17

EFEITO DO ADMINISTRAGAO AGUDA DE 100 uM DE
ACETATO DE CHUMBO NA REATIVIDADE VASCULAR
A FENILEFRINA NO LEITO VASCULAR CAUDAL DE

RATOS

Edna Aparecida Silveira Almeida

Dissertacao de Mestrado em Ciéncias Fisiolégicas

Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas
Universidade Federal do Espirito Santo

Vitéria, margo de 2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



18

Edna Aparecida Silveira Almeida, 1970

EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE 100 uM DE ACETATO DE
CHUMBO NA REATIVIDADE VASCULAR A FENILEFRINA NO LEITO
VASCULAR CAUDAL DE RATOS. [Vitéria] 2005

118p., 29,7 cm (UFES, M. Sc.,Ciéncias Fisiolégicas, 2005)

Dissertacao, Universidade Federal do Espirito Santo, PPGCF.




19

"A grandeza nao consiste em receber honras, mas em merecé-las”.

(Aristoteles)

Dedico esse trabalho ao meu

querido e respeitavel mestre, Dalton.



20

Agradecimentos

A Deus, pela sabedoria, inspiracdo, determinacédo, protecdo e forca para a

realizacao desse trabalho e por mais uma vitéria em minha vida;

Ao meu marido Aroldo, pelo apoio incondicional, compreensao, paciéncia e
motivagdo. Sou-lhe eternamente grata, por vocé ter-me permitido ir ao

encontro dos meus objetivos. Essa conquista meu amor, € nossal

Ao meu querido e amado filho, pela compreensdo e entendimento nos

momentos em que estive ausente. Filho vocé é minha grande motivagao!

A minha familia, especialmente @ minha mae a quem me inspiro ao lutar pelos
meus sonhos, a minha irm& Mariangela e cunhada Nanan que sempre
estiveram ao meu lado e a minha sobrinha Gabriela, minha grande

incentivadora;

Ao meu querido orientador Prof. Dr. Dalton Valentim Vassallo, antes de tudo
pela oportunidade, ensinamentos e orientagdo. Obrigada por ter confiado a
mim esse trabalho. “Chefe”, serdo eternos para mim os momentos de amizade
e carinho, os quais iniciaram ainda em minha vida académica. Sua sabedoria,

desprendimento e bom humor me inspiram a cada dia;

A lvanita pelos momentos de aprendizagem, amizade, cuidado e atencdo

cientifica. Sua perspicacia e senso cientifico, muito me inspiram;

A todos os meus colegas do LEMC, obrigada pela presencga, amizade e apoio
técnico. Sem duvida alguma vocés contribuiram muito para o meu crescimento
académico e cientifico. Os nossos momentos de confraternizagdo, jamais

serao esquecidos;



21

A Alessandra, Flavia e Guilia pela colaboracdo, ensinamentos e amizade;

As minhas queridas amigas, Juliana, Aurélia, Fernanda, Fabiana, Viviane e
Luciana, pelo incentivo, apoio e companheirismo constate. Dividir os meus
momentos dificeis com vocés foi fundamental para realizagdo desse trabalho.

Sou grata a Deus por ter-me presenteado com as suas vidas;

Aos funcionarios do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas

pelo apoio técnico;

A Coordenacao de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo

apoio financeiro.



SUMARIO

Lista de Figuras

Lista de Tabelas

Lista de Siglas e Abreviaturas

Resumo

Abstract

l.

INTRODUGAO........ooeoeieeeeeee et aean e,
7

1.1.

ChUumMDO....... e 17
1.1.1 Fontes de Exposic¢ao ao
Chumbo...........ccoooiiii 19
1.1.2 Cinética do Chumbo no Organismo

Humano...........ccoovviiinenn... 21

ADSOIGAO0... ... 22
1.1.2.2
D ES ] 14] 01U o= T 1SS 22
1.1.2.3
Eliminacao..........cooiiiii e 24
1.1.3 Toxicologia Geral do
Chumbo..........cccoii 25
1.2 Hipertensao
Arterial........... 26
1.2.1 Papel do Endotélio na Regulagdao do Ténus

Vascular.................. 29

22



23

1.2.1.1 Fatores Relaxantes Derivados do

Endotélio..........cccceeennnnn. 30
1.2.1.1.1 Oxido

NIEFICO. .o 30
1.21.1.2

Prostacicling........cccooo oo 33

1.2.1.1.3 Fator hiperpolarizante derivado do
endotélio......... 34
1.2.1.2 Fatores Contrateis Derivados do
Endotélio........cccccuneeennnnn. 36

VasocoNnstritoras.......coveveeveveeeen... 37

(o) ([0 =] a1 (o TSR 38

1.2.2 Mecanismos Envolvidos na Contragao do musculo Liso

VaSCUIAK......... oottt e e e e e e e e e eeeeas
.39

1.2.3 Disfung¢ao Endotelial e Hipertensao
Arterial...................ccoo 43

1.2.4 Efeitos do Chumbo na pressao
Arterial................ 45
HLOBUETIVOS ...ttt e et e e e e e e e e e e e e e ennnnes
49

2.1. Objetivo

2.2. Objetivos

ESPecCifiCos.........ooovviiiiiiiiiei e 49



24

lll. MATERIAIS E
V1 0] 00 1T 50
3.1. Animais
Experimentais...............c..coooiiiiiii i, 50
3.2. Metodologia Aplicada para Estudos de Reatividade Vascular no
Leito Arterial
Caudal...... .o 50
3.2.1 Obtencao do leito vascular caudal — procedimento
Led | V] e | e TP PSUPUUPRRR
.50
3.2.2 Protocolo
Experimental.........................oooiii 55
3.2.2.1 Efeito da administragdo aguda de acetato de chumbo (100

uM) sobre a resposta pressora a fenilefrina no leito arterial

3.2.2.2 Modulagdo do endotélio no efeito agudo do acetato de
chumbo (100 uM) sobre a resposta pressora a fenilefrina no leito arterial
(o= 11 [ £ SRS
54

3.2.2.3 Estudo dos possiveis fatores endoteliais envolvidos no
efeito do acetato de chumbo (100 uM) sobre a resposta pressora a fenilefrina
no leito arterial
(o= 11 [ £ | 55

3.2.2.4 Envolvimento da via do acido araquiddnico-ciclooxigenase
sobre o efeito agudo de 100 uM de acetato de chumbo na resposta pressora a

fenilefrina no leito arterial

3.2.2.5 Envolvimento da Angiotensina Il local sobre o efeito agudo
de 100 uM de acetato de chumbo na resposta pressora a fenilefrina no leito

arterial



25

3.2.2|6 Envolvimento da dos radicais livre local sobre o efeito

agudo de 100 uM |de acetato de chumbo na resposta pressora a fenilefrina no

leito arterial
(o= 11 [ £ | 57
3.2.2.7 Efeito agudo de 100 uM de acetato de chumbo sobre a

atividade funcional da Na* K" -
ATPASE.....oiiii 57

3.3 Expressao dos dados e analise
estatistica....................... 58

3.4 Farmacos e reagentes
utilizados.............coiiiiii 59
IV RESULTADOS

4.1 Efeito da administragcdo aguda de 100 uM de acetato de chumbo

sobre a resposta pressora a fenilefrina no leito arterial

CAUAL.... ..
61

4.2 Modulagdo do endotélio no efeito acetato de chumbo 100 uM
sobre a resposta pressora a
fenilefrina.................. 63

4.3 Estudo dos possiveis fatores endoteliais envolvidos no efeito
de 100 pm acetato de chumbo sobre a resposta pressora a
fenilefrina..... ...
66

4.31 Efeito de 100 pM acetato de chumbo na via do Oxido
N 4o T PP
66

4.3.2 Efeito de 100uM acetato de chumbo sobre os prostandides
derivados da

(O3 o1 (o) (o =T F= 1T RRRRRP 69



26

4.4 Participagao da Angiotensina Il local no efeito de 100uM acetato

de chumbo sobre a resposta pressora a fenilefrina no leito arterial

o= 11 Lo - |
72

4.4.1 Avaliagao do possivel efeito de 100uM de acetato de chumbo
sobre a enzima conversora de
angiotenSiNOgENIO. ...........uuuuuuiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeee e 72

4.4.2 Avaliagédo do possivel efeito do acetato de chumbo sobre o
receptor da Angiotensina Il:
AT e 75

4.5 Efeito de agentes antioxidantes sobre o efeito de 100um de

acetato de chumbo na resposta pressora a fenilefrina no leito

arterial
CaUdal.... ...
78
4.6 Estudo da atividade fincional da Na* K* -ATPase antes e apos da
infusao de 100 MM de acetato de
chumbo............. 81
\")
DISCUSSAOD. ...ttt e et et e e e e eene e, 8
2
Vi
CONGCLUSAO. ...ttt 93

VIl REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS. ... 94

VIII ANEXOS



27

Lista de Figura

Figura 1: Desenho esquematico da preparagao do leito arterial caudal. 52

Figura 2: Mudancas na pressao de perfusdo meédia em resposta a doses



Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

28

crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar, na
presenca do endotélio funcional.

Mudangas no relaxamento a acetilcolina (Ach) e ao nitroprussiato
de sédio (NPS) no leito arterial caudal de ratos Wistar antes e
apos 1 hora de infusao de 100 uM de acetato de chumbo.
Mudangas na pressdo de perfusdo meédia (PPM, mmHg) em
resposta a doses crescentes de FE no leito arterial caudal de
ratos Wistar antes (E” ) e apos (E- Pb?*) 1 hora de infusdo de 100
MM de acetato de chumbo na auséncia do endotélio.

Mudancgas na pressao de perfusdo meédia em resposta a doses
crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar na
presenca (E*) e na auséncia (E’) do endotélio funcional. Nesta
mesma condigdo porém, na presenca de 100 uM de acetato de
chumbo (E* Pb®* vs E'Pb?*). Antes e ap6s 1 hora de infusdo de
100uM de acetato de chumbo com o endotélio funcional e
comparacgao da diferenga da area sob a curva entre os grupos .
Mudancas na pressao de perfusdo média em resposta a doses
crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar, antes e
apo6s 1 hora de infusdo de 100 uM de acetato de chumbo; antes
e apos 1 hora infusdo com L-NAME ou L-NAME + Pb? e
comparacgao da diferenga da area sob a curva entre os grupos.
Mudancas na pressao de perfusdo meédia em resposta a doses
crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar, antes e
apo6s 1 hora de infusdo com 100 yM de acetato de chumbo;
antes e apds 1 hora de infusdo com Indometacina ou
Indometacina + Pb®* e comparagdo da diferenca da area sob a
curva entre 0s grupos.

Mudangas na pressdo de perfusdao média (PPM, mmHg) em
resposta a doses crescentes de FE no leito arterial caudal de
ratos Wistar, antes e ap6s 1 hora de infusdo com 100 uyM de

acetato de chumbo (Pb®*); antes e apés com 1 hora de infusdo

61

62

63

65

67

70



Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Tabela1:

29

de Enalapril ou Enalapril + Pb% e comparagao da diferenca da
area sob a curva entre os grupos representados nos graficos.
Mudancgas na pressao de perfusdo meédia em resposta a doses
crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar, antes e
ap6s 1 hora de infusdo com 100 pyM de acetato de chumbo
(Pb®*); antes e apds 1 hora de infusdo com Losartan ou infusdo
de Losartan + Pb?* e comparacgdo da diferenga da area sob a
curva entre os grupos representados nos graficos.

Mudancas na pressao de perfusdo média em resposta a doses
crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar, antes e
apds 1 hora de infusdo com 100uM de acetato de chumbo (Pb**);
antes e apds 1 hora de infusdo com Tempol ou infusdo de
Tempol + Pb%" e comparacgao da diferenca da area sob a curva
entre os grupos

Curvas de relaxamento induzida pelo cloreto de potassio no leito
arterial caudal de ratos Wistar, na auséncia e na presenca de

100 M de acetato de chumbo

Lista de Tabela

Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a

sensibilidade (pD;) das curvas dose-resposta a FE no leito

73

76

79

81



Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

30

arterial caudal de ratos Wistar antes e apds a infusdo com
acetato de chumbo, na presencga do endotélio funcional.
Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a
sensibilidade (pD;) das curvas dose-resposta a FE no leito
arterial caudal de ratos Wistar antes e ap6s a infusdo com
acetato de chumbo e com endotélio lesado.

Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a
sensibilidade (pD;) das curvas dose-resposta a FE no leito
arterial caudal de ratos Wistar com e sem acetato de chumbo na
presenca de L-NAME, com endotélio funcional.

Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a
sensibilidade (pD;) das curvas dose-resposta a FE no leito
arterial caudal de ratos Wistar com e sem acetato de chumbo na
presenca de Indometacina, com endotélio funcional.

Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a
sensibilidade (pD;) das curvas dose-resposta a FE no leito
arterial caudal de ratos Wistar com e sem acetato de chumbo na
presenca de Enalapril, com endotélio funcional.

Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a
sensibilidade (pD;) das curvas dose-resposta a FE no leito
arterial caudal de ratos Wistar com e sem acetato de chumbo na
presenca de Losartan, com endotélio funcional.

Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a
sensibilidade (pD;) das curvas dose-resposta a FE no leito
arterial caudal de ratos Wistar com e sem acetato de chumbo na

presenca de Tempol, com endotélio funcional.

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

62

64

68

71

74

77

80



PA: Presséao arterial

HA: Hipertensao arterial

DC: Débito cardiaco

RVP: Resisténcia vascular periférica
Ca**-ATPase: Canais de calcio sensiveis a ATP
Na*/Ca**: Trocador sédio célcio

EDRFs: Fatores relaxantes derivados do endotélio

© N g bk w0 b=

EDCFs: Fatores contrateis derivados do endotélio
9. NO: 6xido nitrico

10.PGl;: Prostaciclina

11.EDHF: Fator hiperpolarizante derivado do endotélio
12.02": anions superoxido

13.TxA2: Tromboxano Az

14.PGH;: Prostaglandina H;

15.PGF,,. Prostaglandina Fy,

16.NOS: NO sintase

17.NAPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
18.BH4: Tetrahidrobiopterina

19.FAD: Flavina adenina dinucleotideo

20.FMN: Flavina mononucleotideo

21.eNOS: NO sintase endotelial

22.nNOS: NO sintase neuronal

23.iNOS: NO sintase indizivel

24. ADP: Adenosina difosfato

25.GCs: Guanilato ciclase soluvel

26.GCa: Guanilato ciclase ativa

27.GTP: Trifosfato de guanosina

28.GDP: Difosfato de guanosina

29.GMPc - 3’5’-monofosfato ciclico de guanosina
30.PKG: Proteina quinase dependente de GMPc
31.1P3: 1,4,5 trifosfato de inositol

31



32

32.MLCK: Cadeia leve da miosina

33.AMPc: 3'5’-monofosfato ciclico de adenosina
34.NO;": nitrato

35.NOg": nitrato

36.0NOO": Peroxinitrito

37.0H": Radicais hidroxila

38.COX: Ciclooxigenase

39.PGG;: Prostaglandina G,

40.AC: Adenilato ciclase

41.ATP: Trifosfato de adenosina

42.Ca**: Célcio

43.H,0,: Perdxido de hidrogénio

44 ECA: Enzima coversora de angiontensina
45.L-NAME - NG-nitro-L-argininina metil ester
46.PLC: Fosfolipase C

47.PKG: Proteina quinase dependente de GMPc
48.DAG: Diacilglicerol]

49.RVP: Resisténcia vascular periférica

RESUMO



33

A exposicdo a pequenas concentragdes de chumbo resulta em hipertenséo
arterial em humanos e animais. Estudos prévios demonstraram que esse metal
altera o endotélio e o musculo liso vascular, bem como suas vias
vasodilatadoras e/ou vasoconstritoras. Contudo, estudos sobre os efeitos
agudos desse metal na reatividade vascular sdo poucos e controversos. Sendo
assim, este estudo propés avaliar o efeito da administracdo aguda de 100 yM
de acetato de chumbo sobre a reatividade vascular a FE no leito vascular
caudal. Para realizagcdo dos experimentos, foram utilizados ratos Wistar com
trés meses de idade, pesando entre 250-300g. Os animais foram anestesiados
e heparinisados, depois a artéria caudal foi dissecada e canulada para infusao
de drogas e mensuragdes da pressao de perfusdo média (PPM). A perfusao do
leito vascular foi mantida a um fluxo constate (2,5 ml/mim) nutrida com solugao
Tyrode modificada, aerada com 100% O,, temperatura até 36 + 0.5°C e pH:
7.45. Apds 30 min. de equilibrio da preparacédo, foi iniciado o protocolo
experimental. A integridade do endotélio e do musculo liso vascular foi testada
pela administragao de acetilcolina (Ach, 5 ug/100u) e nitroprussiato de sédio
NPS (0,1 pg/100pl respectivamente, em artérias pré-contraidas com FE (107
M). A reatividade vascular a FE (0,001 — 300ug, in bolus) foi avaliada antes e
apos 1 hora de perfusdo com acetato de chumbo (100 uM), nas seguintes
condigbes: na presenca (E*) e auséncia (E’) de endotélio e apds tratamento
com 10* M de L-NAME 10° M de indometacina; 1 MM de enalapril; 10 umol/l
de losartan; e 1uM de tempol. A atividade funcional da Na* K" -ATPase também
foi avaliada, através da técnica de relaxamento ao potassio, sendo que a curva
de relaxamento ao potassio foi obtida antes e apds perfusdo continua com
acetato de chumbo (100 uM). A PPM basal nao foi diferente entre os grupos,
independentes da administragdo de acetato de chumbo, exceto no grupo sem
endotélio (E™: 79,5 + 2.4 vs E: 118.10 + 2.2, p<0.05). O acetato de chumbo
aumentou a resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD,;) a FE (Rmax
antes: 364.4 £ 36 vs apods: 480.0 £ 27; pD, antes: 1.98 + 0.07 vs apés: 2.38 +
0.14, p<0.05). Todavia, esses parametros aumentaram ainda mais, ao associar
o acetato de chumbo com L-NAME (Rmax antes: 490.38 + 35.77 vs apés:
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816.69 = 35.77; pD, antes: 1.89 £ 0.10 vs apos: 2.81 + 0.13, p<0.05) e com o
tempol (Rmax antes: 443.2 £ 15.2+ 36 vs apos: 480.0 + 27; pD, antes: 1.58 +
0.07 vs apés: 2.42 + 0.06, p<0.05). Por outro lado, a agao potencial do acetato
de chumbo sobre a Rmax e a pD; foi abolida na presenca de indometacina e de
enalapril. Por fim, o tratamento agudo com acetato de chumbo foi suficiente
para inibir a atividade funcional da Na* k™ -ATPase no leito vascular caudal de
ratos. Os resultados obtidos neste estudo, mostraram que a administracao
aguda de 100 pyM de acetato de chumbo, aumenta a reatividade vascular
caudal ao agente vasoconstritor FE. O endotélio possivelmente modula esse
efeito, por estimular a liberacdo de prostandides vasoconstritores derivados da
ciclooxigenase; promover liberagdo de angiotensina Il, via aumento na
atividade da enzima conversora de angiotensina. Ademais, sob as mesmas
condigdes, o acetato de chumbo, foi capaz de inibir a atividade funcional da Na*
K* -ATPase, evento que, certamente, contribuiu para o aumento na Rmax e na
pD, a FE.

ABSTRACT
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The chronic exposure to small concentrations of lead results in arterial
hypertension in humans and in animals. Previous studies demonstrated that
this metal directly affects that vascular endothelium and its vasoconstrictors
and/or vasodilators pathways. However studies regarding acute effects on
vascular reactivity are still controversial. Thus, this study aimed to investigate
the effects of acute administration (100 yM) of lead acetate on the pressor
response to phenylephrine (PHE) in the rat tail vascular bed. For the
experiments, Wistar rats, weighting 250-300g, with 3 months age, were used.
The animals were anesthetized with sodium pentobarbital and heparinized. The
tail artery was dissected and cannulated for drug infusion and mean perfusion
pressure (MPP) measurements. The vascular bed was perfused (constant flow,
2.5 mL/min) with modified Tyrode solution, HEPES buffer, bubbled with 100%
O,, at 36 £ 0.5 °C and pH: 7.45. After 30 min equilibration period, the
experimental protocol was initiated. The endothelium and vascular smooth
muscle relaxation were tested by administration of acetylcholine (Ach, 5
Mg/100ul) and sodium nitroprussiate (NPS, 0,1 pg/100ul), respectively, in
arteries precontracted with PHE (10”7 M). Reactivity to PHE (0.001 - 300 pg in
bolus) was evaluated before and after 1 hour perfusion with 100 uM lead, in the
following conditions: in the presence (E*) and absence (E’) of the endothelium.
The same protocol was performed after treatment with 10* M L-NAME; 10° M
indomethacin; 1 yM enalapril; 10 umol/l of losartan and 1 uM of tempol. The
functional activity Na+ K+ -ATPase was also, by using the technique of KCI
relaxation curve, obtained before and after continuous perfusion with lead
acetate (100 uM). The basal MPP was not different among the groups,
independently of lead acetate administration, except in the group withhold
endothelium (E™: 79,5 + 24 vs E: 118.10 + 2.2, p<0.05. Lead acetate
increased the maximum response (Rmax) and the sensitivity (pD2) to PHE
(Rmax before: 364.4 + 36 vs after: 480.0 £ 27; pD, before: 1.98 + 0.07 vs after:
2.38 £ 0.14, p<0.05). However, these parameters increased still more, when
associating lead acetate with L-NAME (Rmax before: 490.38 + 35.77 vs after:
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690.1 £ 35.4; pD, before: 1.89 + 0.10 vs after: 2.81 + 0.13, p<0.05) and tempol
(Rmax before: 443.2 + 15.2+ 36 vs after: 480.0 £ 27; pD, before: 1.58 £ 0.07 vs
after: 2.42 + 0.06, p<0.05). On the other hand, the potential action of lead on
the Rmax and pD, was abolished in the presence of indomethacin and
enalapril. Finally, the acute treatment with lead acetate was enough to inhibit
the functional activity of the Na* k™ -ATPase pump, in the tail vascular bed of
rats. These results are consistent with the hypothesis that the acute
administration of 100 uM of lead acetate increases the vascular reactivity to
PHE. The endothelium possibly modulates this effect releasing vasoconstrictors
from derived the ciclooxigenase pathway and to promote releasing
angiotensin I, by increasing the angiotensin converting enzyme activity.
Moreover, under the same conditions, lead acetate was able to inhibit the
functional activity of the Na® K" -ATPase, which helps to explain the increase in
Rmax and pD,to PHE.
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I. INTRODUGAO

1.1 Chumbo

O chumbo é um elemento téxico de ocorréncia natural, amplamente
utilizado ha milhares de anos. Atualmente, € um dos contaminantes mais
comuns do ambiente, devido as inumeras atividades industriais que favorecem
a sua grande distribuicdo (Moreira & Moreira, 2004). Sendo assim, todos os
seres humanos possuem chumbo em seus organismos como resultado da
exposicao as fontes exdégenas (Saryan & Zenz, 1994). Apesar desse metal ndo
apresentar nenhuma funcgéo fisiolégica conhecida no organismo, seus efeitos
toxicos sobre os homens e animais sao conhecidos ha muito tempo por
promoverem alteracbes em praticamente todos os érgaos e sistemas do corpo
humano (Xie et al., 1998).

Trata-se de um metal cinza-azulado, inodoro, maleavel. Pertence ao grupo
IVB da Tabela Periddica, € representado pelo simbolo Pb, possui numero
atbmico 82 e massa atbmica de 207,2 e apresenta quatro isétopos de
ocorréncia natural, com as seguintes abundancias: **Pb (1.4%), 2°°Pb
(24,1%), >°’Pb (22,1%) e *°°Pb (52.4%) (IUPAC, 1998). Além disso, ele contém
quatro elétrons na sua ultima camada, sendo que apenas dois ionizam-se
rapidamente. E nos compostos inorganicos, esse cation, possui estado de

oxidacao +2 e +4, onde o +2 é mais prevalente.

Na atmosfera o chumbo encontra-se na forma particulada. Todavia, quando
lancadas no ar, essas particulas, podem ser removidas da atmosfera e serem
transferidas para superficies e compartimentos ambientais por deposicao

Uumida ou seca. Sua emissao ao meio ambiente se da por fontes naturais e
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antropogénicas, sendo que suas principais fontes naturais sdo oriundas da
atividade vulcanica, do intemperismo geoquimico e das névoas aquaticas
(WHO, 1995; Paoliello, 2001).

Ademais, esse cation possui excepcional maleabilidade, baixo ponto de
fusao, alta resisténcia a corrosao, elevada densidade, alta opacidade aos raios
X e gama, reagao eletroquimica com o acido sulfurico e estabilidade quimica
no ar, no solo e na agua. Essas propriedades determinam sua ampla aplicagéo
na industria e grande importancia comercial (WHO, 1995). Dessa forma o

chumbo representa um dos metais mais utilizados mundialmente, nesse setor.

Dentre os principais paises produtores desse metal nos ultimos anos
destacam-se os Estados Unidos, a China e a Alemanha. Ja o Brasil, de acordo
com os dados apresentados pelo International Lead Zinc Study Group -ILZSG
(2001), apresentou um consumo de chumbo no ano de 2000 em torno de
64.449 toneladas. Porém, a Ameérica do Norte e a Europa foram os principais
consumidores, seguidos da Asia.

