, através do aumento da densidade de receptores beta adrenérgicos
(Tsao et al., 2000) e em consequéncia uma maior atividade simpatica e aumento da
producédo de renina; acréscimo da atividade da enzima conversora de angiotensina
(ECA), que localmente causa producao de angiotensina Il (Sharifi et al., 2004).

Além dos efeitos da exposicdo ao chumbo nos diferentes sistemas descritos
acima, vale ressaltar a acao téxica deste metal no sistema cardiovascular. Devido

sua relevancia para o presente estudo, este assunto sera abordado a seguir.

1.1.6.1 Efeitos Cardiovasculares

Ja estd bem estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saude que as
doencas cardiovasculares, tais como a cardiopatia isquémica e o infarto do
miocardio, lideram o ranking das principais causas de morte no mundo. Em 2011,
aproximadamente 17 milhdes de pessoas morreram em decorréncia das doencas
cardiovasculares no mundo, e em 2030 estima-se que mais de 23 milhdes de
individuos irdo morrer por esse problema (WHO, 2013). Nesse contexto, a exposicao
aos metais pesados, em especial ao chumbo, pode contribuir para o surgimento e
agravo desses processos patologicos. Estudos populacionais prévios identificaram
uma associacao positiva entre a exposicdo ao chumbo e a prevaléncia de doencas
cardiovasculares (Lustberg e Silbergeld, 2002; Navas-Acien et al., 2007 ).

Dentre as doencas cardiovasculares, multiplos estudos em modelos animais
(Vaziri, et al., 1997, 1999, 2003; Fioresi et al., 2014; Silveira et al., 2014; Simdes et
al.,, 2011; 2015) e populagdes humanas (Kosnett et al., 2007; Navas-Acien et al.,
2008) tém mostrado relacdo entre a exposicdo ao chumbo e a hipertensao arterial.
Alguns dos mecanismos propostos para explicar os efeitos do chumbo sobre a
génese da hipertensdao arterial se justifica no fato de que esse metal esta
diretamente relacionado com o aumento da atividade simpatica (Carmignani et al.,
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2000) e da atividade da ECA plasmatica (Fiorim et al., 2011; Simdes et al., 2011);
além de promover alteracdes nas células endoteliais (Fiorim et al., 2011; Silveira et
al., 2014; Simdes et al., 2015) e do musculo liso vascular (Marques et al., 2001).
Nesse sentido, a administracdo cronica desse metal pode induzir a producédo e
liberacdo de endotelina (Khalil-Manesh et al., 1993), de radicais livres (Fiorim et al.,
2012; Silveira et al., 2014; Simdes et al., 2015) e diminuir a biodisponibilidade de
oxido nitrico (NO) (Vaziri et al., 1997, 1999; Silveira et al., 2014; Simdes et al., 2015).

A exposicdo ao chumbo pode desencadear outros acometimentos
cardiovasculares. Fioresi e colaboradores (2014) demonstraram aumento da
contratilidade miocardica em ratos expostos ao chumbo por 30 dias. Estudos
prévios do nosso grupo indicam também que este metal pode alterar a reatividade
vascular em vasos de resisténcia (Simoes et al., 2015) e condutancia (Fiorim et al.,
2011, 2012; Silveira et al., 2014; Simdes et al., 2015). Fiorim e colaboradores (2011)
mostraram diminuicdo da reatividade vascular e aumento da biodisponibilidade de
NO em aortas de animais expostos ao chumbo por sete dias. Ja Silveira e
colaboradores (2014), utilizando o mesmo modelo de administracdo controlada ao
chumbo, evidenciaram aumento da reatividade vascular e diminuicdo da
biodisponibilidade de NO em aortas apos trinta dias de exposicdo ao metal. Estes
resultados controversos podem estar relacionados com o tempo de exposicdo ao
metal, sete e trinta dias respectivamente.

Apesar de varios estudos apontarem a exposicao ao chumbo como fator de
risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares os mecanismos pelos
quais esse metal promove dano cardiovascular precisam ser melhores esclarecidos.
No entanto, ainda sdo necessarios estudos para determinar: as concentracoes
sanguineas deste metal envolvidas no aumento da pressao arterial; as diferencas
entre os efeitos das exposi¢cdes agudas e crdénicas e 0s mecanismos pelos quais o
chumbo provoca estas alteracoes.

Assim, para melhor compreender os efeitos da exposicdo ao chumbo nos
vasos sanguineos, € necessaria uma breve revisdo sobre: musculo liso, endotélio
vascular e das substéancias liberadas por este ultimo, que participam na regulacéo do

tébnus vascular.

1.2 MUSCULO LISO VASCULAR
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O tbnus do musculo liso vascular é um fator determinante de resisténcia
vascular. A regulagdo deste é realizada pelos fatores derivados do endotélio,
pressao sanguinea, inervacdo e por estimulos hormonais. Para deflagrar a sua
contracdo, as células musculares lisas vasculares requerem um aumento na
concentracdo de Ca*? citoplasmatico. Este aumento pode resultar tanto do influxo do
Ca™ através de canais especificos da membrana citoplasmatica, quanto de
liberacado dos estoques intracelulares, como o reticulo sarcoplasmatico. Deste modo,
a oferta do Ca*® & maquinaria contrétil ser4 aumentada (Lincoln et al., 2001).

Estudos prévios demonstraram que o tratamento com acetato de chumbo
promove alteracbes no tdnus vascular (Fiorim et al, 2011; Silveira et al., 2014;
Simoes et al., 2015). Estas alteracées parecem ser decorrentes do desequilibrio na
producédo dos fatores vasodilatadores e vasoconstrictores derivados do endotélio e
aumentam o risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares. Neste
contexto, torna-se essencial o conhecimento do endotélio e de algumas vias que

participam do controle do ténus vascular.

1.3 ENDOTELIO VASCULAR

O endotélio é constituido por uma camada de tecido pavimentoso localizado
entre 0 sangue o musculo liso vascular, servindo como uma barreira semi-
permeavel, regulando o fluxo de nutrientes e substancias. Além disso, o endotélio é
fundamental no controle do ténus vascular por liberar varios fatores que modulam a
contratilidade e o relaxamento do musculo liso vascular (Triggle, 2003; Kolluru et al.,
2010).

Os principais fatores vasodilatadores produzidos pelo endotélio sdo: o 6xido
nitrico, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio e a prostaciclina. Dentre os
principais fatores contrateis estdo: as prostaglandinas, os tromboxanos, a endotelina
[, a angiotensina Il e as espécies reativas do oxigénio (EROS) (Félétou e Vanhoutte,
2009). A Figura | elucida os fatores relaxantes e contrateis derivados do endotélio. O
equilibrio na producdo desses mediadores € importante para regulacdo do ténus
vascular. J& esta bem esclarecido na literatura cientifica que a exposicao ao chumbo
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promove alteragcdes endoteliais e estas podem ser fortemente associadas a
hipertensdo arterial, com um concomitante aumento de morbidades e mortalidade
(Triggle et al., 2003).

Fiorim e colaboradores (2011) mostraram que o tratamento com acetato de
chumbo por sete dias alterou a fungédo endotelial de aorta de ratos. Estas alteracdes
parecem ser decorrentes do aumento da biobisponibilidade de NO e da participacao
dos canais para K*. Neste sentido torna-se necessdaria uma abordagem sobre o
oxido nitrico, canais para K* e o receptor da Angiotensina Il do subtipo AT,
considerando este ultimo uma das possiveis vias pelo qual o chumbo poderia estar
aumentado a biodisponibilidade de NO.

E | Endothelial Cells
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Figura |: Fatores relaxantes e contrateis derivados do endotélio. 20-HETE, o acido 20-
hidroxieicosatetraenoico; KCa, canais para potassio ativados por célcio; COX, ciclooxigenase; LOX,
lipooxigenase; EC, células endoteliais; EDCFs, fatores vasoconstritores derivados do endotélio;
EDRFs, fatores vasodilatadores derivados do endotelio; EETs, acidos epoxieicosatrienoicos; NOS,
oxido nitrico; H202, o peroxido de hidrogénio; NOX, NAD(P)H-oxidase; P450-2C 2J ou 4A, o
citocromo P450; PGI2, prostaciclina; PGs, prostaglandinas; ROS, espécies reativas de oxigénio;
SOD, superoéxido-dismutase; ET-1, endotelina; VSMC, célula do musculo liso vascular; XO, xantina

oxidase; H.S, sulfeto de hidrogénio. (Fonte: Félétou e Vanhoutte, 2009).
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1.4 OXIDO NITRICO

O NO é um radical livre inorganico altamente reativo, em estado gasoso, o
que o permite difundir facilmente pelas membranas celulares promovendo
vasodilatacdo. Sua sintese resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios da L-
arginina que € convertido em L-citrulina, reacao que € catalisada pela 6xido nitrico
sintase (NOS). Em condicdes fisioldgicas o relaxamento ocorre pela estimulacao de
receptores (da acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, substancia P,
serotonina e outros) na membrana das células endoteliais ou quando ha um
aumento do atrito das células circulantes na camada endotelial levando a ativacao
da NOS e consequente producdo de NO (Félétou e Vanhoutte, 2009).

Este radical livre esta envolvido regulacdo do crescimento celular, além de
possuir acao inibitéria sobre a adesdo e agregacado plaquetaria (Moncada et al.,
19991; Cannon lll, 1998) (Figura ).
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Figura II: Efeitos NO endotelial. A estimulacéo de receptores endoteliais e o estresse de
cisalhamento estimulam a producdo do NO, o qual age na propria célula endotelial ou em
células adjacentes, como as células musculares lisas, leucocitos e plaquetas encontrados
na corrente sanguinea, resultando em numerosos efeitos envolvidos na homeostase
vascular (Rattmann, 2009).
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O NO, produzido pelas células endoteliais se difunde rapidamente para as
células musculares lisas onde ativa a enzima guanilato ciclase solivel. Quando
ativada, esta enzima promove a formacdo de monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP). O aumento da concentracdo de
GMPc leva a ativagdo da proteina quinase G (PKG), que atua por diversos
mecanismos, promovendo o relaxamento da musculatura lisa vascular (Moncada et
al., 1991., Cannon lll., 1998).

A PKG ativa canais para K* dependentes de Ca*?, inibindo assim a entrada de
Ca*™ do contetido extracelular pelos canais de calcio dependentes de voltagem,
hiperpolarizando a membrana. Esta proteina quinase pode atuar também no reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) estimulando a recaptacdo do Ca*?, na fosforilagdo da
cadeia leve da miosina, tornando-a menos sensivel aos fons Ca* e no trocador
Na*/Ca*? na membrana plasmatica (estimulando a saida de Ca*®) (Lincoln et al.,
2001). O NO promove ainda a ativagao direta de canais de K, levando a
hiperpolarizagcao da célula muscular lisa (Bolontina et al.,1994; Félétou e Vanhoutte,
1999, 2010). Todos estes mecanismos contribuem para a diminuicdo da Ca*?
intracelular, e conseqlentemente no relaxamento do musculo liso vascular
(Moncada et al., 1991., Cannon Ill, 1998; Lincoln et al., 2001;Triggle et al., 2003 )
(Figura IlI).
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Figura lll: Via de produgao do éxido nitrico (NO) pela enzima eNOS. Esta via pode ser
ativada ap0s a estimulagao de receptores das células endoteliais em cuja via de sinalizagao
ocorra 0 aumento da concentracéo intracelular do Ca®* Dentre os agonistas pode-se citar a
acetilcolina (ACh), substancia P (SP), bradicinina (BK), e adenosina trifosfato (ATP). Apos a
liberagéo pelas células endoteliais, este mediador exerce sua agdo nas células musculares
lisas, através da produgdo dos segundo mensageiro, GMPc, ou ainda através da
hiperpolarizacdo (modificado de Rattmann, 2009).

Ja esta bem estabelecido na literatura que a exposicado ao chumbo pode
alterar a biobisponibilidade de NO, entretanto os achados sdo ambiguos. Estudos
de exposic¢ao cronica ao chumbo tém demonstrado diminuicdo da biodisponibilidade
de NO (Silveira et al., 2014; Simbes et al., 2015), outros achados, como de Fiorim et
al., (2011) relatam aumento da biodisponibilidade de NO apés sete dias de
exposi¢cédo ao chumbo.

Mediante ao exposto e sabendo que o NO induz a vasodilatacao através de
diferentes vias, incluindo a ativagdo de canais para K*, uma breve revisdo sobre os

canais para K" torna-se-a necessaria.
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1.5 CANAIS PARA POTASSIO

O potassio (K*) é o ion mais abundante no meio intracellular, com maior
permeabilidade e influéncia sobre o potencial de membrane (Pm). Como a
concentragdo intracelular de K" é muito maior que a concentracdo extracelular, a
abertura dos canais para K' induz efluxo deste ion e, consequentemente, uma
alteracdo do Pm em direcdo a valores mais negativos (repolarizacdo ou
hiperpolarizacédo) (Haddy et al; 2006; Nelson e Quayle, 1995). Assim, os canais para
K* desempenham papel chave na regulacdo do tébnus do mdusculo liso vascular
(Nelson e Quayle, 1995; Félétou e Vanhoutte, 2006, 2009; Dias et al., 2014).

A abertura dos canais para K* do endotélio e MLV contribuem para a
manutencdo do potencial de membrana, através do efluxo de K*, resultando em
hiperpolarizacdo da membrana. Em um Pm mais negativo os canais para Ca*?
voltagem-dependentes fecham-se diminuindo a entrada do ion célcio, promovendo a
vasodilatacdo. Ao contrario, quando os canais para K' sido inibidos ha uma
despolarizacdo da membrana celular que ocasiona a abertura dos canais para Ca*?,
com consequente aumento da concentracdo de célcio intracellular e vasoconstricao
(Nelson e Quayle, 1995; Sobey, 2001; Ko et al; 2008).

As CMLV, in vitro, apresentam em Pm entre -40 e -60 mv quando submetidas
a uma pressao intravascular normal. Segundo Nelson e Quayle, (1995), o Pm do
MLV primariamente regula a contratilidade através da alteracdo do influxo de calcio
pelos canais para Ca*? voltagem-dependentes. Todavia, o0 Pm pode também regular
a entrada de Ca*™® através do trocador Na‘*/Ca*®, bem como pode influenciar a
liberagdo de Ca*? através da producdo de trifosfato de inositol. Uma despolarizacdo
ou hiperpolarizagdo de 3 mV do potencial de membrana da CMLV, pode alterar o
influxo de Ca*® para o sarcoplasma. Assim, qualquer agente farmacolégico ou
fisiolégico que alterar o Pm da CMLV podera ocasionar uma alteracéo significante
no didmetro do vaso.

Neste contexto, a hiperpolarizacdo da membrana através da abertura de
canais para K*, promove vasodilatacdo e constitui um importante mecanismo na
diminuicado da pressao arterial (Nelson e Quayle, 1995). Todavia, a inibicdo dos
canais para K* causa despolarizacdo levando a vasoconstricdo (Nelson e Quayle,
1995). Entéo, alteragbes nas fungdes dos canais para K" do MLV poderiam estar
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envolvidas na génese de doengas como hipertensao arterial sistémica (Sobey, 2001;
Callera et al; 2004) e diabetes (Kamata ef al; 1989).

1.5.1 Subtipos de Canais para Postassio

Ja esta bem estabelecido na literatura cientifica que os canais para K*
expressos no endotélio e musculo liso vascular contribuem para a manutencao do
potencial de membrana, através do efluxo de K*, resultando em hiperpolarizacédo da
membrana e consequente vasodilatagdo. Por outro lado, a inibicdo desses canais
leva a despolarizagdo da membrana e a vasoconstricdo. Quatro subtipos de canais
para K" foram identificados e sdo os responsaveis por executar esta funcdo: os
canais para K* voltagem dependentes (K,); os canais para K" retificador (Kj); os
canais para K" sensiveis ao ATP (Katp) € 0s canais para K™ ativados por alteragoes
de Ca*? intracelular, que podem ser subdivididos em: canais para K* ativados por
célcio de larga condutancia (BKcy); os canais para K' ativados por calcio de
intermediaria condutancia (IKcy); os canais para K* ativados por célcio de baixa
condutancia (SKga); (Nelson e Quayle, 1995; Ledoux et al, 2006; Félétou e
Vanhoutte, 2006, 2009).

1.5.1.1 Canais para K" Voltagem dependentes (K,)

Os K, presentes nas membrana celular do MLV sao ativados pela
despolarizacdo da membrana quando esta atinge o Pm situado entre os -35mv e os
-55mv. A funcéo de Kv estaria entdo relacionada a limitagdo da despolarizacéo e a
manutencdo do potencial de repouso da membrana celular com consequente
controle do ténus vascular (Sobey, 2001).

Os K, apresentam uma estrutura tetramérica composta por seis dominios
transmembrana (S1-S6) que formam a subunidade a. O dominio S4 forma o sensor
de voltagem deste canal. Entre os dominios S5-S6 encontra-se a regiao H5 ou poro,
por onde o canal é permeavel ao K*. Na arquitetura deste canal ainda esta presente
uma subunidade B que possivelmente serve para ancorar o canal a membrana
(Nelson e Quayle, 1995).



Introducao 44

Estudos prévios mostram que varias subfamilias de K, tem sido identificadas
e sao expressas em CMLV de diversos vasos (Nelson e Quayle, 1995;Tammaro et
al, 2004). Tammaro et al., (2004) sugeriram em seu trabalho que K2 1 seria 0 maior
responsavel pelas as correntes de K* em aorta de ratos. Estes pesquisadores
atribuiram a esta isoforma a capacidade de modulacdo da atividade contratil da
aorta. Em adigéo, Dias et al., (2014) também mostraram maior participacao dos Kv
em aorta de ratos machos.

Os K, podem ser inibidos de forma seletiva pela 4-aminopiridina (Nelson e
Quayle, 1995). As vias de sinalizacao envolvidas na ativacdo dos K, incluem: a
proteina quinase A (PKA) dependente de adenosina monofosfato ciclico (AMPc),
que esta relacionada ao mecanismo de acdo de vasodilatadores semelhantes a
adenosina, prostaglandina 2 (PGI2), o NO via guanosina monofosfato ciclico
(GMPc); e a diminuicdo do pH, que é descrito ativando os K, em midcitos de
coronaria. As vias de inativacao dos K, sado: a proteina quinase C (PKC); o aumento
da concentracdo de Ca*? intracelular; assim como, as Rho quinases (Sobey, 2001;
Jackson, 2005).

1.5.1.2 Canais para K" dependentes de Calcio (Kca)

Estes canais foram assim definidos tendo por base a sua ativagdo pelo
aumento da concentragdo de Ca*? intracelular. Todavia, estes também aumentam
sua atividade com a despolarizacao e por acao de alguns estimulos vasodilatadores.
Os Kca sao subdivididos em: canais para K™ ativados por calcio de larga condutancia
(BKca); 0s canais para K* ativados por calcio de baixa condutancia (SKcp) e de
intermediaria condutancia (IKca) (Nelson e Quayle, 1995; Wrzosek, 2009; Ledoux et
al., 2006; Félétou e Vanhoutte, 2006, 2009).

1.5.1.2.1 Canais para K* ativados por calcio de larga condutancia (BKcz)

Os BKc, sdo denominados canais para potassio ativados por calcio de larga
condutancia (200 — 250 pS) e estdo envolvidos na regulacao do ténus miogénico,
contribuindo para o controle da RVP e regulagédo do potencial de membrana do MLV
(Ledoux et al; 2006; Félétou e Vanhoutte, 2009).
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Estruturalmente, os BKca sdo divididos em duas subunidades alfa e beta. A
subunidade alfa do canal possui 11 dominios transmembrana (SO — S10). Assim,
comparados a outros canais para K*, a regido S4 forma o sensor deste canal e
regiao do poro esta localizada nos dominios S5 — S6. Estudos prévios consideram a
subunidade alfa do BKc, um local de grande afinidade as variagées da concentracao
de Ca*? intracelular e poderia ser considerado um sitio de ligagdo para o célcio
(Ledoux et al; 2006; Ko et al; 2008).

Segundo Ledoux et al; (2006) a subunidade B do BKc, interage com o
dominio SO da subunidade a aumentando a voltagem e a sensibilidade dos BKc..
Recentemente, foram identificadas quatro subunidades B do BKc, (1 - 4), mas a
subunidade predominante em MLV ¢é a B1.

