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RESUMO 

 

A intoxicação crônica com chumbo (Pb2+) pode causar hipertensão arterial, mas 

pouco se sabe a respeito dos seus efeitos diretos sobre a contração do músculo 

cardíaco. O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito agudo de concentrações 

micromolares de chumbo na contração isométrica do ventrículo direito (VD) de ratos. 

Para avaliar esses efeitos, foram utilizadas tiras de VD de ratos Wistar, 

contraindo isometricamente em solução de Tyrode modificada, tampão HEPES, a 30ºC 

e gaseificada com oxigênio. Os experimentos foram realizados por meio de registros da 

tensão isométrica, obtidos a partir de estimulações condição-controle (0,5 Hz), na 

presença e na ausência de diferentes concentrações de Pb2+ (Pb2+ = 3, 7, 10, 30, 70, 

100 e 300 µM). Os resultados mostraram que o Pb2+ reduziu a força de modo 

concentração-dependente nas concentrações maiores que 30 µM (Controle 828 ± 66 

mN vs. Pb2+ 30: 653,6 ± 51,7* mN, P<0,05),  não reduziu os parâmetros temporais, tais 

como, tempo de ativação (TA) e tempo de relaxamento (TR). Contrações após pausas 

de estimulação de 15, 30 e 60 s foram registradas e analisadas como potenciação 

relativa (PR). Sob estimulação na condição-controle, o aumento da concentração de 

Pb2+ produziu contrações menores, porém, com aumento progressivo da potenciação 

relativa (15’’ = Controle: 1,49 ± 0,03 vs Pb+2 1,62 ± 0,06*, P<0,05) sugerindo, assim, 
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que os efeitos do Pb2+ são muito mais dependentes do influxo de cálcio pela membrana 

do que pela liberação de cálcio do retículo sarcoplasmático (RS). 

O efeito do Pb2+ (100µM) também foi investigado, fazendo-se variar a freqüência 

de estimulação (0.1-1.5 Hz), em diferentes concentrações de Ca2+ (0,62; 1,25 e 2,5 

mM) e o efeito inotrópico positivo induzido pelo isoproterenol (ISO) (20 ng/ml). Os 

resultados mostraram que, a força desenvolvida em relação à variação de freqüência 

de estimulação, foi menor do que na condição-controle (0.8 Hz = Controle: 1362,1 

±140,4 vs. Pb: 1087,3 ±133,1 *, P<0,05). A administração de concentrações crescentes 

de Ca2+ promoveu aumento do desenvolvimento de força do VD.  No entanto, após 

administração de Pb2+ (100 µM), essa força foi reduzida de forma significante (0,62 mM 

Controle: 944 ± 92 vs. Pb: 535 ± 69*; Controle: 1,25 mM 1514 ± 144 vs. Pb: 1044 ± 

114*, P<0,05) embora o efeito inotrópico positivo do Ca2+ estivesse presente.  Por outro 

lado, o efeito inotrópico negativo induzido pelo Pb2+ foi revertido pelo ISO (Controle: 

736.15 ± 87.37 vz Controle + Pb+2: 389.62±54.59*; Controle+ISO: 975.17±91.15 vs 

ISO+Pb+2: 536.53±80.59*, P<0,05). Tais resultados sugerem que o efeito induzido pelo 

Pb2+ foi atenuado por esses tratamentos. Assim o influxo de Ca2+ pelo sarcolema, de 

alguma forma, foi afetado.   

Para investigar se o efeito depressor do Pb2+ poderia também afetar as proteínas 

contráteis, foram realizados experimentos sob estimulação tetânica (10 Hz) (Controle: 

858,9 ± 131,7 vs. Pb+2: 607,9 ± 76,7*, P<0,05). Esses resultados sugerem que, de 

algum modo, o Pb2+ afetou a sensibilidade das proteínas contráteis. 

Desde que o desenvolvimento da tensão depende da atividade da ATPase 

miosínica, o Pb2+ poderia estar reduzindo a atividade dessa enzima. O Pb2+ foi capaz 

de reduzir a atividade da Ca2+ ATPase miosínica. 

Esses resultados sugerem uma ação inotrópica negativa do Pb2+, independe da 

ação do RS, sendo resultado da redução do influxo de Ca2+ pelo sarcolema reduzindo a 

atividade da Ca2+ ATPase miosínica. 

 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
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The chronic lead (Pb2+) poisoning can cause arterial hypertension; however, its 

direct effects on the myocardial contractility are unknown. The aim of this study was to 

assess the acute effect at micromolar concentrations of lead in the isometric contraction 

of the right ventricle (RV) of rats. 

Right ventricle strips (RV) from male Wistar rats, were used in isometric 

contraction preparations using modified Tyrode's solution,  HEPES buffer, at 30ºC and 

gassed whit O2 100%. Experiments were performed whit isometric tension recordings 

elicited at steady-state stimulations (0.5 Hz) in the absence and presence of different 

concentrations of Pb2+ (Pb2+ = 3, 7, 10, 30, 70, 100 e 300 µM). Pb2+ promoted a 

reduction in the force of contraction in concentrations higher than 30 µM (Control: 828 ± 

66 mN vs. Pb2+ 30: 653,6 ± 51,7* mN, P<0,05). The results showed that Pb2+ reduced 

the force on a concentration-dependent way but did not reduce time parameters, such 

as, time to peak (TTP) and relaxation time (RT).  Post-rest contractions obtained after 

15, 30 and 60 s pauses were recorded and analyzed as relative potentiation (15’’ = 

Control: 1,49 ± 0,03 vs Pb+2 1,62 ± 0,06*, P<0,05). The increase of Pb2+ concentration 

produced smaller steady-state contractions but, a progressive increase in relative 

potentiation suggesting that the effects of Pb2+ were much more dependent on 

membrane calcium influx than through calcium release from the sarcoplasmic reticulum 

(SR).  

The effect of Pb2+ (100 µM) was also investigated when varying the stimulation rate 

(0.1-1.5 Hz), at different Ca2+ concentrations (0.62; 1.25 and 2.5 mM) and on the 

positive inotropic effect produced by isoproterenol (ISO) (20 ng/ml). Results showed 

that when varying the stimulation rate, Pb2+ promoted a reduction in the force of 

contraction in frequencies higher than 0.8 Hz. When calcium concentration was 

increased to 1.25 and to 2.5 mM, a positive inotropic effect was observed, but after 

addition of Pb+2 (100 µM), force reduction was verified (0,62 mM Controle: 944 ± 92 

vs. Pb: 535 ± 69*; Controle: 1,25 mM 1514 ± 144 vs. Pb: 1044 ± 114*, P<0,05). 

However, the positive inotropic effects elicited by Ca2+ was preserved. Otherwise, the 

negative inotropic effect elicited by Pb2+ was reversed by ISO (Controle: 736.15 ± 

87.37 vz Controle + Pb+2: 389.62±54.59*; Controle+ISO: 975.17±91.15 vs ISO+Pb+2: 

536.53±80.59*, P<0,05). Results suggested that the effect induced by Pb2+ was 
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attenuated by these treatments. So, the sarcolemmal Ca2+ influx , at some range, was 

affected. 

To investigate if the depressant effect of Pb2+ might also affect contractile 

proteins, experiments were performed with tetanic contractions (10 Hz) (Control: 858,9 ± 

131,7 vs. Pb+2: 607,9 ± 76,7*, P<0,05). Results suggested that, at some extension, Pb2+ 

affected the sensitivity of the contractile proteins. 

Since tension development depends on myosin Ca2+ ATPase activity, Pb2+ could be 

reducing the activity of this enzyme. Results showed that Pb2+ reduces the myosin 

Ca2+ ATPase activity. 

The present results suggest that Pb2+ depresses force development, supporting the 

idea of a reduction of sarcolemmal Ca2+ influx, probably acting as a calcium channel 

blocker, not affecting SR function and reduced the myosin Ca2+ ATPase activity. 

 

I - INTRODUÇÃO 

 

O chumbo é um metal pertencente à família IV B da tabela periódica. Seu 

símbolo é Pb, possui número atômico 82 e massa atômica de 207,2 (IUPAC, 2003).  É 

maleável de cor cinza prateado e se funde com facilidade a 327,5º C. Possui alta 

resistência a corrosão, mas é solúvel em ácido sulfúrico e nítrico.  A valência comum 

para os seus sais é +2, mas forma compostos orgânicos estáveis, no estado de 

oxidação +4, como o chumbo tetraetila e tetrametila.  

A emissão do chumbo ao ambiente pode se por fontes naturais e 

antropogênicas. As principais fontes naturais são as provenientes da atividade 

vulcânica e intemperismo geoquímico (WHO, 1995).  As emissões de chumbo na 

atmosfera são bastante elevadas cerca de 330.000 toneladas ao ano e alguns autores 

consideram apenas que 4% deste chumbo seja proveniente de fontes naturais 

(emissões vulcânicas, erosão, e depósitos naturais).  No entanto, as principais fontes 

que incrementam a concentração de chumbo no meio-ambiente são geradas 

principalmente pelas ações antropogênicas, que são derivadas da fabricação e 

reaproveitamento de baterias; da queima de combustíveis, como a gasolina; da 
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produção de pigmentos; de alguns medicamentos; da produção de bebidas alcoólicas, 

cerâmica e cristais (Nriagu & Pacyna, 1988).  

A utilização deste metal data desde a antiguidade, onde sua utilização era 

freqüente na preparação de comidas e bebidas alcoólicas. Os romanos gregos e 

egípcios foram os primeiros a identificar os malefícios do chumbo e descreveram o 

plumbismo ou saturnismo (Gilfillan, 1965; Green, 1985; Nriagu, 1983). Nos séculos 18 e 

19, na Europa, a intoxicação por chumbo ainda era comum entre os ricos e influentes, 

devido ao grande consumo de vinho contaminado com chumbo, causando uma doença 

crônica ocupacional, também conhecida como gota saturnina ou “Doenças do Reis” 

(Green, 1985). 

A contaminação por tintas ricas em sais de chumbo vitimou o pintor Vincent Van 

Gogh. Os sintomas de debilidade inicial, estomatite com perda dos dentes, recorrente 

dor abdominal, anemia, pele com aparência acinzentada, neuropatia radial, 

encefalopatia saturnina, incluindo crises de epilepsia, mudanças progressivas de 

caráter e períodos de delírios demonstraram a possibilidade de ele ter sido 

contaminado (Gonzalez & Gonzalez,1997). 

Hoje existem várias fontes de contaminação por chumbo no mundo e ainda 

continua sendo um significante problema de saúde (Brody et al, 1994). O chumbo 

contido nos alimentos, ar, água e solo são os maiores riscos em potencial para 

contaminação humana, especialmente em adultos jovens e crianças que se 

contaminam por ingestão de tintas (American Academy of Peadiatrics, 1993; ATSDR, 

2005).  