No que concerne a utilizagdo do chumbo, ela € amplamente diversificada.
Sendo assim, o chumbo metaélico € utilizado nos seguintes casos: producao de
ldminas e canos; revestimento de cabos, como ingrediente na solda e em
material de revestimento na industria automotiva. Adiciona-se a isso, a sua
funcado protetora contra radiagbes ionizantes, além de estad presente numa
variedade de ligas usadas em grande escala industrial. Cerca de 40% do
chumbo é usado como metal, 25% em ligas e 35% em compostos quimicos
(ATSDR, 1995).

Ja os sais de chumbo formam as bases de muitas tintas e pigmentos,
porém a sua utilizagcdo € controlada por alguns paises. Nesses paises,
concentragdes acima de 0.06% (Estados Unidos) e 0.5% (Nova Zelandia), nao
sdo permitidas em pinturas internas (WHO, 1995). Diferente do que acontece
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no Brasil, posto que, ndo existe uma lei especifica para este fim (NEDER,
1999).

Por outro lado, o arseniato de chumbo pode ser usado como inseticida, o
acetato de chumbo tem importante uso na industria quimica, o sulfato de
chumbo é utilizado como composto na borracha. Ja o naftaleno de chumbo é
um secante extensivamente usado e o chumbo tetraetila € um aditivo
antidetonante para a gasolina, ainda utilizado em alguns paises, como México
e Nigéria (Paoliello, 2001).

Por fim, os 6xidos de chumbo sao usados nas placas de baterias elétricas e
acumuladores (PbO e 2PbO.Pb0O;), como componentes na manufatura de
borracha (PbO), nos ingredientes das tintas (Pb3O) e nos constituintes de
vitrificados, esmaltes e vidros. Estima-se que a manufatura da bateria

representa cerca de 70% do consumo mundial desse metal (ATSDR, 1995).

Portanto, as fundigdes primarias e secundarias, as fabricas e reformadoras
de baterias s&do fontes significativas de emissdes industriais de chumbo,
provocando o aumento das concentragbées do mesmo, no solo e na poeira em
areas vizinhas (WHO, 1995).

Uma vez compreendido as fontes e os meios de utilizagdo desse metal pelo
homem, bem como o fato de que todos os organismos vivos estdo expostos de
alguma forma ao mesmo, faz-se necessaria uma abordagem quanto ao meio

de exposicao, a cinética e a toxicologia geral do chumbo.

1.1.1 Fontes de exposi¢cao ao chumbo

Segundo Jacobs (2002), a fonte primaria de exposi¢cdo e de toxicidade
ao chumbo em criangas nos Estados Unidos, advém da presenga desse metal

nas tintas que revestem o interior das casas. Enquanto que nos adultos da
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populagdo em geral, o principal meio de exposi¢gdo nao ocupacional a este
metal, sdo provenientes dos alimentos e das bebidas (WHO, 1995). Néo
obstante, observa-se um decréscimo de chumbo proveniente nestes elementos
durantes as ultimas duas décadas. Isso pode ser relacionado a diminuigdo da
utilizacdo de bebidas e alimentos armazenados em enlatados com solda de
chumbo. (WHO, 1989).

Entretanto, diversos compostos de chumbo, em elevadas concentragdes
sdo utilizados em alguns medicamentos tradicionais em varias partes do
mundo, sendo que, ja foram identificadas intoxicagdes por chumbo,
clinicamente evidenciadas devido ao uso de medicamentos e cosméticos.
(Romieu et. al. 1995) Nesse contexto, destaca-se o Azarcén (cromato de
chumbo) usado no México e sudoeste dos Estados Unidos, no tratamento das
desordens gastrintestinais. Outro exemplo desta pratica encontra-se os
chineses e europeus, os quais utilizam esse metal na constituicdo de algumas

pomadas para pele e cosméticos (Paoliello, 2001).

Além da contaminagdo ambiental vale ressaltar as exposi¢oes
ocupacionais, que resultam em intoxicagao, sofridas por trabalhadores que,
muitas vezes, podem ser prevenidas a partir de medidas de higiene industrial e
equipamentos de protecao coletiva. (Mavropoulos, 1999).

Em um estudo realizado por Paoliello (2001), foram detectadas
concentragdes elevadas de plumbemia, de até 105 pg/dL, em trabalhadores de

fabrica de vidro colorido, de fundigdo de chumbo secundario, de manufatura de

baterias, de companhia de formulacdo de concentrado de tintas para plastico,
e, em atiradores e instrutores de tiro ao alvo, entre outros. Por outro lado, outro
fato preocupante apresentado por este autor, € o transporte da poeira de
chumbo do local de trabalho dos pais ao retornarem para suas casas, pois

constitui uma importante via de exposi¢ao para as criangas.

Nos ultimos vinte anos, os padrbes que definem as concentragdes

aceitaveis de chumbo em criangas mudaram. Em 1995, o Center for Disease
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Control (CDC ) adotou, 10 pg/dL no sangue como valor padrdo. A partir das
normas sugeridas por esse 6rgao, criangas com valores de chumbo no sangue
entre 10-14 ug/dL devem ser reavaliadas com maior frequéncia. Enquanto as
que apresentarem concentracbes entre 15-19 ug/dL devem receber
intervencado nutricional e educacional. E nas situagbes em que as
concentragdes sanguineas encontrarem-se entre 20-44 pg/dL, recomenda-se
uma avaliagdo médica e ambiental. Contudo, quando os niveis de chumbo
alcangarem valores entre 45 -69 ug/dL, a indicagao é a terapia de quelagao, e

para concentragées = 70 ug/dL constituem um quadro de emergéncia médica.

No Brasil, de acordo com a Norma Regulamentadora n° 7 do Ministério
do Trabalho (1988), os valores de referéncia de normalidade, o qual representa
o valor préximo de ser encontrado numa populagdo nao-exposta
ocupacionalmente e o indice Biolégico Maximo Permitido (a ultrapassagem
deste valor significa exposigao excessiva) sdo, respectivamente, de 40 ug/dL e
60 pg/dL para chumbo no sangue.

1.1.2 Cinética do chumbo no organismo humano

A fim de correlacionar a quantidade de chumbo ambiental e sua
biodisponibilidade com seus efeitos toxicos em 6rgdos e sistemas humanos, é
fundamental compreender como se da a cinética, ou seja, a interagdo continua
entre a absorcado, distribuicdo, armazenamento e eliminacdo do chumbo
(MOREIRA & MOREIRA, 2004)
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1.1.2.1 Absorcéao

No organismo humano o chumbo inorganico é absorvido por inalagdo ou
ingestao, enquanto o chumbo organico também pode ser absorvido através da
pele integra (TSALEV & ZAPRIANOV, 1985). Entretanto, a absor¢do do
chumbo no organismo é influenciada pela via de exposi¢cdo, espécie quimica
formada, tamanho da particula, solubilidade em agua, e variagbes individuais

no ambito fisioldgico e patoldgico.

A absorgcdo do chumbo no sangue pode ser superior a 50% da dose
inalada para gases de exaustdo e sais altamente soluveis. Sendo assim,
fumantes e/ou pessoas acometidas por doencas das vias respiratorias
superiores, que tém a atividade ciliar prejudicada, sdo mais susceptiveis a
maior deposi¢ao das particulas desse cation no trato respiratério (SARYAN &
ZENZ, 1994).

Ja no trato gastrintestinal, a absorgdo desse metal, varia de 2% a 16%
se ingerido durante a refeicdo, mas pode chegar a 60-80%, quando

administrado em jejum. Contudo, mulheres gravidas e criangas absorvem 45%

a 50% do chumbo presente na dieta. Esta absor¢cao ocorre originalmente no
duodeno por mecanismos ainda indefinidos, mas, sugere-se que esse
processo envolve os meios de transporte ativo e/ou difusdo trans ou
paracelular (ATSDR, 2005).

1.1.2.2 Distribuicdo

Uma vez absorvido, o chumbo se distribui por trés compartimentos:
sangue, tecidos moles (rins, medula 6ssea, figado e cérebro) e para os tecidos
mineralizados (ossos e dentes) (RABINOWITZ et. al.,1976; ATSDR, 2005).

A concentragdo de chumbo no sangue € menor do que 2% do seu total
no organismo. Ndo obstante, nas células vermelhas, 90% a 99,8% do metal

encontra-se ligado a proteinas de baixo peso molecular (GOYER, 1991),
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enquanto o restante encontra-se no plasma provavelmente ligado a albumina,
a az-globulina ou como ions livres disponiveis para o transporte aos tecidos. E
possivel que esta ultima fragdo tenha maior importancia toxicologica, ja que
nessa condicdo eles estdo mais biodisponiveis para atingir os sitios-alvo da

acao toxicoldgica.

Entretanto, as concentragdes plasmaticas de chumbo raramente tém
sido medidas devido as dificuldades analiticas e, por isso, sua relacdo com as
manifestagdes téxicas ainda n&o esta claramente definida (Bergdahl et al.,
1997; Tsaih et al., 1999).

Em contrapartida, o chumbo presente no sangue se distribui entre os
orgaos, as expensas do gradiente de concentracao e da afinidade pelo tecido

especifico. A retencdo desse metal nos tecidos moles se estabiliza na vida

adulta e pode decrescer em alguns érgaos com a idade, contudo continua a se

acumular nos ossos e na aorta durante toda a vida (Tsalev & Zaprianov, 1985;
Saryan & Zenz, 1994).

Ademais, ele é capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica, porém
sua concentragdo no cérebro é baixa. Esse metal pode ainda, penetrar na
placenta, fato que determina 57,4% da quantidade desse cation transferido
para o feto, no periodo gestacional (Nashashibi et al., 1999). Em adicao,
durante a sua distribuicdo, o chumbo, assim como o calcio, se acumula nos
ossos e dentes. Entdo, sua entrada e liberagdo no esqueleto sao controladas

por mecanismos envolvidos na homeostase do calcio (GULSON et al., 1999).

Conforme o modelo apresentado Rabinowitz et al., (1976), esse metal
apresenta diferentes tempos de meia-vida, os quais sdo dependentes do

compartimento no qual ele se encontra. Sendo assim, estima-se que ele possa

estar presente no sangue por 36 dias, nos tecidos moles por 40 dias e nos
0SSO0s por 27 anos.
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1.1.2.3 Eliminacéao

O chumbo € excretado por diferentes vias, dentre elas, as que possuem
importancia pratica incluem-se a excregao renal (75-80%) e a gastrintestinal
(15%). Todavia, existem outras fontes de excrecdo, as quais representam
menos que 8%, tais como: o suor, a descamacéao cutanea, o cabelo, as unhas
(Tsalev & Zaprianov, 1985) e o leite materno (Gulson et al., 1998).Porém, a
quantidade excretada é independente da via, e €& afetada pela idade,

caracteristicas da exposigao e espécies. (WHO, 1995).

Os mecanismos exatos de excrecdo do chumbo pela urina ndo foram
totalmente elucidados, devido as dificuldades associadas com a medicdo do
metal ultrafiltravel no plasma, fato que, inviabiliza medir sua taxa de filtracéo
glomerular (ATSDR, 2005). Dessa forma, sugere-se que a excregao renal
ocorra por filtragdo glomerular, e que seja seguida por reabsorgéo tubular
parcial. Todavia, a taxa de excre¢ao urinaria desse cation é alterada pelo fluxo
urinario, com um decréscimo durante a noite. Por conseguinte, como a
concentragdo do chumbo na urina reflete exposicéo atual, a afericdo desse
parametro tem sido um recurso aplicado em saude ocupacional como teste de

exposicéo (Skerfving, 1993).

Ja a excregdo gastrintestinal acontece pela secre¢cdo de varias
glandulas, entre elas a pancreatica, e pela excregao biliar, possivelmente na
forma de um complexo chumbo-glutationa. Contudo, a maior parte do chumbo
encontrado nas fezes € constituida principalmente pelo metal ndo absorvido,

que passa pelo trato gastrintestinal (Saryan & Zenz, 1994).
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1.1.3 Toxicologia Geral do chumbo

Sabe-se que o chumbo é um elemento téxico ndo essencial que se
acumula no organismo. Como esse metal afeta virtualmente todos os 6rgaos e
sistemas do organismo, os mecanismos de toxicidade propostos envolvem

processos bioquimicos fundamentais, que incluem a habilidade do chumbo de

inibir ou imitar a acdo do célcio e de interagir com proteinas (Moreira &
Moreira, 2004)

Por conseguinte, a toxicidade do chumbo resulta, principalmente, de sua
capacidade de interferir no funcionamento das membranas celulares e
enzimas, formando complexos estaveis com ligantes contendo enxofre,
fésforo, nitrogénio ou oxigénio (grupamentos —SH, - H,PO3, -NH,, -OH), que
funcionam como doadores de elétrons. As interagdes bioquimicas do chumbo
com grupamentos —SH sdo considerados de grande significado toxicoldgico,
visto que, se tal interacido ocorrer em uma enzima, sua atividade pode ser
alterada e resultar em efeitos téxicos. Além disso, esse metal possui alta

afinidade pelas aminas e aminoacidos (Saryan & Zen, 1994; ATSDR, 2005).