Os BKc, estdo co-localizados aos receptores de rianodina do reticulo
sarcoplasmatico e no sarcolema, nas proximidades do reticulo sarcoplasmatico.
Esta distribuicdo dos BKg, ha membrana da célula do MLV que permite aos
mesmos entrarem em contato com o Ca*? liberado através dos sparks de Ca*? (> 10
pMM) (Ledoux et al; 2006; Félétou e Vanhoutte, 2009 ).

Conceitualmente os sparks sdo liberacdes de Ca*? resultantes da abertura
dos canais para rianodina do reticulo sarcoplasmatico que geram uma grande
elevacdo da concentracdo de Ca* (10 — 100 pM) em uma &rea restrita da célula
(cerca de 1% do volume celular). Funcionalmente, os sparks aumentam a
concentracdo local de Ca*? e ativam os BKca. Estes canais promovem o efluxo de K*
e causam hiperpolarizagdo da membrana (Figura IV). Por outro lado, a inibicao dos
sparks por bloqueio dos receptores de rianodina, ou dos canais BK¢, por iberiotoxina
(inibidor seletivo dos BKc,), induz a despolarizagdo da membrana, ativacado dos
canais para Ca* voltagem dependentes do tipo L, promovendo a vasoconstricao
(Ledoux et al; 2006; Félétou e Vanhoutte, 2009).
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Figura IV: Distribuicdo espacial e funcional dos canais para potassio dependentes de célcio (Kcy). Os
trés subtipos de Kca, 0s BKc,, IKca € canais SKc,, estdo presentes na parede vascular, mas com a
localizacdo muito especifica. Os BKg, estdo expressos no MLV, préoximos ao reticulo
endoplasmatico. Os K, e SKg, (especialmente a subunidade a SK3) sdo constitutivamente
expressas em células endoteliais. Os SKc, estdo difusamente distribuidos nas jungbes endoteliais,
especialmente na regido das caveolas, e estdo associados com varias conexinas (Cxs). Os IKCa sao
preferencialmente localizadas nas jun¢cdes mioendoteliais. ACh, a acetilcolina; BK, bradicinina; PE,
fenilefrina; RyR, receptor ryanodine; SP, substancia P; Na * / K * -ATPase e canais para potassio

retificadores de influxo (Kir) (Fonte: Félétou e Vanhoutte, 2009).

De maneira resumida, as vias de ativacao dos BKc, incluem: despolarizacao,
aumento da [Ca*?, NO, monéxido de carbono (CO), PKA e PKG. Por outro lado,
estes canais sdo inibidos por hiperpolarizagdo, diminuicdo da [Ca™®]s e PKC
(Félétou e Vanhoutte, 2006; Wrzosek, 2009; Félétou, 2009). Estd bem estabelecida
na literatura cientifica que algumas substancias derivadas do endotélio estdo
envolvidas na modulagdo da atividade dos BKgy no MLV. O NO é capaz de ativar
diretamente (Bolotina et al., 1994) e indiretamente os BKc,. Neste Ultimo caso
impedindo a formacao de um inibidor endégeno (Alonso-Galicia et al. 1997; Sun et



47
Introducéo

al.,, 1998). Ja as espécies reativas de oxigénio sdo consideradas uma influéncia
modulatoria negativa sobre a atividade dos BKc, em doengas cardiovasculares
(Félétou, 2009).

Estudos mostram que os BKga podem ser inibidos por bloquadores nao
especificos como o TEA e a caribdotoxina. Entretanto, a Iberiotoxina, uma toxina do
escorpiao, é considerada o bloqueador mais especifico destes canais (Callera et al
2004; Tammaro et al. 2004; Ledoux et al. 2006).

1.5.1.2.2 Canais para K" ativados por calcio de Baixa condutancia (SKc.) e

intermediaria condutancia (IKca)

Os canais SK¢, sdo denominados canais para potassio ativados por calcio de
baixa condutancia (10 - 40 pS) e estao envolvidos no controle do ténus vascular e da
pressao arterial (Ledoux et al;, 2006). Quatro familias de SK¢, foram identificadas
(SKca 1- 4). Os canais SKca 1, 2 e 3 sao descritos como canais de baixa
condutancia. Ja SKc, 4 também é conhecido como IKga pois possui condutancia
intermediaria (Ledoux et al; 2006).

Estruturalmente o canal é formado por seis dominios transmembrana (S1 —
S6) com terminagdes amino e carboxila no meio intracelular. A regido do poro esta
localizada na regido S5-S6 de forma similar ao que acontece com as demais
isoformas de canais para potassio (Ledoux et al., , 2006).

Os SKca sa@o expressos em neurdnios, epitélio, endotélio vascular, e em
varios tipos de musculo liso, mas sdo pobremente expressos em MLV. A subunidade
SKca3 é constitutivamente expressa nas células endoteliais (Ledoux et al., 2006;
Félétou, 2009). Os SKca e IKca (SKca 4) apresentam uma localizagdo espacial
diferente nas células endoteliais Os SK¢, estao difusamente distribuidos nas juncdes
endoteliais, especialmente nas regides das cavéolas, e estdo associados com varias
conexinas (Cxs). Ja os IKCa (SK¢, 4) sao preferencialmente localizadas nas jungdes
mioendoteliais. (Figura 1V) (Félétou, 2009).

Funcionalmente, a ativagdo dos SKca devem-se ao aumento da [Ca*™?c; e a
inibicdo destas se da pela diminuicdo da [Ca*™®].. Vale ressaltar que a abertura do
poro de SKg, € independente do potencial de membrana e extremamente
dependente da concentracdo de Ca*? e da participagdo da calmodulina (Figura 1V)
(Ledoux et al., 2006; Félétou, 2009). A calmodulina estd ligada a terminagao
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carboxila do SKc,, conferindo ao canal a sensibilidade ao célcio. A ligagdo do calcio
com a calmodulina induz uma mudancga conformacional do canal que leva a abertura
do poro (Ledoux et al., 2006).

Estudos prévios mostram que a apamina, uma toxina extraida da abelha, é
capaz de inibir seletivamente os SK¢a 1 a 3. Ja 0s IKca (SKca 4) podem ser inibidos
nao seletivamente pela caribdotoxina, toxina extraida do veneno de escorpido
(Ledoux et al., 2006; Félétou, 2009).

1.5.1.3 Canais para K" sensiveis ao ATP (Katp)

Os canais para K" sensiveis a adenosina trifosfato (ATP) sdo assim
nomeados tendo por base a sensibilidade para o ATP intracelular que inibe a sua
atividade. Por outro lado, o aumento da adenosina difosfato (ADP) intracelular é
capaz de ativar o Katp. Desta forma, o Katp responde as alteracbes do estado
metabdlico da célula (Nelson e Quayle, 1995; Sobey, 2001).

A diminui¢cdo da Pa0,, do pH e vasodilatadores como adenosina, PGI2, CGRP
e NO podem ativar os Karp através da fosforilacdo das proteinas quinase A e G, bem
como aumento dos niveis de AMPc e GMPc. Ao contrario, vasoconstritores como
norepinefrina, vasopressina, endotelina e angiotensina Il fecham estes canais
através da ativagdo da PKC e elevacdo da [Ca*?].; (Nelson e Quayle, 1995; Jackson,
2005; Fozard e Manley, 2001).

Os Katp estdo localizados no MLV e de forma similar aos demais canais para
K*, os estimulos capazes de ativar a corrente através de Katp promovem a
hiperpolarizacdo da membrana que possibilita o fechamento dos canais voltagem-
dependentes de Ca*?, ocasionando uma reducdo nas [Ca*?].; e vasodilatacdo.
Assim, estes canais contribuem para regulacdo do ténus vascular e do fluxo
sanguineo (Nelson e Quayle, 1995; Sobey, 2001).

Estudos prévios mostram o envolvimento dos Karp na génese de doencas
cardiovasculares como hipertensdo e diabetes (Nelson e Quayle, 1995; Fozard e
Manley, 2001). Segundo Dick e Tune (2009), os Katp s@o importantes na

vasodilatacao coronariana, mediante situacao de isquemia.
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Alguns trabalhos sugerem que a glibenclamida, um bloqueador seletivo
destes canais, tem sido considerada um importante mecanismo de investigacdo do

papel dos Katp na fungéo celular (Nelson e Quayle, 1995; Ko et al; 2008).
1.5.1.4 Canais para K" retificadores de influxo (Kig)

Os canais para K" retificadores de influxo (Kig) sdo assim nomeados, pois
atuam retificando o influxo de K*. Estes canais permitem o influxo de K™ a medida
gue a membrana da célula se hiperpolariza e o efluxo de K a medida que a célula
se despolariza. Vale ressaltar que os Kig sao ativados pela hiperpolarizacdo da
membrana, em contraste aos K, e Kca que sdo ativados por despolarizacdo (Nelson
e Quayle, 1995; Jackson, 2000).

Estruturalmente, este canal é considerado um tetrdmero e constituido por
varias subfamilias. A subfamilia Kig 2.0 apresenta propriedade retificadora. Sugere-
se que o Kig 2.1, mas ndo Kig 2.2 ou Kig 2.3, seja expressa no MLV. Estes canais
sdo abundantes em vasos de resisténcia como as mesentéricas, corondrias e
arteriolas cerebrais (Nelson e Quayle, 1995; Ko et al; 2008). Assim, acredita-se que
os Kig contribuam para a manutencdo do Pm e tbnus de repouso em vasos de
pequeno diametro (Nelson e Quayle, 1995; Jackson, 2000; Sobey, 2001). A
regulacdo do Pm impossibilita a hiperpolarizacdo da membrana para valores mais
negativos que o potencial de equilibrio do K*, mantido pela atividade da Na"K'-
ATPase, minimizando a perda celular de K* e, desta forma reduzindo o gasto
energético durante a sustentada despolarizagdo da membrana. Além disso, estes
canais seriam ativados em resposta ao aumento da concentragdo extracelular de K*
ocasionando vasodilatagao (Nelson e Quayle, 1995).

Os Kir podem ser ativados por hiperpolarizagdo e aumento da concentracao
de K* extracelular. Contudo, podem ser inibidos pela despolarizagdo e diminuicao do
K* extracelular. Esta bem estabelecida na comunidade cientifica que estes canais
podem ainda ser bloqueados seletivamente utilizando uma concentracdo 50 yM do
fon bario (Ba*?) (Nelson e Quayle, 1995; Jackson, 2000). Estudo prévio sugere que
os Kig estdo envolvidos em doencas cardiovasculares como a hipertensao arterial e
a aterosclerose (Nelson e Quayle, 1995).

Conhecidos os principais canais para K" expressos no endotélio e no MLV

que contribuem para manutencao do ténus vascular e considerando os achados de
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Fiorim e colaboradores (2011) de aumento de biodisponbilidade de NO apés a
exposicao por sete dias ao chumbo, por conseguinte, torna-se necessaria uma
abordagem sobre o receptor da Angiotensina Il do subtipo AT, considerando este
ultimo uma das possiveis vias pelo qual o chumbo poderia estar aumentado a
biodisponibilidade de NO.

1.6 RECEPTOR DA ANGIOTENSINA |1 DO SUBTIPO AT

A cascata de producdo da Angiotensina Il advém de reagdes ocorridas
inicialmente na circulacdo renal e depois na circulagdo sistémica. Esta via de
ativacao se inicia com a liberacdo de renina pelas células justaglomerulares das
arteriolas aferentes renais quando estimuladas por uma reducéo da pressao arterial
ou desequilibrio hidro-eletrolitico. Assim, a pré-pro-renina, um peptideo nao ativo, se
transforma em pré-renina. Posteriormente, a pro-renina, através da protedlise celular
transforma-se em renina. Esta, ao ser liberada, ird atuar sobre o angiotensinogénio,
que sera clivado, gerando a angiotensina |. Esta, por sua vez, sofrerd acdo da
enzima conversora de angiotensina (ECA) no pulméao, originando a angiotensina |l
(Crackower et al., 2002; Touyz e Schiffrin, 2000).

A ECA existe no plasma, como um horménio circulante e se expressa em
diversos tecidos como o endotélio vascular, o endotélio dos tubulos proximais renais,
coracdo, pulmao, rim, adrenal, e orgaos reprodutivos. Seu papel é promover a
clivagem dipeptidica carboxi-terminal de alguns peptidios atuando assim, na
regulacao do tbnus vascular pela conversao do peptideo inativo angiotensina | em
angiotensina Il, além de inativar a bradicinina (vasodilatadora) e a substancia P.
(Touyz e Schiffrin, 2000).

A angiotensina Il exerce efeitos locais, como nos vasos sanguineos, rins,
coracdo e sistema enddcrino. Esta enzima realiza ainda importante papel na
regulacado da pressao sanguinea (Griedling et al., 1996; Crackower et al., 2002;
Lacolly et al., 2009).

Os efeitos da angiotensina Il sobre o organismo sao mediados por receptores
especificos da membrana, o receptor de angiotensina do subtipo 1 (AT;) e o receptor
de angiotensina do subtipo 2 (AT,). A maioria das agdes fisioldgicas da Ang Il, quase
todas prejudiciais, sdo mediadas via receptor AT{. Em contraste, sua interacdo com
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receptor AT, modula negativamente as agdes dos receptores ATy na maioria das
circustancias e geralmente possuem efeitos benéficos (Shetal e Carey, 2013).

A unido entre da angiotensina Il com o receptor AT culmina em contracdo do
musculo liso vascular (Griendling et al.,, 1996; Touyz e Schiffrin, 2000; Garrido e
Griendling, 2009). Por outro lado, a interacdo da angiotensina Il com o receptor AT,
estda relacionada com a liberacdo de NO promovendo vasodilatacdo, efeitos
antiproliferativos e apoptose. (Griendling et al., 1996; Steckelings et al., 2005).

Os receptores AT, sdo expressos em niveis elevados no feto, mas sua
expressao parece diminuir amplamente apds do periodo neonatal em alguns tecidos.
Em adultos, estes receptores sdo expressos nos rins, cértex adrenal, ovarios, utero,
coracéo e sistema vascular, especialmente o endotélio. Ja esta bem estabelecido na
literatura cientifica 0 aumento da expressao do receptor AT, em condicbes como
injuria vascular, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal
(Griendling et al., 1996; Steckelings et al., 2005).

A unido entre da angiotensina Il com o receptor AT, ativa a via de producao
do NO e GMPc que estao envolvidos no processo de relaxamento do MLV. Estudos
prévios demonstraram que a vasodilatacdo induzida pelo receptor AT, pode ser
mediada pela ativacdo da cascata bradicinina, NO e GMPc (Yayama et al., 2006;
Shetal e Carey, 2013). A Figura 4 mostra que a estimulagdo dos receptores AT,
aumenta producdo local de bradicinina em vasos, que por sua vez, estimula
receptores B, para ativar a cascata NO / cGMP (Shetal e Carey, 2013). A

1177 633

bradicinina, pode induzir a fosforilagdo da eNOS nas Ser e Ser™” através da

177 através da

ativacao da proteina quinase A (PKA) (Yayama et al., 2006) e na Ser
ativacao da proteina serina treonina quinase (Akt) (Shetal e Carey, 2013). Vale
ressaltar que o receptor AT, pode aumentar a producdo de NO de maneira direta,

independente da producéo bradicinina (Shetal e Carey, 2013).
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Figura V: Vasodilatagdo induzida pelo receptor AT, mediada pela ativagdo da cascata
bradicinina, NO e GMPc. A estimulacdo dos receptores AT, aumentam producao local de
bradicinina em vasos, que por sua vez, estimula receptores B, para ativar a cascata NO /
cGMP. Bradicinina (BK), receptor de bradicinina 2 (BK B,), Calicreina, CGs (guanilato
ciclase soluvel), monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), trifosfato de guanosina (GTP)
(Shetal e Carey, 2013).

Estudos recentes mostram que os receptores AT, desempenham um papel de
contra-regulagdo benéfica sobre a fungao cardiovascular. A expressao e/ou
atividade reduzida dos receptores AT, podem contribuir para o processo de
formagéo de edema, inflamacéo e fibrose levando a danos no tecido cardiovascular
e 0 agravamento de doengas como a hipertensao arterial. Os efeitos vasodilatador e
hipotensor da ativacdo dos receptores AT, podem ser visualizados a curto e em
longo prazo e nao estao associados a dessensibilizacao dos receptores, tornando-os
assim um potencial alvo terapéutico (Shetal e Carey., 2013).

Diversos estudos mostram que a exposi¢cdao ao chumbo promove alteragdes
do sistema renina- angiotensina (Boscolo e Carminghani, 1988; Vaziri et al., 2001),
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incluindo o aumento da atividade da ECA plasmatica (Sharifi et al., 2004; Fiorim et
al., 2011; Simdes et al., 2011). Uma pesquisa realizada com sete dias de exposicao
ao chumbo mostrou aumento da atividade da ECA plasmatica, sugerindo
consequente aumento dos niveis de angiotensina Il nos animais expostos ao metal.
Somam-se a esses achados uma correlacdo positiva entre 0 aumento da atividade
da ECA e o aumento da PAS, sugerindo que o sistema renina angiotensina seja o
mediador das alteragdes da presséo arterial (Fiorim, 2011).

Ja esta bem estabelecido na literatura que a angiotensina Il aumenta a
biodisponibilidade de NO em de aorta toracica (Pueyo et al,1998; Yayama et al,
2006). Considerando que o tratamento por sete dias com acetato de chumbo
aumentou a ECA plasmatica e a biodisponibilidade de NO em aorta de ratos (Fiorim
et al., 2011), poderiamos especular o envolvimento dos receptores AT, neste

aumento de biodispobibilidade de NO nos animais chumbo.

2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a exposicdo ao chumbo esta sendo reconhecida como um sério
problema de saude ocupacional e ambiental. Assim, os estudos da exposicdo a
baixas concentracées de chumbo, mesmo que conduzidos em animais, podem
despertar a atencado dos 6rgaos publicos responsaveis pelo controle da emissao
deste metal, assim como para uma revisdo dos valores considerados limites de
exposi¢cdes ocupacionais e nao ocupacionais. Nos ultimos anos, estudos realizados
em nosso laboratério tentam elucidar os efeitos toxicos do chumbo sobre o sistema
cardiovascular, em plumbemia inferior ao limite estabelecido pelas legislacbes
internacionais (Fiorim et al., 2011, 2012; Silveira et al., 2014; Fioresi et al., 2014;
Simodes et al, 2011, 2015).

Fiorim e colaboradores (2011) mostraram que a exposi¢cdo ao chumbo,
mesmo em baixa concentracao sanguinea (~10ug/dL), aumentou a PAS, diminuiu a
reatividade vascular e aumentou a biodisponibilidade de NO em aortas de ratos. Os
principais achados do referido trabalho conduziram os autores a novos
questionamentos. Por qual via o acetato de chumbo, em baixa concentracdo e na
fase inicial de exposicao (sete dias), poderia aumentar a biodisponiblidade de NO e

assim, diminuir a resposta a fenilefrina?
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Sabendo que o NO induz a vasodilatagdo através de diferentes vias, incluindo
a ativagdo de canais para K* (Bolontina et al., 1994; Félétou, 2009), seria possivel
que a reducao de reatividade vascular , atribuida a maior liberacdo de NO, observada
nos animais expostos ao Pb envolveria a ativacao de canais para potassio?

Além disso, estudos prévios mostram que a angiotensina |l pode aumentar a
biodisponibilidade de NO em de aorta toracica (Pueyo et al,1998; Yayama et al,
2006). Considerando que o chumbo aumentou a ECA plasmatica e a
biodisponibilidade de NO em aorta de ratos (Fiorim et al, 2011), poderiamos
especular também que a angiotensina I, via receptores AT,, estaria promovendo o
aumento de NO.

Portanto, diante das consideragdes acima, o presente estudo levanta duas
hipdteses: (1) Estaria o receptor da Angiotensina Il do subtipo AT, envolvido no
aumento da biodisponibilidade de NO nos animais chumbo? (2): Seria possivel o NO
induzir vasodilatacdo através de uma maior ativagdo dos canais para K* nos animais
chumbo?

Desta forma, um estudo sobre o envolvimento dos receptores AT, no aumento
da biodisponibilidade de NO e a participagdo dos canais para K* em aorta de ratos
expostos ao chumbo perfazem os objetivos do presente trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se via receptores AT,, 0 acetato de chumbo, em baixa concentracao e
na fase inicial de exposicao (sete dias), poderia aumentar a biodisponiblidade de NO
e assim, diminuir a resposta a fenilefrina.

Sabendo que o NO induz a vasodilatagao através de diferentes vias, incluindo
a ativacdo de canais para K*, o presente estudo objetivou também investigar a
participacao dos canais para K" em aorta de ratos expostos ao chumbo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar se o tratamento por sete dias com acetato de chumbo promove alteragao
na reatividade vascular a fenilefrina;

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

Estudar participagéo do 6xido nitrico e do receptor AT, na reatividade vascular a
fenilefrina.