Na década de 70, a combustão de gasolina era a responsável por 90% das 

emissões antropogênicas nos EUA. Diante disto foi banida em 1996 pela EPA 

(Environmental Protection Agency) a utilização de aditivo na gasolina contendo 

chumbo. No entanto, hoje existem alguns países, como o México, em que este tipo de 

uso persiste (Romieu, et al.,1995). No Brasil, o chumbo tetraetila não é mais utilizado 

como antidetonante da gasolina desde 1993, conforme a lei n° 7823/93, que tornou 

obrigatória a utilização de 22% de etanol como aditivo na gasolina, uma vez que a 

associação destes compostos compromete o funcionamento dos motores.   (Neder & 

Cotta, 1999). 

O efeito do chumbo sobre a saúde humana depende dos níveis e da duração da 

exposição. Os efeitos vão desde inibições enzimáticas, mudanças morfológicas até a 
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morte (WHO, 1995).  Nas crianças, o efeito tóxico do chumbo atinge o sistema nervoso, 

enquanto nos adultos a exposição ocupacional leva à neuropatia periférica e a 

nefropatia crônica. A síntese do heme na hemoglobina também é afetada em alguns 

casos e parece ser um indicador da intoxicação pelo chumbo, quando da ausência de 

efeitos químicos clinicamente perceptíveis. O sistema gastrintestinal e reprodutivo 

também são alvos deste tipo de intoxicação (Moreira & Moreira, 2004). Alguns estudos 

epidemiológicos e experimentais têm sugerido a relação entre a exposição ao chumbo 

e o desenvolvimento da Hipertensão Arterial (Moller & Kristensen, 1992) 

Vários esforços têm sido feitos para diminuir a contaminação do chumbo no meio 

ambiente. No México apesar de ter ocorrido um decréscimo de chumbo na gasolina em 

300% entre 1981 a 1986, mais de 80% dos automóveis ainda utilizam a gasolina com 

grande quantidade de chumbo tetraetila, haja vista que a enorme frota de automóveis 

que foi produzida antes de 1985 e não possuía conversores catalíticos para a utilização 

da gasolina sem chumbo (Romieu et al., 1995). 

Devido a grande importância deste metal para o homem na indústria e, 

principalmente, ao que se refere à contaminação ambiental, passaremos a apresentar 

informações mais detalhadas sobre suas principais fontes de exposição e ação nos 

diversos órgão e sistemas. 

 

1.1 FONTES DE EXPOSIÇÃO 

As formas mais comuns de captação do chumbo pelo organismo são a 

gastrointestinal e a inalatória, sendo mínima a absorção percutânea. Dependendo do 

tamanho da partícula e solubilidade nos fluidos corporais cerca de 50% do chumbo 

inalado pode ser absorvido.  

 O ar é a maior fonte de distribuição antropogênica do chumbo pelo meio 

ambiente. Essas fontes incluem a combustão de produtos de petróleo com aditivos, 

fundições, incineradores e algumas indústrias que queimam combustíveis fósseis 

(WHO, 1995). 

 Os trabalhadores de fundição, refinarias e indústrias possuem uma exposição 

prolongada ao chumbo. Os que possuem um alto risco são: os trabalhadores de 

fundição de bronze, com produtos de borracha, na indústria de plástico, com baterias, 

os que cortam e soldam o aço, incineradores, que reparam radiadores e aqueles que 
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trabalham com soldas de chumbo. Esses trabalhadores se expõem por meio da 

inalação de pó de chumbo ou por exposição secundária pela superfície de suas roupas 

onde esta substância fica aderida. 

 O chumbo que contamina a água e a comida, não pode ser observado, 

degustado ou cheirado.  A contaminação da água encanada ocorre quando o pH está 

mais ácido, facilitando o desprendimento do chumbo das tubulações e soldas, 

principalmente em antigas construções. O valor máximo permitido em águas para 

consumo é de 15µg/L (ATSDR, 2005). 

 A contaminação de alimentos geralmente ocorre em sua produção, 

processamento e embalagem.  Os vegetais podem sofrer captação de chumbo através 

do solo contaminado, ou através da deposição atmosférica (Mushak, et al. 1989).  

Devido a grande exposição humana ao chumbo, cada vez mais tem sido 

observados efeitos em diversos órgãos e sistemas, gerando doenças incapacitantes, e 

tornando este tipo de exposição uma questão de saúde pública.  

 

 

 

1.2 Ação do Chumbo em Órgãos e Sistemas 

 

1.2.1 Efeitos Neurológicos 

 O sistema nervoso parece ser o mais atingido pela contaminação do chumbo, e 

as crianças são as mais vulneráveis, devido ao processo de desenvolvimento de todo o 

sistema e da barreira hemato-encefálica que ainda está incompleta. A intoxicação 

aguda em altos níveis pode produzir a encefalopatia e seus sintomas como: 

irritabilidade excessiva, ataxia, convulsões estupor e coma ou morte.   A concentração 

de chumbo no sangue que provoca encefalopatia varia e segue na ordem de 70 a 80 

µg/dL. Foi estipulado pelo Centro de Controle de Doenças Americano (CDC, 1978) um 

limite menor que 10 µg/dL para as crianças, sendo que os que possuem uma exposição 

continuada a baixos níveis, estão susceptíveis a um déficit de quatro a sete pontos no 

QI para um incremento de 10 µg/dL de chumbo no sangue (ATSDR, 2005).  A 

exposição ao chumbo em doses abaixo daquelas que produzem os sintomas graves o 

bastante para ser diagnosticada clinicamente, já demonstra efeitos neuropsicológicos 
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que podem interferir no desempenho escolar, além de apresentar absenteísmo, 

dificuldade na leitura, déficit em habilidades motoras finas e vocabulário (Needleman et 

al., 1979).  

Em estudo mais recente, estes déficits em crianças e adolescentes estão 

relacionados com a concentração de 5 µg/dL de chumbo no sangue (Lanphear et al, 

2000). 

 A concentração de chumbo que revela o início de efeitos adversos à saúde em 

trabalhadores ainda não é bem conhecida. Sugere-se a existência de anormalidades 

comportamentais com intoxicação moderada (≤ 70 µg/dL). No entanto, Parkinson et al 

(1986) encontraram poucas diferenças significativas de comportamento em 

trabalhadores expostos e não expostos ao chumbo nestas concentrações.  Em 

metanálise realizada por Goodman et al (2002) não foram encontrados dados 

conclusivos acerca das alterações comportamentais com chumbo abaixo de 70 µg/dL. 

 A encefalopatia em adultos pode ocorrer em níveis extremamente altos 460 

µg/dL (Kehoe 1961). 

 

 

1.2.2 Efeitos Renais 

Tanto a exposição aguda ao chumbo, quanto a crônica causam efeitos renais. A 

intoxicação aguda em altas doses é caracterizada por diminuição da reabsorção de 

pequenas moléculas e compostos no túbulo renal, em particular aminoácidos, glicose e 

fosfato. Estes efeitos podem ser reversíveis. Entretanto, na exposição crônica ocorrem 

danos tóxicos irreversíveis, levando a nefropatia crônica (WHO, 1995; ATSDR, 2005). 

 Historicamente, a gota foi associada a vários pacientes com intoxicação pelo 

chumbo (Batuman 1993).  Estudos recentes em trabalhadores expostos associaram 

medidas de chumbo com níveis de ácido úrico sérico (Ehrlich et al. 1998; Wang et al. 

2002). O chumbo sanguíneo provoca a diminuição da filtração glomerular e da secreção 

tubular.  O aumento de ácido úrico sérico parece não ser o único mecanismo da 

toxidade renal pelo chumbo (Shadick et al. 2000; Weaver et al. 2005). 

 Na gota saturnínica, embora as taxas de formação de ácido úrico sejam 

normais, o depósito nas articulações se torna elevado devido a conseqüente função 

tubular reduzida, resultado da hiperuricemia (Moreira & Moreira, 2004, ATSDR,2005). 
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 Muitos mecanismos para os efeitos adversos do chumbo nos rins e sua ligação 

direta com o sistema vascular têm sido propostos (Nolan and Shaikh 1992; Sanchez-

Fructuoso et al. 2002; Vaziri 2002).  Um número de investigações tem demonstrado que 

a estimulação do nervo simpático renal ou catecolaminas induz ao aumento da renina 

plasmática mediada pela estimulação dos receptores β-adrenérgicos intrarenais 

(Keeton & Capbell, 1981). Tsao et al. (2000) sugerem que o aumento da renina 

plasmática está significantemente relacionado ao aumento do número de receptores β-

adrenérgicos renais em animais expostos ao chumbo. O aumento da renina plasmática 

ativa o sistema renina-angiontesina-aldosterona (SRAA), e a angiontensina II liberada 

inicia mecanismos responsáveis por um aumento na pressão arterial (Garovic  & Textor 

, 2005). 

  

1.2.3 Efeitos Cardiovasculares 

Alguns estudos têm demonstrado que somente exposição a baixos níveis de 

chumbo causa Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) (Sharp et al., 1987; Harlan, 1988). 

Perry et al. (1988) observaram que exposição a 0,1 a 100 ppm de chumbo, que são 

níveis semelhantes ao encontrados no ambiente, promove aumento da Pressão Arterial 

Sistólica em ratos. Este dado foi encontrado também em homens americanos (Harlan, 

1988). Vupputuri et al (2003), examinando a concentração de chumbo e a pressão 

sanguínea de 14.952 indivíduos brancos e negros através de um estudo 

epidemiológico, Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES III), 

conduzido entre 1988 e 1994, observou uma correlação positiva entre concentração de 

chumbo e pressão sanguínea aumentada em mulheres e homens negros. 

Os mecanismos pelos qual o chumbo leva a hipertensão arterial sistêmica têm 

sido amplamente investigados. Piccinini et al. (1977) observaram que o chumbo, 

administrado de forma crônica, promove aumento da contratilidade vascular pelo 

aumento da concentração de cálcio [Ca++] intracelular da fibra muscular lisa vascular. Já 

Weiler et al. (1990) observaram o efeito inibitório do chumbo sobre a Na+/K+ ATPase, 

levando a alteração no transporte de Na+ e, conseqüentemente, elevando a [Ca+2] 

intracelular na fibra muscular lisa (Blaustein et al., 1977). 