A habilidade do chumbo de mimetizar o calcio na ativagdo da
calmodulina envolve ligacdo com grupos carboxilas, enquanto que os grupos
sulfidrilas estao relacionados com a ativagao da proteina quinase C. Portanto,
0s mecanismos de mimetismo do calcio e de ligagdo com algumas proteinas
algumas vezes se sobrepdem (Tsalev & Zaprianov, 1985; Skerfving, 1993;
Saryan & Zen, 1994; ATSDR, 2005).

Esse metal a partir da sua alta toxicidade é capaz de promover efeitos
adversos no organismo humano, especialmente sobre o sistema
cardiovascular, sendo um dos constituintes envolvidos na causa da
hipertensado arterial. Nesse sentido, existem varios estudos que indicam que

tanto a exposi¢cao ocupacional quanto a ambiental podem promover aumento
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na pressao sanguinea (Sharp, et al., 1987; Pocock, et al., 1984; Pirkle, et.al.,
1985). Corroborando com esses estudos, pesquisas realizadas em animais
experimentais demonstraram que baixas exposi¢ées de chumbo no organismo
sao caracterizadas pelo aumento da resisténcia vascular e reatividade vascular
anormal (Bohr & Webb, 1984).

1.2 Hipertensao arterial

A pressao arterial (PA) de um individuo ou populagdo € um trago
quantitativo altamente variavel. Em estudos populacionais a distribuicao da PA
se assemelha a uma distribuicdo normal, sendo levemente desviada para a
direita. Ainda, existe uma correlacdo positiva entre os niveis de PA de um
individuo e a incidéncia de doencgas cardiovasculares, renais e mortalidade,
mesmo que este individuo tenha sua PA na faixa dita de normalidade. Uma
vez que nao existe um nivel preciso a partir do qual os valores de PA passam
a aumentar o risco cardiovascular, a conceituagcao de hipertensao arterial é
arbitraria e definida operacionalmente por razbes praticas para avaliagdo de
risco e tratamento de um individuo (Pereira & Krieger, 2005).

A hipertensdo arterial (HA) é uma doenga crénica de etiologia
multifatorial, caracterizada por elevagao cronica dos niveis basais da pressao
arterial, e € considerada como um importante problema de saude publica por
ser uma doenca de alto risco e de dificil controle. E também reconhecida como
um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento de eventos
cerebrovasculares e infarto cardiaco (Macmahon,1995). Segundo Kearney
(200%5), 26.4% da populacdo adulta mundial no ano de 2000 apresentava

hipertensao com perspectiva de aumento para 29.2% em 2025.
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Por se tratar de um problema que afeta a populagdo mundial, as novas
diretrizes para o controle da pressao arterial (PA), determinadas a partir do
Sétimo Relatério do Comité Nacional sobre Prevencao, Deteccéo, Avaliacéo e
Tratamento da Pressao Arterial (JNC VII, 2003) - EUA, recomenda que em
individuos adultos, devem ser considerados normais valores de pressao
arterial sistolica abaixo de 120 mmHg e de pressao arterial diastolica abaixo de
80 mmHg.

Segundo, Perry et al. (1994) 95% dos pacientes hipertensos séo
portadores de hipertensao “primaria ou essencial’, nos quais ndo pode ser
imediatamente evidenciada uma causa basica renal ou adrenal para elevagao
da (PA). Basicamente a hipertensdo primaria é decorrente de inter-
relacionamentos entre fatores genéticos e ambientais. Numa minoria de
pacientes hipertensos, o processo hipertensivo se deve a uma doenca renal ou
arterial renal, excesso de horménios corticais ou medulares adrenais, uso de
medicamentos ou arterite sistémica.

Contudo, a génese e/ou manutencao da HA, é constituida por fatores
intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos pode-se citar as
alteragbes nos parametros hemodinadmicos os quais promovem modificagdes
no débito cardiaco e na resisténcia vascular periférica (Folkow, 1982);
alteragdes funcionais tais como: aumento da atividade simpatica e do sistema
renina-angiotensina; hereditariedade, resisténcia a insulina (Harrap, 1994) e a
raca (Freis, 1973). Concernentes aos fatores extrinsecos ou ambientais
incluem-se obesidade, tabagismo, sedentarismo, ingestdo de sal (Bakris &
Mensah, 2002) aumento nos niveis sanguineos de colesterol (Shang, 2003)
bem como exposicdo a metais pesados como o chumbo (Staessen, 1994;
Schwartz, 1994; Vaziri et al., 1999) e o mercurio (Carmignani et al. 1992;
Vassallo et al. 1994; Cunha, et al. 2000). Todos esses fatores corroboram para
instalacdo e manutencao da HA.

Por outro lado, sabe-se que a PA depende de fatores fisicos, como o

volume sanguineo e capacitancia da circulagéo, que sao resultantes da
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combinagao instantdnea entre o débito cardiaco (FC x VS), a resisténcia
periférica e a capacitancia venosa. A partir da relacédo PA = DC x RVP, conclui-
se que fatores capazes de alterar o DC e/ou a RVP, alteram a PA. Diversos
estudos sugerem que o aumento da reatividade vascular por agentes
presséricos, podem ser um dos fatores que contribuem para a hipertenséo
(Bohr & Webb, 1984). Entretanto, € certo que, o fator principal responsavel
para a manutencao do quadro hipertensivo € a resisténcia vascular aumentada
(Folkow, 1982; Lund-Johansen, 1983).

A resisténcia vascular € basicamente controlada por fatores neuro-
humorais, estruturais e funcionais, logo alteragbes nesses componentes
refletem em aumento na RVP e consequentemente na PA.

Dentre as alteragdes funcionais e estruturais que modificam a
resisténcia vascular pode-se citar: o0 aumento da producao e/ou liberagdo de
fatores vasoconstritores, bem como reducdo na producdo e/ou liberagédo de
fatores vasodilatadores derivados do endotélio (Luscher & Vanhoutte, 1986); o
aumento intracelular de calcio, que por sua vez, aumenta a reatividade do
musculo liso vascular aos agentes vasoconstritores, como os agonistas ou-
adrenérgicos noradrenalina e fenilefrina (Horowitz et al., 1996). Além desses é
possivel citar, o0 aumento da atividade simpatica, o aumento da sensibilidade
das proteinas contrateis, o aumento da permeabilidade da membrana aos ions
calcio e sbédio, modificagcbes na atividade da bomba de calcio sensivel ao ATP
(Ca**ATPase) da membrana plasmatica e do reticulo sarcoplasmatico,
modificacdes da atividade do trocador sédio-calcio (Na*/Ca?*), e também na
atividade da bomba de sddio e potassio sensivel ao ATP (Na® K -ATPase)
(Folkow, 1982; Konishi & SU, 1983; Bohr & Webb, 1984; Marin, 1993).

A partir dos estudos pioneiros realizados por Furchogott e Zawadzki
(1980), ficou esclarecido que a célula endotelial além de proporcionar uma
barreira fisica entre o sangue e o tecido subjacente ela € capaz de modular o
tonus vascular. Sendo assim, o endotélio vascular é considerado um 6rgao

enddcrino, o qual produz substancias contrateis e relaxantes, capazes de
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regular o tnus e o crescimento vascular e com isso, possui papel essencial no

controle e manutengao dos niveis adequados de PA.

1.2.1 Papel do endotélio vascular na regulagao do tonus vascular

O endotélio é constituido por uma monocamada de epitélio pavimentoso
localizada entre o sangue e a camada média do musculo liso vascular e utiliza
essa posicao estratégica para manter a homeostase da parede vascular e
regulacdo da circulagdo (Carvalho, et al, 2005). As células endoteliais tém a
capacidade de liberar substancias metabolicamente ativas, as quais modulam
importantes fungdes no organismo tais como o controle do tdnus vasomotor, o
calibre vascular, o fluxo sanguineo e também participa do controle das
respostas inflamatdrias e imunoldgicas (Rubanyi, 1993). Essas substancias
produzidas pelo endotélio foram denominadas de fatores relaxantes derivados
do endotélio (EDRFs) e fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs)
(Furchgott & Vanhoutte, 1989).

Dentre as substancias vasodilatadoras liberadas pelo endotélio
podemos citar, o o6xido nitrico (NO) (Furchgott & Zawadski, 1980) a
prostaciclina (PGl;) (Bunting et al, 1976; Moncada et al., 1977; Vanhoutte,
1993) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Taylor &
Weston, 1988; Féléetou & Vanhoutte, 1988). Quanto as substéncias
vasoconstritoras temos a angiotensina Il (Kifor & Dzau, 1987), a endotelina-1
(Yanagisawa et al.,1988), os anions superéxido (Oz") (Furchgott, 1983;
Rubanyi & Vanhoutte, 1986) e os produtos derivados do metabolismo do acido
araquidénico como o tromboxano A, (TXA;) e as prostaglandinas Hy; e Fyq
(PGH2 e PGF3,) (Frolish & Forstermann, 1989; Vanhoutte, 1993).

Em seguida serdo descritos sucintamente alguns dos fatores relaxantes
e contrateis derivados do endotélio, que apresentam maior relevancia para a

compreensao dos mecanismos envolvidos no presente estudo.
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1.2.1.1 Fatores relaxantes derivados do endotélio

1.2.1.1.1.0xido Nitrico - NO

Em 1980, Furchgott & Zawadiski, foram os primeiros a demonstrar o papel
obrigatério das células endoteliais intactas, na vasodilatacdo induzida pela
acetilcolina em anéis de aortas e arteriolas de coelhos. A partir deste estudo,
estes autores sugeriram que o endotélio liberava um fator difusivel essencial
para o relaxamento vascular, o qual eles denominaram de EDRF, porém, ainda
era preciso identificar qual seria este fator. Entdo, a partir dessa descoberta
surgiram varios estudos a fim de identificar qual seria essa importante
substancia vasodilatadora derivada do endotélio.

Os primeiros estudos realizados por Furchgott (1984) reportaram que o
EDRF poderia ser um radical livre derivado do metabolismo do acido
araquidénico. Por outro lado, este, poderia ser um fator de natureza labil que
participaria das reagdes redox em pH fisiolégico (Furchgott, 1984; Rubanyi &
Vanhoutte, 1986).

Finalmente, a partir dos estudos realizados em 1987, por trés grupos de
pesquisadores absolutamente independentes, descobriu-se que o EDRF era o
NO (Palmer et al., 1987; Ignaro et al., 1987; Furchgott, et al., 1987).

O NO constitui uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas (Morris & Billiar,1994). Trata-se de um radical livre, gasoso
inorganico, incolor, que possui sete elétrons de nitrogénio, oito de oxigénio e
possui um elétron desemparelhado (Beckman & Koppenol, 1996). Sua sintese
ocorre a partir da oxidagdo do grupo guanidino terminal do aminoacido L-
arginina, o qual € metabolizado em NO e L-citrulina. Esta reagdo é catalisada
por uma familia de enzimas, denominadas de 6xido nitrico sintase (NOSs) e
requer a acdo de co-fatores tais como: nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (forma reduzida - NADPH); tetrahidrobiopterina (BH,); flavina adenina

dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN) (Palmer et al., 1987;
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Angus & Cooks, 1989; Bredt & Snyder, 1990; Moncada et al., 1991). Existem
trés isoformas da NOS: a NOS endotelial (eNOS), a NOS neuronal (nNOS) e a
NOS induzivel (iNOS), (Férstemann et al., 1993; Forstemann et al., 1994).
Tanto a eNOS, quanto a nNOS s&o expressas de maneira constitutiva e sua
ativacdo € dependente da formagédo do complexo calcio-calmodulina (Long &
Stone, 1985). Ja a INOS se expressa principalmente sob condigcdes
patolégicas, tais como em processos inflamatérios, e sua ativacdo é
independente do aumento intracelular de célcio, uma vez que, ela se encontra
fortemente ligada a calmodulina (Cho et al., 1992).

O NO produzido pelas células endoteliais tem um papel essencial no
processo de relaxamento do vaso sanguineo. Sob condigdes fisioldgicas, o
relaxamento vascular ocorre quando receptores da membrana das células
endoteliais sao ativados por estimulos quimicos tais como, acetilcolina,
bradicinina, adenosina difosfato (ADP), substéncia P, agregagédo plaquetaria,
fatores que elevam os niveis intracelulares de calcio, dentre outros. Além
desses, existem os fatores fisicos, como a forga de arraste produzida pelo
fluxo sanguineo pulsatil, a pressdo que o sangue exerce sobre a parede dos
vasos, bem como o atrito exercido pelo fluxo sanguineo sobre o endotélio,
mecanismo conhecido como estresse de cisalhamento ou shear stress. Todos
esses fatores corroboram para a produgdo basal do NO, resultando em
vasodilatagao e consequentemente aumento do fluxo sanguineo (Palmer et al.,
1988, Luscher & Vanhoutte, 1990; Moncada et al., 1991; Shesely et al., 1996;
Marin & Rodriguez-Martinez, 1997).