Avaliar se via receptores AT, o0 chumbo estaria promovendo aumento da
biodisponibilidade de NO.

Estudar a participagdo do 6xido nitrico e dos canais para K* na resposta de
relaxamento dependente do endotélio.

Verificar a participagdo dos canais BKcy e K, na resposta de relaxamento
independente do endotélio.

Analisar se o tratamento de sete dias com acetato de chumbo altera a liberagcao
basal e estimulada de 6xido nitrico nos anéis de aorta toracica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

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

O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo
com os principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo e Uso de
Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES 052/2011).

4.1.1 Modelo Experimental

Os ratos foram divididos de forma aleatéria em dois grupos experimentais:
Controle e Chumbo. Os animais do grupo Chumbo receberam diariamente, durante
sete dias, injecdes intramusculares (im.) de acetato de chumbo na face interna das
patas traseiras, sendo a primeira dose de 4 ug/100 g e as doses subseqlentes de
0,05 ug/ 100 g/dia. Os animais do grupo Controle receberam diariamente injecao im.
nas patas traseiras, de solucao salina. Estudo prévio do nosso laboratério mostrou
que esse tratamento atingiu uma concentracao sanguinea de chumbo de 9,98 ug/dL
ao final do tratamento (Fiorim et al., 2011) (Figura VI).
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Figura VI: Modelo Experimental utilizado no presente estudo. Os ratos foram divididos de
forma aleat6ria em dois grupos experimentais: Controle e Chumbo. Os animais do grupo
Chumbo receberam diariamente, durante sete dias, inje¢cdes intramusculares (im.) de
acetato de chumbo, enquanto os animais do grupo Controle receberam diariamente injegao
im. de solucao salina (O Estado de Sao Paulo, 2011).

4.2 METODOLOGIA EMPREGADA PARA OBTENCAO DOS ANEIS ISOLADOS DE
AORTA TORACICA

Os animais foram anestesiados com Tiopental sédico (Amental®) na dose de
50 mg/kg intraperitoneal e, em seguida, eutanaziados e exanguinados. A aorta
toracica descendente foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente em uma
placa de Petri contendo solugdo de Krebs-modificado, composta por (em mM): NaCl
127; KCI 4,7; CaCl,.2H0 2,5; MgS04.7H.0 1,2; KH,PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose
11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogénica contendo 5% de CO. e 95% de O..
Esta solucao foi mantida com pH 7,4.

Apés a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta toracica foi dividida em
seis segmentos cilindricos de aproximadamente 3,0 a 4 mm de comprimento (Figura
VII).
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Figura VII: (A) Aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo solugao de Krebs,
antes da manipulagéo para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Apds a retirada dos
tecidos e sendo dividida em segmentos cilindricos entre 4 mm (Angeli, 2009).

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solucao de
Krebs-Henseleit aquecida a 36 + 0,5 °C, continuamente gaseificada com mistura
carbogénica, mantendo o pH estavel em 7,4. Dois fios de ago inoxidavel, em forma
de triangulos, foram passados através do lumen dos segmentos de forma que
fiquem paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado a parede do banho e o outro
conectado verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica. Assim, qualquer
alteracdo do diametro do vaso era captada pelo transdutor de forca (TSD 125)
conectado a um sistema de aquisicao de dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa
Béarbara, CA- USA) e este a um computador (Figura VIII).
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Figura VIII: Preparacdo dos anéis isolados de aorta para avaliagéo da reatividade vascular
“in vitro” (Nunes, 2014).

Ap6s a montagem, os anéis aérticos foram submetidos a uma tensdo de
repouso de 1 grama, reajustada, quando necessdario, durante 45 minutos de
estabilizagao (Figura IX A).

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

Ap6és o periodo de 45 minutos de estabilizacéo, foi administrado ao banho KCI
75 mM para verificar a atividade contratil do musculo liso vascular induzida por
despolarizacao. Apds atingirem uma variacao de um grama de forga a partir do valor
basal, estes anéis eram lavados aproximadamente trés vezes com solugcdo de
Krebs-Henseleit até retornar a tensao de repouso (Figura IX B, C). Assim, os anéis
que nao obtiveram tal contracdo foram descartados. Apdés 30 minutos de
estabilizacao (Figura IX D), uma nova dose de KCI (75 mM) era adicionada ao banho
para a aquisicdo de uma contracdo maxima do musculo liso vascular, aferida no

periodo de aproximadamente 30 minutos, tempo necessario para atingir um platé no
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registro da contracao (Figura IX E, F). ApGs este platd, os anéis foram novamente
lavados trés vezes para atingir o valor basal (1.0 grama) e, depois de 30 minutos
(Figura IX G, H), esses anéis foram submetidos a avaliagdo da integridade funcional

do endotélio.

4.2.2 Avaliacao da integridade funcional do endotélio

A fungao endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo
agonista muscarinico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraidos
com fenilefrina (1 pM). Uma vez atingido o platé, uma dose Unica de acetilcolina (10
pM) foi aplicada (Figura IX |, J, L). Os anéis que relaxaram menos que 80% do platd

eram descartados.

minutes

Figura IX: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do mdusculo liso
vascular com KCI e avaliacao da integridade funcional do endotélio. Avaliagdo da viabilidade
do musculo liso vascular com KCI: A) Periodo de estabilizagao inicial (45 min permanecendo
na tensao de 0.9 a 1,3 g); B) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com
solucado Krebs-Henseleit; D) Periodo de estabilizagao (30 min); E) Adicao de KCI (75 mM) ao
banho; F) Platdé da contragdo induzida pelo KCI (75 mM); G) Lavagem dos anéis com
solugdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabilizacdo (30 min). Avaliagdo da integridade
funcional do endotélio: 1) Pré-contragdo com fenilefrina (Fe) 1uM; J) Platdé da contracao
induzida pela Fe; L) Adicao de acetilcolina (ACh) 10uM. O tempo foi registrado em minutos,
eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forga em gramas (g), eixo vertical. (modificado de
Dias, 2011).
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4.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

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

resposta vasoconstritora a fenilefrina.

Apoés a avaliagdo da integridade funcional do endotélio, a solugao nutridora do
banho foi trocada trés vezes para que a tensao basal fosse restabelecida. Apds 30
minutos de estabilizacdo e mais 30 minutos de incubagdo com farmacos, era
realizada a curva concentracao-resposta a fenilefrina (0,1 nM — 0,3 mM) de maneira
cumulativa nos dois grupos estudados. O efeito do chumbo na resposta contratil a
fenilefrina, foi calculado como percentual de resposta ao KCI (75 mM).

4.3.2 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento por sete dias
com acetato de chumbo sobre a resposta vasoconstritora a fenilefrina.

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram
realizados da seguinte forma: ap6s o teste do endotélio e dos 30 minutos de
estabilizacdo da preparacédo, o farmaco a ser estudado era incubado por trinta
minutos, e, logo apds, realizada a curva concentracao-resposta a fenilefrina (0,1 nM
— 0,3 mM) (Figura X).
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30 minutos

Figura X: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubagao com o farmaco
a ser estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentragdo-resposta a FE
(0,1 nM - 0,3 mM) (Angeli, 2009).

4.3.2.1 Influéncia do 6xido nitrico no tratamento por sete dias com acetatode

chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

Com a finalidade de estudar a participacao do éxido nitrico (NO) na resposta
contratil a fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor nao-
seletivo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), o NC-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, 100 pM).

4.3.2.2 Influéncia do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre o
receptor da Angiotensina Il do subtipo AT, na resposta vasoconstritora a

fenilefrina.

Buscando averiguar uma possivel ativacao dos receptores dos receptores AT,
pela angiotensina Il, os anéis de aorta dos grupos Controle e Chumbo foram
incubados com um inibidor especifico dos receptores AT, 0 PD 123319 (1 uM).

Posteriormente, para confirmar a hipétese que a angiotensina Il, via

receptores AT,, a estaria promovendo aumento da biodisponibilidade de NO nos
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animais chumbo, foi realizado o protocolo de co-incubagédo de L-NAME (100 uM) +
PD 123319 (1 uM).

4.3.3 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo na resposta de
relaxamento dependente do endotélio

A funcao endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-
contraidos com fenilefrina (1uM). Uma vez obtido o platd, foram realizadas as curvas

concentragao-resposta, cumulativas a acetilcolina (0.1 nM-300 uM).

4.3.3.1 Influencia do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a
atividade funcional dos canais para potassio na resposta de relaxamento
dependente do endotélio.

Para avaliar a participacao dos canais para K* na resposta vasodilatadora a
ACh, os anéis aorticos foram pré-contraidos com KCI (60 mmol/L).

Concentragbes aumentadas de K" no meio extracelular promovem
despolarizacdo da membrana plasmatica e abertura de canais para calcio
dependentes de voltagem (Berridge et al., 2003). O aumento da concentragdo de
célcio intracelular resulta na ativagcdo da quinase da cadeia leve da miosina e
fosforilagdo da miosina. Uma vez fosforilada, a miosina interage com os filamentos
de actina, produzindo a contracao (Somlyo e Somlyo, 2000). Como essa contracao €
depenente da despolarizacdo da membrana, isso impede os canais para K* do MLV
funcionem adequadamente, uma vez que o potencial de repouso das células se

encontra menos negativo.
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4.3.3.2 Influéncia do éxido nitrico no tratamento por sete dias com acetato de
chumbo sobre o relaxamento induzido pela ACh em aorta toracica pré-contraida
com fenilefrina ou com KCI (60 mmol/L).

Com a finalidade de estudar a participacao do éxido nitrico (NO) na resposta
vasodilatadora a ACh (em artéria pré-contraida com fenilefrina ou com KCI - 60
mmol/L), os anéis foram incubados com um inibidor ndo-seletivo da enzima o6xido
nitrico sintase (NOS), o N€-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 uM).

4.3.3.3 Influéncia dos subtipos de canais para potassio no tratamento por sete dias
com acetato de chumbo sobre o tdbnus basal e a resposta de relaxamento
dependente do endotélio.

Com a finalidade de estudar a participacdo dos subtipos de canais para K*
sobre o tonus basal e resposta vasodilatadora a ACh, os anéis foram incubados com
tetraetilaménio (TEA, 2.0 mM), um inibidor nao especifico dos canais para K*, 4-
aminopiridina  (4-AP, 5mM), inibidor seletivo dos canais para K* voltagem-
dependente (K,); Iberiotoxina (IbTx, 30nM), inibidor seletivo dos dos canais para K*
ativados por célcio de larga condutéancia (BKca) € Apamina (0,5uM), inibidor seletivo

dos canais para K" ativados por calcio de baixa condutancia (SKca).

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

A avaliagdo da vasodilatacdo ndo mediada pelo endotélio foi analisada
através do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio (NPS). Assim como
para acetilcolina, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina (1uM) e, a seguir,
foram realizadas curvas concentracao-resposta ao NPS em concentracoes de 0.01
nM-0.3 uM.
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4.3.4.1 Influéncia dos subtipos de canais para potassio no tratamento por sete
dias com acetato de chumbo sobre o relaxamento independente do endotélio.

Para avaliar o efeito direto do NO sobre os canais para potassio do
musculo liso vascular, os anéis foram incubados com lberiotoxina (IbTx, 30nM),
inibidor seletivo dos dos canais para K™ ativados por célcio de larga condutancia
(BKca) e 4-aminopiridina (4-AP, 5mM), inibidor seletivo dos canais para K*
voltagem-dependente (K,) e em seguida foi realizada curva de relaxamento ao
NPS, um doador de NO.

4.4 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO
SOBRE A MEDIDA DOS NIVEIS DE OXIDO NIiTRICO NOS ANEIS DE AORTA
TORACICA.

A liberagao local de NO foi avaliada conforme o método descrito por Martin et
al., (2005). Para a realizagdo desse protocolo, 0os anéis obtidos foram estabilizados
durante 30 minutos em tampao HEPES (em mmol/L: NaCl 119; HEPES 20; CaCl,
1,2; KCl 4,6; MgSQO4 1; KHz PO4 0,4; NaHCOg3 5; glicose 5,5; NaH,PO4 0,15; pH 7,4)
a 372 C. Depois do periodo de estabilizacdo, os anéis dos grupos Controle e
Chumbo foram incubados com o produto fluorescente 4,5-diaminofluoresceina (DAF-
2 umol/L, diluido em tampao HEPES) durante 30 minutos, a 37° C, e a solucao foi
coletada para medida da liberacdo basal de NO. Para medida da liberagdo de NO
apoés estimulo, uma concentracao de fenilefrina (1 uM) e de ACh (10 uM) foi aplicada
em ambos 0s anéis, com 0 objetivo de mimetizar as mesmas condi¢cdes dos
experimentos conduzidos no estudo de reatividade vascular. Em seguida, a solucéo
foi novamente coletada para a medida da liberacao de NO.

A producao de NO foi estimada a partir da intensidade de fluorescéncia do
DAF. A fluorescéncia da solugédo foi medida em temperatura ambiente usando um
espectrofluorimetro (Biotek Sinergy ™ 2 Instruments, Biotek’'s Gen 5™ Software),
com filtros de excitacdo no comprimento de onda de 492 nm e de emissdo no
comprimento de onda de 515 nm. Para determinar a emissdo basal de fluorescéncia

do DAF, foi realizada a medida da fluorescéncia da solucdo sem a presenca do anel
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de aorta. A quantidade de Oxido nitrico liberada foi expressa como unidades
arbitrarias/mg de tecido.

4.5 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

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

As respostas contrateis ao KCl e a fenilefrina foram expressadas como tensao
desenvolvida pelo anel de aorta, em gramas de contracdo. As respostas de
relaxamento dependente e independente do endotélio, evocadas pela acetilcolina e
nitroprussiato de sédio, respectivamente, foram expressas em porcentagem de
relaxamento em relacdo a pré-contracao obtida pela fenilefrina.

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

Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos farmacos sobre a
resposta contratil a fenilefrina ou a resposta vasodilatadora a ACh ou ao NPS dos
grupos estudados, alguns resultados foram expressos como diferencas das areas
abaixo das curvas (dAUC) de concentracao-resposta a fenilefrina. A dAUC foi
calculada para cada curva concentracao-resposta e a diferenca esta expressa como
porcentagem da diferenca da AUC (dAUC%) da curva controle correspondente.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por teste t de Student nao-
pareado, andlise de variancia (ANOVA), de uma via para medidas repetidas ou
completamente randomizada. Quando ANOVA apresentava significancia estatistica
era realizado o pos-hoc de Tukey utilizando-se Graph Prism Software (San Diego,
CA, USA). Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para

valores de p< 0,05.
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4.6 FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS

- Acetato de Chumbo

- Acetato de s6dio (Sigma)

- Acetilcolina, Cloridrato (Sigma)

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

- 4- Aminopiridina (Sigma)

- Apamina (Sigma)

- Bicarbonato de sodio (Vetec)

- Cloreto de calcio dihidratado (Merck)

- Cloreto de potassio (Merck)

- Cloreto de sodio (Merck)

- 4,5-diaminofluoresceina (DAF) (Sigma)

- Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

- Fosfato de Potassio Monobésico (Merck)

- Glicose (Merck)

- Iberiotoxina (Sigma)

- L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma)

- Losartan (Sigma)

- N -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)
- Nitroprussiato de sodio, dihidratado (Fluka)

- PD 123319 difluoroacetate, dihidratado (Sigma)
- Tetraetilamonio (TEA) (Sigma)

- Tiopental Sédico (Amental®)

- Tris HCI (Sigma)

67



Materiais e Métodos 68

Todas as solugcbes usadas para a avaliacdo da reatividade vascular foram
preparadas com agua deionizada e mantidas no congelador a -20° C.
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5- RESULTADOS

5.1 VALORES DE MASSA CORPORAL

Os animais do grupo Controle e Chumbo apresentaram peso semelhante no
inicio (Controle = 258 £1.39 g, n= 25; Chumbo = 260 = 0.98 g, n=20; p > 0,05) e ao
final do tratamento (Controle = 305 + 2.88 g, n= 20; Chumbo = 307 + 2.68 g, n=25; p
> 0,05), sugerindo que o tratamento com acetato de chumbo, por sete dias, nao teve
influéncia no ganho de peso corporal.

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

A exposicao dos segmentos arteriais ao KCI (75 mM) promoveu resposta
contratil com magnitude semelhante nos dois grupos experimentais.

O numero de animais mostrados na tabela 1 representa o n total dos
animais utilizados em todos os protocolos experimentais submetidos a resposta
contratil ao cloreto de Potassio (KCI).

Tabela 1: Valores de resposta contratil ao Cloreto de Potassio (KCl) em anéis
isolados de aorta, com endotélio de ratos Wistar dos grupos: Controle (Ct) e
Chumbo (Pb).

Contracgéo (g) KCI (75 mM)

Ct 3,48 = 0,08 (n= 25)

Pb 3,23 + 0,09 (n= 25)

Valores expressos em média e EPM; Teste t ndo-pareado. p > 0,05.
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5.3 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO
SOBRE A REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA DE
RATOS.

A fenilefrina (agonista a; adrenérgico) promoveu resposta vasoconstritora
concentragdo-dependente nos anéis de aorta de animais dos grupos Controle e
Chumbo (Figura 1). No entanto, a resposta maxima foi menor nos segmentos
arteriais dos animais do grupo Chumbo (Tabela 2). Nao houve diferenca significante

entre os grupos Controle e Chumbo na sensibilidade (pD-) a fenilefrina.

Tabela 2: Valores de resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD.) das curvas
concentragao - resposta a fenilefrina em anéis isolados de aortas intactos de ratos
Wistar dos grupos Controle (Ct) e Chumbo (Pb).

Rmax (%) pD>
Ct 90.79 £ 4.52 6.39 £0.10
Pb 69.01 £ 5.45* 6.27 £ 0.12

Valores expressos em média + EPM; Teste f ndo-pareado.*p<0,05; Rmax: Ct vs Pb’
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Figura 1: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos
Wistar nos grupos Controle (Ct) e Chumbo (Pb). O niumero de animais esta demonstrado

entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo-pareado. *p< 0,05
para Rmax: Ct vs Pb.

5.3.1 Efeito dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento por sete dias com
acetato de chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina nos aorta toracica

O resultado apresentado anteriormente mostrou que o tratamento com acetato
de chumbo induz uma diminuicdo da resposta maxima a fenilefrina. Estudo prévio,
utilizando o mesmo modelo experimental de tratamento por sete dias com chumbo,
mostrou um aumento da modulacado endotelial em resposta a fenilefrina no grupo
chumbo (Fiorim et al., 2011). Assim, para verificar a influéncia dos fatores endoteliais
na resposta a fenilefrina, investigamos algumas vias de agentes vasoativos

derivados do endotélio.

5.3.1.1 Participagdo do 6xido nitrico no tratamento por sete dias com acetato de

chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta torécica.

Para avaliar se o tratamento com acetato de chumbo alterou a participa¢ao do
oxido nitrico (NO) na resposta contratil a fenilefrina, utilizou-se L-NAME (100 puM),

um inibidor ndo seletivo da éxido nitrico sintase. O L-NAME provocou aumento da
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Rmax e da pD» a fenilefrina nas artérias de ambos os grupos (Figuras 2 A e B) —
(Tabela 2). No entanto, ao calcular a %dAUC foi possivel observar que o aumento
da reatividade a fenilefrina provocado pelo L-NAME ocorreu em maior magnitude no
grupo chumbo (%dAUC Controle = 102.63 + 16.82 vs. Chumbo = 191.78 + 30.67,
*p<0,05, Teste t ) (Figura 2 C). Esses resultados sugerem um aumento na

biodisponibilidade de NO no grupo exposto ao metal.

Tabela 3: Resposta méaxima (Rmax) e a sensibilidade (pD,) das curvas
concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar dos

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

Rmax (%) pD»
Ct 90.79 +4.52 6.39 £ 0.10
CtL-NAME 130.3 + 2.96" 7.60 + 0.30*
Pb 69.01 +5.45 6.27 £0.12
Pb L-NAME 146.2 + 3.49* 7.15+0.14*

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.”p<0,05; Rméax e pD,: Ct vs Ct L-NAME
*p<0,05; Rmax e pD2: Pb vs PbL-NAME.
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Figura 2: Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (Ct) e ap6s a incubag¢do com L-NAME (L-NAME Ct); (B) Chumbo (Pb) e
apés a incubagao com L-NAME ( L-NAME Pb); (C) Diferenga percentual da area abaixo da
curva entre os grupos: Controle (nao-preenchido) e Chumbo (preenchido). O nuimero de
animais esta demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste
t ndo-pareado. *p< 0,05 para Ct vs Ct L-NAME; p< 0,05 para pD, e Rmax= Pbvs Pb L-
NAME - e % dAUC - Ct vs Pb.