A redução da formação do Óxido Nítrico (NO) pela inibição de sua síntese ou 

diminuição da biodisponibilidade causa severa hipertensão arterial, porquanto que 

possui papel importante na regulação da pressão arterial por promover vasodilatação. 
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O ânion Superóxido e outras espécies reativas de oxigênio produzem oxidação do NO 

em peróxinitrito (ONOO-), pois é vasoconstritor, e também altamente citotóxico, 

podendo modificar proteínas, lipídios, DNA e outras moléculas (Halliwell, 1997). Vaziri 

et al. (2001) demonstraram que ratos tratados com chumbo por 12 semanas 

apresentavam hipertensão e redução da excreção urinária de metabólitos do NO (NOx), 

ocorrendo a diminuição da sua biodisponibilidade. O tratamento com um mimético da 

superóxido dismutase, o agente tempol, melhorou a hipertensão produzida, assim como 

a excreção de NOx, causando “up-regulation” das sintases do NO. 

Khalil-Manesh et al., (1993) encontraram em ratos tratados por 12 meses com 

baixas concentrações de chumbo (0,01%) aumento da pressão arterial sugerindo que 

este resultado é devido a um aumento de endotelina 3 (ET-3, vasoconstritora), e 

também a uma redução de fatores vasorrelaxantes derivados do endotélio (observados 

indiretamente pela diminuição de GMPc). E também foi observado que ratos tratados 

com alta concentração de chumbo (0,5%) por 3 meses a pressão arterial não se alterou 

e, por 12 meses, houve redução da pressão arterial talvez devido a uma redução dos 

fatores contráteis derivados do endotélio  (endotelina 1,  ET 3). 

Courtois et al (2003) analisaram que incubando segmentos aórticos de ratos com 

chumbo, ocorria a participação da via ciclooxigenase-2 (COX-2) e das espécies reativas 

de oxigênio em promover uma “downregulation” da subunidade β1 da porção solúvel da 

quanilil ciclase (sGC-β1) no músculo liso vascular. Sendo que, ocorre redução de 

maneira dose dependente a expressão desta proteína, que era parcialmente revertido 

pela vitamina C e por inibidores seletivos da COX-2 (Rofecoxib), sugerindo o papel das 

espécies reativas de oxigênio e da COX-2 na patologia da hipertensão produzida pelo 

chumbo. 

Alguns estudos, em que foram utilizadas concentrações de chumbo de forma 

aguda no sistema cardiovascular, apresentaram resultados contraditórios, Shelkovnikov 

& Gonick (2001) mostraram em seu experimento que o chumbo só alterou as 

contrações induzidas no leito aórtico incubadas em altas concentrações de chumbo e 

com concentrações de cálcio acima das encontradas fisiologicamente. 

A exposição ocupacional ao chumbo tem sido descrita como um fator que 

prejudica o sistema cardiovascular (Sokas et al., 1997). Boscolo & Carmignani (1988) 

investigaram o envolvimento do Sistema Nervoso Autônomo Simpático (SNS) e do 

sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). O chumbo aumenta o tônus e a 
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hiperatividade vascular por estimular a responsividade dos receptores α2–adrenérgicos 

periféricos. Ocorre também o aumento da concentração plasmática de aldosterona, por 

efeitos diretos do chumbo sobre a Na/K-ATPase do túbulo renal, que por sua vez, 

alterando a homeostasia do sódio, influencia a síntese e liberação de renina. 

Carmignani et al. (1999) expuseram ratos a 60 ppm de chumbo observando 

aumento na pressão sistólica e diastólica, aumento no inotropismo cardíaco e na 

atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA), sugerindo um aumento da 

angiotensina II (vasoconstritor) e diminuição da bradicinina (vasodilatador). Este mesmo 

grupo de pesquisadores observou que esta mesma concentração de chumbo também é 

capaz de afetar seletivamente as vias neuroendócrina (ex: catecolaminas), autacoidal 

(ex: calicreina-cinina e sistema renina angiotensina) e transducional (ex: AMPcíclico, 

cálcio) que envolvem a função cardiovascular  (Carmignani et al., 2000). 

O chumbo parece induzir a HA por meio de mecanismos que envolvem 

componentes neurogênicos centrais e periféricos. Entre os mecanismos neurogênicos 

centrais, o chumbo promove hiperreatividade do sistema nervoso simpático (SNS), 

redução da sensibilidade do barorreflexo com redução do tônus parassimpático 

(Boscolo & Carmignani, 1988; Boscolo et al., 1992). Em relação aos mecanismos 

neurogênicos periféricos, o chumbo promove o aumento de catecolaminas e do SRAA 

(Boscolo & Carmignani, 1988; Carmignani et al., 2000). O conseqüente aumento da 

produção de aldosterona (Goodfriend et al., 1995), associado à inibição da Na+/K+ 

ATPase (Glenn et al., 2001) e o aumento das espécies reativas de oxigênio (Gonick et 

al., 1997; Vaziri et al., 1997) são fatores importantes pelo qual o chumbo leva a HAS. 

Chang et al. (1997) demonstraram que a exposição a altos níveis de chumbo, em 

ratos, promove aumento das catecolaminas plasmáticas, mas reduz o número de 

receptores beta-adrenérgicos vasculares, responsáveis pelo relaxamento, induzindo à 

diminuição do AMPc nos vasos sanguíneos. Os autores sugerem que o aumento destas 

catecolaminas plasmáticas estão relacionadas com a diminuição da responsividade dos 

receptores beta-adrenérgicos. Já Carsia et al., (1995) observaram que o chumbo não 

promove alterações nos receptores alfa e beta-adrenérgicos, mas reduz o número de 

receptores AT1.  

Além das alterações citadas acima, o chumbo pode promover alterações 

cardíacas diretas de forma aguda. Williams et al, (1983) encontraram um efeito 

inotrópico negativo em corações isolados e um aumento no intervalo PR. Estes efeitos 



 25 

poderiam se dever a uma possível alteração do chumbo na liberação do 

neurotransmissor, requerida por cálcio nos nervos autonômicos do coração. Já a 

administração intravenosa do chumbo (in vivo) produziu apenas uma pequena alteração 

do intervalo PR, sugerindo, desta forma, a existência de um mecanismo protetor no 

animal intacto. 

Os estudos dos efeitos do chumbo sobre a contratilidade miocárdica não 

demonstram claramente como essas alterações poderiam contribuir para as ações 

nocivas diretamente no músculo cardíaco. Devido a isso, o presente trabalho investigou 

as ações desse metal sobre a contratilidade do ventrículo direito de ratos. 

No entanto, para melhor compreensão dos resultados apresentados nesse 

trabalho, se faz necessário o entendimento dos mecanismos que envolvem a 

contratilidade miocárdica. 

 

 

1.3 Contratilidade Miocárdica 

 

O músculo cardíaco é formado por células contráteis especializadas e são 

conhecidas como miócito ou cardiomiócito (Brilla et al. 1991). O miócito é revestido por 

uma camada externa chamada sarcolema. Esta membrana possui estruturas 

especializadas: os túbulos transversos e discos intercalados. Na parte mais externa da 

membrana temos o glicocálice constituído principalmente por polissacarídeos. Esta 

estrutura possui aproximadamente 50 nm de espessura, rica em sítios aniônicos e é 

importante para a ligação de vários íons, incluindo o Cálcio (Ca++) (Ferrari, 2002). 

Os túbulos transversos (túbulos-T) são invaginações do sarcolema, aumentando 

a superfície celular. O sistema de túbulos-T não é um sistema transversal simples, mas 

é um sistema complexo que se ramifica com elementos transversais e longitudinais 

(Forbes et al., 1984).  Esses túbulos possuem papel importante na modulação da 

contração, principalmente no que se refere à entrada e saída do Ca++ da célula.  O 

trocador sódio-cálcio (NCX- Sodium Calcium Exchange), presente nos túbulos-T, 

parece possuir papel importante nesta modulação (Brette  & Orchard , 2003).  Próximos 

aos túbulos-T, temos o retículo sarcoplasmático (RS) que é uma estrutura delineada por 

uma bicamada lipídica semelhante ao sarcolema. O papel do RS é basicamente liberar 

e recaptar cálcio do meio intracelular, influenciando na contração e relaxamento do 
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músculo cardíaco (Moorman et al,1995). A junção entre um túbulo transverso e duas 

cisternas laterais do RS recebe o nome de tríade (Blaustein & Lederer, 1999). 

Acidentalmente, Ringer, em 1883, observou que o coração de batráquios parava 

de bater quando eles eram emersos em solução que não possuia o íon Ca++.  A força 

contrátil do músculo cardíaco depende do Ca++ extracelular. Esse cálcio, proveniente do 

influxo dos canais Ca++ do Tipo-L do sarcolema, possui papel importante na liberação 

do Ca++ dos estoques do RS, contribuindo em grande parte para o aumento da 

concentração de Ca++ intracelular. Cerca de 70 % do Ca++ liberado para o citosol, para 

o desenvolvimento de força máxima, é oriunda do RS. Os outros 30 % são resultantes 

do influxo deste íon através do sarcolema (Sperelakis et al., 1996).  A resposta de 

liberação do cálcio dos estoques do RS, iniciada pelo influxo de cálcio, é conhecida 

como liberação de cálcio-cálcio induzida, (CICR - calcium induced calcium release) 

(Fabiato, 1983). 

No retículo sarcoplasmático são conhecidos dois tipos diferentes de canais, 

chamados de receptores de rianodina (RyR) e receptores de Inositol  1,4,5-trifosfato 

(IP3). A densidade dos receptores de RyR é significantemente maior que os IP3. O IP3 

pode provocar a liberação de Ca++ do RS do músculo liso e do retículo endoplasmático 

em muitos tipos de célula (Perez et al.,1997, Lipp et al.,2000). Embora as 

concentrações elevadas de IP3 possam causar a liberação de Ca++ em miócitos 

cardíacos (particularmente nos atriais, que possuem mais receptores IP3), a quantidade 

de liberação de Ca++ é menor do que para os receptores de RyR no processo de CICR. 

Embora os agonistas α1-adrenérgicos cardíacos aumentem a produção de IP3 e a força 

contrátil, esse efeito inotrópico é mediado mais pela proteína quinase C (PKC), do que 

pelo IP3 (Endoh,1996, Gambassi et al.,1998). Já os RyR são os mais importantes para 

o mecanismo de acoplamento excitação-contração (Marks, 1997). O  RyR sensível ao 

cálcio está imediatamente vicinal ao canal de cálcio do tipo-L na membrana sarcolemal 

(Cheng et al,1993). O receptor de RyR é formado por uma estrutura tetramérica 

compreendida por quatro subunidades monoméricas com aproximadamente 600.000 

daltons e  possuem uma condutância 10 vezes maior que os canais de Ca++ e de Na+ 

(Marks, 2000). Como os receptores de rianodina, os receptores de IP3 também são 

estruturas tetraméricas, cada uma das 4 subunidades constitui-se de um domínio 

citosólico e de 2 segmentos trans-membrana α-helicoidal. Apesar de apresentar um 

tamanho menor, o receptor IP3 é funcionalmente homólogo ao receptor de rianodina. 
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As quatro subunidades, em ambos os receptores, formam um poro através do qual o 

cálcio ativador pode ser liberado quando o canal é aberto (Tsien & Tsien, 1990; Katz, 

1996 ). 