Uma vez produzido, o NO se difunde rapidamente para o musculo liso
vascular e para o lumen vascular. A difusédo rapida e a facilidade com que essa
molécula penetra em outras células, gragas ao seu pequeno tamanho e a sua
caracteristica lipofilica, sdo cruciais para o entendimento das suas atividades
biolégicas (Moncada et al., 1991). O NO ao penetrar para o interior da célula
muscular lisa, interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase
soluvel (GCs), acarretando uma alteragdo conformacional dessa enzima,

tornando-a ativa (GCa). Esta por sua vez, hidrolisa moléculas de 5'-trifosfato
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de guanosina (GTP) em 3’, 5 -monofosfato ciclico de guaniosina (GMPc),
aumentando os niveis intracelulares deste ultimo. Por outro lado, o aumento da
concentragédo intracelular de GMPc estimula uma proteina cinase (PKG)
dependente de GMPc. A PKG uma vez ativada promove fosforilagdo de varias
proteinas, as quais irdo reduzir as concentragdes intracelulares de calcio
ocasionando assim, o relaxamento do musculo liso vascular (Rapopport &
Murad. 1983; Ignarro & Kadowitz, 1985). A redug&o nos niveis intracelulares de
célcio ocasionada pela via NO/GMPc/PKG envolvem o0s seguintes
mecanismos: fosforilacdo da fosfolambam, que por sua vez ativa a Ca®'-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico; estimulacdo da saida de calcio
intracelular via ativagdo do trocador Na*/Ca®*; inibicdo da formacéo do 1,4,5
trifosfato de inositol (IP3); inibicdo de canais de calcio do tipo L; inibicdo da
liberacdo de calcio pelos estoques intracelulares; e ainda promovem a
redugdo da sensibilidade da cadeia leve da miosina (MLCK) ao calcio
(Ralymaekers et al., 1988; Furukawa et al., 1991; Hirata et al., 1990; Tare et
al., 1990; Meisherei et al., 1986; Rembold, 1992).

Contudo as agdes do NO e do GMPc também envolvem outros eventos que
sdo independentes da ativagdo de cinases. Sendo assim, o NO ao agir
diretamente (via S-nitrosilacdo dos residuos de cisteina) ou indiretamente (via
GMPc) pode ligar-se aos canais de potassio ativando-os, e assim promove
hiperpolarizagdo da membrana da celular muscular lisa (Bolotina et al.,1994).
Ademais, o GMPc pode ainda, inibir a fosfodiesterase do monofosfato de 3’, 5’
— adenosina (AMPc), aumentando a meia-vida do AMPc (Lincoln, 1989) e
assim, o relaxamento do musculo liso vascular.

Por fim sabe-se que o NO liberado, possui uma meia-vida menor que dez
segundos devido a sua rapida oxidacao a nitrito (NO2") e a nitrato (NO3").
Sendo assim, o NO ao se ligar a hemoglobina ou a outras proteinas que
contém o grupo heme, chega ao fim de sua atividade biolégica (Snyder &
Bredt, 1992). Por outro lado, alguns autores propdem que possivelmente haja
interagcdo entre o 6xido nitrico e os radicais livres oriundos do oxigénio, como o

O, 7, que por sua vez promove perda da sua atividade biolégica e assim,



53

prejuizo na resposta vasodilatadora derivada do endotélio (Rubanyi &
Vanhoutte, 1986). Ademais, a partir dessa interagdo, também pode haver
formacdo de substancias citotoxicas, tais como o peroxinitrito (ONOO’) e
radicais hidroxila (OH) (Beckman et al., 1990; Huie & Padmaja, 1993).
Contudo, a perda da atividade bioldgica do NO estd associada ao
desenvolvimento e/ou manutencdo de varias doengas como a hipertensao
arterial (Grunfeld et al., 1995; Kerr et al., 1999).

1.2.1.1.2 Prostaciclina - PGl

A PGl foi a primeira substancia vasodilatadora dependente do endotélio
descoberta, sendo caracterizada como uma potente substancia vasodilatadora,
além de exercer forte agdo antitrombodtica (Bunting et al, 1976). Essa
substéncia € originada a partir das prostaglandinas endoperoxidos da
membrana celular de plaquetas e nas células endoteliais, ela é sintetizada a
partir da via do acido araquidénico. Esse por sua vez é liberado pelos
fosfolipideos de membrana, principalmente a fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina, pela ativacdo da fosfolipase A,. Uma vez liberado, o
acido araquiddnico sofre agdo da enzima ciclooxigenase (COX) e é convertido
no primeiro produto formado por essa via, prostaglandina G, (PGGy).
Entretanto, a PGG; é altamente instavel e rapidamente € convertida em PGH,
a qual é subsequentemente convertida em PGIl,, pela acdo da sintase da
prostaciclina (Gryglewski, 1988).

Uma das enzimas responsaveis pela metabolizagdo do acido
araquiddnico é a ciclooxigenase. Sabe-se que existem duas isoformas dessa
enzima, a ciclooxigenase 1 (COX-1) e a ciclooxigenase 2 (COX-2). A COX-1 é
encontrada em muitas células como enzima constitutiva, enquanto que a COX-
2 é induzida por estimulos inflamatérios e hormonais. Entretanto, ambas

podem ser inibidas por algumas drogas antiinflamatérias como a indometacina
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o acido acetilsalisilico e os glicocorticoides (Smith, 1992; Rimarachin et al.,
1994; Masferrer et al., 1992).

A PGIl; é sem duvida um dos metabdlitos mais importantes da via do
acido araquidbnico, porém possui uma meia vida curta de aproximadamente
trés minutos. Devido a alta labilidade dessa substancia, ela é logo hidrolisada
em 6-ceto-PGF, e em outros metabdlitos inativos ou menos potentes do que a
PGl,. Sua sintese e liberacdo, pelas células endoteliais, sdo estimuladas a
partir dos seguintes mecanismos: estiramento da parede vascular, acetilcolina,
bradicinina, substancia P, fator de crescimento derivado de plaquetas e
trombina (Gryglewski, 1988).

Por outro lado, a prostaciclina age sobre os receptores acoplados a
proteina G da membrana das células endoteliais, e assim, ativa adenilato
ciclase (AC), a qual degrada o trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc). Este por sua vez, estimula a saida de Ca®* do
citosol, diminui a sensibilidade da maquinaria contratil a esse cation, estimula
0s canais de potassio sensiveis ao ATP, e promove hiperpolarizagdo da célula.
Todos esses eventos resultam em diminuicdo do calcio livre no citosol e
consequentemente causam relaxamento do musculo vascular. Além disso, a
PGI, estimula a liberagcdo de NO pelas células endoteliais, coadjuvando os
efeitos vasodilatadores promovidos pelo NO (Kukovetz et al., 1979; Bukoski et
al., 1989; Shimokawa et al. 1988).

1.2.1.1.3 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDRF)

promove por um lado, ativacdo de proteinas que inibem a Ca®", Mg -ATPase
do reticulo sarcoplasmatico

Desde a descoberta da PGl, e do NO, varios estudos foram realizados a
fim de esclarecer outras possiveis substancias relaxantes produzidas pelas
células endoteliais. No entanto, foi a partir dos estudos, realizados por Félétou

& Vanhoutte (1988) que foi descoberta a presenga de uma terceira substancia
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produzida pelas células endoteliais capaz de induzir hiperpolarizagdo da
membrana das células do musculo liso vascular, a qual foi denominada de
fator hiprpolarizante derivado do endotélio (EDRF). Mais tarde, em 1996 esses
mesmos autores, demonstraram que essa substancia é resistente a inibidores
da COX e da NOS.

Ainda ndo ha um consenso na literatura cientifica quanto a identidade
do EDRF e nem aos mecanismos exatos, pelos quais esse fator promove
relaxamento do musculo liso vascular (Coats, et al.,2000). Contudo, varios
trabalhos sustentam a hipotese de que a natureza deste fator possa variar
conforme o leito vascular e a espécie animal estudada. Alguns estudos
apontam como possiveis candidatos a EDRF, os metabdlitos do acido
araquidbénico derivados da via do citrocomo P-450, os &cidos 11,12 -
epoxieicosatriendicos (11,12 EETs), a anandamida, bem como os ions
potassio e o acoplamento elétrico entre as células endoteliais e musculares
lisas através da gap junctions (Komori & Vanhoutte, 1990; Chen & Cheung,
1996; Campbell et al., 1996; Edward et al., 1998; Féléton & Vanhoutte, 1999).
Por fim, num trabalho realizado em pequenas artérias mesentéricas de
camundongo, Moncada et al. (2000), propuseram mais um candidato para
fazer parte dessa lista, trata-se do peroxido de hidrogénio (H2O;), derivado
principalmente da eNOS.

Por outro lado, os mecanismos propostos para explicar o efeito
vasodilatador do EDRF envolvem ativagéo dos canais de potassio e da Na* K*
-ATPase (Quignard et al., 1999). Ja em 1998, Edward et al., reportaram que os
ions potassio liberados pelas células endoteliais e acumuladas no espacgo
extracelular promovem hiperpolarizagao das células do musculo liso vascular
pela ativacdo da Na® K* -ATPase. Porém ainda n&o se sabe ao certo, qual o
tipo de canal de potassio € ativado, todavia ha fortes indicios que sejam os

canais de potassio ativados por calcio (Féléton & Vanhoutte, 1999).
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1.2.1.2 Fatores contrateis derivados do endotélio

1.2.1.2.1 Angiotensina Il

A angiotensina Il € sem duvida um dos mais importante fatores
vasoconstritores, produzidos pelas células endoteliais e realiza importante
papel na regulagdo da pressao sanguinea, além de influenciar no crescimento
e remodelamento vascular (Timmermans et al., 1993). Inicialmente, o sistema
renina-angiotensina foi descrito como um sistema circulatorio, porém, a maioria
de seus constituintes estdo localizados em varios tecidos do organismo
sugerindo a existéncia de um sistema renina-angiotensina local ou tecidual
(Dzau, 1989; Danser, 1996).

Sua sintese envolve varias reacdes bioquimicas, envolvendo diversos
orgaos e a circulagéo (Kifor & Dzau, 1987). A partir de um estimulo como, por
exemplo, diminuicdo da perfusdao renal, as células justaglomerulares
granulares das arteriolas aferentes renais sdo estimuladas e sintetizam a
renina. Essa por sua vez, € liberada no sistema circulatorio, onde age sobre o
seu substrato, o angiotensinogénio hepatico, convertendo-o em angiotensina |,
um decapeptideo, que sob a acdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA), presente principalmente nas células endoteliais do pulméo, origina a
angiotensina Il, um octapeptideo com potente acdo vasoconstritora
(Costerousse, 1992). Essa enzima pode ser encontrada no plasma, no
intersticio e no interior das células. A ECA tecidual esta presente na maioria
dos 6rgaos tais como, coracgao, cérebro, vasos sanguineos, rins, figado, dentre
outros (Hollenberg, 1998).

Os efeitos celulares da angiotensina Il se ddo através da sua interagdo com
receptores especificos da membrana, principalmente o AT, e o AT, (De
Gasparo et al.,, 1995). A estimulacdo da angiotensina Il, via receptor ATy,
promove vasoconstricdo do musculo liso vascular através da ativacdo da

fosfolipase C (PLC). Essa por sua vez, hidrolisa o fosfatidilinositol -4,5-bifosfato
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em 1,4,5-inositoltrifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), os quais elevam as
concentracdes intracelulares de calcio que ativam o sistema acoplamento
excitagado-contragdo do musculo liso vascular (Khalil et al., 1995; Capponi,
1996). Além disso, a estimulagdo desses receptores levam a inibicdo da AC, e
consequentemente redugao nos niveis plasmaticos de AMPc (Ohnishi et al.,
1992). Ainda sob ativagédo dos receptores AT4, a angiotensina Il é capaz de
estimular as células endoteliais a produzir NO e PGI, contrapondo os seus
efeitos vasoconstritores; endotelina-1; O,"; vasopressina; liberacdo de
aldosterona pelo cértex supra-renal e ainda promove aumento da liberagao e
redugdo da recaptagcdo de noradrenalina pelas terminagbes nervosas
simpaticas (Toda, 1984; Zirmmerman et al., 1987; Griendling et al., 1997).

Por outro lado, a angiotensina Il ao atuar sobre os receptores AT,, promove
relaxamento do musculo liso vascular, diferenciacdo e regeneragao celular

(Unger et al., Carey et al., 2001).