5.3.1.2 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre o
receptor da Angiotensina Il do subtipo ATo.

Estudos prévios demonstram que a angiotensina Il aumenta a
biodisponibilidade de NO em de aorta toracica (Pueyo et al,1998; Yayama et al,
2006). Considerando que o tratamento por sete dias com acetato de chumbo
aumentou a ECA plasmatica (Fiorim et al, 2011), reduziu a reatividade vascular a
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feniliefrina e aumentou a biodisponibilidade de NO, poderiamos supor que a
angiotensina Il, atuando via receptores AT,, poderia estar envolvida no aumento da
biodisponibilidade de NO nos animais chumbo. Assim, para investigar se existe
maior interacdo da angiotensina Il com os receptores do subtipo AT,, os anéis
aédrticos foram incubados com PD 123319 (1 uM).

Na condicdo Controle o PD 123319 (1 uM) nao alterou a resposta contratil a
fenilefrina (Tabela 4; Figura 3 A). No entanto, na presenca deste farmaco, houve um
aumento da reatividade a fenilefrina no grupo Chumbo (Tabela 4; Figura 3 B),
indicando maior interacdo da angiotensina Il com os receptores AT,. Dessa forma, a
angiotensina I, via receptores AT,, poderia estar envolvida no aumento da
biodisponibilidade de NO nos animais tratados com acetato de chumbo.

Para confirmar essa hipotese, foi realizado o protocolo de co-incubacgéo de L-
NAME + PD 123319. Apéds a Co-incubagcédo PD 123319 (1 pM) e L-NAME (100 uM)
houve aumento da Rmax e da pD. a fenilefrina nas artérias de ambos os grupos
(Figuras 4 A e B) — (Tabela 5). Ao calcular a %dAUC observou-se que o aumento
da reatividade a fenilefrina provocado pelo L-NAME + PD 123319 foi similar nos dois
grupos experimentais (%dAUC Ct L-NAME + PD = 97.56 = 8.95 vs. Pb L-NAME +
PD = 122.75 £ 9.55, p>0,05, Anova 1 via) (Figura 4 C). Portanto, a maior magnitude
de resposta a fenilefrina apds incubacdo com L-NAME no grupo chumbo (Figura 2
C), foi normalizada para niveis controle em presenca de L-NAME + PD (Figura 4 C).

Em conjunto, os dados sugerem que o tratamento por sete dias com acetato
de chumbo aumentou a biodisponibilidade de NO via receptores AT».

Tabela 4: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD,) das curvas
concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar dos
grupos Controle e Chumbo, na presenca e na auséncia de PD123319.

Rmax (%) pD2
Ct 90.79 £ 4.52 6.39+0.10
Ct PD123319 87.93 +3.82 6.57 £ 0.14
Pb 69.01 £5.45 6.27 £0.12
Pb PD123319 92.93 +6.37* 6.52+0.18

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax : Pb vs Pb PD 12331
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Figura 3: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (Ct) e apds a incubagao com PD123319 (Ct); (B) Chumbo (Pb) e apoés
a incubacao com PD123319 (Pb PD123319); O nimero de animais estd demonstrado entre
parénteses. Os simbolos representam média + EPM; Teste t ndo-pareado. p>0,05 para
Rmax e pD,: Ct vs Ct PD123319; *p< 0,05 Rméx: Pb vs Pb PD123319.

Tabela 5: Resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD,) das curvas
concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar dos
grupos Controle e Chumbo, na presenca e na auséncia de L-NAME + PD 123319.

Rmax (%) pD>
Ct 90.79 +4.52 6.39 £0.10
Ct L-NAME + PD 127.1 + 4.47* 7.47 +0.16"
Pb 69.01 +5.45 6.27 £ 0.12
Pb L-NAME + PD 120.0 + 8.88* 7.20+0.11*

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado. .p<0,05; Rmax: Ct vs Ct L-NAME + PD
123319.; *p<0,05; Rmax : Pb vs Pb PD L-NAME+ 123319.
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Figura 4: Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos
grupos: (A) Controle (Ct) e apés a incubacao com L-NAME + PD 123319 (Ct + L-NAME +
PD123319); (B) Chumbo (Pb) e apés a incubacdo com L-NAME + PD 123319 (Pb L-NAME
+ PD 123319); (C) Diferenca percentual da area abaixo da curva entre os grupos: Controle
(ndo-preenchido e pontilhado) e Chumbo (preenchido e cinza). O niumero de animais esta
demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam media + EPM; Teste t néo-
pareado. *p< 0,05 para Ct vs Ct L-NAME + PD123319; p< 0,05 para pD, e Rméx= Pb E*vs
Pb L-NAME + PD 123319 - e % dAUC, Anova 1 via. p< 0,05 para Ct L-NAME vs Pb L-
NAME; *p< 0,05 para Pb L-NAME VS Pb L-NAME + PD123319.
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5.3.2 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a

medida dos niveis de oxido nitrico nos anéis de aorta toracica.

Com base nos resultados funcionais apresentados anteriormente, a analise
da liberagdo local de NO (condicdo basal e estimulada) foi realizada conforme o
método descrito por Martin et al., (2005). A Figura 5 (A e B) mostra maior liberagéao
local de 6xido nitrico no grupo chumbo. A presenca de L-NAME e PD 123319
normalizou a liberagéo local de 6xido nitrico nos animais tratados com chumbo.

Em conjunto, os dados funcionais e a liberacdo local de NO reforcam o
envolvimento da angiotensina IlI, via receptores AT,, no aumento da

biodisponibilidade de NO no grupo chumbo.

A B
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400- 8 o 400-
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Figura 5: Liberacdo local de éxido nitrico (NO) na condicdo basal e estimulada com o uso de 5-
diaminofluoresceina (DAF), em anéis de aorta de ratos controle (Ct; n=7, ndo preenchido) e tratados
com acetate de chumbo (Pb; n=7; preenchidos). Os resultados, média + EPM, estdo expressos em
unidades arbitrarias/mg de tecido, calculados a partir da intensidade de fluorescéncia emitida pelo
DAF.Anova 1 via.* P < 0,05 Ct vs Pb; ¥ P < 0,05 Ct vs Pb L-NAME e ® P < 0,05 Pb vs Pb PD.
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5.4 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA.

O relaxamento mediado pelo endotélio foi avaliado através da curva
concentragdo-resposta a ACh. Nao foram observada diferengas no relaxamento a

ACh entre os dois grupos experimentais (Tabela 6; Figura 6).

Tabela 6: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) induzidas pela acetilcolina
em anéis isolados de aorta intactos de animais dos grupos: Controle (Ct) e Chumbo
(Pb). A resposta maxima esta expressa como percentual de relaxamento apos a pré-
contracdo com a fenilefrina.

Rmax (%) pD>
Ct 99.91 £0.09 7.12+0.13
Pb 99.80 £0.10 7.11 £0.09

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado. p>0,05.
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Figura 6: Curvas concentragdo-resposta a acetilcolina para a avaliagdo do relaxamento
dependente do endotélio em anéis de aorta de ratos Wistar dos grupos: Controle (Ct) e
Chumbo (Pb). Os valores estdo expressos como percentual de relaxamento apds a pré-
contragdo com fenilefrina. Teste t ndo-pareado. p> 0,05.
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5.4.1 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a
atividade funcional dos canais para potassio nos anéis isolados de aorta.

Para avaliar a participagdo dos canais para K" na resposta vasodilatadora a
ACh, os anéis aorticos foram pré-contraidos com KCI (60 mmol/L). Em artérias pré-
contraidas com KCI (60 mmol/L), o relaxamento induzido pela ACh foi reduzido em
ambos 0s grupos experimentais (comparar Figura 6), demonstrando que parte do
relaxamento induzido pela ACh pode envolver a ativacdo de canais para potassio.
Entretanto, essa reducao do relaxamento a ACh foi mais evidente nos animais
tratados com acetato de chumbo, sugerindo maior participagdo dos canais para K*
neste grupo experimental (Tabela 7; Figura 7).

Tabela 7: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) induzidas pela acetilcolina
em anéis isolados de aorta intactos de animais dos grupos: Controle (Ct) e Chumbo
(Pb). A resposta maxima esta expressa como percentual de relaxamento apos a pré-
contragdo com KCI (60 mmol/L).

Rmax (%) pD2
Ct 56.14 +2.83 5.76 £0.16
Pb 25.87 £ 3.29" 5.36 £ 0.40

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado. .*p<0,05; Rmax: Ct vs Pb.
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Figura 7: Curvas concentracao-resposta a acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos
grupos: Controle (Ct) e Chumbo (Pb), pré-contraidos com KCI (60mmol/L). Os valores estao

expressos como percentual de relaxamento apds a pré-contracao KCI (60mmol/L). Teste t
nao-pareado. *p< 0,05 Rmax: Ct vs Pb.

5.4.1.1 Participagdo do 6xido nitrico no tratamento por sete dias com acetato de
chumbo sobre o relaxamento induzido pela ACh em aorta toracica pré-contraida
com fenilefrina ou com KCI (60 mmol/L).

Para avaliar se o tratamento com acetato de chumbo alterou a participacédo do
oxido nitrico (NO) no relaxamento induzido pela ACh, em artérias pré-contraidas
com fenilefrina ou com KCI (60 mmol/L), utilizou-se L-NAME (100 uM). Apds
incubacdo com L-NAME, o relaxamento induzido pela ACh foi abolido em artérias de
ambos 0s grupos, pré-contraidas com fenilefrina (Fe - 1uM ) ou com KCI (60 mmol/L)
(Tabela 8; Figura 8), sugerindo que o NO é o mediador do relaxamento a ACh e

parte deste relaxamento pode dever-se a ativacao de canais para potassio pelo NO.
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Tabela 8: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD,) induzidas pela acetilcolina
em anéis isolados de aorta intactos de animais dos grupos: Controle (Ct) e Chumbo
(Pb), na presenca e na auséncia de L-NAME. A resposta maxima esta expressa
como percentual de relaxamento ap6s a pré-contracao com fenilefrina ou com KClI
(60 mmol/L).

Pré-contracao Fe Pré- contracao KCI

Rmax pD> Rmax pD2
Ct 99.91 +0.09 7.12+0.13 56.14 + 2.83 5.76 +0.16
Pb 99.80 £ 0.10 711£0.09 2597+3.29%  5.36+0.40
Ct L-NAME 6.91 +3.51% 7.14 £0.58 0.99 + 0.26" 6.67 +0.50
Pb L-NAME 6.91 + 2.86* 7.19 £ 0.09 1.30 +0.71* 6.64 +1.53

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.®p<0,05; Rmax: Ct vs Pb, "p<0,05; Rmax:
Ct vs Ct L-NAME,*p<0,05; Rmax: Pb vs Pb L-NAME.
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Figura 8: Curvas concentragdo-resposta a acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos
grupos: Controle (Ct) e ap6s a incubagdo com L-NAME (Ct L-NAME); e Chumbo (Pb) e ap6s
a incubagdo com L-NAME (Pb L-NAME), pré-contraidos com fenilefrina (A,B) e com KCI
(60mmol/L) (C,D). Os valores estdo expressos como percentual de relaxamento apds a pré-
contracdo KCI (60mmol/L). Teste t ndo-pareado. *p< 0,05 Rméx: Ct vs Ct L-NAME; *p< 0,05
Rméax: Pb vs Pb L-NAME.

5.4.1.2 Participacdo dos subtipos de canais para potassio no tratamento por sete
dias com acetato de chumbo sobre o ténus basal e o relaxamento induzido pela ACh

em aorta toracica.

Para estudar a influéncia dos subtipos de canais para potassio sobre o tdnus
basal e o relaxamento induzido pela ACh em segmentos de aorta toracica de ratos
dos grupos Controle e Chumbo, foi realizada uma sequéncia de experimentos de
reatividade vascular ap6s incubacao dos anéis aorticos com TEA ( 2mM, inibidor ndo
seletivo dos canais para K*); 4-aminopiridina (4-AP, 5mM, inibidor seletivo dos K,);
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Iberiotoxina (IbTx, 30nM, inibidor seletivo dos BKca) e Apamina (0,5uM, inibidor
seletivo dos SKca).

Os inibidores TEA e a 4-AP aumentaram o tdnus basal em aortas de ambos os
grupos experimentais, mas esses efeitos foram maiores nos animais chumbo (Figura
9 A), sugerindo um papel relevante dos canais K, no controle do ténus arterial. Além
disso, esses inibidores reduziram o relaxamento a ACh em aortas dos grupos
Controle e Chumbo (Figura 9 B-C e E-F). Entretanto, esses efeitos ocorreram em
maior magnitude nos animais chumbo, conforme demonstrado através da éarea
abaixo da curva (%dAUC Controle TEA = 32.61 = 3.86 e Chumbo TEA = 60.46 *
4.17, p <0,05; Controle 4-AP = 30.89 + 6.06 e Chumbo 4-AP = 55.78 + 4.82, p <0,05)
(Figura 9 D e Q). Esses resultados indicam maior contribuicdo dos canais para K*,
especialmente dos canais K, no tdnus basal e no relaxamento induzido pela ACh
nos animais Chumbo.

Para avaliar a participacéo canais para potassio dependentes de calcio (Kca) no
tratamento por sete dias com acetato de chumbo, os anéis de aorta foram incubados
com IbTx e Apamina. Apenas a IbTx aumentou o ténus basal em aortas do grupos
Controle e Chumbo, mas o efeito foi semelhante em ambos os grupos estudados (9
18 A). Além disso, esses dois inibidores reduziram o relaxamento a ACh em aortas
de ambos grupos experimentais (Tabela 9, Figura 10 A-B e D-E). No entanto, esses
efeitos ocorreram em maior magnitude no grupo chumbo, conforme demonstrado
através da area abaixo da curva (%dAUC Controle IbTX = 22.60 + 2.77 e Chumbo
IbTX = 34.06 £ 3.35, p < 0,05; Controle AP= 8.67 £ 1.38 e Chumbo AP = 23.74 +
2.11,p < 0,05) (Figura 10 C e F). Em conjunto, os dados sugerem uma maior
participacao dos canais BKc, € SKca no relaxamento induzido pela ACh no grupo
Chumbo.
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Tabela 9: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD.) induzidas pela acetilcolina
em anéis isolados de aorta intactos de animais dos grupos: Controle (Ct) e Chumbo
(Pb), na presenca e na auséncia de TEA, 4-AP, IbTx e Apamina. A resposta maxima

estd expressa como percentual de relaxamento apds a pré-contragdo com

fenilefrina.
Rmax (%) pD2
TEA
Ct 99.91 £ 0.09 7.12+0.13
Ct TEA 71.90 £2.47* 6.62 £0,12*
Pb 99.80 £ 0.10 7.11 £0.09
Pb TEA 59.69 + 3.16* 5.72 + 0.31*
4-AP
Ct 99.91 £ 0.09 7.12+£0.13
Ct 4-AP 88.84 +3.03° 6.45 + 0.22"
Pb 99.80 £ 0.10 7.11 £0.09
Pb 4-AP 54.03 + 2.46* 6.72 £ 0.52
IbTx
Ct 99.91 £ 0.09 7.12+£0.13
Ct IbTx 94.14 +2.48* 6.40 +0.18*
Pb 99.80 £ 0.10 7.11 £0.09
Pb IbTx 81.43 + 4.36" 6.44 +0.18*
AP
Ct 99.91 £ 0.09 7.12+£0.13
Ct Apamina 91.65 + 2.22 6.87 £0.09
Pb 99.80 £ 0.10 7.11 £0.09
Pb Apamina 91.47 +2.23* 6.45 +0.07*

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.®p<0,05; Rmax: Ct vs Pb, "p<0,05; Rmax:
Ctvs Ct TEA, Ct vs Ct 4-AP, Ct vs Ct IbTx e Ct vs Ct Apamina ou ,*p<0,05; Rméax: Pb vs Pb TEA, Pb
vs Pb 4-AP, Pb vs Pb IbTx, Pb vs Pb Apamina.
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Figura 9: Influéncia dos canais para potassio sobre o tbénus basal (A) e curvas
concentracao-resposta a acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos grupos: Controle (Ct -
nao preenchido) e apds a incubacao com TEA (Ct TEA) (B) e 4-AP (Ct 4-AP) (E); e Chumbo
(Pb - preenchido) e apds a incubacdo com TEA (Pb TEA)(C) e 4-AP (Pb 4-AP) (F). Os
valores estdo expressos como percentual de relaxamento apds a pré-contragdo com
fenilefrina. Teste t ndo-pareado. *p< 0,05 Rmax: Ct vs Ct TEA; Ct vs Ct 4-AP; *p< 0,05 Rmax:
Pb vs Pb TEA; Pb vs Pb 4-AP. % dAUC, Teste t. p< 0,05 para Ct vs Pb (D, G).
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Figura 10: Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos
grupos: Controle (Ct) e apds a incubagao com IbTX (Ct IbTX) (A) e Apamina (Ct AP) (D); e
Chumbo (Pb) e apos a incubagao com IbTX (Pb IbTX)(B) e Apamina (Pb AP) (E). Os valores
estdo expressos como percentual de relaxamento apds a pré-contracdo com fenilefrina.
Teste t ndo-pareado. *p< 0,05 Rméx: Ct vs Ct IbTX; Ct vs Ct Apamina; *p< 0,05 Rméax: Pb vs
Pb IbTX; Pb vs Pb Apamina. % dAUC, Teste t. ‘p< 0,05 para Ct vs Pb (C, F).

5.5 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO
SOBRE O RELAXAMENTO INDEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA.

O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através do efeito
induzido pelo nitroprussiato de sodio (NPS). A resposta ao relaxamento induzida

pelo NPS ndo foi diferente nos grupos estudados. Nenhuma alteracao

-2
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estatisticamente significante foi observada nos valores de Rméax e pD, ao NPS
desses grupos (Tabela 10; Figura 11)

Tabela 10: Resposta maxima (Rméax) e sensibilidade (pD.) induzidas pelo
nitroprussiato de sédio (NPS) em anéis isolados de aorta intactos de animais dos
grupos: Controle (Ct) e Chumbo (Pb). A resposta maxima estd expressa como

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

Rmax (%) pD>
Ct 99.90 +0.10 7.49 £ 0.07
Pb 99.96 +0.10 7.37 £0.06

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

Realaxamento(%)
[o2]
e

1001 o ct(n-=7)
1200 = Pb (n=7)

11-10 9 -8 -7 6 5 -4 -3
NPS [Log M]

Figura 11: Curvas concentracdo-resposta ao NPS para a avaliagdo do relaxamento
dependente do endotélio em anéis de aorta de ratos Wistar dos grupos: Controle (Ct) e
Chumbo (Pb). Os valores estao expressos como percentual de relaxamento apés a pré-
contracdo com fenilefrina. Teste t ndo-pareado. p> 0,05.
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5.5.1 Participacao dos subtipos de canais para potassio no tratamento por sete
dias com acetato de chumbo sobre o relaxamento induzido pelo NPS em aorta

toracica.

Para avaliar o efeito direto do NO sobre os canais para potassio do musculo
liso vascular, os anéis adrticos foram incubados com Iberiotoxina (IbTx, 30nM,
inibidor seletivo dos BK¢a) e 4-aminopiridina (4-AP, 5mM, inibidor seletivo dos K,) e

em seguida foi realizada curva de relaxamento ao NPS, um doador de NO.

Os inibidores IbTX e 4-AP reduziram o relaxamento ao NPS em aortas dos
grupos Controle (Tabela 11, Figura 12 A - D ) e Chumbo ( Tabela 11, Figura 12 B e
E). Entretanto, esses efeitos ocorreram em maior magnitude nos animais chumbo,
conforme demonstrado através da area abaixo da curva (%dAUC; Controle IbTX =
16.45 £ 2.35 e Chumbo IbTX = 25.97 £ 2.72, p <0,05; Controle 4-AP = 12.45 + 3.86
e Chumbo 4-AP = 27.90 + 3.99, p <0,05) ( Tabela 11, Figura 12 C e F). Esses
achados sugerem maior participagdo dos canais BK¢, e K, no relaxamento induzido

pelo NPS no grupo Chumbo.