No processo de relaxamento muscular, o íon cálcio é recaptado para o RS pela 

atividade de uma bomba chamada Retículo Sarcoendoplasmática Ca++ ATPase 

(SERCA), que constitui quase 90 % do conteúdo protéico do RS. O peso desta proteína 

é de aproximadamente 110 KDa e se estende na membrana do RS  de tal maneira, que 

a parte dela se projeta realmente no citosol.  A isoforma 2 é a forma cardíaca 

dominante (Loukianov et al.,1998). 

Fazendo parte da estrutura intracelular do miócito, encontramos as miofibrilas, 

compostas de pequenas estruturas repetitivas denominadas “sarcômeros”. Essa 

estrutura é limitada por duas linhas Z e possui aproximadamente 2,2 µm de 

comprimento, quando o sarcômero está em repouso. Entre as linhas Z, temos as 

regiões claras (banda I) e as regiões escuras (banda A). A banda I é isotrópica (não 

desvia a luz polarizada) e é formada por filamentos finos de actina que ligam as linhas 

Z. A banda A, que é anisotrópica (desvia a luz polarizada), é formada por filamentos 

grossos de miosina. Na região central destes filamentos grossos, encontramos a linha 

M. Na banda A, em sua porção lateral, temos a sobreposição dos filamentos de actina e 

miosina. Na porção central, encontramos somente filamentos de miosina chamada de 

banda H. (Rayment et al., 1993; Obermann et al., 1995) Envolvendo o filamento grosso, 

e formando o filamento conexão com a linha Z, temos a titina. A interação desses 

filamentos finos e grossos desenvolve a força ativa na contração muscular, e os 

filamentos de titina desenvolvem a força passiva (Granzier & Irving,1995). 

Na constituição protéica do sarcômeros, temos a α - actinina que compõe 

basicamente a estrutura do Disco Z (borda do sarcômero). Essa proteína liga a titina a 

actina, tornando o Disco Z ponto de ancoramento destas proteínas. (Young et al.,1998). 

A miosina, que faz parte do filamento grosso das proteínas contráteis, é uma 

proteína hexamérica e se subdivide em dois segmentos: a meromiosina leve e a 

meromiosina pesada.  A meromiosina leve é formadora, principalmente, de uma longa 

cauda com aproximandamente 130 nm de comprimento, com estrutura α-helicoidal. A 

meromiosina pesada é importante na formação da cabeça globular, possuindo atividade 

ATPase e se subdivide em dois subfragmentos: o subfragmento 1 (S1) e o 
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subfragmento 2 (S2). O S1 contem locais para a hidrólise do ATP, importante no 

mecanismo da contração muscular e faz parte da cabeça globular da miosina. O S2 

representa, basicamente, a parte caudal da miosina.  Associada as cabeças de 

miosina, existem duas cadeias leves que tem como função principal a regulação da 

hidrólise do ATP (Rayment et al., 1993; Warshaw et al., 1996; Morano et al., 1996). 

O filamento fino é constituído de actina, troponina e tropomiosina. Essas duas 

últimas proteínas são importantes mediadores da contração cardíaca (Michele et al., 

1999).   O principal constituinte do filamento fino é a actina-G (Globular), que se 

converte, em presença de ATP, rapidamente à temperatura fisiológica ( 37º C)  em 

actina-F (Fibrilar) (Barany & de Tombe, 2004). 

 A Troponina C (TnC)  junto com a Troponina I (TnI), Troponina T (TnT) e 

Tropomiosina (Tm) formam o sistema regulatório do aparelho contrátil. Os filamentos de 

actina e miosina têm uma grande afinidade e ligam-se facilmente sem a presença do 

complexo TnI/Tm. Nota-se que esse complexo impede a ligação na ausência de Ca++. O 

mecanismo de liberação do sítio de ligação actina/miosina começa com a chegada do 

potencial de ação à membrana do músculo, promovendo a entrada maciça de íons 

Ca++. Esse íon se liga à troponina C, causando uma mudança conformacional da 

mesma, que se reflete na molécula de tropomiosina, liberando então, os sítios da actina 

que estavam bloqueados. A interação actina/miosina se dá imediatamente desde que 

haja ATP e magnésio (ambos presentes em condições normais). A contração ocorre 

quando a cabeça da miosina do filamento grosso interage com o filamento fino da 

actina, causando um deslizamento entre estes dois filamentos, encurtando o sarcômero 

(Reinach et al., 1997). 

A miosina pode interagir com a actina em presença de cálcio, aumentando a 

possibilidade da ATPase da miosina em hidrolisar  o ATP, sendo esta energia 

química estocada no ATP que se transforma em energia mecânica e trabalho.  A 

teoria do deslizamento que compõe o modelo físico para esta transdução vieram dos 

trabalhos realizados por Huxley, em 1969, utilizando técnica de difração de raio-X, e 

dos estudos de perturbação mecânica (Huxley & Simmons, 1971). Quando em 

repouso, as cabeças de miosina (ou pontes cruzadas) se estendem desde os 

filamentos grossos perpendicularmente ao longo do eixo do filamento fino. Sob 

ativação, a ponte cruzada pode interagir com os filamentos finos e produzir tanto 

geração de força, como um movimento relativo do filamento através da rotação da 
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cabeça de miosina. A força isométrica poderia ser análoga ao armazenamento da 

energia potencial dessa rotação da cabeça de miosina temporariamente em um 

componente elástico da molécula de miosina. Os passos químicos envolvidos no 

ciclo das pontes cruzadas foram caracterizados extensivamente por Goldman & 

Brenner (1987).  A miosina (M) em repouso está complexada com o ATP(M-ATP) ou 

em rápido equilíbrio M-ADP-Pi onde este ATP é hidrolisado tecnicamente, mas a 

energia não foi usada.  Como a [Ca]i aumenta, M-ADP-Pi pode interagir com a actina 

e o fosfato é rapidamente liberado.  A afinidade da miosina pela actina aumenta ao 

longo desta série de passos e é mais forte após a dissociação do ADP (isto é A-M).  

Entretanto, em [ATP]i normal A-M liga ATP rapidamente e isto induz a dissociação da 

actina e M-ATP.   O ciclo pode continuar até a [Ca]i declinar, entretanto, a interação 

do filamento cessa (no estado M-ADP-Pi), ou até o ATP ser depletado. 

A contração do músculo cardíaco começa por um rápido aumento da 

concentração de cálcio intracelular. Quando o miócito é eletricamente estimulado, 

ocorre entrada deste íon pelos canais de cálcio ativados por despolarização. O miócito 

cardíaco exibe dois tipos de canais de Ca++ voltagem-dependente: o tipo-L e o tipo-T. A 

corrente de Ca++ (ICa) dos canais do tipo-T é insignificante na maioria dos miócitos 

ventriculares. Geralmente, quando se refere a ICa, esta é resultante dos canais de cálcio 

do tipo-L. Os canais de Ca++ do tipo-L são ativados e desativados por potenciais de 

membrana (Em) mais positivos e são desativados mais lentamente. Em contraste, os 

canais de cálcio tipo-T ativam e desativam com Em mais negativos e sendo mais 

transientes e menos sensíveis ao bloqueio com diihidropiridinas. A inativação da ICa 

depende dos níveis citosólicos de Ca++ e da quantidade de entrada de Ca++ durante o 

potencial de ação cardíaco. Esse efeito é mediado pela calmodulina ligada ao terminal 

carboxila do canal de Ca++ do tipo-L (Peterson et al.,1999, Zühlke et al.,1999, Hirano et 

al.,1989, Mehrke et al.,1994). O cálcio intracelular liga-se à proteína Troponina C (TnC) 

do miofilamento, o que traduz em contração da maquinaria contrátil. Já o processo de 

relaxamento é resultante da diminuição da concentração do cálcio intracelular e sua 

dissociação com a TnC (Bers, 2002). 

Os canais de cálcio sensíveis à voltagem medeiam o influxo do cálcio em 

resposta à despolarização da membrana e regulam processos intracelulares, tais como 

a contração, secreção, neurotransmissão e a expressão gênica.  Sua atividade é 
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essencial para acoplar sinais elétricos nos eventos fisiológicos e superfície celular.  São 

membros das super famílias de genes das proteínas transmembranas dos canais 

iônicos que incluem os canais de sódio e potássio voltagens dependentes.  Esses 

canais de cálcio são caracterizados bioquimicamente por um complexo de proteínas, 

composto de quatro ou cinco subunidades. Os canais de cálcio tipo-L requerem uma 

forte despolarização para sua ativação, sendo bloqueados por antagonistas, incluindo 

dihidropiridinas, fenilalquilaminas e benzodiazepinas. São presentes em células 

musculares e endócrinas, onde regulam a contração e a secreção (Catterall, 2003). Os 

canais de Ca++ do tipo-L estão em sua maioria concentrados nos túbulos-T, 

principalmente em ventrículos de ratos, quando comparado à superfície sarcolemal. Já 

os canais de rianodina do retículo sarcoplasmático estão concentrados muito próximos 

a esses túbulos, mostrando a importância do túbulo-T no acoplamento excitação-

contração (Frank et al.,1992; Takagishi et al., 2000). 

Uma das formas que faz com que se aumente a força da contração do músculo 

cardíaco é a estimulação β-adrenérgica. No coração dos mamíferos, o agente 

isoproterenol, um agonista β-adrenérgico não seletivo, faz aumentar a contratilidade, a 

freqüência cardíaca e a amplitude do potencial de ação cardíaco.  O aumento na ICa  

não é causado apenas pelo aumento da condutância ou número de canais funcionais, 

mas por um aumento no tempo e probabilidade de abertura desses canais.  A 

subdivisão clássica dos receptores β-adrenérgicos define o subtipo β1, que estimula o 

músculo cardíaco e o subtipo β2, que estimula o músculo liso. Ambos, β1 e β2, ativam a 

proteína G estimulatória (Gs) que eleva a adenosina-3',5'-monofosfato cíclico (AMPc), 

possuindo distintas sinalizações, sendo que β1 diminui a contratilidade do músculo liso, 

e o β2 aumenta a contratilidade no músculo cardíaco. Entretanto, os receptores β1 

relaxam o sistema venoso, e o receptor β2 estimula a contratilidade cardíaca (mesmo 

predominando β1 no músculo cardíaco), promovendo o estimulo mais forte para a 

função cardíaca (Chruscinski et al., 2001).  Os receptores β3 são encontrados 

principalmente em tecidos adiposos (Krief et al.1993). Um quarto tipo também é 

postulado: é o receptor β4, que parece estar ligado a efeitos cárdioestimulatórios 

(Kaumann et al.,1998). 