1.2.1.2.2 Prostaglandinas vasoconstritoras

Sabe-se que os prostandides sido derivados do acido araquidbénico, o qual é
liberado pelos fosfolipideos da membrana, sob acdo da fosfolipase A, (PLA).
A metabolizagdo do acido araquiddnico resulta na sintese de PGH,, e a partir
desse precursor sdo gerados todos os prostandides incluindo a PGF,, e o
TXA,; (Moncada & Vane, 1979). Esses por sua vez, agem em receptores
especificos na membrana do musculo liso vascular, os quais, via PLC,
promovem aumento do calcio citosdlico e vasoconstricdo (Halushka et al.,
1989; Naumiya et al., 1999). Apesar da liberagado das prostaglandinas, a PGl;
€ o principal produto do metabolismo do acido araquiddnico via COX (Moncada
& Vane, 1979). Por isso, pequenas quantidades desses prostandides,
liberados pelas células endoteliais, tém seus efeitos mascarados pela
producdo de substancias vasodilatadoras endoteliais, como o NO, PGl; e
EDHF.
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1.2.1.2.3 Espécies reativas derivadas do oxigénio

O termo espécies reativas de oxigénio (EROs) €& usado para designar
radicais livres e intermediarios relacionados, como por exemplo, H,O, que,
embora ndo sejam radicais livres per se, participam frequentemente da
producédo dos mesmos (Laurindo, 2005)

As EROs, séo liberadas pelas células endoteliais em resposta ao shear
stress ou na presenga de agonistas endoteliais como a bradicinina (Shimizu et
al., 1994). Essas substancias sao formadas a partir de processos redox que
liberam o oxigénio da molécula de agua, essa reagao envolve a redugéo
univalente do oxigénio, na presenca de um elétron livre (e°), produzindo: O,",
H>0O, e OH" (Fridovich, 1997). Esse processo € mediado por diversos sistemas
enzimaticos incluindo as oxidases NAD(P)H e xantinas (Taniyama &
Griendling, 2003).

Entretanto, o O,", é considerado como uma das mais importantes EROs
encontrada na vasculatura (Droge, 2002). Ainda que este anion exerca efeitos
sobre a fungédo vascular, ele também é capaz de gerar outras espécies
reativas. Neste sentido, a reacdo desse anion com NO produz OONO’, o qual
possui grande capacidade deletéria sobre o sistema vascular (Griendling et al.,
2000). Desta forma, o OONO" é capaz de mascarar a vasodilatagdo induzida
pelo NO e, com alta toxicidade se decompde em uma outra espécie reativa
similar aos OH, os quais, também apresentam atividade citotoxica e estédo
envolvidos no processo de disfungdo endotelial (Rubany & Vanhoutte, 1986).

Por outro lado, o H,O, é produzido pela dismutacdo do anion superoxido.
Esta reacdo pode ocorrer espontaneamente ou pode ser catalisada pela
superoxido dismutase (SOD) (Fridovich, 1997), enzima antioxidante, que
possui importante participagdo na regulagdo dos niveis estaveis de O," no
organismo. Existem trés isoformas da SOD: a superéxido dismutase citosodlica
cobre-zinco (CuZn-SOD ou SOD-1); a mitocondrial ou manganés (Mn-SOD ou
SOD-2) e a extracelular cobre-zinco (EC-SOD ou SOD-3). Cada isorforma

possui importante fung&o individual, protegendo o sistema vascular contra o
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estresse oxidativo (Yan, et al., 2005). Ademais a dismutag¢ado do O,* pela SOD
produz mais EROs estaveis, H,O,, 0 qual é convertido enzimaticamente em
agua (H20) pela acdo da catalase e da glutationa peroxidade (GPx). O H20,
pode também, reagir com os metais de transicdo e ser convertido em radicais
altamente reativos, OH, bem como ser metabolizado pela mieloperoxidade
(MPO) e formar o acido hipocloridrico (HOCL) (Griendling et al., 2000).

Por fim, as EROs aumentam o ténus vascular, uma vez que elas facilitam a
mobilizag&o de calcio citosélico no musculo liso vascular e promovem aumento
na sensibilidade das proteinas contratéis ao calcio (Suzuki & Ford, 1992; Jin et
al., 1991). Além disso, sabe-se que essas substancias afetam muitas fungbes
endoteliais, prejudicando o efeito vasorelaxante dependente do endotélio,
devido a diminuicdo da biodisponibilidade de NO na parede vascular (Mugge,
1991). Em contrapartida, quando as EROs excedem a capacidade antioxidante
do organismo, tem-se o que é denominado de estresse oxidativo, o qual realiza
papel fundamental na iniciagdo e progressao das disfun¢des cardiovasculares
associadas com doengas como, hipertensdo, hiperlipidemia, diabetes mellitus,
doenca cardiaca isquémica e faléncia cardiaca. Elas também causam
apoptose, aumento da adesdo de mondécitos e participam do processo de
angiogénese (Yoshihiro, 2003).

Uma vez entendido o papel e/ou fatores endoteliais, que justificam a sua
participacdo no controle da resisténcia vascular periférica, € fundamental
compreendermos os fatores envolvidos na contragdo do musculo liso vascular,

pois o funcionamento de ambos esta estritamente relacionado.

1.2. Mecanismos envolvidos na contragdao do musculo liso vascular

Para melhor compreensdo dos fatores e mecanismos envolvidos no

controle do fluxo sanguineo, bem como das condi¢des patoldgicas oriundas da
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perda da homeostase da regulagao do tonus vascular, € fundamental o estudo
da estrutura e dos mecanismos intracelulares envolvidos na contracdo do
musculo liso vascular.

O musculo liso vascular possui caracteristicas, dentre as quais pode-se
citar a presenca de filamentos contrateis de actina e miosina e filamentos
intermediarios ancorados a corpos densos. Entretanto, ndo possui sistema de
tubulos T e nem troponina. Ademais, a principal fonte de calcio, necessario
para o desencadeamento do processo contratil, provém principalmente, do
meio extracelular. Além desses componentes, faz-se necessario citar a
importdncia de outras duas proteinas, a caldesmon, a qual regula as
interacbes entre os filamentos de actina e miosina e a calponina, que é
responsavel pela inibicdo da atividade da enzima quinase Mg2+ -ATPase
localizada na cadeia leve da miosina (MLCK) (Walsh, 1994; Marin, 1993).

A ativagao de receptores localizados na membrana das células do musculo
liso vascular, por neurotransmissores ou hormdnios da inicio a uma série de
processos celulares que lideram a contracdo do musculo liso vascular. Esses
processos envolvem vias de transdugdo de sinais, que regulam o influxo de
ions calcio e/ou liberagdo de ions calcio pelos estoques internos (reticulo
sarcoplasmatico), os quais, estdo envolvidos no aumento da concentragédo de
calcio livre no meio intracelular. Em adicdo, existem os elementos contrateis,
tais como, os miofilamentos de actina e miosina, tropomiosina e a proteina
citoplasmatica calmodulina, acionados pelo calcio livre no citosol (Stull, et al.,
1991).

Como mencionado acima, o influxo de calcio do meio extracelular
representa a principal via de aumento da concentragao intracelular de calcio
nas ceélulas do musculo liso vascular. Todavia, para que este influxo ocorra,
estdo envolvidos o0s seguintes canais: canais de calcio operados por
receptores (ROCC); canais de calcio operados por voltagem (VOCC); canais
de caélcio operados por estoques (SOCC); canais de calcio ativados por

estiramento (SACC) e ainda a bomba de calcio e o trocador Na*/Ca?*(Jackson,
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2000). Em adicdo, sabe-se que tanto a Na® K* -ATPase quanto o trocador
Na*/Ca**realizam importante papel na modulagdo da contratilidade vascular
(Klim et al., 2005). De modo que a atividade da Na* K" -ATPase relaxa o
musculo liso vascular por hiperpolarizagdo da membrana (McCarron &
Halpern, 1990; Paulson & Newman) enquanto a sua inibigdo promove acumulo
de sédio no mioplasma, ativacdo do modo reverso do trocador Na*/Ca2”,
aumento do calcio no citosol e consequentemente, contragcdo do musculo liso
vascualr (Marin et al., 1991; Fernandez-Afonnso, et al., 1992)

Dentre os fatores que podem desencadear o fenbmeno da contragéo por
influenciar a mobilizacdo de ions calcio para o meio intracelular, & possivel
citar a ligagdo de agonistas, tais como, fenilefrina, angiotensina Il, serotonina e
endotelinas a receptores especificos na membrana da célula do musculo liso
vascular. Esses receptores sao constituidos por sete dominios
transmembrana, acoplados a um complexo de proteinas G, as quais, sao
formadas por trés subunidades (o, € y). Por outro lado, quando as proteinas
G, estdo no seu estado inativo, elas encontram-se unidas entre si e ligadas ao
difosfato de guanosina (GDP). Nao obstante, quando um agonista se liga ao
seu receptor este complexo protéico é ativado, e a subunidade Ga se dissocia
da subunidade Gy e liga-se ao trifosfato de guanosina (GTP). O complexo
Ga-GTP, entdo, ativa a fosfolipase C (PLC) a qual promove hidrélise do
fosfatidilinositol 4’ 5’-bifosfato (PIP;) em 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP3 estimula a liberagédo de ions célcio do reticulo sarcoplasmatico,
por meio da ativagdo dos canais de calcio sensiveis ao |IP3, presente nessa
organela, e assim promove elevagao da concentragdo desse cation no citosol.
Ja o DAG, estimula a proteina cinase C (PKC), que promove aumento da
sensibilidade das proteinas contrateis ao ion calcio, maior mobilizagcdo do
calcio através dos canais de calcio na membrana celular e fosforilacdo da
cadeia leve da miosina (MLC) (Horowitz et al., 1996; Karaki et al., 1997).

Por outro lado, para que o processo de contragdo do musculo liso seja
desencadeado pelo calcio, € de extrema importancia a participacdo de uma

proteina citoplasmatica, a calmodulina. Essa proteina é constituida de quatro
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sitios de ligacdo para o ion calcio, e a sua afinidade por este cation é
dependente da concentracdo intracelular do mesmo. Entdo, quando a
concentracdo intracelular de calcio alcanga aproximadamente 10° M, seja pela
entrada de calcio do meio extracelular via canais de calcio, ou por sua
liberagao através das organelas internas ou ainda pela associagédo de ambos
0s mecanismos, ocorre 0 acoplamento do Ca?* & calmodulina. (Means et al.,
1991). Uma vez formado o complexo calcio-calmodulina, ocorre ativagao de
uma quinase da cadeia leve da miosina (MLCK) que, por conseguinte, ativa a
fosforilagdo da MLC, viabilizando a interacdo entre os filamentos de actina e
miosina, portanto, a contracdo muscular (Stull, et al., 1991; Horowitz, et al.,
1996). Contudo, quando a concentragao intracelular de Ca?* é menor que 10°
M, ocorre desativacdo do complexo calcio-calmodulina-MLCK, inativando a
fosforilagdo da miosina ou a via da fosfatase miosinica, fato que diminui a
afinidade da miosina pela actina, e consequentemente induz o relaxamento do
musculo liso vascular. Em adicdo, sdo fundamentais para esse processo 0s
nucleotideos ciclicos como o AMPc e o GMPc, que sao ativados pela proteina
quinase dependente de AMPc (PKA) e pela quinase dependente de GMPc,
respectivamente. A ativacdo da PKA promove ativacdo de proteinas que
inibem a Ca®*, Mg -ATPase do reticulo sarcoplasmatico. Por outro lado, a
ativagdo da PKG ativa a Ca®", Mg —ATPase sarcolemal inibindo os canais de
calcio nesses locais. Dessa forma, ocorre recaptacao de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico (via PKA) e saida do mesmo pela membrana plasmatica (via
PKG), diminuindo a sua concentragdo no citosol. Ademais, a ativagao da PKA
pode inibir a PKC diminuindo a sintese de IP; e DAG, corroborando para o
relaxamento do musculo liso vascular (Bomzon & Huang, 2001).

A partir dos mecanismos até aqui discutidos, fica claro que o endotélio e o
musculo liso vascular estdo intimamente relacionados, e que ambos
contribuem fortemente para a regulagdo e/ou manutengao do ténus vascular.
Esta claro também que o tdnus vascular realiza importante papel na regulagao
da pressao sanguinea, e na distribuicdo do sangue entre os tecidos e érgaos

do corpo. Sendo assim, torna-se mais facil compreender como uma disfuncao
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envolvendo essas estruturas, podem estar relacionadas com a génese da

hipertensao arterial.

1.3 Disfuncao endotelial e hipertensao arterial

Desde que o termo disfungdo endotelial foi determinado por Furchgott e
Zawadzki (1980), diversos trabalhos tém correlacionado a presenga desse
disturbio ndo apenas com a HA e aterosclerose, mas também com outros
processos fisioldgicos e patofisioldgicos, incluindo, angina, faléncia renal e
cardiaca, sindrome coronariana, microalbuminuria, diadlise, trombose,
coagulagao intravascular, diabetes tipo | e Il, prejuizo na toleréncia a glicose,
resisténcia a insulina, hiperglicemia, obesidade, tabagismo, dentre outros
(Félétou & Vanhoutte, 2006). Em termos gerais a disfungdo endotelial é
caracterizada pela reducédo dos fatores relaxantes derivados do endotélio, o
que acarreta diminuicdo da biodisponibilidade do NO, diminui¢do na producao
e/ou inativagdo do mesmo (Mombouli & Vanhoutte, 1999). Soma-se a isso, 0
aumento na produgcdo dos fatores vasoconstritores, os quais podem ser
responsaveis pela redu¢cao dos EDRFs (Funder, 2001).