Tabela 11: Resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD2) induzidas pela
acetilcolina em anéis isolados de aorta intactos de animais dos grupos: Controle
(Ct) e Chumbo (Pb), na presenca e na auséncia de IbTx e 4-AP. A resposta maxima

estda expressa como percentual de relaxamento apdés a pré-contracdo com a

fenilefrina.
Rmax (%) pD2

Ct 99.90 £ 0.10 7.49 £ 0.07
CtIbTX 99.47 +0.83 6.35+0.10"
Ct 4-AP 93.26 + 2.04* 6.77 £ 0.17*
Pb 99.96 +0.10 7.37 £0.06
Pb IbTX 91.50 +2.20* 6.57 £ 0.10*
Pb 4-AP 89.01 +2.39" 6.55 +0.16"

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado. “p<0,05; Rmax: Ct vs Ct 4-AP, *p<0,05;

Rméx: Pb vs Pb IbTx e Pb vs Pb 4-AP.
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Figura 12: Curvas concentracao-resposta ao NPS em anéis

de aorta de ratos dos grupos:

Controle (Ct) e apés a incubacao com IbTX (Ct IbTX) (A) e 4-AP (Ct 4-AP) (D); e Chumbo
(Pb) e ap6s a incubagcao com IbTX (Pb IbTX)(B) e 4-AP (Pb 4-AP) (E). Os valores estéao

expressos como percentual de relaxamento apds a pré-contragdo com fenilefrina. Teste ¢

nao-pareado. *p< 0,05 Rmax: Ct vs Ct 4-AP; *p< 0,05 Rmax:
% dAUC, Teste t. p< 0,05 para Ct vs Pb (C, F).

Pb vs Pb IbTX; Pb vs Pb 4-AP.
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6- DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostram os efeitos do tratamento por sete
dias com acetato de chumbo sobre a reatividade vascular em aorta de ratos. A
exposi¢cdo ao chumbo, mesmo em baixa concentracdo sanguinea (~10ug/dL), foi
capaz de alterar o funcionamento dessa importante artéria de condutancia,
reduzindo a reatividade a fenilefrina. Esta resposta é endotélio-dependente e
decorrente do aumento da biodisponibilidade de NO. O presente estudo mostrou
também envolvimento dos receptores AT, neste aumento de biodisponibilidade de
NO.

Além disso, sabendo que o NO induz a vasodilatagdo através de diferentes
vias, incluindo a ativacdo de canais para K*, nossos resultados sugerem maior
participacao dos canais K, e BKca no controle do tonus vascular € no relaxamento
induzido pela ACh e ao NPS em aortas de ratos do grupo chumbo.

Com intuito de esclarecer os possiveis mecanismos envolvidos na resposta
promovida pelo chumbo sobre a redugédo da reatividade vascular em anéis isolados
aorta, aumento da biodisponibilidade de NO e ativacdo dos canais para K, os
resultados encontrados neste trabalho seréo discutidos adiante.

6.1 CHUMBO: FATOR DE RISCO PARA DOENCAS CARDIOVASCULARES

O chumbo é considerado um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares em humanos (Vupputuri et al., 2003; Menke et al., 2006;
Navas-Acien et al., 2007; Zhang et al., 2007; Healey et al., 2009; Yazbeck et al.,
2009) e em experimentos animais (Fiorim et al., 2011, 2012; Simbes et al., 2011,
2015; Fioresi et al., 2014; Silveira et al., 2010, 2014). A exposicdo ao chumbo esta
relacionada com aumento da pressao arterial (Fiorim et al., 2011; Fioresi et al., 2014;
Silveira et al., 2014; Simdes et al., 2011; 2015) e alteracbes vasculares, como o
aumento (Silveira et al., 2010, 2014; Simdes et al., 2015) ou a diminuicdo da
reatividade vascular a FE (Fiorim et al., 2011, 2012).

O efeito toxico desse metal esta relacionado com aumento da atividade da
ECA plasmatica (Fiorim et al., 2011; Simdes et al 2011; Silveira et al., 2014), da
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atividade funcional da Na*/K* ATPase (Fiorim et al., 2011; 2012) e da ativacado dos
canais para K" (Fiorim et al, 2012; Nunes et al., 2014). Além disso, o chumbo
promove alteragbes na via do 6xido nitrico, aumentando (Fiorim et al., 2011, 2012)
ou diminuindo a biodisponibilidade de NO (Silveira et al., 2014; Simbes et al., 2015).

Estudo prévio do nosso laboratério, utilizando o mesmo modelo experimental
de administracdo controlada de chumbo, em baixa concentracdo, por sete dias
atingiu uma concentragao sanguinea de 9,98 ug/dL. Esse valor é muito inferior aos
valores considerados limites pelas agéncias de toxicovigilancia. No entanto, essa
concentragdo sanguinea de chumbo foi suficiente para elevar os niveis de pressao
arterial sistélica (PAS), diminuir a reatividade vascular a fenilefrina e aumentar a
biodisponibilidade de NO em aorta de ratos (Fiorim et al., 2011).

Mediante estas informacdes, a importancia desse estudo reside no fato de
tornar mais conhecido o efeito da exposicado por sete dias a baixa concentracdo de
chumbo (9,98 ug/dL) sobre o sistema cardiovascular, mais especificamente sobre a
artéria aorta. Dessa maneira, o presente estudo nos permitiu esclarecer por qual via
0 acetato de chumbo poderia aumentar a biodisponiblidade de NO e assim, diminuir
a resposta a fenilefrina em aorta de ratos. Além disso, o estudo analisou também se
o NO poderia induzir vasodilatacdo através de uma maior ativacao dos canais para
K* nos animais do grupo chumbo.

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

minuciosamente em cada protocolo realizado neste trabalho.

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

As células do musculo liso vascular dependem diretamente de um aumento na
concentracdo de calcio citoplasmatico para deflagrar sua contracdo, como na
presenca de agentes vasoconstritores que se ligam a receptores especificos
(agonistas ay adrenérgico: fenilefrina e noradrenalina) (Horowitz et al., 1996), assim
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como a despolarizagdo da membrana induzida, por exemplo, pelo aumento da
concentracédo de potassio extracelular (Ganitkevich e Isenberg, 1991).

Concentragbes aumentadas de K* no meio extracelular promovem
despolarizacdo da membrana plasmatica e abertura de canais para calcio
dependentes de voltagem (Berridge et al., 2003). O aumento da concentragdo de
célcio intracelular resulta na ativagdo da quinase da cadeia leve da miosina e
fosforilagdo da miosina. Uma vez fosforilada, a miosina interage com os filamentos
de actina, produzindo a contragao (Somlyo e Somlyo, 2000).

J& os agonistas, ligam-se a receptores especificos da membrana da célula
muscular lisa que sdo acoplados a proteina G, que por sua vez, ativa a fosfolipase C
(PLC) que hidrolisa a fosfatidilinositol bifostato (PIP>), resultando em 1,4,5-trifosfato
de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP5 estimula a liberagdo de calcio pelo
reticulo sarcoplasmatico, enquanto que o DAG ativa a proteina quinase C (PKC)
resultando em maior mobilizacdo de calcio através de canais da membrana. Todos
esses mecanismos aumentam a concentragdo intracelular de célcio (Blaustein e
Hamlyn, 2010).

Inicialmente, nosso estudo avaliou a resposta a fenilefrina em aorta de ratos
do grupo controle e chumbo. Observou-se que o tratamento por sete dias com
acetato de chumbo promoveu uma diminuicdo, concentracdo dependente, da
reatividade a fenilefrina em anéis de aorta, confirmada pela diminuicao da resposta
maxima. Resultado semelhante foi encontrado por Nunes et al., (2014) em anéis de
aorta de ratos Wistar, expostos a 100 pmm de acetato de chumbo em agua de beber
por 30 dias.

Em contrapartida, estudo prévio realizado por Silveira et al., (2014), utilizando
o mesmo modelo de exposicao controlada ao acetato de chumbo, por 30 dias,
mostrou que a exposi¢cdo ao metal aumentou a resposta maxima a fenilefrina em
aorta toracica de ratos. Heydari et al., (2006), documentaram que o chumbo (100
ppm em agua de beber) foi capaz de aumentar a resposta maxima e a sensibilidade
na presenca de fenilefrina em anéis de aorta toracica de ratos tratados com chumbo
por um periodo de 8 a 12 semanas, sendo que esses valores foram mais
expressivos no grupo tratado por oito semanas.

Por outro lado, Karimi et al., (2002), também nao encontraram diferenca na

sensibilidade e na resposta maxima a fenilefrina de anéis de ratos expostos a 100
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pmm de acetato de chumbo (em agua de beber) por 28 dias quando comparados ao
grupo Controle.

Os resultados supracitados provavelmente devem-se as baixas
concentracdes de chumbo as quais os animais foram expostos e também ao baixo
tempo de exposicao (sete dias). Além disso, estes resultados parecem sugerir que 0
efeito do chumbo sobre reatividade vascular a fenilefrina em anéis de aorta é

dependente da concentracédo e do tempo de exposicao.

6.2.1 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a
modulacao endotelial

O resultado apresentado anteriormente mostrou que o tratamento com acetato
de chumbo induz uma diminuicdo da resposta maxima a fenilefrina. Estudo prévio,
utilizando o mesmo modelo experimental de tratamento por sete dias com chumbo
mostrou um aumento da modulacdo endotelial em resposta a fenilefrina no grupo
exposto ao metal (Fiorim et al.,, 2011). Este achado, associado a diminuigcdo da
reatividade a fenilefrina, sugere que o tratamento por sete dias com acetato de
chumbo aumenta a liberacao de um fator vasodilatador dependente do endotélio.

O conhecimento sobre a fungcao endotelial avangou muito nas ultimas décadas,
desde quando Furchgott e ZawadzKi (1980), demonstraram que a célula endotelial
modula o ténus vascular. O endotélio sintetiza e libera substancias vasoativas que
modulam o ténus, o calibre do vaso e o fluxo sanguineo, sendo estas denominadas
fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) e fatores constritores derivados
do endotélio (EDCFs) (Furchgott e Zawadzki, 1980).

Dentre as substancias vasodilatadoras liberadas pelo endotélio podemos citar,
o NO, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Furchgott e Zawadzki,
1980) e a prostaciclina (Moncada et al., 1977). Dentre os fatorescontrateis temos, a
angiotensina Il (Skeegs, 1954), a endotelina-1 (ET-1)(Yanagisawa et al., 1988), o
anion superédxido (Rubanyi e Vanhoutte, 1986) e os derivados da via do &cido
araquidénico, o TXA, e as prostaglandinas H, e Fo(PGH> e PGFy,) (Frélich e

Foérstermann, 1989). O desequilibrio da biodisponibilidade destes agentes vasoativos
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pode afetar o tonus resultando em prejuizo na homeostasia vascular (Rattmman,
2009).

Tendo em vista que o tratamento por sete dias com acetato de chumbo
promoveu uma diminuicdo da resposta maxima a fenilefrina e aumentou a
modulacdo endotelial, poder-se-ia supor que este metal influencia a liberacdo de
fatores vasodilatadores derivados do endotélio. Neste sentido, o estudo visou
investigar algumas vias que possivelmente poderiam esclarecer a acédo vascular do

chumbo em anéis de aorta de ratos.

6.2.2 Efeito dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento por sete dias com
acetato de chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica

6.2.2.1 Participagdo do éxido nitrico no tratamento por sete dias com acetato de

chumbo sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica.

Considerando o resultado do presente estudo, onde encontramos diminuicao
da reatividade vascular a fenilefrina nos anéis de aorta de ratos tratados com acetato
de chumbo, procuramos, por conseguinte, avaliar se a exposicdo por sete dias a
este metal aumentaria os efeitos vasodilatadores do endotélio, através do aumento
da biodisponibilidade de NO.

Dentre os fatores vasoativos derivados do endotélio, o NO é o principal fator
relaxante que modula as respostas contrateis vasculares a diferentes agonistas
(Chatterjee et al., 2008). Essa molécula protetora também é considerada uma
potente inibidora da agregacao plaquetaria, adesao e proliferacdo das células do
MLV, o que impede o desenvolvimento da aterosclerose (Forstermann e Munzel,
2006; Chatterjee et al., 2008). Além disso, estudo prévio mostrou importante
contribuicdo do NO em vasos de condutancia, como a aorta toracica (Urakami-
Harasawa et al., 1997).

Assim, com o objetivo de avaliar uma possivel participagdo dessa via, foi
realizada uma curva concentragédo resposta a fenilefrina na presengca de L-NAME,
um inibidor inespecifico da sintase do NO. Este farmaco, ao inibir a NOS, impede a

sintese de NO e, consequentemente, a formacao de GMPc na célula muscular.
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Alteracdes na via do NO tém sido extensivamente descritas em estudos
experimentais de tratamento com chumbo (Carmingnani et al., 2000; Fiorim et al.,
2011, 2012; Silveira et al., 2010, 2014; Simdes et al., 2015). Neste estudo, o L-
NAME potencializou a resposta vasoconstrictora a fenilefrina em ambos os grupos
experimentais, mas em maior propor¢dao no grupo Chumbo, conforme demonstrada
pela %dAUC. Estes resultados sugerem que a exposicao ao metal além de diminuir
a reatividade vascular, aumenta a modulacdo endotelial na resposta contratil a
fenilefrina por aumentar a biodisponibilidade de NO.

Corroborando com os dados funcionais, os resultados do presente estudo
obtidos através da andlise dos niveis de NO em aortas tordcicas demonstram
aumento da liberacdo de NO (condicdo basal e estimulada) nos animais tratados
com acetato de chumbo quando comparados ao controle.

Estudos prévios mostram que o NO esté envolvido nos efeitos vasculares do
chumbo, embora os resultados obtidos ainda sejam ambiguos. Fiorim et al., (2011)
demonstraram aumento da biodisponibilidade de NO e da fosforilacdo da eNOS no

residuo de Ser''”’

, em aorta de ratos utilizando o mesmo modelo de exposi¢ao
controlada ao acetato de chumbo por sete dias. Silveira et al, (2010) também
demonstraram aumento da biodisponibilidade de NO apés perfusdo com 100uM de
acetato de chumbo, na presenca de L-NAME, no leito arterial caudal. Ja Karimi et
al., (2002), ndo evidenciaram diferengas na sensibilidade e na resposta maxima a
FE nos anéis de aorta de ratos tratados por 28 dias com 100 ppm de chumbo e
incubados com L-NAME, quando comparados ao seu respectivo grupo controle. Por
outro lado, Silveira et al., (2014) e Simbes et al., (2015) mostraram redugdo da
biodisponibilidade de NO em aorta de ratos tratados com acetato de chumbo por 30
dias. Outros estudos também demonstraram uma diminuicdo na biodisponibilidade
de NO em animais expostos ao chumbo (Vaziri et al,. 1997, 1999, 2003).

Apesar da divergéncia de resultados, esses dados, em sua maior parte, foram
obtidos através do tratamento crénico com acetato de chumbo e ha uma caréncia de
informacgdes sobre 0 que ocorreria com NO em uma fase inicial de exposicao. Neste
sentido, nosso proximo passo foi avaliar por qual via o acetato de chumbo, em baixa
concentracdo e na fase inicial de exposicdo (sete dias), poderia aumentar a

biodisponibilidade de NO e assim, diminuir a resposta a fenilefrina.
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6.2.2.2 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre o
receptor da Angiotensina Il do subtipo AT..

A interacdo entre os diferentes componentes do sistema renina-angiotensina-
aldosterona determina sua atividade e influencia a regulacdo da pressao arterial,
balanco renal de sodio e risco cardiovascular (Lacolly et al., 2009). Dentre os
componentes do SRAA, a angiotensina |l exerce efeito predominante no ténus
vascular, mediado via interacao receptores especificos da membrana, o receptor de
angiotensina do subtipo 1 (AT4) e o receptor de angiotensina do subtipo 2 (AT2). A
maioria das acgodes fisiolégicas da Ang Il é mediada via receptor AT{. Em contraste,
sua interacdao com receptor AT, modula negativamente as agdes dos receptores AT

na maioria das circunstancias (Shetal e Carey, 2013).

A unido entre da angiotensina Il com o receptor AT culmina em contracdo do
MLV (Griendling et al., 1996; Touyz e Schiffrin, 2000; Garrido e Griendling, 2009).
Por outro lado, a interacdo da angiotensina Il com o receptor AT, ativa a via de
producdo do NO e GMPc que estao envolvidos no processo de relaxamento do MLV
(Griendling et al., 1996; Steckelings et al., 2005). A vasodilatagdo mediada pela
ativagdo do receptor AT, tem sido bem demonstrada em artérias de resisténcia,
como a mesenteérica, e de condutancia, como aorta em varios modelos animais e
humanos (Shetal et al., 2013).

Estudos prévios demonstraram que a vasodilatacdo induzida pelo receptor
AT, pode ser mediada pela ativacdo da cascata bradicinina/ NO e GMPc, conforme
mostrado anteriormente na Figura 4. A bradicinina, poderia induzir a fosforilacdo da
eNOS nas Ser''”” e Ser®® através da ativagdo da proteina quinase A (PKA)

(Yayama et al., 2006) e na Ser''’’

através da ativacdo da proteina serina treonina
quinase (Akt) (Shetal e Carey, 2013). Vale ressaltar que o receptor AT, pode
aumentar a producdo de NO de maneira direta, independente da producao
bradicinina (Shetal e Carey, 2013).

Ja estd bem estabelecido na literatura cientifica que a angiotensina |l
aumenta a biodisponibilidade de NO em aorta toracica (Pueyo et al,1998; Yayama et
al, 2006). Considerando que o tratamento por sete dias com acetato de chumbo
aumentou a ECA plasmatica (Fiorim et al., 2011), reduziu a reatividade vascular a

fenilefrina e aumentou a biodisponibilidade de NO, poderiamos supor que a
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angiotensina Il, atuando via receptores AT,, poderia estar envolvida no aumento da
biodisponibilidade de NO nos animais chumbo. Assim, para investigar se existe
maior interacdo da angiotensina Il com os receptores do subtipo AT,, os anéis
aédrticos foram incubados com PD 123319.

Nossos resultados mostram que na condicdo Controle, o PD 123319 nao
alterou a resposta contratil a fenilefrina. No entanto, na presenca deste farmaco,
houve um aumento da reatividade a fenilefrina no grupo Chumbo, indicando maior
interacdo da angiotensina |l com os receptores AT,. Dessa forma, a angiotensina Il,
via receptores AT, poderia estar envolvida no aumento da biodisponibilidade de NO
nos animais tratados com acetato de chumbo.

Em contrapartida aos nossos resultados, Nunes et al, (2014), nao
evidenciaram diferencas na sensibilidade e na resposta maxima a FE nos anéis de
aorta de ratos tratados por 30 dias com 100 ppm de chumbo e incubados com PD
123319, quando comparados ao seu respectivo grupo controle.

Em seguida, para confirmar a hipétese de que a angiotensina Il, via
receptores AT, poderia estar envolvida no aumento da biodisponibilidade de NO nos
animais chumbo, foi realizado o protocolo de co-incubacdo de L-NAME + PD
123319. Apds a co-incubagdo PD 123319 + L-NAME houve aumento da reatividade
a fenilefrina nas artérias de ambos os grupos. Ao calcular a %dAUC observou-se
que este aumento da reatividade a fenilefrina provocado pelo L-NAME + PD 123319
foi similar nos dois grupos experimentais. Portanto, a maior magnitude de resposta a
fenilefrina ap6s incubacdo somente com L-NAME no grupo chumbo, foi normalizada
para niveis controle em presenca de L-NAME + PD 123319.

Corroborando com dados funcionais, os resultados do presente estudo
obtidos através da analise dos niveis de NO (basal e estimulada), em aortas
toracicas, demonstraram que a incubagdo de L-NAME + PD 123319 normalizou a
liberacdo de NO no grupo chumbo. Em conjunto, os dados sugerem que o
tratamento por sete dias com acetato de chumbo aumentou a biodisponibilidade de
NO via receptores AT,

Em adicdo aos nossos resultados, Yayama e colaboradores (2006)
mostraram que a angiotensina ll, via receptor AT, induziu a fosforilagdo da eNOS na
Ser®® e Ser'”” em aorta de camundongos submetidos a coartacdo de aorta.
Hiyoshi e colaboradores (2005) também demonstraram que a angiotensina Il, via
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77 em aorta toracica de

receptor AT, induziu a fosforilacdo da eNOS na Ser
camundongos 2K1C.