O isoproterenol aumenta ICa por aumentar o nível de AMPc (Yatani et al,1987; Yu 

et al.,1993). A sinalização dos receptores β-adrenérgicos é feita pela ativação da 

adenilato ciclase via proteínas Gs, resultando em aumento do AMPc. O primeiro alvo do 
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AMPc é a proteína quinase A (PKA), que fosforila várias proteínas essenciais para a 

função cardíaca, como canais de cálcio tipo-L, fosfolambam, TnI, receptores de 

rianodina, proteína ligante de miosina (MyBP-C) e a proteína fosfatase inibitória-1.  Isso 

afeta a contratilidade do cardiomiócito, aumentando o influxo de Ca++ pelo canal de 

cálcio tipo-L, a recaptação do retículo sarcoplasmático (fosfolambam e SERCA) e 

modula a sensibilidade do miofilamento ao Ca++( TnI e MyBP-C) (Strang et al., 1994; 

Lohse et al.,2003). 

As proteínas G, acopladas aos receptores β-adrenérgicos, são membros das 

superfamílias das GTPAses,  constituem uma família de proteínas heterotriméricas. São 

compostas de subunidades α, β e γ. As unidades β e γ atuam como uma única 

subunidade funcional. A subunidade α se divide em duas unidades α: αs, que 

estimulam e a αi, que possuem efeito inibitório. A guanosina difosfato (GDP), está 

ligada à subunidade Gα. Na condição de repouso, o acoplamento do primeiro 

mensageiro β-adrenérgico ao seu receptor ativa o sistema, deslocando GDP pelo GTP. 

A subunidade estimulatória (αs) de Gs se combina com GTP e, em conseqüência, se 

separa das duas outras subunidades para promover a ativação da adenilato ciclase e 

formação do AMPc (Gao et al., 1998).  

A capacidade do músculo cardíaco de encurtar e desenvolver tensão depende 

também do estado inicial do comprimento do sarcômero, sendo denominada “Lei de 

Frank-Starling” sendo conhecido como mecanismo heterométrico.  Ela faz parte de um 

dos mecanismos que regulam a contratilidade cardíaca. Os mecanismos que alteram a 

força de contração a partir do cálcio intracelular e da afinidade da maquinaria contrátil 

chamam-se mecanismo homeométrico e são modificados a partir da ativação do 

sistema nervoso simpático, variação da freqüência de estimulação cardíaca. (Vassallo & 

Tucci, 1978). 

Os estudos descritos neste trabalho demonstram os efeitos tóxicos do chumbo 

em diversos órgãos e sistemas.  A exposição deste metal de forma crônica em baixas 

concentrações, no sistema cardiovascular, causa um aumento da pressão arterial. 

Sendo assim, alguns mecanismos foram propostos: aumento dos componentes 

vasoconstritores (endotelina 3), diminuição da biodisponibilidade do NO 

(vasorelaxante),  alteração no Sistema Nervoso Autônomo Simpático, alterações no 

sistema renina-angiotensina-aldosterona e aumento da responsividade do receptores 
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α2-adrenérgicos periféricos.  Esses estudos ainda são controversos quando nos 

referimos à ação do chumbo em relação à hipertensão arterial causada na população 

em geral (Dolenc et al.,1993).  Destes trabalhos apresentados, ainda existe uma lacuna 

no que se refere aos efeitos do Pb++ de forma aguda no músculo cardíaco.  

Levando em consideração a escassez de estudos relacionados ao íon chumbo 

de forma aguda na contratilidade miocárdica, o objetivo principal desse trabalho é 

verificar os possíveis efeitos da administração direta desse íon no ventrículo direito de 

ratos, assim como, propor um possível mecanismo de ação desse poluente ambiental 

tão freqüente nos dias atuais e capaz de causar sérios problemas de saúde à 

população. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OBJETIVOS 
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II. OBJETIVOS 

Os objetivos deste trabalho foram divididos em duas etapas de estudo: 

A primeira etapa do trabalho teve como objetivo o estudo dos possíveis efeitos 

do Pb++ sobre as atividades mecânicas do coração de rato. Os protocolos foram 

desenvolvidos, objetivando elucidar os possíveis mecanismos de ação do Pb++. 

A segunda etapa teve como objetivo averiguar os possíveis efeitos do Pb++ sobre 

a atividade ATPase miosínica 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 
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Estudar os possíveis efeitos agudos do Pb++ sobre a atividade mecânica do 

coração em ratos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

2.2.1. Estudar o efeito inotrópico do Pb++ em concentrações únicas e/ou 

cumulativas, sobre a amplitude e sobre os parâmetros temporais da contração 

isométrica em tiras de VD de ratos. 

2.2.2. Estudar a possível relação do efeito inotrópico do Pb++ e sua possível 

interação com intervenções inotrópicas no músculo cardíaco. 

2.2.3. Averiguar um possível efeito do Pb++ sobre as proteínas contráteis do 

músculo cardíaco, usando-se, para tal, o desenvolvimento de contração tetânica na 

ausência e na presença do Pb++ e averiguar um possível efeito do Pb++ sobre a 

atividade da ATPase miosínica. 
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         III. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar com aproximadamente 3 meses de idade, 

pesando entre 250-300 g, cedidos pelo biotério do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Fisiológicas da Universidade Federal do Espírito Santo - UFES. Tais 

animais foram mantidos em gaiolas sob condições de controle de temperatura e um 

ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a ração e água.   

Todos os experimentos realizados neste estudo seguiram os princípios da legislação 

e ética da experimentação animal de acordo com o Cobea (Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal - 1991)  
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3.2. EXPERIMENTOS REALIZADOS COM MÚSCULO CARDÍACO 
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3.2.1. Metodologia para as preparações 

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sódico (65 mg/kg, ip). Após um 

tempo aproximado de 10 minutos, era realizada a toracotomia. Os corações eram 

removidos rapidamente e levados à perfusão através do coto aórtico para permitir 

adequada seleção e dissecação do ventrículo direito (VD), sendo então, seccionado em 

duas tiras de forma longitudinal, obtendo um máximo de comprimento. As preparações 

eram, então, montadas em câmaras de vidro com volume de 50 ml e continuamente 

superfundidas com solução de Tyrode modificada, composta por (em mM): NaCl 120; 

KCl 5,4; MgCl2 6H2O 1,2; CaCl2 2H2O 1,25;Tampão HEPES 20; Glicose 11. O pH 

ajustado para 7,4 com solução de NaOH 4 M, os experimentos eram realizados a 29 ± 

1ºC e continuamente gaseificada com oxigênio (Vassallo et al., 1994). 

As tiras de VD eram estiradas até Lmax (comprimento de músculo no qual a 

tensão ativa é máxima) e estimuladas por pulsos retangulares (10 a 15 V, duração de 

12 ms) através de um par de eletrodos de platina posicionados ao longo de toda a 

extensão do músculo. A freqüência de estimulação padrão era de 0,5 Hz (condição-

estabilizada). As preparações foram mantidas por um período de estabilização de 60 

minutos e, em seguida, foram iniciados os protocolos experimentais. A força 

desenvolvida (F) era medida por meio de transdutor de força isométrica (Nihon-Kohden, 

TB 612T, Tokyo) e registrados em polígrafo (Nihon-Kohden, RM 6200, Tokyo),  

normalizadas através do peso.  A força resultante foi expressa em mN. Essa força é 

calculada multiplicando-se o peso do VD em mg pela aceleração da gravidade (9,81 

m/s2). 

 

3.2.2. Parâmetros avaliados 

Foram analisados os seguintes parâmetros: pico de força isométrica (F), potenciação 

relativa (PR) obtida após pausas de 15, 30 e 60 s, antes e após tratamento com Pb++ 

sob estimulação a 0,5 Hz. Para o cálculo do tempo de ativação e do tempo de 

relaxamento, era traçada uma linha na base do registro e uma linha vertical através 

do pico do registro realizado nas diferentes condições testadas. 

Em seguida, procedia-se a contagem dos milímetros desde a interseção dessas 

linhas para a esquerda (TA) e para a direita (TR) até o encontro com a linha do 
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registro. Os valores do tempo eram obtidos de acordo com a velocidade do papel 

que era dado em milímetros e transformados em ms. (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Cálculo do Tempo de Ativação TA e Tempo de Relaxamento TR 

 

 

Os protocolos para estes experimentos foram assim divididos: 

 

3.2.3. Protocolos experimentais 

 

3.2.3.1. Efeitos de diferentes concentrações do Pb++ sobre a força e parâmetros 

temporais da contração isométrica do ventrículo direito 

Para avaliar um possível efeito do Pb++ sobre a força da contração isométrica, foi 

realizado o seguinte protocolo: Após período de estabilização, foram administradas 

concentrações crescentes de Acetato de Chumbo (Pb++) (3; 7; 10; 30; 70; 100  e 300 

µM) aguardando um intervalo de tempo de 10 min entre cada concentração. Foram 

medidos, a força de contração isométrica desenvolvidas pelas tiras de VD (n=8) bem 

como seus parâmetros temporais da contração (tempo de ativação, TA; tempo de 

relaxamento, TR). 

O efeito inotrópico negativo na tiras de VD foi observado a partir da concentração 

de 30 µM de chumbo, e a concentração de 100 µM promovia uma diminuição de força 
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da ordem de aproximadamente de 25% em relação à contração controle, sendo essa a 

concentração escolhida para realizar as intervenções inotrópicas. 

Em seguida era obtida a potenciação relativa (PR), avaliada antes e após tratamento 

das tiras de VD (n=12) com Pb++ e sob estimulação de 0,5 Hz. A potenciação relativa 

foi considerada como a razão entre a amplitude da contração após a pausa e a 

amplitude da contração antes da pausa. Este procedimento era realizado com a 

finalidade de se comparar contrações com estado inotrópico diferente das contrações 

controle, objetivando avaliar o papel do Pb++ frente à atividade do RS.  

 

3.2.3.2. Intervenções inotrópicas 

Com a finalidade de avaliar um possível efeito do Pb++ sobre as intervenções 

inotrópicas foram realizados os seguintes estudos: 

1) Após período de estabilização, avaliamos a dependência do desenvolvimento 

da força da contração isométrica (F) das tiras de VD frente à alterações da 

concentração extracelular de cálcio [Ca2+] (0,62; 1,25; e 2,5 mM) na ausência e na 

presença de Pb++ (100 µM) e sob estimulação de 0,5 Hz.  

2) Foram também investigadas a influência do Pb++ (100µM) sobre a força de 

contração (F) das tiras de VD (n= 11) frente ao efeito inotrópico positivo produzido pelo 

isoproterenol (20 ng/ml). 