Varios estudos, realizados em humanos e em animais experimentais,
documentaram, a existéncia de disfungdo endotelial na hipertenséo, a qual é
possivel de ser detectada a partir das alteragdes no relaxamento dependente
do endotélio induzido por agonistas como a acetilcolina e a bradicinina
(LUscher et al., 1987; Angus & Cocks, 1989; Panza et al.,1990, Taddei et al.,
1997; Briones et al., 1999).

E notdrio que as alteracdes conseqiientes da disfuncdo endotelial nos
processos hipertensivos sao multifatoriais e em muitos casos, estéo

relacionadas com o tipo de hipertensdo desenvolvida, bem como, sua duragao
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e tipo de leito vascular estudado. Entretanto, ha controvérsias na literatura, no
que diz respeito ao relaxamento dependente do endotélio na hipertensao.
Sendo que, em alguns casos essa resposta esta prejudicada, enquanto que,
em outros ela permanece inalterada ou aumentada (Luscher et al., 1987; Lee
et al., 1987, Panza et al.,1990, Taddei et al., 1997; Briones et al., 1999).

Dentre os mecanismos que explicam a redugdo na resposta
vasodilatadora dependente do endotélio pode-se citar o prejuizo na liberagao
basal de NO (Dohi et al., 1990). Nao obstante, em outras situagdes, a sintese e
liberacdo de NO nédo esta alterada, mas sua biodisponibilidade esta reduzida
devido ao aumento da formagao de O," na hipertensdo (Suzuki, et al.,1995),
esses, podem ainda, inibir outras fontes vasodilatadoras dependentes do
endotélio, a PGl e o EDHF, coadjuvando para o aumento da RVP e
consequentemente HA (Félétou & Vanhoutte, 2006).

Postula-se que as EROs regulam diversas classes de genes, incluindo
aqueles que controlam a formacado de moléculas de adesdo, substancias
quimotaticas, e enzimas antioxidantes. Ademais, elas ativam
metaloproteinases e possibilitam inclinacdo do balanco endotelial para
producao de fatores vasoconstritores, os quais possuem relevancia particular
na patogénese vascular (Griendling & Fitzgerald, 2003). Por outro lado,
diversos estudos, demonstraram que a disfuncdo endotelial presente na
hipertensdo aumenta a producdo de substancias vasoconstritoras como a
angiotensina Il, PGH,, TxA,, e endotelina-1(Leite & Salgado, 1992; Shiota et
al.,, 1992; Lusche & Vanhoutte, 1986; Taddei et al., 1997; Schiffrin &
Thibaut,1991). Todavia, essas substancias, além do seu potente efeito
vasoconstritor, também participam do crescimento e proliferagcao celular e da
agregacéo plaquetaria.

Nesse contexto, vale ressaltar a importancia de alguns fatores
ambientais na génese da HA, como € o caso da exposi¢gao ao chumbo, ja que

ha fortes correlagdes positivas no que se refere a presencga de altos niveis
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desse metal na circulagdo de individuos portadores dessa doencga (Shaper,
1985; Staessen, 1994; Schwartz, 1994, Vaziri, 1999; Tsao, 2000; Vaziri, 2001).

1.4 Efeitos do chumbo na pressao arterial

A exposi¢ao ao chumbo pode estar associada com aumento da pressao
sanguinea (Kopp et al., 1988; Harlan, 1988; Schwartz, 1988; Lal, et al., 1991).

Varios estudos sugerem que a exposigcdo a esse metal, tanto na forma aguda
quanto crbnica, pode ser associada com alteragdes significantes sobre a
funcdo do sistema cardiovascular. Entretanto os efeitos desse metal sobre
esse sistema parece ser diretamente influenciado pela dose, tempo de
exposicao, via de exposicao, idade, temperatura e ingestdo de calcio (Khera, et
al., 1980; Harlan, et al.,1982; Pirkle, et al.,1985; Fell, 1984).

Ademais, estudos experimentais sugerem que o chumbo atua em
multiplos sitios do sistema cardiovascular. Neste sentido, esse cation promove
efeitos diretos na excitabilidade e contratilidade cardiaca (Kopp, et al, 1978;
Kopp & Barany, 1980; Pretice & Kopp, 1985), alteragdes vasculares, as quais
refletem sobre a complacéncia e contratiidade do musculo liso vascular
(Rosemblum, 1965; Piccinini, et al., 1977; Webb, et al., 1981; Tomera &
Harakal, 1986) e ainda, promovem alteragdées no sistema nervoso central, que
afeta a regulagao da pressao sanguinea (Stéfen, 1974; Hejtmancik & Williams,
1981).

Outros estudos, também fazem associagdo entre o aumento dos niveis

plasmaticos de chumbo e elevagdo da pressao sanguinea. Sendo assim,

Harlan (1988), em um estudo com alguns fatores controlados (idade, raca e

indice de massa corporal), encontrou associagao significante entre plumbemia
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e pressao sanguinea em homens, mas ndo em mulheres. Entretanto Nash, et
al., (2003) ao avaliarem os niveis de pressdo sanguinea em um grupo de
mulheres expostas ao chumbo, observaram uma relagdo positiva entre os
niveis de chumbo no sangue e hipertensdo sistdlica e diastdlica,

principalmente entre aquelas que se encontravam no periodo pés-menopausa.

Em um outro estudo retrospectivo realizado por Hond, et al., (2002), no
qual foi utilizado o banco de dados do Third National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES IllI), observaram correlagdo positiva entre
concentragcdo de chumbo e pressdo sanguinea aumentada em mulheres e
homens negros. Corroborando com esses achados, Vupputuri et al (2003),
examinaram a concentragdo de chumbo e a pressdo sanguinea de 14.952
individuos brancos e negros através de um estudo epidemiolégico. Neste
estudo observaram-se altos niveis de chumbo no sangue, associados com

hipertensdo, em homens e mulheres negras.

Além disso, existem diversos estudos, baseados na literatura clinica que
apontam o envolvimento natural do envenenamento agudo e cronico por
chumbo em outras doengas cardiacas, tais como: miocardites (Read &
Williams, 1952; Kline, 1960), alteragbes eletrocardiograficas (Stofen, 1974;
Myerson & Eisenhauer, 1963; Silver & Torres, 1968); alteragdo na frequéncia

cardiaca e degeneracgao vascular (Stofen, 1974; Kline, 1960); diminuicdo da

sistole ventricular (Stéfen, 1974; Dimitrova, 1972).

Como descrito acima, a relacdo entre a concentracdo plasmatica de
chumbo e a pressdo sanguinea, em estudos epidemiolégicos populacionais
ainda sao controversos. Todavia, os dados obtidos em animais demonstram
claramente que este metal aumenta a pressao sanglinea. Paralelo a isso,

varios mecanismos tém sido propostos a fim de esclarecer esses achados.

Neste sentido, Tsao et al (2000), realizaram um estudo com ratos
tratados com chumbo por dois meses. Neste estudo, avaliou-se a relagéo entre
os receptores B-adrenégicos e exposicao ao chumbo no coragao, aorta e rins.

Em adicdo, eles também avaliaram essa mesma relagcdo com os niveis de
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pressdo sanguinea, bem como os niveis de AMPc nos 6rgaos citados. Os
resultados mostraram aumento na concentracdo de norepinefrina plasmatica e
diminuicdo da densidade dos receptores 3-adrenégicos aorticos bem como nos
niveis de AMPc. Entretanto, foi observado, aumento da densidade dos
receptores [-adrenégicos renais e do AMPc, que por sua vez contribui para
elevacdo da pressdo sanguinea. N&o obstante, no coragédo foi observado
diminuicdo dos receptores B-adrenégicos e do AMPc cardiaco, fato que é

responsavel pela redugéo da contratilidade cardiaca nesses animais.

Corroborando com esse ultimo resultado, estudo prévio do nosso
laboratorio demonstrou um efeito inotropico negativo, dose-dependente do
chumbo (30-100 uM) na contragdo isométrica desenvolvida pelas fatias de
ventriculo direito de ratos Wistar. Os resultados desse trabalho sao sugestivos
de que, no miocardio o chumbo (100 uM), de alguma maneira, prejudicou o
influxo de calcio sarcolemal. E desta forma, alterou a sensibilidade dos
miofilamentos ao calcio, sem prejudicar a atividade do reticulo sarcoplasmatico
(LEBARCH,2006).

Por outro lado, Carmignani et al. (1999) expuseram ratos a 60 ppm de
chumbo e observaram aumento na pressao sistolica e diastdlica, aumento no
inotropismo cardiaco e na atividade da ECA. A partir desse resultado, os
autores sugeriram que o chumbo induz um aumento dos niveis plasmaticos da
angiotensina Il e diminuicdo da bradicinina. Soma-se a isso, outros achados
deste mesmo grupo de pesquisadores, 0s quais registraram que esta
concentragdo de chumbo também é capaz de afetar seletivamente as vias
neuroenddcrina (ex: catecolaminas), dos autacodides (ex: calicreina-cinina e
sistema renina angiotensina) e transducional (ex: AMPciclico, calcio)
envolvidas na fungéo cardiovascular (CARMIGNANI et al., 2000).

Ademais, Marques et al (2001) mostraram que a hipertenséo induzida
pelo chumbo em ratos esta relacionada com um prejuizo do relaxamento
vascular endotélio-dependente e nao-dependente. Esse fato € acompanhado

de aumento da expressao protéica promove por um lado, ativacdo de proteinas
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que inibem a Ca®*, Mg -ATPase do reticulo sarcoplasmatico da eNOS e
“downregulation” da sGC. Segundo esses autores, essas respostas parecem
envolver as EROs sobre o sistema de relaxamento NO/cGMP na parede
vascular dos ratos tratados com chumbo. Num outro estudo, realizado pelo
mesmo grupo de pesquisadores, foi confirmado que a exposigdo ao chumbo
reduz a expressao protéica da sGC, e eles correlacionaram este achado com o
envolvimento das EROs e da COX-2, que aparecem aumentados nos grupos
tratados com o metal. (COURTOIS et al., 2003).

Como apresentado, pode-se observar que a intoxicagdo por chumbo
promove efeitos indesejaveis nos seres vivos, sendo causador de diversas
doengas, que podem acometer todos os sistemas do organismo humano e
animal. Porém ainda é incerto o meio pelos quais esse cation age. Diante
disso, grandes esforcos tém sido realizados no ambito cientifico, a fim de
desvendar os reais mecanismos pelos quais esse metal atua sobre o

organismo.

Entretanto, é notério que os estudos experimentais que investigam a
correlacdo do chumbo com a HA, o fazem mais em relacdo aos seus efeitos
cronicos. Prova disso encontra-se na escassez de publicagdes cientificas que
abordam sobre os efeitos agudos desse metal envolvidos na génese dessa
doenga. Soma-se a isso, o fato de que ainda nao existem estudos que
correlacionam a acado aguda desse metal sobre o leito vascular caudal de
ratos. Por isso, € de suma importancia que estudos visando investigar os
efeitos agudos desse elemento sobre o leito vascular caudal sejam realizados,
a fim de esclarecer outras possiveis vias de agdo do mesmo sobre o

organismo contaminado.
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Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito agudo de 100 uM de acetato de chumbo [(CH3COQ), Pb. 3H,0]

sobre a reatividade vascular no leito arterial caudal de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito agudo de 100 uM de acetato de chumbo sobre a resposta

pressora a fenilefrina, no leito vascular caudal de ratos.

Avaliar uma possivel modulagdo do endotélio no efeito agudo de 100 uM de

acetato de chumbo sobre a resposta pressora a fenilefrina.
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Avaliar a participagao do o6xido nitrico e dos prostandides derivados da via do
acido araquiddnico, no efeito agudo 100 uM de acetato de chumbo sobre a

resposta pressora a fenilefrina.

Avaliar a participagdo da via da angiotensina Il, efeito agudo de 100 uM de

acetato de chumbo sobre a resposta pressora a fenilefrina.

Avaliar a participacdo de agentes antioxidantes, efeito agudo de 100 uM de

acetato de chumbo sobre a resposta pressora a fenilefrina.

Avaliar o efeito agudo de 100 uM de acetato de chumbo sobre a atividade
funcional da NA* K" -ATPase.

lll. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Para a realizagdo deste estudo, foram utilizados ratos da linhagem Wistar
(Rattus novergicus albinus), com idades aproximadas de trés meses, pesando
entre 250-300g. Esses animais foram cedidos pelo biotério do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo.
Os animais foram mantidos em gaiolas, sob controle de temperatura e ciclo claro-
escuro de 12 horas, com livre acesso de agua e ragao.