Segundo Shetal e Carey (2013) os receptores AT, desempenham um papel
de contra-regulacdo benéfica sobre a funcdo cardiovascular. Estudos prévios
demonstraram aumento da expressao do receptor AT, em condi¢des patoldgicas,
como injaria vascular, infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca (Griendling et al.,
1996). O mecanismo de acao deste receptor esta relacionado a liberagdao de NO
promovendo relaxamento do mdusculo liso vascular (Griendling et al, 1996;
Steckelings et al., 2005). Contudo, Fiorim et al. (2011), nao evidenciaram diferenca
na expressao proteica dos receptores AT, entre o grupos Controle e Chumbo,

utilizando o mesmo modelo experimental do presente estudo.

6.3 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA.

A partir dos resultados descritos acima, onde ha diminuicdo da reatividade a
FE por um desequilibrio na funcdo endotelial, foi investigado como o chumbo
alterava o relaxamento vascular dependente do endotélio. Para isto, foram
realizadas curvas concentragao-resposta a acetilcolina. A acetilcolina liga-se ao
receptor muscarinico (M2) levando ao aumento da concentracao intracelular de
célcio, o qual ativa a formacao e liberacdo de NO pela acao da enzima 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS). O NO se difunde para o musculo liso vascular, ativa a
guanilato ciclase soluvel (GCs) promovendo o aumento da concentracao intracelular
de GMPc. O GMPc ativa a proteina quinase G (PKG) que fosforila diversas
proteinas, reduzindo a sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio, culminando
com o relaxamento do vaso por hiperpolarizacdo do musculo liso vascular
(Rattmman, 2009). No presente estudo nenhuma alteragdo estatisticamente
significante no relaxamento a ACh foi observada entre os grupos Controle e
Chumbo. Isto sugere que a vasodilatacao dependente do endotélio esta preservada,
ou seja, nao alterou a producao de NO estimulada pela acetilcolina.

Resultados semelhantes foram encontrados por Grizzo, et al., (2008), apés

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

Em contrapartida, Silveira et al,, (2010) encontraram prejuizos na resposta
vasodilatadora a aceticolina ap6s a perfusao do leito caudal de ratos, com 100uM
de acetato de chumbo. Silveira et al., (2014) e Simdes et al., (2015), também
observaram prejuizo na resposta vasodilatadora a acetilcolina, nos anéis de aorta
de ratos expostos ao chumbo por 30 dias. Essas diferencas entre resultados
provavelmente se devem ao baixo tempo de exposicdo ao metal (sete dias). Além
disso, estes resultados sugerem que o efeito do chumbo sobre o relaxamento
induzido pela ACh, em anéis de aorta, parece ser dependente da concentracédo e

do tempo de exposicao.

Dessa forma, até o momento, é possivel dizer que o tratamento por sete dias
com acetato de chumbo nao alterou a producédo de NO estimulada pela acetilcolina,
mas diminuiu a reatividade a FE e aumentou a biodisponibilidade de NO. Ja esta
bem descrito na literatura a importancia do NO no controle do ténus vascular em
artérias de condutancia (Urakami-Harasawa et al.,1997; Félétou e Vanhoutte, 2006).
Assim, para avaliar a participagdo do NO nas respostas vasculares induzidas pela
ACh foi realizada uma curva de relaxamento induzido pela ACh, com os anéis de
aorta previamente e pré-contraidos com FE e incubados com L-NAME. Nossos
resultados mostram que apdés a incubacdo com L-NAME houve abolicdo do
relaxamento induzido pela ACh nos grupos estudados. Através deste resultado foi
possivel demonstrar que o relaxamento induzido pela ACh em aorta de ratos
Controle e Chumbo era totalmente dependente da liberacdo de NO

Considerando os resultados ja apresentados, vale ressaltar que dentre os
varios mecanismos pelos quais o NO estimula o relaxamento vascular podemos
destacar dois, a Na*K*-ATPase (Gupta et al.,, 1999) e os canais para K*(Bolotina et
al., 1994; Félétou and Vanhoutte, 2006).

Em relacdo a Na'K*-ATPase, estudo recente utilizando o mesmo modelo
experimental de administracdo controlada de chumbo por sete dias demonstrou
aumento da atividade funcional da Na’K*-ATPase e a aumento da expressdo da
subunidade alfa- 1 da Na'K*-ATPase (Fiorim et al., 2011). Simdes et al., (2011)
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também mostraram aumento da atividade da Na'K*-ATPase ap6s exposicdo aguda
ao chumbo.

O NO é um fator endotelial que também pode estimular diferentes os canais
para K* dependendo do vaso e da espécie estudada (Félétou e Vanhoutte, 2006;
Félétou e Vanhoutte, 2009, Nelson e Quayle, 1995; Ko et al; 2008; Briones et al,
2009; Rodrigues et al; 2011). O mecanismo de atuacado do NO sobre os canais para
K* pode ser dependente ou independente da formacdo de GMPc (Bolotina et al,
1994; Feletou e Vanhoutte, 2006).

A ativacdo dos canais para K* ocasiona hiperpolarizacdo da membrana das
células do MLV que diminui a atividade dos canais para Ca*? voltagem dependentes
do tipo L reduzindo o influxo de Ca*? promovendo uma vasodilatacdo. Assim, os
canais para K* do MLV desempenham um papel fundamental no controle do
potencial de membrana e tonus (Nelson e Quayle, 1995; Ko et al; 2008). Varios
estudos sobre doencas que cursam com disfuncdo endotelial e/ou alteragdo da
biodisponibilidade de NO tém relacionado o relaxamento vascular com o papel
desempenhado pelos canais para K* no controle do ténus (Dimitropoulou et al; 2002;
Callera et al; 2004; Briones et al; 2009; Bonaventura et al; 2011).

Neste sentido, o préximo passo do estudo foi avaliar o efeito do tratamento
por sete dias com acetato de chumbo sobre a atividade funcional dos canais para
potassio na resposta de relaxamento a ACh.

Em artérias pré-contraidas com KCI (60 mmol/L), o relaxamento induzido pela
ACh foi reduzido em ambos os grupos experimentais, demonstrando que parte do
relaxamento induzido pela ACh pode envolver a ativacdo de canais para
K*.Entretanto, essa reducédo do relaxamento a ACh foi mais evidente nos animais
tratados com acetato de chumbo, sugerindo maior participagdo dos canais para K*
neste grupo experimental.

Em seguida, para avaliar se o tratamento com acetato de chumbo alterou a
participacao do NO no relaxamento induzido pela ACh, em artérias pré-contraidas
com KCI (60 mmol/L), utilizou-se L-NAME . Apés incubagdo com L-NAME, o
relaxamento induzido pela ACh foi abolido em artérias de ambos os grupos, pré-
contraidas com KCI (60 mmol/L), sugerindo a ativagédo dos canais para potassio pelo
NO.
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Sabe-se que uma das vias de vasodilatacdo do NO pode envolver a ativacao
de canais para K* (Bolontina et al. 1994; Félétou e Vanhoutte, 2006, 2009; Fétélou,
2009). Considerando maior participagdo dos canais para K* nos animais tratados
com chumbo, para estudar o envolvimento dos subtipos de canais para K* sobre o
tonus basal e a resposta vasodilatadora a ACh os anéis aorticos foram previamente
incubados com inibidores dos canais para K.

6.3.1 Participacao dos subtipos de canais para potassio no tratamento por sete
dias com acetato de chumbo sobre o tonus basal e o relaxamento induzido
pela ACh em aorta toracica

Para comprovar a participacdo dos canais para potassio no relaxamento a
ACh, utilizou-se TEA, um inibidor inespecifico dos canais para K*. O TEA aumentou
o ténus basal em aortas de ambos 0s grupos experimentais, mas esse efeito foi
maior nos animais chumbo. Além disso, esse inibidor reduziu o relaxamento a ACh
em aortas dos grupos Controle e Chumbo. Entretanto, esse efeito ocorreu em maior
magnitude nos animais chumbo, conforme demonstrado através da area abaixo da
curva (%dAUC). Em conjunto, esses resultados sugerem que a participacdo dos
canais para K* no controle do ténus e no relaxamento vascular induzido pela ACh é
maior nos animais Chumbo.

Corroborando com nossos dados, Fiorim et al., (2011) demonstraram que a
incubagcdo com o TEA aumentou a resposta contratil a fenilefrina nos grupos
Controle e Chumbo. Contudo, a magnitude desta resposta foi maior no grupo tratado
por sete dias com acetato de chumbo. Nunes e colaboradores (2014) também
mostraram que a incubacdo com o TEA potencializou a resposta a fenilefrina em
segmentos de aorta de ambos os grupos, mas estes efeitos foram maiores em
preparacoes de ratos expostos ao chumbo por trinta dias em agua de beber. Estes
dois resultados sugerem que uma das vias de sinalizagao que reduzem a reatividade
a FE envolve a ativagido canais para K* nos animais Chumbo.

Estudos prévios sugerem participacdo dos canais para K* no envolvimento
das alteracbes de reatividade vascular em doencas cardiovasculares como a
hipertensao arterial e o diabetes (Kamata et al; 1989; Rossoni et al., 2002; Callera et
al.; 2004; Bonaventura et al; 2011; Félétou, 2009). Rossoni et al. (2002)
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demonstraram aumento da biodisponibilidade de NO em ratos tratados com OUA
que desenvolveram hipertensdo. Além disso, o TEA potencializou a resposta
vasoconstrictora a fenilefrina em anéis de ratos tratados com OUA em maior
proporcao do que no grupo controle. Assim, estes autores sugeriram que o0 aumento
do NO mediado pelo tratamento com OUA poderia estar ativando canais para K*.

Por outro lado, Callera et al. (2004) e Bonaventura et al. (2011)
demonstraram que a reducao do relaxamento induzido pela ACh em anéis de aorta
de ratos estava relacionada com a diminuicdo do funcionamento dos canais para K*
em animais com hipertensao arterial induzida pelo modelo dois rins um clipe.

Mesmo considerando expressivos os trabalhos que avaliam a participacao
dos canais para K' no envolvimento das alteragbes de reatividade vascular em
doencas cardiovasculares, ha dificuldade de consenso em relagdo aos resultados
dessas pesquisas. Isto se deve principalmente a diversidade de variaveis envolvidas
nestes estudos. Assim, para avaliar precisamente os mecanismos de relaxamento
dependentes do endotélio, deve-se considerar: espécie utilizada para estudo;
modelo experimental, leito vascular e didmetro do vaso (Callera et al., 2004; Ledoux
et al., 2006, Félétou, 2009 ).

Diferentes canais para K" estdo envolvidos em desordens cardiovasculares,
tais como aterosclerose, hipertensao arterial e acidente vascular cerebral (Nelson e
Quayle,1995; Callera et al., 2004, Ledoux et al, 2006). Considerando que o
tratamento por sete dias aumentou a biodisponibilidade de NO e este poderia abrir
canais para K, o préximo passo do presente estudo foi investigar a participacdo dos
subtipos de canais para K* na regulagédo do ténus basal e no relaxamento induzido
pela ACh.

Ja esta bem descrito na literatura cientifica que o NO pode ativar K, e BK¢,
dependendo do leito vascular e da espécie estudada (Bolontina et al., 1994; Paolocci
et al., 2001; Felétou e Vanhoutte, 2006) Estudo prévio mostrou que a aorta é
fortemente dependente da atividade dos K,. Neste trabalho os autores estudaram o
papel funcional e as propriedades das correntes através dos K, em toda a
membrana celular do miécito isolado de aorta e sugeriram que a corrente através de
IK, (via subunidade a-K, 2.1) é a principal corrente ativada, no repouso e durante a
estimulacdo do MLV da aorta (Tammaro et al., 2004).

Mediante esta informacdo, para avaliar a participacdo dos canais K, no
relaxamento induzido pela ACh foi utilizado 4-AP, um inibidor seletivo destes canais.
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A 4-AP aumentou o tdbnus basal em aortas de ambos 0s grupos experimentais, mas
esses efeitos foram maiores nos animais chumbo. Além disso, esse inibidor reduziu
o relaxamento a ACh em aortas de animais Controle e Chumbo. Entretanto, esses
efeitos ocorreram em maior magnitude nos animais chumbo. Em conjunto, os
resultados indicam maior contribuicdo dos K, no ténus basal e no relaxamento
induzido pela ACh nos animais Chumbo.

Mesmo considerando escassos os trabalhos sobre a alteragdo do
funcionamento dos K, em doencas cardiovasculares, Dias e colaboradores (2011),
também mostraram aumento da participacdo dos K, em aorta de ratos 30 dias apds
o infarto do miocardio.

De forma diferente aos resultados desse trabalho, estudos prévios mostraram
diminuicdo da participagao dos K, em artéria cerebral e renal de animais hipertensos
(Wellman et al., 2001; Martens e Gelband, 1996). Os estudos sugerem que atividade
dos K, esta diminuida porque o potencial de membrana nessa doencga esta mais
positivo e a atividade dos K, é dependente de voltagem. A maior positividade do Pm
em repouso e um aumento dos niveis de Ca*? intracelular parecem representar um
mecanismo de feedback positivo que provoca uma diminuicdo da atividade dos
canais K, (Wellman et al,, 2001; Martens e Gelband, 1996). Contudo, nenhum
trabalho demonstrou até o presente momento a participacdo dos K, na reatividade
vascular ap6s o tratamento por curto periodo com acetato de chumbo.

Diversos estudos tém mostrado que os Kg, desempenham papel importante na
regulacao do ténus vascular, em diferentes leitos (Cheong et al., 2002; Eichhorn e
Dobrev, 2007; Briones et al., 2009). Assim, para avaliar a participacdo dos Kga no
tratamento por sete dias com acetato de chumbo, os anéis adrticos foram pré-
incubados com bloqueadores especificos dos canais para Kc, de larga (Iberiotoxina-
IbTx) e pequena (Apamina) conduténcia. Apenas a IbTx aumentou o ténus basal em
aortas do grupos Controle e Chumbo, mas o efeito foi semelhante em ambos os
grupos estudados. Além disso, os dois inibidores reduziram o relaxamento a ACh em
aortas de ambos grupos. No entanto, esses efeitos ocorreram em maior magnitude
no grupo chumbo, sugerindo uma maior participacdo dos canais BKgca € SKca N0
relaxamento induzido pela ACh no grupo Chumbo.

Estudos recentes sugerem que os BK¢, € SKca podem desempenhar um papel
fundamental na regulagdo do tbnus vascular e da pressao arterial (Sobey, 2001;
Ledoux et al., 2005; Briones et al., 2009). Evidéncias mostram reducao da expressao
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da subunidade SKca3, expressa em células endoteliais, na hipertensdo arterial
(Félétou 2009).

Os BK¢, desempenham um papel chave na regulacao da pressao arterial e ha
fortes indicios de que sua atividade estd aumentada no MLV durante hipertensao
cronica (Sobey, 2001; Briones et al., 2009). Briones et al. (2009) demonstraram que
h& um aumento das correntes por BKc,, mas nao por K,, em coronarias ratos que
desenvolveram hipertensdao apdés o tratamento crénico com OUA. Estes autores
sugerem que o0 aumento das correntes de BKg, poderiam contribuir para
preservacao da funcao endotelial em artérias coronarias neste modelo experimental.

Outros trabalhos mostram que o ténus da artéria coronaria é fortemente
dependente da atividade dos BKca (Cogolludo et al,, 2007; Briones et al., 2009).
Segundo Kim et al.,, (2003) a atividade dos BKc, estd reduzida em artérias
coronarias durante a hipertrofia ventricular esquerda, o qual poderiam contribuir
para uma reserva coronariana reduzida observada neste caso.

Atualmente, as EROS sao consideradas uma influéncia modulatéria negativa
sobre a atividade dos canais para K* em doencas cardiovasculares (Félétou, 2009).
Contudo, evidéncias sugerem que os BKcy, sdo menos sensiveis aos efeitos
deletérios das EROS quando comparados a outros canais para K, assim, eles
poderiam desempenhar um papel compensatério na diabetes e na arterosclerose
(Liu e Gutterman, 2002; Félétou, 2009).

Aléem das EROS, outra substancia derivada do endotélio esta envolvida na
modulacéo da atividade dos BKc, no MLV. Bolotina et al. desde 1994 relataram que
o NO é capaz de ativar diretamente os BKcg, Considerando o aumento da
biodisponibilidade de NO nos animais chumbo, este NO poderia estar ativando
diretamente os BKc,, contribuindo para preservagdao da fungdo endotelial em aorta
de ratos.

Como mencionado anteriormente, o efeito do L-NAME sobre o relaxamento a
ACh indica que o NO é o mediador do relaxamento em aorta de ratos. Além disso,
parte deste relaxamento pode dever-se a ativacao de canais para potassio pelo NO.
A partir dessas consideracgdes, o nitroprussiato de sédio foi utilizado para avaliar se
o tratamento com acetato de chumbo altera o relaxamento do musculo liso vascular

induzido pela doacao direta de NO.
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6.4 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO
SOBRE O RELAXAMENTO INDEPENDENTE DO ENDOTELIO NOS ANEIS
ISOLADOS DE AORTA.

Para avaliar se o tratamento por sete dias com acetato de chumbo leva
prejuizo no relaxamento do musculo liso vascular, foram realizados experimentos
com o nitroprussiato de sodio (NPS). Este ultimo age estimulando a GCs que, por
diversos mecanismos leva a hiperpolarizacdo das células musculares lisas e por fim
ao relaxamento muscular (Gewaltig e Kojda, 2002).

O NPS promoveu resposta vasodilatadora, concentragdo dependente,
semelhante em ambos 0s grupos experimentais sugerindo que a exposicao por sete
ao acetato de chumbo ndo modificou a capacidade de relaxamento do musculo liso
vascular. Varios estudos encontraram resultados semelhantes ao nosso (Silveira et
al.,, 2010; 2014; Fiorim et al,, 2011; Simbes et al., 2015). Entretanto, Marques e
colaboradores (2001) observaram prejuizo na resposta vasodilatadora induzida pelo
NPS na exposicao de trinta dias ao chumbo, que poderia estar associada a uma
diminuicdo da expressao da guanilato ciclase encontrada nesse estudo.

6.4.1 Participacao dos subtipos de canais para potassio no tratamento por sete
dias com acetato de chumbo sobre o relaxamento induzido pelo NPS em aorta

toracica.

Embora a exposicdo ao chumbo ndo tenha promovido alteracdo na resposta
vasodilatadora induzida pelo NPS, sabe-se que os BKc, € K, estdo localizados no
MLV (Nelson e Quayle,1995; Félétou e Vanhoutte, 2009). Além disso, Bolontina e
colaboradores, desde 1994, demonstraram que o NO pode ativar diretamente os
BKca. Assim, para avaliar o efeito direto do NO sobre os canais para potassio do
musculo liso vascular, os anéis aédrticos foram incubados com Iberiotoxina e 4-
aminopiridina, inibidores dos BKc, € K, respectivamente, e em seguida foi realizada
curva de relaxamento ao NPS.

Os inibidores IbTX e 4-AP reduziram o relaxamento ao NPS em aortas dos

grupos Controle e Chumbo. Entretanto, esses efeitos ocorreram em maior
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magnitude nos animais chumbo. Esses achados sugerem maior participacao dos
BKca € Ky no relaxamento induzido pelo NPS no grupo Chumbo.

Corroborando com nossos achados, Briones et al. (2009) demonstraram que
ha um aumento da participacao dos BKc, no relaxamento ao DEA-NO em coronarias
de ratos que desenvolveram hipertensédo apés o tratamento com OUA. Vale ressaltar
que até o presente momento, nenhum trabalho demonstrou a participacdo destes

canais na reatividade vascular ap6s o tratamento com acetato de chumbo.
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6.5- SUMARIACAO DOS RESULTADOS
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Figura 13: Sumariagdo esquematica dos resultados obtidos no presente estudo. O tratamento i.m.
com acetato de chumbo aumentou a PAS e a ECA plasmatica (Fiorim et al, 2011). Os niveis
elevados da ECA plasmatica poderia aumentar a Angio Il. A interacdo da angiotensina Il com o
receptor AT, estéd relacionada com a liberagdo de NO promovendo vasodilatagio (Shetal et al., 2013).
O presente estudo mostrou envolvimento dos receptores AT, no aumento de biodisponibilidade de
NO. Além disso, sabendo que o NO induz a vasodilatacdo através de diferentes vias, incluindo a
ativagdo de canais para K* (Bolotina et al., 1994; Félétou e Vanhoutte, 2006)., nossos resultados

sugerem maior participacao dos canais Kv, BK¢, e SKc, no o controle do tdnus vascular.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que o chumbo, mesmo em baixa concentracao
sanguinea (~10ug/dL), foi capaz de alterar o funcionamento da artéria aorta,
reduzindo a reatividade a fenilefrina. Esta resposta é endotélio-dependente e
decorrente do aumento da biodisponibilidade de NO. O estudo mostrou também
envolvimento dos receptores AT, neste aumento de biodispobibilidade de NO.