3) Foi avaliada também, após período de estabilização, a dependência do 

desenvolvimento da força de contração isométrica (F) frente a alterações da freqüência 

de estimulação (0,1; 0,3; 0,5; 0,8; 1,0 e 1,5 Hz) na ausência e na presença de Pb++(100 

µM ) em VD (n=8). 

 

 

3.2.3.3. Efeitos do Pb++ sobre as proteínas contráteis cardíacas 

Objetivando avaliar uma possível influência do Pb++ sobre as proteínas 

contráteis, foram realizados os seguintes protocolos: 

1) O efeito do Pb++ (100µM) foi estudado em um outro grupo de VD (n= 10) durante 

estimulações tetânicas. A tensão tetânica era obtida após tratamento com 5 mM de 

cafeína numa freqüência de estimulação de 10 Hz, e duração de 15s, como descrita 
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previamente (Leite et al., 1995). Entre cada estimulação tetânica, os músculos eram 

mantidos sob estimulação de 0,5 Hz por, pelo menos, 10 minutos.  

 

 

 

3.2.4. Efeitos do Pb++ sobre a atividade da ATPase miosínica 

Para avaliar se o Pb++ era capaz de afetar a atividade da ATPase miosínica, os 

efeitos desse composto foram analisados em conformidade com protocolo previamente 

descrito (Delcayre & Swynghedauw, 1975; Cappelli et al., 1989). A miosina foi 

preparada a partir de ventrículos direitos e esquerdos, cada um em experimentos 

separados, sendo então homogeneizados e tratados com tampão fosfato (0,3 M KCl, 

0,2 M tampão fosfato [KH2PO4] , pH 6,5) (Bremel & Weber, 1975). Após precipitação da 

miosina e resíduos musculares por diluição 15 vezes com água, os resíduos 

musculares eram separados por filtração, utilizando-se gaze. O sobrenadante contendo 

a miosina era centrifugado a 33.000 g por 40 minutos. Após decantação do 

sobrenadante, o precipitado era novamente dissolvido em 0,6 M KCl para diluir a 

miosina sob alta força iônica, e 1 ml de água era adicionado para cada grama de tecido, 

objetivando produzir nova precipitação. O material era novamente centrifugado a 

33.000 g por 40 minutos e o resíduo muscular era separado por filtração. O material era 

mais uma vez dissolvido, só que desta feita em 14 ml de água por grama de tecido 

centrifugado. O precipitado era dissolvido em 5 mM HEPES, pH 7, e 0,6 M KCl mais 

50%, v/v, glicerol e estocado a -20ºC. Para o uso da miosina estocada, diluía-se em 

água (1:12) e centrifugava-se a 3.000 g por 15 minutos. O precipitado era ressuspenso 

em 50 mM HEPES, pH 7, e 0,6 M KCl e centrifugado a 3.000 g novamente. O 

sobrenadante era utilizado. 

A atividade da Ca2+ - ATPase miosínica era avaliada pela determinação da 

liberação de fosfato (Pi) a partir de ATP 1mM na presença de 50 mM HEPES, pH 7, 0,6 

M KCl, 5 mM CaCl2, ou 10 mM EGTA na ausência e presença de Pb++ (100µM), e num 

volume final de 200 µl. O nucleotídeo foi adicionado ao meio da reação e pré-incubado 

por 5 minutos a 30ºC. A reação era iniciada através da adição de fração da enzima (3 a 

5 µg proteína) ao meio de reação por 10 minutos. Tempos de incubação e 

concentração de proteína foram escolhidos no sentido de assegurar a linearidade da 
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reação. A reação foi interrompida através da adição de 200 µl de ácido tricloroacético a 

10%. Controles com a adição de preparação de enzima após a adição de ácido 

tricloroacético foram utilizados para corrigir a hidrólise não enzimática do substrato. 

Todas as amostras foram realizadas em duplicata. A atividade da enzima foi calculada 

como a diferença entre a atividade observada na presença de Ca2+ e na presença de 10 

mM EGTA. O fosfato inorgânico foi determinado pelo método de Chan et al., 1986. A 

atividade específica foi expressa como nmol Pi liberado por minuto por mg de proteína. 

A proteína foi determinada pelo método Coomassie Blue de acordo com Bradford, 

1976, usando-se albumina como padrão. 
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3.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). Os 

valores foram analisados, usando ANOVA (uma e duas vias). Quando ANOVA revelava 

uma diferença significativa, o teste de Tukey era aplicado. Valores de p<0,05 foram 

considerados como significativos. A análise estatística dos dados da atividade da 

ATPase miosínica foi realizada por teste “t” de Student pareado, e valores de p < 0,05 

foram considerados estatisticamente significativos. 

A análise dos dados e a plotagem das figuras foram realizadas, utilizando o 

GraphPad Prism System (San Diego, CA, USA) e GB-STAT (Dynamic Microsystem Inc., 

Silver Spring, MD, USA).   
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3.4. Fármacos e Reagentes 

 

Acetato de Chumbo II ( Sigma) 

Ácido Ascórbico (Merck)  

Albumina, Soro Bovino (Sigma) 

Cloreto de Cálcio Dihidratado (Merck) 

Cloreto de Magnésio Hexahidratado (Merck) 

Cloreto de Potássio (Merck) 

Cloreto de Sódio (Merck) 

EDTA (Hoeschst)  

Éter Etílico (Merck) 

Glicose (Reagem)  

Hepes (Sigma) 

Hidróxido de Sódio (Merck) 

L- Isoproterenol (hidrocloreto - Sigma) 

Pentobarbital sódico 3 % (Cristália) 

Fosfato de Potássio Monobásico (Merck) 

EGTA (Sigma) 

 

 

Todas as soluções estoques concentradas de isoproterenol foram dissolvidas em água 

bidestilada e mantidas no congelador a -20°C. 
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IV RESULTADOS 

 

4.1 EXPERIMENTOS REALIZADOS COM MÚSCULO CARDÍACO 

VENTRICULO DIREITO 

 

 

4.1.1 Efeitos do chumbo (Pb++) sobre a força de contração cardíaca 

 

Registros típicos mostram que o Pb++ de maneira concentração-dependente, reduziu 

a força (F) da contração isométrica em preparações de tiras de ventrículo direito (VD) 

de ratos (Figura 2). 

O gráfico, na Figura 3, mostra os efeitos do Pb++ em diferentes concentrações (3, 7, 

10, 30, 70, 100 e 300 µM), sobre a força isométrica (F) desenvolvida pelas tiras de 

VD. Pode-se notar que o Pb++ reduziu a força de maneira concentração-dependente, 

e que o Pb++ na concentração de 100 µM reduziu força em cerca de 30% em relação 

à contração controle (Tabela 1). 

Em relação ao tempo de ativação (TA) e tempo de relaxamento (TR), o Pb++ não 

promoveu alteração de maneira significante nas concentrações 3, 7, 10, 30, 70, 100 

e 300 µM em relação à contração controle (Figura 4 A , 4B e Tabela 2 ). 

 

 

 

 
Figura 2: Registros típicos das contrações isométricas em resposta as concentrações 

crescentes de Pb++ em tiras de VD de ratos. 
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Figura 3: Efeitos de diferentes concentrações de Pb++ sobre a força isométrica desenvolvida pelo VD de ratos. * p< 0,05; 

ANOVA (uma via) não randomizada seguida pelo teste de Tukey; Pb++ vs CT. 

 
 
Tabela 1: Efeitos do Pb++ sobre a força (F) das contrações isométricas no VD 

de ratos. 

 

 Concentrações de 
Pb++ 

(µM)                  
Força (mN/g)   n 

   
CT 828,6 ± 65,5 8 

3 803,6 ± 64,6 8 

7 797,5 ± 65,1 8 

10 726,3 ± 57,4 8 

30 653,6 ± 51,7 * 8 

70 628,6 ± 45,2 * 8 

100 556,9 ± 43,3 * 8 

300 828,6 ± 65,5 * 8 

 
Dados expressos em média ± EPM; * p< 0,05; ANOVA (uma via) não randomizada seguida pelo teste de Tukey; Pb++ vs CT. 
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Figura 4: Efeito de concentrações crescentes de Pb++ em VD em relação ao (A) tempo 

de ativação (TA) e (B) tempo de relaxamento (TR) da contração isométrica das tiras de 

VD de ratos. 
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Tabela 2: Efeitos do Pb++ sobre o tempo de ativação (TA) e tempo de relaxamento 

(TR) da tensão isométrica desenvolvida pelo VD de ratos. 

 

Concentrações de Pb++ 

(µM) 

TA (ms) 

 

TR (ms) 

 

   
CT 117,5 ± 2,5  290,0 ± 10,7 

3 117,5 ± 4,5  320,0 ± 12,5 

7 122,5 ± 4,5  320,0 ± 11,9 

10 117,5 ± 4,5  305,0 ± 11,8 

30 115,0 ± 3,3  295,0 ± 12,4 

70 112,5 ± 3,7  287,5 ± 6,5 

100 110,0 ± 3,8  285,0 ± 8,2 

300 112,5 ± 5,3  262,5 ± 11,6 

Dados expressos em média ± EPM;  
 

 

A potenciação pós-pausa foi utilizada para avaliar um possível efeito do Pb++ sobre a 

atividade do retículo sarcoplasmático (RS). Podemos observar os registros típicos 

das contrações pós-pausas na condição de controle e quando sob tratamento com 

Pb++ na concentração de 100 µM  (Figura 5). 

 Contrações pós-pausa (CPP) foram registradas após pausas de 15, 30 e 60 

segundos e analisadas como potenciação relativa (PR). É possível observar um 

progressivo aumento na potenciação relativa em todos os tempos de pausa (Tabela 

3, Figura 6). 
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Figura 5: Registros típicos dos efeitos do Pb++ sobre a potenciação relativa (PR) da 

contração pós-pausa (CPP) obtidas em intervalos de 15, 30 e 60 s em tiras de VD de 

ratos, antes e após da adição de Pb (100 µM). 

 
 
 
 
Tabela 3: Efeitos do Pb++ sobre a potenciação relativa (PR) da contração pós-pausa 

(CPP) em uma concentração de 100 µM após pausas de 15, 30 e 60 s em contrações 

dos VD de ratos. 

 

Grupos  15” 30” 60” n 

        
Controle 1,49 ± 0,03* 1,62 ± 0,06* 1,69 ± 0,07* 11 

Pb++  100 µM 1,62 ± 0,06* 1,79 ± 0,07* 1,89 ± 0,08* 11 

Os resultados são apresentados como média ± EPM dos valores relativos, * p<0,05; 
chumbo vs Controle. ANOVA (duas vias) seguida pelo teste de Tukey. 
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Figura 6: Potenciação relativa das contrações pós-pausas (CPP) 
com intervalos de pausa de 15, 30 e 60 segundos em tiras de VD de 
ratos antes e após administração 100µM de Pb++. * p<0,05; ANOVA 
(duas vias) seguida pelo teste de Tukey; CPPs vs Controle. 