Além disso, sabendo que o NO induz a vasodilatagdo através de diferentes
vias, incluindo a ativacdo de canais para K, nossos resultados sugerem maior
participacao dos canais K, e BKca no o controle do tonus vascular e no relaxamento
induzido pela ACh e ao NPS em aortas de ratos do grupo chumbo.

Em suma, a partir dos resultados apresentados seria possivel sugerir que em
uma situacdo de diminuicdo da reatividade vascular com aumento da
biodisponibilidade de NO, causada pelo chumbo, o0s canais para potassio
participassem mais expressivamente do relaxamento vascular contribuindo
compensatoriamente ao aumento de PAS. Embora o metal esteja provocando
respostas vasculares adaptativas, o aumento de PAS observado sugere que mesmo
em baixas concentracbes, a exposicdo ao chumbo deve ser considerada um

importante fator de risco cardiovascular e um sério problema para saude publica.
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Seven day exposurs to a kow coneentration of lead aoette inoreases nitric ood = hisavailability suggesting 2
pl.tjm:rdedl{"&mmka.ﬁdm;mhrm This could bean adaptive mechanism at the initial
stges of iooccity from lmd exp -] We evaluated whether lead aliers the participation
of K* channds and Ma* ¥ *-AFase (MKA) on vascular funchion. Wistar rats were teabed with lead {15t dose
Apg100 g, subosquent does O0Spg 100 g, im, 7 days ) or wehide lead treatment redoeed the om tractils ne-
mdmwhﬂuﬁm{ﬂihmﬁmﬂemdiﬂmuhuqﬂm
{ACh)or sodium ni d= (SHFL Purth this treatment i -‘Iunlﬁzp'n&.lu and apocymin
{namm.:mm{mumuud {7000 LimL) red T o PHE omly in the

treater] group. Lead alwo inoreased aortic functional HKA adtivity evaluated by K+ -induced reloasion aures.
Oughain | 100pM) phus L-NAME {100 phf), aminoguamnidine { 30pM) or etractylammonium (TEA, 2 m ) ne-
dured the K*-induced refaxation only in lead-treoted rats ‘When aoriic rings were preoon traceed with K0
(S0 mMA) or preinoubated with TEA (2 mM), 4-aminopyridine (4-AP, SmM), ibmriotoodn (DL 20 nM),
apamin {05 pM) or charyhdotosin (01 ), the Ath-inducsd rdaxation wes mare educed in the kead-
treated rats Additional ly, 2-APand IBTX reduced the relasas on elicted by SHP more in the bead-teated rats Re-
sults suggest that lead treatment promoted MKA and K+ channels activation and these effecs might contritase

i the peseration of aorticendothsial fim dion against oodative snee
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Ll s hisporicatly been wsed ina wide varietyol human sctivities,
which has significantly increxed its emission into the atmesphers
[ Patrick, 2006). Therefore, 511 humans have an xsocisted lesd bunden
due o expasure 1o exogenous sources [Lavin and Goldberg, 2000).
The sdverse effects of lesd on the heart and vesels hav e been previous-
Iy demanstrated | Fiodm etal, 2001 ; Siveiraetal 2010; Vasaallo o ol
2008). Nurmeroiis s tidies have revesled that chronde o soite besd expo-
Sure incresdes addative stre s [ Sihveirae tal, 2000, Vazin et al, 1995a),
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il poe e st (Dvineg et &l 1998 Varin et al. 19990) and affecs an-
tiasddant rederves [Farmnand &t al, 2005; Virin et &1, 2008

Viscular endaothelium i highly sensitive bo oddative stres, and
this stress. is the main case of the endothelial dysfunction observed
in eadiovaseulsr diseries such x5 sthensde rds, hypenension and
strake [ Chatterje and Catrsvas, 2008; Forsrmann and Munzsl 2006).
Itis weell established that lesd exposune induces endothelial dysfunc-
tion, and theredore, it auld be considened an impor tant candovasoular
risk fadtor and a serous problem for public health (Patrick 2006;
Paneba et al, 2011, 5ilveira et al, 2010; Vazin <t 21, 1999a).

Recenty, we demonstrated that 2 7-day trestment with 2 low con-
centration of lesd scetite inmesses ND biosvailshility snd Ma+K*-
ATPate activity in the rat sorta [Rorim et 21, 2011) ND, 2 shart lived
g4, 18 an important protective moleale in the vaseulstire, epedally
in conductande srteries N is synthesired in the e ndothelium nd &
fuses from it o the vasoular homen being 2 potent inhibior of platesler
sppregation, sdheion and prolileration of vascular smooth muscle
oells, and it prevents the development of sthemsclerasss |Chatterje
and Catravas, 2008; Forstermann and Mune=]l 2006 Poreba e al,
201 1; Triggle et al, 2003). Thus, in responde b0 variows newnshim oral
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atimuli, endothel ial el relasse ND,which produces vasodilstion of the
vasaular smodth rmedecella Insddition, N0 could slso s tinmlste M=/
K™ -ATPase sctivity [Gupta et al, 1994) and open K™ channels | Boloting
et al, 1994; FElétou and Vanhoute, 2006), which antribue 1o miine
Lain adequate vascul ar fundion.

The Ma™ /K™ -ATPxe is responsible for maintxining the cellilsr
membrane potental and contributes to the regulation of vascular tone
and blood presure This, slter oions in the Ma ™K -ATPxe could be
related to cardiov sscular disexse (Marin and Redondo, 1999)_ In 2 pre-
Vit et it has been shown that chronic lesd exposure e s car-
disvasoular diseste by inhibiting Na©/K*-ATPxe (Weiler et al
1990 ). Hiowever, our recent studies have shown that scute [5imbes et
al, 2011) ar T-day bead exposure increxses Ma*/K+-ATPase activity
anil thoe e xpresion of the slpha-1 subunits of Ma™ K™ -ATPaxe | Fiorim
etal, 2011}

K™ chanmel sctivation has been identified &5 an important @mpo-
nent in vasailer tone regulstion [Ko et sl 2008; Mebon and Quiyle,
1985 Adivatonol K™ channek in vascul aramonth msclelesds to
perpolarization, demexses the sctivity of voltge-gated L-type
chanmnel, reduces [Co2+)i and induces vasodilation [Ledowus et al,
2006 ] Many subitypes of K ™ channels have been ide fified in endothe-
lisl and smooth msde cells [FElEpw 2009; FEEtou and Vanhoute,
2009; Standen and Quayle, 1998) In vasculsr smooth misde cells, K,
channels are saiv aed by membraned epoLiizxtianin the phys slagical
range [Melon and Quayle, 1995, while the large conductance Ko,
channels (BK,) are sctivated mainly by increases in [Ca?*}i (Eiduhom
and Dobreyv, 2007 ; Ledouset sl 2006 ). Theinvelvement ol K™ dunnels
in eardiovascular disorders depends on the vasoulsr Gssie of spedes
studied (Ko etal, 2008). Thus, BK-,channels play 2 key role inreg ulating
vasciLer bome in resii e arveries | Biones o a1, 3009; Echivom and
Dobrey, 2007 ), while sortic tone i srongly dependent an the sctivity
o K, channe ks | Tammaro et a1, 2004)

The regulstory function of the endothelium is sltered by cardio-
vaicular risk facors or disorders, suwth s heavy metal exposune
(Silveira et al, 2000; Triggle et al, AR ; Wiggers et al, 2008). We
aimed to evaluate whether K™ channels and Na™ /K™ -ATPase adiva-
tian promoed by T-day trestment wi thiesd could be scompentatory
mechanism sgainst incredsed free radical produdion in the initisl
strges of lesd expoure. Ths, we anahyzed the effects of this rest-
ment on the following: 1) resctive oxygen spedes [ROS) producton
andl its participation in vasculsr fespondses 1o VASOCOMSIRCIONS, 2) in-
volvernent of the NO pathvery in Na~/K - ATPxe funoional sivity;
and 3) participation of K+ channels in the relaation induced by sce-
tykchaline snd sadium mtreprusside Dur findings provide svidence
that the sctivation of K+ chamnels and Na+K*-ATPase prevents the
sortic endothelisl dysfunction induced by increxsed free radicals in
lesd-trested rats.

Materials and me deeds

Animok and treatment Male Wistar rats (250-300 g) were used
for these studies The cre and use of lsboratory animals were in sc-
condance with the NIH guidelines, and all experiments wene oon-
ducted in complisnce with the guidelines for b omedical resesrdch &
stated by the Brarilisn Sodeties of Experimental Biology and were ap-
pronved by thee 1 titutional Erhics Committes of the Federal University
o Espirite Sani [(EUA-UFES 0522011 All rvs had free scces ta
weater anl wiere fed with rat chow ad Bbinom. The rats were divided
intor twio groups: control (vehicle-saline, intramusoular) or e sed
with lesd scetse for 7 days (15 dese: 4 pg/100 g subsequent doses:
005 pg/100 g, intramuseulsr, to cover daily kess] No differences in
Iy wesighit betwes n the two groups wer e olbserved before | untrested:
260+08g, n=38; lexktrexted: 258+ 099 g n=40; P=005) or
after regment [untrested: 308 +245 g n=38; lesd-treated: 312 +
263 g n = 40; P=0.05). At the end of the trestrment, e ras were anes-
thatired with pentobarbitsl {35 mg/ke intraperioned ) xnd killed by

The thorsde mrte were carefully dissened ow. and
the ot and connective Hisue were removed. For the vsailer resctivity
experiments, the sortas were divided into cylindrical segments 4 mim in
length.

Viscular reacthvity meaturements.  The  somic  degments  wene
mounied between two parallel wires in organ baths

e b8 - it sohition [ KHS, in mM: 124 N2CL 46 K0O,2.5 Call,
12 MgSDy, 12 KH PO, 0001 EDTA, 23 MaHOO,) at 37 *C and gassed
with 95% 02-5% OO [pH 7.4)_ The arterial segments were siretched
o an optimal resting tension of 1 g 1sometric tension wa s recorded
using a foree transducer [TSIN25C, CA. LA | connected to an sauisi-
tionsystem (MP100A BIOPAC System, Inc. 5anta Barbara, USA)L After
2 45 min equilibeation period_ a1l sortic rings were initislly exposed
twice to 75 mM KCL The first expasure checks their fundional ineg-
rity, and the second exposure dssesses the maodmal tension. Next, en-
dothelisl imtegrity v tested with acetykcholine [ACh, 10 uM) in
segments previously contraded with phemylephrine (1 pM) A relas-
tion equal toor grexer than 90 wis considered demonstrative of the
Tuncticnal inegrity of the endothelium. Aler 2 45-min washout period,
COnEnration-reqpanse curves to phenylephiine were daenmmined
Single curves were performed in each segment. The effecs of apooymin
(03 pM. a ninhibitar of NADPH axidase), superoxide dismutase [500)
[ 150 Ul ) and catalege | 1000 Ujml) were investigated by adding
them to the bath 30 min before performing the phenylephrine
COMOCENTE M- MESPanse aurves.

In another set of experim ens, after the 45-min equil ibration perod,
sortic rings from untrested snd lesd-trested rats we re pre-contraced
with phenyleghrine [ 1M ) or 50 mmol/L KO, and the concentraion-
respomse aurves to ACh (L1 M -300pM ) were determined The role
al MO in the reluation indused by ACh was analyzed by incubating
the vessel with NS-nitro-L-arginine methyl ester [L-NAME, 100 pM,
nonspecilic NOS inhibios) ke 30 min bekre phenylephrine or KO ad-
ministration. The contribution of K™ dunnds o ATh-induced reloas-
tion was asesed in sortes previously incubated for 30min with the
K™ chamel blodkers i raethylam monium (TEA, 2 mM, nomelective
blocker of K* channels), 4-aminopy ridine [4-AF, 5 mM, K, blocker),
iberiatoxin [IPT 30 nM, selective BK-, blocker | apamin [05 pM, se-
lective Bocker of small-conductane Crt*-asctivated K channels —
5K, and charybdotodn [ChTX, 001 pM, blocker of Ko, and K,

I st experiments, the ooncentration - pone aines b sodim
nitroprsside [ SHP, 001 nM-013 pM) were perfyrmed in segments con-
tracied with phenylephrine [ 1 pM)_The role of the K, 2nd BK,,, channels
i Ehe SNP-ifchiced relinsion wis ol yeed by incubating the vesels
with 4-AP and 16T, res pectively, for 30 min belre phenyi ephrine ad-
ministration. The influence of the endothelium on the response © SNP
in untrested 2nd lesd- tresied rats wis inves t gated afer it mechanicsl
remaval, which was performed by rubbing the lumen with 2 nesdie
The stsend of endothelium was confirmed by the inability of 10 pM
scatyicholine [ ACh) to produce nel stion.

The functional sciivity of the Na™ K™ -ATPase was messured in
segments from untrexted and lesd- trexted rats wsing K+ -indued ne-
laxcation, a5 described by Weeb and Bohr [1978) and modified by
Ressoni et sl [2002). Ater & 30-min aquilibestion periad in norm sl
Krelbs, the preparations were incubated for 30min in K™ -free Kreba
The vessels were subsequently pre-contracted with phenylephrine,
anl ance & platesin ws sttxined, the KO concentr Ston wWas ino axsed
sepwise [ 1,2, 5 and 10 miM ) with each step lasting for 25 min. Alter
a washout period, the preparations were incubated with 100 gM ous-
bain [OUA) far 30 min to inhibit sodivm pump setivity, and the K*-
induced relaxation curve was repested. To study the involvement of
HO indudble NO synthase [iNDS) and K~ channek in OUA-
semitive Na™ K+ -ATPxse functionsl sdivity, the rings were incubated
with L-MAME [ 100pM |, aminogusnidine [50pM) snd TEA [2mM ]
respedively Moreover, the infhuence of the endothelium ws investi-
gated, repeating the sxme protoamds after its mechanical removal
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In sity detetion of vasoulor O produdion.  The axidative fuoresoent
dye dihydroethidium [DHE) was used to evaluste 05 production in
sity, a5 previously described by Wiggers et al [ 2008 . Hydroethidine
freely permestes cells and i oxidized in the presence of 05 o
ethidium bromide, which & trapped by intercidation with DNA.
Ethidium bromide is excited at 546 nm and has an emisson specium
of 610 nm. Frozen tiswe segments wene cut into 104um-thick secions
sl placed on & gliss dide Serisl seetions wene equilibested under
identicd @nditions for 30min 2t 37°C in Krebs-HEPES buffer [in
miM: 130 NaO, 56K, 2 Ga(lh. 024 Mglh, 83 HEPES, and 11 ghicose
pH =74 Fresh buffer contyin ng DHE [ 2 M) was spplied opicily ta
mﬂmmmdmamu!gmhiﬂﬂdﬁhl
light-protected humidified chamber at 37 *C, and then viewed with 2
inveried funrescends micoseape (NIKON Eclipse Ti-5, %40 abjedtive)
using the same imiging settings in the umtrested and lesd-tresed
rats. Fluorescence was deiected with & 568-nm long-pass filter. For
quantificaion, eight frozen tisue sepments per inimal were ampled
Tor each ex perimental condition and sverxged. The mexn fluorescenes
densities in the target region were caloul sted.

Srafsical analyses  All vahues are expresed xs e mean + standard
ermor of the mean (SEM). Contradile responses to phenylephrine
were expressed a5 & percentrge of the mudma response induced by
75 mM KO, Vasodil s responses o ACh or SNP werne expressed xs
the percentage of relsxxton of the previous cniraction.

For esch mneniration-response curve, the masimal efect (Ra=)
and the concentration of sgondst that produced SOE of the mmuod mal
ress ponse [ bog Eag) were calculsted wsing non-linesr regresion analy-
a8 [ GraphPad Prism, GraphPad Soltware_Inc_, SanDiega, CA L The sen-
sitivities of the agonists were expressed &8 pDa [(—log ECxm) To
compare the effecs of L-NAME, TEA, 4-AP, IBTX, ChiTX and apamin on
e relaxation responses to ACh, some results were e xpresed a5 the dif
ferendes in e anes under the condentration- response curves | dALC)
Tor the contral and ex per imental groups The se values indicite whether
the magnitude of the effect of L-NAME. TEA, 4-AF, I6TX, ChTX and
aparmin is different in te untrested or lasd-rrested rats

The results were expresed x4 the me an+ SEM of the number of
raits indicated (n). The differences were analyred using Student’s i-test
of wo-waxy ANDVA lollowed by 2 Bonfermoni st P<0U05 was condgid-
ered to be significant

Drugs and reagents.  Lesd seetate, |- phenylephring hydrodlon de.
ACh chioride, SNP, sodium pentobarbital, apocynin, SO0, extalxe.
OUA, L-NAME, TEA, &AP, WX, (bTX and aparmin were purchased
from Sigma-Aldrich (St Lows, USA). The salts sned rexgents used
weere of analyticl grade from Sigma-Aldrich and Merck [Darmstadt,

Gemmany |

s of lead reabment on vaseul ar reactivily

Lead exposure did not affect e response to KO [untrested E*:
346+ 0004 £ n=38; lesd-trested E7: 143 +0.11 g 0= 40; untresed
E~ 349+00Bg. n=23F lesd-trested E-: 143+009g. n=2;
P=005) Pre-mntaction o phenylephrine wsed belore performing
ACh and SN rel asation curves was similar in the groups [untrexied
EY: 246+0005g, n= 1% lesd-trested E7: 263+003g. n=10;
untreaied E7: 255 +011 g n=10; lesd-trexed E™: 257 +004 g
n=10 P=>005)] Howaer, this metal redured vasculsr resctivity o
phemylephrine in the soric rings [Tade 1), However, lesd did not
change the relaxrtion induced by scetylcholine [Table 2) or the relna-

tion procuced by SNP [ Table 31

Talsle 1
Efiecys of a pocymin, SO0 and cm Lee on et o soelar w8 gpoane 1 plemyle phrin B
and ) b2 S enrad andhead v ram

e ol Lead meaed

L (] Ko [
Commd A 474 G510 EE22E4EE 629 006
Mpocmin DB 4958 GXSsAIS 4723850 G158 QN0
SO0 B 43T G3Zsd08  5119853F G075 Q0E"
Commd 04407  EIIEQI0  TRIZEQTR 5998 012
Camallase LB$ITI  5938AI5  G6E1EL5TT 5358 010

Thet revale Jre STprested 35 maiam & SEG of o memnbesr of Snimals shevem in Fig. L
s, Bt | ey (iogpresaad 25 o percenge of S maanderal nesponcs bnduced By
TS bl KO} pi, ahgﬂh'lwmﬁn-ndn_dmdﬂﬂ
esa - el comerall i ™ . Nt ey el SN ot e B e et T
el camalane has a0y o

Hlea of kod treatment on oxido Bve stres

The basal 05 produdion in the sortas from the lesd-trested rats
wiis greater than that from the controbs [Fig. 1A). To investigate whether
thee el iy encid tive stress ind ured by lasd tresme it wias invol ved in
the olserved slterations of vidailsr resdivity to phemy lephrine, ve
used spocynin (03 nM), which is 2 NADPH axidise inhibitor; DD,
[150UFmL), which i 2 supermdde anion scavenger; and catalise
[ 1000 U L) which i & hydrogen peraide scavenger. Thete dgs re-
dured the vasoconstrictor respanse induced by phenylephrine in the
ot from lead-trested rats but did not in te sortas from untrested
a5 (Figs. 1B-D xnel Tabsle 1).

Eleas of lead renbment on Na */K+-ATPaze activity

Wi previowly reported that lesd trestment for 7das increxsed
the sctivity of te sodium pump and protein expression of the Ma ™)
T-ATPxie alphs-1 subunit in sotic rings from treated rats (Fiorim
el al, 2011] Afer endothelivm removal, the KO-induced relasstion
wias reduced in the sortic rings from both groups [ Rg. 24), butthis re-
dudtion was gresier in te oras from lesd-treated rats. To invest-
gate the invalvement of NO in Na©™ X ™ -ATPxe adivity, we used L-
NAME [100pM L & nonselective NDS inhdbdtor, and amindogusnddine
[ 50 M), & selective INOS inhibitor. After incubating the rings with
L-NAME the KOl-indured nelocation wis reduced in the sortic fings
from both groups (Fig. 2B bt this redudtion was grester in the sonxs
from the treated group compared i the untrexted ras. | ncubation with
aminoguanidine did not modily the re Liootion induced by potassium in
oris fromuntrested rats but reduoed the el oninduoed by potas-
aiurm in lesd-trested rats [Fig. 20 Similarly, after avinouba fon of the

Table X
EMfiarys of N°-mims- - angindee meshyl e |IL-MAMIE ), remrae bylavaroniem [TEA), 4
aminpydine {4-AF), Barbosin [ BTE), apamin sl charybdorsin { T on rle

wiasrula ¥ B S 11 aceryhohoiine: |y aned pli) n pleenyhephorine conmraned amas
o nerear el anad el aned ras

U e dl Rl i

B L] Bas Pl
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TEA TLAD & 247" 662& 017 e84 118 57203
4-AF 8334 & 18 A58 027" 403 & T4 ET24 Q52
BIX G4 4 & 2187 EERR 81434 435 B s QIE
Apanin 916 420" B8T 4 G ATE 22T EdS & Q0T
ChIK 53 4 133" 653 4 dukd S0l & 309 BdZ s AT

Thet e asls e eUpresond 26 me o+ SFh of dee membe 1 of animals shown inFigs 2,3
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ram () e Rl mece-d cosarall ras "L
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rings with OUA [ 100pM) plis L-MAME or sroinogusnidine, the KO-
indured relsation v redused in sortic fngs om trested rats bat
it in20rtas from untreated rats [ Rgi 2B and C). Alter endothelium re-
vl incubkad onwith OUA, Turther reduced e KO- induoed relootion
in sortic rings from both groups [Fig. 2A), but this redicion was grester
in aorte from lesd-trested s These resulls reinfone e previous
lfindings regarding the incresxse of MKA sctivity after lead treatment
The K™ chanme | Wocker TEA (2 mM) did neot modify the relas stion
induced by potissium in sortes lrom untrested ras but reduoesd that
redancation in lesd-treaed rats. However, after coinouba f on with OUA
[ MWD | the KO- neducesd relacation was nol diflerent compared o
avusbigin alone in &idver the trexed or wbne sted rats (Fig 20).

E 0 Ui jret )
150N
& Unireied Apooyn n= ]
N Trasted [ 13
% ior| % Treatd Apocynin jr= £5)
'E -
8 = #
#
=
I T T T T T T T 1
A0 8 & T 65 4 3
Phanylephrine {log mokl)
c qspq O Unirexed jm=11)
O Unimaied 500 n=8)
B Trasled fi=13)
§ o0 & TrasisdEonme 13)
E L
8 = :
#
o
I T T T T T T T 1
41108 8 T 6 5 4 3
Phenylephrneg (log mobiL)
D g ° Unmesing
O Uinbeaiod Catalnss jn=g)
B Treaked (=6
£ oo #  Tromiod Catnlass [n=H)
: :
o 5
Fa
o

LI I D D D R B B |
11085 8 7 & 5 4 3

Phenyiephmne (log moiL)

127

Fig- 1. Vasoalr sepemohde  miom prodecson Iy seymens: of a fnom enoeed and had-merad ors Repressnorive fecmsce o pooamirograpts of bvemsd mionsopic ar-
il S Labwsied vt dhe coldazive dyne bydnoe Shdine and wesoslar sape mokle § mh0 g a4 L The o of apacynds (00 ) (B, superonide dimerss | SN
{ 050 Ul {Camd camalla | 000G Ll ) {1 o el el I i el s Oy ey T et i ST s o ameeane d 2 nd head-Teaned) s Thee ressls e i e
& mean b T P 005 | enmremed v meamed )" Polis | meomed apocymin or SO0 of caolee v T ), Sesieer s r-ae. The meamber of animvabs i indicared in parendecs



Anexo |

6 L st e ol [ Ty and Agpiiad urmacsbgy 262 (2002) Z-30

A B

. O Urnirasied E+ (ne10) 0 Ustnoatod [n=10)
g & Unirsatod B+ OUA [net0) § *  Unireated oA, jn=10)
- & Untroated E- jn=10) F w & Unircatod L-NaME jn=10)
s 0 Unircatod E-0LA fn12) !__, v Urnirastod L-MaME OLa fn=1c]
; = Troatod Exfoe- 8} = Traated jr=10]

+ Troated E+ OUA jn= 8} . *  Tromed Es DA fo=10)
% & Tromod E- jn=8) 400 &  Treomtod L-NAME (n=10)
T Tremed E- OU& o= 8) ¥ Teoatcd L-MAME OUA [n=0)
C D
0 . [
' 0 Unireatod {n=10) 0 Unircaiod jn=10}

-2 0O Unireastird LA (r=10 -20 o Untroatod CUIA [r=10]
Em . 4 Unireatod A fn=0] é_m & Uriroaind TEA [n=10]
] , ¥ Lnirastod A5 OUs [0} § v Ukiranted TEA CUA fnet0}
;-au § Troaied fn= 10} £ & n Trealed fn=10)

-80 » TradOUA@m-1  © 50 *+  Treatod OUA (=10}

[
L]

Tramed AG {n=10)

8 3 1 & »  Troaed AG OUA {n=0}

K1 (i)

8 0

Fig. 2 The efieces of e nolocheliom remowal (A), §°
tachre ol Loy o i ol e e M0 st ol o e - - HIIFM

Treatod TEA (=10}
* Troaiod TEA DUA [r=10)

KCI (mbt)
eyl ooy (L-MAMEE, 100 it} (B) amindpaanddine |AG, 50 i) K;II TEA {2 mdll) (V) om |po sl

innaoned in 2 K- free e and conrecTed vl Balioae it 2t incab-

i iy 0O ol oo o LT T oo v el 22 v e S P06 | mnmrisard [ o L INUAGEE s, ol B |t “Pc (006 | s~ o L- UG o7 G, o TEM v
mansd B 8P 005 | e aned OUA E- v, e d OUN E+ ) 5P <005 {meansd QUM E- o LSAME or AG v oeaned (LA E), all By oo v ANV Sollownad By 2 Baalemodi

3t Thet mesmbesr of niwa kb b indbrarsd bn parsnses 22

Eleats of lead treatment on the fincdonal activity of poatassium channek

Ad me i oned, the endothedinm- de pendent el aootion indued by
ACh inarterie s pre-oniracted with phenylephrine was sinmiler i nsortic
rings from wntrested snd lesd trexied s mals [Table 2| 1n areries pre-
contraded with 60 mmal L KO, the relaation induced by ACh vwas re-
duced bath in untrested (R, for phenylephrine pre-contradion:
9991 +00FE, n= 11 for KO pre-contraction: 5614+ 283 n=10
P=05) and lesd-trested rats (R, for PHE pre-matradion: 9999+
NE, n= 10 for KO pre-contracion: 2597 +3129% n= 10, P=0L05)
Heowever, this reduction was much more marked in aneries obtxined
from lesd-trested rats (Fig. 3A) The mridption of NO in ACh-
indduced relyxation was investignisd using L-MAME [100 g 1. which
wias slded before phenylephrine or high K™ Under these oonditions,
the relaxation induced by ACh was negligible in arteries from both
groups aniracted with either phenylephrine (Fig 38) or KO [ Fig. 3C)L
indicating that NO scounted for mast of the endothe
rel ancation. However, the grester redudion in ACh relisation abserved
in arteries from lesd-rexed rars pre-oniracted with KO com pared 1o
untresied r¥8 suggests & different contribution of hyper polarizing
mechani s in the sortxs from both groupd Therefore, we tested the ef-
feas of some potassum channel blockers on oe basal tone and relios-
o i el icesd by Al

TEA [ 2mM | 2 monsel active K+ channel blocker, and 4-AF [ 5mML
& specific inhibitor of K, channels, inoexsed the basal tone in sortic
sepmens from both groups, but these effects were greater in the
leah trested rars compared o the untrested rats | Fig.4A), sugge sting
& relevant rode for K, channels in controlling arterial tone. In sddition,
TEA and d-AP reduced the relnation induced by ACh in Joric Seg-
ments from both groups (Figs 4B, D and Table 2), and this effea
Wi grester in preparations fom lesd-rested rats compared to
wnirested rats x5 shown by the dALC values [Figa 4C xnd E).

Tao evaluate the role of K, channels, the sortic rings were incubated
with the selective BKn, blocker (TX)L the seledive SKo, blocker
[ aparmin) and the K, and K, boder [ ChTX) Only iberiotoxin i ncrexsed
the basal pone in sortic segments from the lesd-treated and untrested
rats, but this effect was similar in both groups [ Fig. 44) Moreover, the
thres cldum-adivated potisshim chanmel inhibivors reduced e e
laxstion indued by ACh in softic segments fom both groups
[Fige 5A,C,E and Table 2)_However, this effect vas grester in prepara-
tions from lead-reated than untrested rats x5 shown by the dALIC
values (Figa 58, D and F).

Because lead trestment incresses the mntrbution of K, and Ko
channels upon AChinduced relioation, which is mainly medisted by
N, wee anahyred the participation of these K™ chamnels in te reloation
indured by the N domor, SNP. The endotheliim-inde perdent relics-
tion induced by SNP in arteries pre-mntracted with phenylephrine
wis similar in sortic rings from untrested and lesd-tresed animal
[ Table 3 ) AfterIbTX 2nd 4-AP incubation, the re was adecresse inthere-
Laxcation induced by SNP in sortic segments from i ther group | Fige 64,
C anel Table3 |, and this decrexse was greater in preparations fnom lesd
trested than untrested ram, a8 duowwn by the dALCvalues (Figs 68 and
D) Endathdivm removd did not affect SNP relax stion in amy group,
being the relscation induced by the MO donor similar between groups
[Fig 6E]

Db st s e

The results presented here show that 2 7-day restment with 2
low conde niration of | esd setste ingessed iree radical production, de-
spite the reduction in vasoular resdivity to phenylephrine, but did not
change the relicaton induced by ACh and SHP. On the other hand,
our findings sbo suggest that sctivation of the K+ chamnel x well 2
thee inrexsed Ma*/KT ATPase sctivity masked 2 putstive endothelisl
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dysfunction in le sd-trested ras induced by the inmexsed oxidative
sresd

Lead has been identified 5 2 harsrd and risk factor for developing
cardiovascular diserses [Navas-Acien et 2l, 2007) The Agency for
T Substandss snd Disesse Registry | ATSDR) ansiders the rekerence
blood lesd concentiation level to be 60 pghdl [ ATSDE, 2005; Kasnett &t
al, 20417; Patrick, 2006 ). Seversl studies have supported the ssacistion
between high blood lesd levels and hypertension [ Glenn et al, 2006;
Harlen, 1988; Movas-Acien ot a1, 2007 In & recent study, usng con-
tralled lesd sdmintstration, we found 2 blood lesd concentration of
998 pg/dl afer a T-day trestment with 2 low dose of lead soetate
(Fiarim et 51, 201 1). Although this value was below the blood lesd
reference, it vas sulficient toincrexse SBP and to decrexse the @nirac-
tile res pomses ind uced by phenyle phrine in the rat sorta Inaaordane,
& lood lesd conde ntration of 37 pg il (bebow de blood lesd relenence)
that was reached after scute sdmin strafion ko indueed an inorase in
SBP | Simdes et al, A111). This, fhese resuls provide g uidance for revising
the lesd ynoentrations considered tobe e

Several studies have shown that lesd expasune in animald or
humans induces the generation of RO5 with subsequent o dative
damage toseveral o gans and systemns and 250 slters antioxi dant de-
fense systems (Ding et al. 1998; Farmund ot a1, 2005; N et 51, 2004;
Varir et al, 1999h) Similardy, we olserved increased superaside
anion production in the sorts from | esd-treated ras. In sdditon, the
inhibition of NADPH oxidise a5 well x5 500 and catalise reduced
the vaacomtnctor fedponde induced by phenylephring anly in the
sorts from lesd-trested rars, suggesting that both superoside anion
production 2nd hydrogen penmide are involved in the vascular alter-
ations promeoted by lasd 1n spree ment, Silveira ot 51 [2010) deman-
srrated the invaolvement of free radicals ster scute sdministration of
lead scetate in the txil vascular bed resctivity. Ni e tal. (2004) showed
that basd exposute indered superaside and hydrogen peroxide pro-
duction in ononary endothelisl ek

Despite the involvement of BOS in this experimental model, which
could incresde vILooOnA T iction, we previoudy observed adecresse in
vascular resctivity to phenylephrine in the sortxs from lesd-trested
rats and an indresse in the moduls o effeds by ND (Form et al,
2011) Other investiganrs have abo demonstrated that incubation
with 1 ppm lesd soetae for 24 T ind e ses NO production in endo thel isl
cells from iumen comnary arteries [Vasn and Ding. 2001). Further-
maore, several repons have sugpested that lead exposure increxses the
expression of iNOS in sort (Vazin e sl 1999, 19990 2001 Fiorm
et al, 2011 ), hveart (Vs et sl 2001 ) 2nd lddney [ Gonick et 21, 1997,
Wariri et al, 2001 | NO produces vasodilation of the vasalsr smooth
mscle aells in all types of blood vesels, especislly in conducane ar-
teries. Moreover, ND could also stimulste Na <K+ -ATPase sctivity
[Gupta et al, 1994) and open K™ channels (Bolotina et al, 1394;
FéElEtou and Vanhoute, 2006 2009, which antribue to neduosd vis-
cular tone

The sctivation of Na™ /K™ -ATPase adivity is an important mechs-
nism @nribuing o the maintenance of vascular tone and mem-
brane potentisl in visculsr smooth muscle cell [Blustein 1993,
Murin and Redondo, 1999) We previously repored that & 7-day
treatment with a low nentration of lead scetate increased the pro-
tein expression of the Na© /K -ATPxe 5l pha- 1 subunit snd Na® K-
ATPase sctivity in e rat sorta (Fiorim et al. 200 1) K™ -induced re-
laxcation waes used 8 an index of Na® K *-ATPase functional sctivity
[Weeb and Bohr, 1978 | Endothelivm removal and the non specific
NOS inhibitor L-NAME rediced such relacstion mane in smc fngd
from lesd-trested compared to the untrested rats, and the iNOS in-
hilvitor aminoguanidine only had effect in rings from trested rats
Thede findings suggest that the incressed of Ma©™ X~ -ATPxe func-
tional sctivity induced by lesd could be medisted by the NO pathway.

In addition to guanylate cydase adivation, NO & also 2 hyp-
empolarizng [sctor that inaeses K™ channel permesbility (Baolotina
et 2l 1994; Féltou and Vanhowtte, 2006). Our resilts showed that
the neon specific K™ channels bocker TEA did not modify K™ -indued
el aocation in the: sortes from untrested rats but reduced it in trested
rats. Aler co-incubation of the rings with TEA plus OUA, K™ -induced
el ancation s mot different be tween the groups, Suggesting 4 2imilar
sction betwesn K™ channels and Na ~K ™ ATPase sctivity in the lesd-
treated futd

Lead treatme it did not madify ACh-induced rels sation in phe myl-
ephrine pre-contraded somes, &5 previosly reported | Fiorim et al,
2011). The impartsnce of endothelisl MO in controlling vaseulsr
tome in conductande arienes is well established [Urakami- Hir swa
et al, 1997; Féldtou and Vanhoutte, 2006) In &g reement, we found
thast ATh-inathicesd reLoextiaon in the sorts wis entirely dependent on
N relexde bacruise it was sbolished by L-NAME As mentioned, ND
can bo hyperpol arize vasoular smooth muscle cells by sdivating dil-
ferent K+ channels, depending on the vasoul ar bed or $pecies studied
[ Bodoting et al, 1994; REtou and Vanhoutte, 2006 2009, FEE o et
al, 20101 ACh induced-rel axation was partially blodeed by high K*
concentration suggesting that it i medisted, in part, by K™ chamels
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Sctivation However, this reducton wad midh mode msrked inarerie
obstained from |esd-tre sed rata The residual relscation o AChin high-
KOl premntracted vessels was. shol ished by L-NAME indic ting an addi-
tional effect of MO, independent of K+ channd sctivation, on ACh-
induced reloston

TEA was initially wsed to evaluste the overall contribution of K+
chamel to the hassl tone and Alh-induced relaootion. TEA increxsed
sl tone more in preparatons from the lead-trested ras ampared
Lo e wntrexied r s and reduced the el aation induced by ACh mane
in sortic segments from the lesd-treated than unirexed group; these
resul s suggest 4 grester contribution of K™ chamnel in both basal
tome and ACh-inchiced relaation sfter lesd trestment. Accordingly,
Fiarim et al [201 1) observed that TEA patentisted the phenylephrine

s peiaicie e e SErongly in sortic rings fom lesd-trested a8 ampared
o untrested ras_ in sddition, patch clamp olservations of K+ aurments
in huwman erythrocyies shiowed that lesd exposure sctivates K™ chane
nels [Kem pe ot 51, 2005).

Different K~ channels areimohed in candiov ascul ar disorders, such
&5 atherasclerosis, hyperension and stroke [ Nelson and Quayle, 1935,
Callera et al, 200d; Ledous &t a1, 2006) Lesd traxim et inomessed N0
biosvailshility in the rat sorts (Fiorm et 21, 200 1) and &5 ment oned
NO could open K channei There fore, we investigated the partidpa-
tion of diverse K* channel in regulsting basal tone and in NO-
medlisted ACh-indiiced relicsfion in lesd-tresed ras. i has been
shown tha t sortic tone is srongly dependent on the adivity of K, chan-
nels [Tammare et al, 2004). In sdditon, Cheong et al. [2002) abo has
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showen the participation of K, channel curments in small bood vessels
O results showed that 4-aminopyridine, 2 selective inhibitor of K,
chanmnel, induced & grester inmesde in bassl tone in sortic Segments
Trom besd-trested thanin untrested ras_Furthermore, this inhibios re-
dured the reloction indued by ACh 1o & grester extent in prepir stons
from lesd meated oompared 1o untrested ratd These reulls suggest
that K, channel contribute to the regulstion vasailer tone in the rat
aorta and that chamel. contribute more to the hasd tone and ACh-
induced reliction in the lesd-trested rate

Several studies have shown that BKz, plays  key role in regul sting
vascular tone in o ferent beds (Cheong et al, 2002; Echhom and
Dhosbre v, 2007 Briones ot 51, 2009 |, and the sctivationol these channels
i an importmt component of the EDHF response in several vasculsr
beerls | Ledous et al, 2006) Our results show that both charybdonxin
[ Kepnd K, bilocker) and apamin | seledive 5K, blocker) did not modily
basal ne in sortic segments from both groups However, ibefobain
incressed the hasal one in the same way in sortic segments from
unitrested snd lesd-trasted rats sugpesting that B, sim iy aontributes

o the basal tone in the rat sorta Similer results were reponted by
Briones e al [2009) in ronary arteries from oushsin trexed and
untrested rate Regarding the imvolvement of calcium-adivaed K™
clannek on Alh-induced reloation, ouwr resulls showed that ChTx,
IhT and apamin reduoed the relaction induoed by ACh to 3 grester ex-
tent in the lesd-trested than in fe unresied group, sugpesting that
lesd restment increxses the partdpation of K. BKq, and SKg, in the
endethe] inm-depende n nel oation induced by ACh

Az mentioned before, the 1-NAME effect on ACh reloation indi-
cates that MO is the main fetor responsible for sweh reloation in
the sorte. Furthermore, it is known that BE_, and K, channels are pre-
sent in the vialsr smooth muscle [Melion and Quayle, 1995
Feldtou and Vanhowtte, X008 ) Similar to the resuls olserved with
ACh, the endothel um-independent relaation induced by SNP was
ot affected by lesd treatment. Importantly, ster BTX or 4-AP incu-
bation, there was a grester decresse in the nelaoastion indiced by
SNP in sorfic segments from the lesd-trested rats compared to the
wnirested rats. These results suggest that both BKa, and K, channels
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I Summ mmary, our results show that 3 7-day trestrment with a low
concentration of lesd scetste increxses free radical producton, de-
spite the reduction in vasauls r resctivity to phenylephrine and did
il change the relxstion induced by ACh and SNP. Dur refilts ska
suggest that the sctivation of K™ channels and incressed Ha™'K~
ATPxse ativity mask putative endothelial dysfunction in lead-
tresed rats. Moreover, stivation of K, and BK,, channels seems to
contribute more to the control of vasculsr tone in the sora fom
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strictor sction of free radicals In fact lesd ex posure , ot low concentra-
tiond, could be condidered an important cardiovasailer msk Detor and
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