 

 

 

4.1.2 Intervenções inotrópicas  

 

O controle fisiológico e farmacológico da contratilidade cardíaca pode ser 

exercido através de alterações da concentração extracelular de cálcio [Ca2+].  A 

magnitude da resposta contrátil induzida pelo cálcio em tiras de VD incubados em 

solução com baixa concentração de cálcio (0,62 mM) é resultante da corrente de influxo 

de cálcio pela membrana e da conseqüente liberação de cálcio a partir dos estoques 

intracelulares.  

A dependência do desenvolvimento da força frente a alterações da [Ca2+] (0,62, 

1,25 e 2,5 mM) pode ser observada na Figura 7 e Tabela 4. Na condição de controle, 

ocorreu um aumento da força de contração proporcional ao incremento da 

concentração extracelular de cálcio. Quando o Pb++ (100 µM) foi adicionado à 

preparação, ocorreu uma redução da força de contração em todas as concentrações 
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extracelulares de cálcio testadas, sem que o efeito inotrópico positivo do aumento da 

[Ca++] fosse afetado. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7: Efeito da variação da concentração de Ca++. (0,62; 1,25 e 2,5 mM) sobre o 

desenvolvimento da força da contração isométrica, na ausência e presença de Pb++ (100 

µM) em tiras de VD de ratos. * p<0,05; ANOVA (duas vias) pós-teste de Tukey; Pb++ vs 

CT. 
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Tabela 4: Dependência do desenvolvimento da força isométrica (F) da concentração 

de cálcio externo na ausência e na presença de Pb++ (100 µM) evidenciada pelos VD 

de ratos. 

 

[   ] Ca+2 mM F – Controle 

(mN/g) 

F - Pb++  

(mN/g) 

n 

    
0,62 944,2 ± 91,7 534,8 ± 68,8 * 8 

1,25 1514,1 ± 144,1 1044,5 ± 114,4 * 8 

2,50 1917,3 ± 182,3 1570,7 ± 149,2 * 8 

Dados expressos em média ± EPM; * p<0,05; Pb++ vs  CT. ANOVA (duas vias) pós-teste de 
Tukey. 

 

 

 

 

Numa outra intervenção inotrópica, observamos que, quando sob baixa 

concentração de Ca2+ (0,62 mM), o efeito inotrópico negativo induzido pelo Pb++ (100 

µM) foi revertido pelo isoproterenol (ISO) (20 ng/ml), um conhecido agonista β-

adrenérgico (Figura 8). 
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Figura 8: Efeitos do ISO e do Pb++ sobre a força isométrica desenvolvida pelos VD de 

ratos superfundidos com solução de Tyrode modificada, contendo 0,62 mM Ca2+.  

* p<0,05;  ANOVA (uma via) seguida pelo teste de Tukey. 
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Alguns trabalhos demonstram que a freqüência de estimulação em ratos 

depende mais do acúmulo de Ca++ no RS do que do seu transiente pelo sarcolema. 

Aumentando a freqüência de estimulação, a força desenvolvida diminui devido ao 

pequeno tempo necessário para a reposição do Ca2+ no RS (Figura 9, Tabela 5). 

Embora a força desenvolvida diminuísse após a adição de Pb++, essa diminuição 

ocorreu de forma proporcional. 
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Figura 9: Efeitos do Pb++ sobre a variação da freqüência (Hz) em tiras de VD de ratos. * 

p < 0,05; ANOVA (duas vias) pós-teste de Tukey. Pb++ vs CT. 

 

Tabela 5: Dependência do desenvolvimento da força isométrica (F) em relação a 

variação de freqüência de estimulação na ausência e na presença de Pb++ (100 µM) em 

VD de ratos. 
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Freqüência 

(Hz) 

F – CT 

(mN/g) 

F – Pb++ (100 µM) 

(mN/g) 
n 

   
0,1 1785,9 ±284,9 1653,2 ±230,9 8 

0,3 1531,6 ±219,2 1316,4 ±176,0 * 8 

0,5 1432,9 ±194,4 1187,2 ±153,9 * 8 

0,8 1362,1 ±140,4 1087,3 ±133,1 * 8 

1,0 1271,7 ±149,1 1030,4 ±106,0 * 8 

1,5 1074,3 ± 107,1 876,0 ±95,1 * 8 

Dados expressos em média ± EPM dos valores relativos. 
* p<0,05; Pb++ vs CT. ANOVA (duas vias) pós-teste de Tukey. 
 

4.1.3 Efeitos do Pb++ sobre as contrações tetânicas 

 

O efeito do Pb++ sobre as proteínas contráteis cardíacas foi indiretamente avaliado 

através de contrações tetânicas induzidas na ausência e na presença de Pb++. A 

Figura 10 mostra o efeito depressor que o Pb++ (100 µM) induz na contração tetânica 

em VD de ratos. Esse efeito foi relativamete maior sobre o pico de força tetânica, do 

que o observado sobre o platô de força tetânica (Tabela 6).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Efeitos do Pb++ sobre pico de força (A) e platô de força (B), evidenciados 

pelas contrações tetânicas de VD de ratos.  
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Média ± EPM; * p<0,05; Teste t de Student.  Pb++ vs CT. 

 
 

Tabela 6: Efeitos do Pb++ sobre a força (F) desenvolvida pelas contrações tetânicas dos 

VD de ratos. 

 

Grupos 
Tétano: Pico 

F (mN/g) 

Tétano: Platô 

F (mN/g) 
n 

    
CT 1348,3 ± 166,9 901,9 ± 140,9 * 10 

Pb++ 858,9 ± 131,7 607,9 ± 76,7 * 10 

Dados expressos em média ± EPM; *p< 0,05 Pb vs Controle; Teste t de Student   
 
 
 
4.1.4 Efeitos do Pb++ sobre a atividade da ATPase miosínica 

 

Desde que o desenvolvimento da tensão depende da atividade da ATPase miosínica 

(Huxley, 1969; Huxley & Simmons, 1971; Goldman & Brenner, 1987), o efeito 

inotrópico negativo induzido pelo Pb++, poderia estar associado a uma redução da 

atividade dessa enzima. Foram analisados 100 µM em tiras de VD. Nessa 

concentração de 100 µM  houve diminuição de atividade da enzima em 25% em tiras 

de VD quando adicionado o chumbo (225.9 ± 35.9 vs 150.0 ± 49.2 nmolesPi/min/mg 

de ptn) (Figura 11). 
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Figura 11: Alterações na atividade da Ca2+ ATPase miosínica expressas em % 

produzidas pelo Pb++ (100 µM) em ventrículo direito. Dados expressos em ± EPM; 

*p<0,05 realizada por teste t de Student. 
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V DISCUSSÃO 

 
Poucos trabalhos têm demonstrado os efeitos agudos do íon chumbo diretamente no 

coração. Estudos de eletrofisiologia mostraram a capacidade do Pb++ de bloquear o 

influxo do íon Ca++ , através dos canais de Ca++ tipo-L, em miócitos isolados (Bernal 

et al, 1997). Em outro estudo, quando o coração isolado era perfundido por uma 

solução de Pb++ apresentava efeito inotrópico negativo e anormalidades na condução 

do marcapasso cardíaco, sendo registrado em eletrocardiograma (Williams et 

al.,1983). Embora o efeito inotrópico negativo tenha sido observado, encontramos 

poucos estudos delineando o perfil fisiológico da ação do Pb++ no coração isolado, 

principalmente quando nos referimos à atividade do retículo sarcoplasmático e da 

interação desse metal nas proteínas contráteis e na atividade da ATPase Miosínica.  

No presente trabalho, foi avaliado o efeito deste metal diretamente, de forma aguda, 

no músculo cardíaco (tiras de VD) em concentrações crescentes deste íon, 

delineando um perfil concentração-resposta deste efeito nocivo. Foram também 

realizadas intervenções inotrópicas, a fim de se avaliar mais profundamente o 

mecanismo de ação deste metal, assim como, a possível interação do Pb++ na 

atividade das proteínas contráteis e na ATPase miosínica, que possui papel 

importante no desenvolvimento de força da maquinaria contrátil. 

Neste estudo, verificamos que o Pb++ em concentração dependente promoveu um 

efeito inotrópico negativo, em tiras de ventrículo direito de ratos, provocando redução 

na atividade da ATPase miosínica e também sugeriu não alterar a atividade do 

retículo sarcoplasmático. 

A avaliação do papel do Pb++ em relação à contratilidade miocárdica foi obtida a 

partir dos registros de contração isométrica referentes às variações da força de 

contração, bem como a avaliação dos parâmetros temporais. A amplitude do gráfico 

da contração fornece a quantidade de força desenvolvida pelo músculo cardíaco.  Já 

os parâmetros temporais da contração isométrica são importantes para a avaliação 

da cinética de ativação e relaxamento do músculo. Assim, o tempo de ativação (TA), 
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medido no início da contração até seu pico máximo, informa indiretamente a cinética 

dos processos envolvidos na ativação da contração, ou seja, os processos que 

aumentam o Ca++ mioplasmático; o tempo de relaxamento (TR) medido do pico da 

contração até seu término está relacionado à cinética dos processos envolvidos no 

relaxamento, ou seja, nos processos que diminuem o Ca++ mioplasmático (Vassallo 

& Stefanon, 2000).   

A adição de concentraçõess crescentes de chumbo não demonstrou resultados 

significantes em relação ao TA e TR, mostrando com isso que a cinética de ativação 

e a cinética de relaxamento do músculo cardíaco estavam preservadas. Já o 

desenvolvimento de força pelas tiras de ventrículo direito (VD) foi proporcionalmente 

diminuído.  Esse dado corrobora com os estudos realizados por Williams et al (1983), 

que demonstraram que o Pb++ na concentração de 10-6 M induzia uma resposta 

inotrópica negativa em corações isolados de ratos. 

Nas contrações pós-pausa, o Pb++ mostrou um comportamento similar aos 

bloqueadores de canais de Ca++.  Experiências em nosso laboratório (Mill et al, 1992) 

demonstraram que a presença de dois conhecidos bloqueadores de canais de Ca++ 

(verapamil e manganês), reduz o influxo de Ca++ pelo sarcolema. Foi verificada uma 

diminuição da amplitude das contrações nas condições controle estabilizado a 0,5 Hz 

e a manutenção das amplitudes das contrações pós-pausa. Em conseqüência a essa 

diminuição da contração controle, a potencialização relativa é aumentada. Nos ratos, 

a participação da bomba de Ca++ sarcolemal e o trocador Na+/Ca++ durante a pausa, 

não são suficientes para que o Ca++ seja extrusado de forma eficiente do meio 

intracelular, o que não ocorre em outras espécies como, por exemplo, em cobaias 

(Nayler & Dunnet,1975).  A força desenvolvida na pausa é resultante, principalmente, 

da liberação de Ca++ armazenado no retículo sarcoplasmático acumulado pelo tempo 

de pausa. Este fato foi sugerido por Vassallo et al (1995), que demonstraram que em 

músculo cardíaco de rato a amplitude das contrações pós-pausa depende do 

armazenamento de Ca++ intracelular, pois tomou por base a utilização de  rianodina, 

droga que abre os canais do Ca++ do RS e transformou a amplitude dessas 

contrações em uma depressão. O Pb++, de forma semelhante, diminuiu as 

amplitudes das contrações controle, com aumento relativo das contrações pós-pausa 
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em todos os tempos de pausa, corroborando com os dados obtidos por Mill et al. 

(1992) 

No acoplamento excitação-contração tanto a entrada de cálcio via influxo de 

Ca++ através do sarcolema (ICa), quanto a liberação dos estoques de cálcio  através  do 

RS, são importantes eventos que desencadeiam a contração muscular cardíaca. A 

entrada de cálcio pelo sarcolema possui papel importante na ativação da liberação do 

Ca++ armazenado no RS, além de contribuir para o aumento do cálcio mioplasmático.  A 

quantidade de Ca++ liberado pelo RS depende da quantidade de Ca++ proveniente de 

ICa. Sendo assim, quanto mais cálcio entra pelo sarcolema, mais cálcio é liberado pelo 

RS. Experimentos têm demonstrado que ocorre aumento proporcional de força quando 

são adicionadas quantidades baixas de Ca++ livre ao citosol (Yue et al., 1986; Harrison 

& Bers, 1989; Gao et al., 1994).  A resposta contrátil do músculo cardíaco no aumento 

de Ca++ extracelular foi avaliada através da adição de concentrações crescentes e 

cumulativas de CaCl2 na ausência e na presença de Pb
++. A adição de CaCl2 induziu 

aumento da contração de maneira concentração-dependente. Entretanto, a presença 

do Pb++ reduziu proporcionalmente a força da contração isométrica desenvolvida pelo 

VD, sugerindo que o Pb++, de alguma forma, estaria reduzindo o influxo de Ca++ através 

do sarcolema, mas sem afetar o efeito inotrópico positivo promovido pelo Ca++. 

A sinalização dos receptores β adrenérgicos é feita pela ativação da adenilato 

ciclase via proteína G estimulatória, Os efeitos dos agentes β-adrenérgicos no músculo 

cardíaco promovem o aumento da corrente de Ca++ pelo sarcolema (Brown et al., 1984; 

Kokubun et al., 1986), redução da sensibilidade do Ca++ pelos filamentos devido a 

fosforilação da troponina I (Endoh, 1998), aumento da atividade da Ca++ ATPase do 

retículo sarcoplasmático (DeMeis & Vianna, 1979; Bassani et al., 1994) e alteração da 

atividade do receptores de rianodina (Xu et al., 1998). A ativação dos receptores β-

adrenérgicos pode causar todos os principais efeitos adrenérgicos cardíacos 

(inotropismo, lusitropismo e cronotropismo positivos).   

O agonista β-adrenérgico ativa a entrada de uma quantidade maior de Ca++ a 

cada excitação devido ao aumento de ICa. Com isso, o retículo sarcoplasmático 

acumula mais Ca++ citosólico durante o processo de relaxamento (devido a ativação da 

SERCA).  Assim, ocorre uma grande saída de Ca++ do RS durante a excitação do 

miócito e isso é responsável por um pico de contração muito maior na presença do 
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isoproterenol (Spurgeon et al., 1990; Li et al., 2000), Neste estudo, foi observado que o 

isoproterenol aumentou a força de contração desenvolvida pelo VD de ratos.  Na 

presença de Pb++ ocorreu redução da força contrátil. No entanto, quando administrado 

isoproterenol, associado ao Pb++, observou-se aumento da força de contração de VD, o 

que demonstrou que a ação do isoproterenol está preservada sugerindo, com isso, que 

o Pb++ pode reduzir, de forma significativa, a entrada de Ca++ pelo sarcolema, mas não 

foi capaz de abolir o efeito inotrópico positivo promovido pelo isoproterenol. 

Orchard & Lakatta (1985) demonstraram que a força desenvolvida durante a variação 

da freqüência de estimulação em músculo cardíaco de ratos, depende principalmente 

da duração do acúmulo de Ca++ no RS e não do influxo deste pelo sarcolema. Isso 

se deve ao fato de que a Ca-ATPase sarcolemal no miorcárdio de ratos possui pouca 

atividade, e que o aumento da freqüência de estimulação diminui a força de 

contração devido ao pequeno tempo disponível para a reposição de Ca++ no RS.  Ao 

avaliarmos a influência do Pb++ no desenvolvimento de força resultante da variação 

da freqüência, verificamos redução da força de contração, redução que ocorreu de 

forma proporcional à condição controle, sugerindo novamente que o Pb++, apesar de 

não afetar a função do RS, provavelmente altera a condutância do Ca++ pelo 

sarcolema, haja vista que Bernal et al, (1997), através de estudos de eletrofisiologia, 

utilizando voltage-clamp, mostraram claramente que o Pb++ é um potente bloqueador 

dos canais de cálcio do tipo-L em miócitos de ratos. 

Desta forma, os achados com as intervenções inotrópicas realizadas no músculo 

cardíaco em presença do Pb++ , variação na concentração de Ca++ , contração pós-

pausa, ação do isoprotenol, variação da freqüência, sugerem um possível efeito do 

Pb++ no influxo de Ca++ pelo sarcolema, sem afetar as funções do RS.  

Foi avaliada também uma possível ação deste metal sobre as proteínas contráteis.  

Então, para se avaliar o papel do chumbo na maquinaria contrátil, foram realizadas 

contrações tetânicas do músculo cardíaco. A estimulação tetânica foi realizada 

através da inibição do retículo sarcoplasmático com cafeína (Yue et al., 1986, Leite et 

al., 1995). A cafeína depleta os estoques de Ca++ do RS, diminuindo também a 

velocidade na recaptação de cálcio pelo RS (Henderson et al., 1974; Bassani et al., 

1994) e em altas concentrações é capaz de aumentar a probabilidade de abertura 

dos canais liberadores de cálcio do retículo sarcoplasmático (Rosseau et al., 1987; 
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Sitsapesan & Williams, 1990). Leite et al. (1995) sugerem que a as contrações 

tetânicas são parcialmente dependentes do influxo de cálcio sarcolemal. Em nosso 

estudo, os registros obtidos após a adição de 100µM de Pb++ demonstram a 

diminuição no pico de ativação e do platô da contração tetânica desenvolvida, 

corroborando com dados que afirmam que o chumbo pode estar afetando a entrada 

de Ca++ pelo sarcolema, mas, existindo ainda a possibilidade de estar alterada a 

função das proteínas contráteis. 

Vários estudos têm demonstrado a ação do Pb++ na diminuição da atividade de uma 

série de enzimas (WHO, 1995), Altindag et al (2003) demonstraram que a 

Dihidropteridina redutase é uma enzima que possui grande quantidade de grupos 

tiois (SH) em seu sítio de ação, e que sofreu redução de sua atividade com Pb++ 

tanto na forma de dietil chumbo quanto na forma de cloreto. O mesmo ocorreu com 

os metais mercúrio e cádmio. Moreira et al. (2003) demonstraram que o mercúrio 

reduzia a atividade da ATPase miosínica, mesmo em baixas concentrações, 

sugerindo um forte efeito tóxico, sendo que o Pb++ também tem preferências das 

ligação nos grupos SH dessas enzimas (Anner et al.,1992). Comparando com a 

atividade do mercúrio e com base nestes achados, foi avaliada a possível interação 

do Pb++ na atividade desta enzima. Como a capacidade do coração de gerar força 

contrátil é principalmente dependente da atividade da ATPase miofibrilar, no 

presente estudo foi observada a diminuição significativa na atividade enzimática  no 

ventrículo direito. Isso contribui para explicar a redução de força promovida pelo 

metal. 
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VI. CONCLUSÕES 

 

6.1. O Pb++, de maneira concentração-dependente, deprimiu a força da contração 

isométrica desenvolvida pelas tiras de VD de ratos. 

 

6.2. Os parâmetros temporais da contração isométrica, o tempo de ativação (TA) e o 

tempo de relaxamento (TR), não foram afetados pelo Pb++, sugerindo a não 

interferência do Pb++ nas cinéticas de ativação e relaxamento da contração. 

 

6.3. Em músculo cardíaco de rato, a força de contração é aumentada à medida que se 

aumenta o tempo de pausa. Os resultados, ao evidenciarem que na presença do 

Pb++, apesar das contrações sob estimulação condição controle terem sido 

progressivamente deprimidas, as contrações pós-pausas foram potencializadas 

em todos os tempos de pausa testados. Dessa forma, o efeito depressor do Pb++ 

sugere, não haver, interferência do metal sobre a atividade do retículo 

sarcoplasmático (RS), com ação similar aos bloqueadores de canais de Ca++. 

 

6.4. O aumento da contração, concentração-dependente, induzido pela adição 

cumulativa de CaCl2 foi, proporcionalmente, reduzido pelo Pb++. Tal evento sugere 

estar o Pb++ reduzindo o influxo de Ca++ através da membrana sarcolemal, e não 

alterando a resposta inotrópica do Ca++. 

 

6.5. Em relação às intervenções inotrópicas do Ca++ e ISO o Pb++ foi capaz de reduzir a 

força final da contração, mas não foi capaz de abolir os efeitos inotrópicos 

positivos tanto do aumento da concentração de Ca++ quanto à ação do 

isoproterenol, sugerindo com isso que este metal estaria afetando de alguma 

forma a entrada de Ca++ através do sarcolema. 

  

6.6. A diminuição da força devido ao aumento da freqüência foi reduzida 

proporcionalmente com a adição de Pb++, sugerindo mais uma vez a atuação deste 

metal no influxo do Ca++ através do sarcolema sem afetar a função do RS. 
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6.7. Os resultados demonstaram que as contrações tetânicas foram deprimidas quando 

adicionado 100 µM de Pb++, sugerindo que este estaria reduzindo o influxo 

sarcolemal de Ca++ ou de alguma maneira, afetando as proteínas contráteis. 

 

6.8. O Pb++ in vitro foi capaz reduzir a atividade da Ca2+-ATPase miosínica.  

 

6.9. Podemos assim, sugerir que o efeito inotrópico negativo do Pb++ independe da 

ação do retículo sarcoplasmático, sendo resultado de redução do influxo de Ca++ 

pelo sarcolema e redução da atividade da ATPase miosínica. 
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