Os experimentos foram realizados conforme os as normas da legislagao e
ética para a pratica Didatico-Cientifico da vivissecgdo de animais de acordo com a
Lei n.°.6.638, de 08 de Maio de 1979.



71

3.2 Metodologia utilizada para estudos da reatividade vascular no leito

vascular caudal de rato

3.2.1 Obtencao do leito vascular caudal — procedimento cirurgico

Para realizagao dos estudos in vitro foi utilizada a técnica de perfusédo do leito
vascular caudal, descrita por Franga et al. (1997). Inicialmente os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico (65 mg/kg, ip) e heparinizados (500 Ul, ip).
Apds 10 min, o animal foi colocado em posi¢cédo dorsal sobre a mesa cirurgica, em
seguida foi realizada incisdo longitudinal na linha mediana da fascia caudal, no
sentido proximal-distal (3 cm). Apds divulsionar a fascia lateralmente e isolar a
artéria caudal dos tecidos conectivos, a artéria foi canulada préximo a sua base
com um cateter de acesso periférico (Safelet intracate 24G X %, NIPRO)
previamente preenchido com solugédo nutridora (Anexo 1). Em seguida, a cauda
foi seccionada e rapidamente foi colocada em uma cuba de vidro sobre um banho
previamente aquecido. (Figura 1). Apdés 1 min do acoplamento da cauda ao
sistema de perfus&o, sua extremidade foi seccionada em aproximadamente 2 cm,
a fim de que o perfusato ndo fosse drenado pelo sistema venoso. A artéria caudal
foi perfundida continuamente com solugdo de Tyrode modificada, composta por:
(em mM): NaCl 120; KCI 5,4; MgCl, 6H20 1,2; CaCl, 2H,0 1,25;Tampao HEPES
20; Glicose 11; EDTA 0,03. O pH foi ajustado para 7,45 com solu¢gao de NaOH 4
M. Esta solugédo foi mantida a temperatura de 36 °C + 0,5°C e continuamente
aerada com oxigénio. O tampao HEPES foi devidamente escolhido, uma vez que,
a utilizacdo de outro tipo de tampao provocaria a precipitacdo do acetato de
chumbo. A perfusdo do leito caudal foi mantida sob fluxo constante de 2,5 ml/min
por meio de uma bomba peristaltica (Milan, Colombo, Parana, Brasil) e o sistema
de perfusdo foi conectado a um transdutor de pressdo TSD104A - Biopac
(conectado a um pré-amplificador FUNBEC MP-100) que por sua vez estava
ligado a um sistema de aquisi¢do de dados (MP 100 Biopac System, Inc; CA).
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Este sistema era conectado a um computador (PC Pentium), para registros
continuos de presséo de perfusdo média no leito vascular.

Ap6s esse procedimento, a preparagao foi submetida a um periodo de
estabilizagcao por aproximadamente 45 minutos e, em seguida, foram iniciados os
protocolos experimentais. Baseando-se na relagdo: Pressdao = Fluxo x
Resisténcia, e sendo o fluxo constante, as variagdes de pressao registradas

indicaram variacdes da resisténcia vascular.

Sistema para perfusao do leito arterial cauda
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I =
Legenda:
1- Oxigénio

2- Banho Maria 1

3- Béquer (solugao nutridora)
4- Bomba dosadora peristaltica
5- Transdutor

6- Pré-amplificador

7- Biopac

8- Monitor do computador

9- Banho Maria 2

10-Cauda do rato

Figura 1: Desenho esquematico da preparagao do leito arterial caudal.

3.2.2 Protocolos Experimentais
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A integridade funcional do endotélio e do musculo liso foi avaliada em todos os
grupos antes e ap6és o inicio de cada protocolo. Para isso, o leito vascular caudal
foi submetido a uma pré-contragao através da infusdo continua de fenilefrina (FE)
(10"M) e depois de estabelecido um platd, 5 ug/100 ul de acetilcolina (Ach) foi
administrada, in bolus. Logo em seguida, a integridade do musculo liso também foi
testada, através da administragdo de 0,1 ug/100 ul, de nitroprussiato de sédio
(NPS), in bolus.

O relaxamento produzido pela Ach traduz a viabilidade do endotélio, enquanto
que o relaxamento produzido pelo NPS, reflete a integridade do musculo liso. No
primeiro caso, quando o relaxamento produzido pela Ach era superior a 40% o
endotélio vascular foi considerado intacto. Entretanto, a integridade do musculo
liso, foi considerada, quando o relaxamento ao NPS foi maior ou igual a 50%.

3.2.2.1 Efeito da administragdo aguda de acetato de chumbo (100 uM) sobre

a resposta pressora a fenilefrina no leito arterial caudal

Com a finalidade de observar o efeito agudo do acetato de chumbo sobre a
reatividade vascular caudal, foi realizado o seguinte protocolo: ap6s 45 minutos de
estabilizacao, foi realizada administracéo de FE, agonista a4-adrenérgico, (1 ug, in
bolus, em um volume de 100ul), a fim de verificar a responsividade vascular, em
seqguida, doses crescentes de FE (0.001 - 300ug, in bolus, em um volume de 100
ul), foram administradas antes e apds uma hora de infusdo continua com acetato
de chumbo (100 uM), em presenga do endotélio vascular.

Com o intuito de averiguar a interferéncia do tempo sobre a estabilidade das
preparagdes, as mesmas doses de FE foram administradas em um outro grupo de
animais (CT), antes e apés uma hora de infusdo continua com solugao de Tyrode

modificada.
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3.2.2.2 Modulagao do endotélio no efeito agudo do acetato de chumbo (100

uM) sobre a resposta pressora a fenilefrina no leito arterial caudal

Com o objetivo de avaliar uma possivel modulacdo do endotélio no efeito
agudo do acetato de chumbo (100 uM), sobre a resposta pressora a FE, o
endotélio foi lesado através da administragdo de CHAPS {3-3[(3-cloroamidopropil)
dimetilamdniol-I-propanolsulfonato} (8 mg, in bolus, em um volume de 80 pl).

Este procedimento foi realizado da seguinte forma: apdés o periodo de
estabilizagao, a integridade do endotélio e do musculo liso foi verificada. Quando a
pressao retornou ao seu valor basal, a perfusao do leito caudal foi reduzida a um
fluxo constante de 1.25 mi/min e imediatamente foi administrado o CHAPS. Apds
um periodo de 10 min, a perfusao do leito caudal retornou a condicao inicial com o
fluxo constante de 2,5 ml/min. Ao término de 40 min da administragdo do CHAPS,
repetiu-se o teste do endotélio, a fim de confirmar se o endotélio havia sido
lesado.

A lesao endotelial foi confirmada pela auséncia ou pela presenca de
relaxamento a Ach (5 ug, em 100 ul), < 10% nas preparagdes pré-contraidas com
FE (107 M). Para descartar uma possivel lesdo do musculo liso pelo CHAPS, foi
realizada a administragcdo de uma dose unica de NPS (0,1 ug/ul), um potente
vasodilatador independente do endotélio.

Por fim, quando a situacdo basal era restabelecida, doses crescentes de FE
(0.001 — 300 pg, in bolus, em um volume de 100 ul), foram administradas antes e

apos uma hora de infusdo continua com acetato de chumbo (100 uM).
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3.2.2.3 Estudo dos possiveis fatores endoteliais envolvidos no efeito do
acetato de chumbo (100 uM) sobre a resposta pressora a fenilefrina no leito

arterial caudal

3.2.2.3.1 Influéncia de 100 pM de acetato de chumbo na via do Oxido Nitrico
(NO)

Para avaliar uma possivel participacdo do NO em modular os efeitos agudo do
acetato de chumbo (100 uM) sobre a resposta pressora a fenilefrina, foram
realizados os seguintes protocolos:
Grupo L-NAME: Foi realizada curvas dose-resposta a FE (0.001 — 300 png, in
bolus, em um volume de 100 ul), antes e apods uma hora de infusdo continua com
L-NAME (10 M), inibidor “ndo seletivo” da 6xido nitrico sintase (NOS).
Grupo L-NAME + Pb?*: Foi realizada a mesma curva de fenilefrina, antes e apos
30 minutos da infusdo continua com L-NAME e mais 60 min. de infusdo continua
com acetato de chumbo (100 pM) e L-NAME (10 M).

Esses protocolos foram realizados separadamente, para evitar trés curvas

numa mesma preparagao.

3.2.2.4 Envolvimento da via do acido araquidénico-ciclooxigenase sobre o
efeito agudo de 100 uM de acetato de chumbo na resposta pressora a

fenilefrina no leito arterial caudal

Para avaliar uma possivel participagado de produtos derivados da via do acido
araquidénico, sobre os efeitos agudo do acetato de chumbo (100 uM) sobre a

resposta pressora a fenilefrina, foram realizados os seguintes protocolos:
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Grupo Indometacina: Foram realizadas curvas dose-resposta a FE (0.001 — 300
ug, in bolus, em um volume de 100 ul), antes e apdés uma hora de infuséo
continua com indometacina (10 M), um inibidor da enzima cicloxigenase.
Grupo Indometacina + Pb?*: Foi realizada a mesma curva de fenilefrina, antes e
apods 30 minutos da infusdo continua com indometacina e mais 60 min. de infusao
continua com acetato de chumbo (100 uM) e indometacina (10 M).

Esses protocolos foram realizados separadamente, para evitar trés curvas

numa mesma preparagao.

3.2.2.5 Envolvimento da Angiotensina Il local sobre o efeito agudo de 100 uM
de acetato de chumbo na resposta pressora a fenilefrina no leito arterial
caudal

Para avaliar uma possivel participagdo de da via da angiotensina Il local, nos
efeitos agudo do acetato de chumbo (100 uM) sobre a resposta pressora a
fenilefrina, foram realizados os seguintes protocolos:

Grupo Enalapril: Foram realizadas curvas dose-resposta a FE (0.001 — 300 ug, in
bolus, em um volume de 100 ul), antes e apds uma hora de infusdo continua com
enalapril (1uM), um inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA).

Grupo Enalapril + Pb?*: Foi realizada a mesma curva de fenilefrina, antes e apos
30 minutos da infusdo continua enalapril e mais 60 min. de infusdo continua com
acetato de chumbo (100 uM) e enalapril (1uM).

Grupo Losartan: Foram realizadas curvas dose-resposta a FE (0.001 — 300 pg, in
bolus, em um volume de 100ul), antes e apdés 1 hora de infusdo continua com
losartan (10 umol/l), um inibidor de receptores AT4 para a angiotensina.

Grupo Losartan + Pb?": Foi realizada a mesma curva de fenilefrina, antes e apos
30 minutos da infusdo continua com losartan e mais 60 min. de infusdo continua

com acetato de chumbo (100 uM) e losartan (10 umol/l).
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Esses protocolos foram realizados separadamente, para evitar trés

curvas numa mesma preparagao.

3.2.2.6 Envolvimento dos radicais livre sobre o efeito agudo de 100 uM de

acetato de chumbo na resposta pressora a fenilefrina no leito arterial caudal

Para verificar a agdo de agentes oxidantes nos efeitos agudo do acetato de
chumbo (100 uM) sobre a resposta pressora a fenilefrina, foram realizados os
seguintes protocolos:
Grupo Tempol: Foram realizadas curvas dose-resposta a FE (0.001 — 300 ng, in
bolus, em um volume de 100 ul), antes e apds uma hora de infusdo continua com
4-Hidroxi-Tempo (tempol) (1 uM), antioxidante de agao conhecida (Ledenev et al.,
1998)
Grupo Tempol + Pb?*: Foi realizada a mesma curva de fenilefrina, antes e apos
30 minutos da infusdo continua com tempol e mais 60 min. de infusao continua
com acetato de chumbo (100 uM) e tempol (1 uM).

Esses protocolos foram realizados separadamente, para evitar trés curvas

numa mesma preparagao.

3.2.2.7 Efeito agudo de 100 uM de acetato de chumbo sobre a atividade

funcional da Na* K* -ATPase

Para a realizacdo desse protocolo, foi utilizada a técnica de relaxamento ao
potassio, previamente descrito por Webb & Bohr (1979) e modificada por
Rossoni et al. (1999). Apds 45 minutos de estabilizagdo, em perfusao continua
com solugao de Tyrode modificada, a preparacgao foi perfundida por mais 30
minutos com solu¢do de Krebs sem potassio. Para obtencdo da solucéo livre
de potassio o KCI foi retirado. Em seguida, foi realizada uma pré-contragcéo
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com fenilefrina (107M) em solucéo livre de potassio, até que fosse atingido um
platd. Depois disso, o KCI (1, 2, 4 e 6 mM) foi acrescentado ao meio de
perfusdo em intervalos de cinco minutos, para obtengdo da curva de
relaxamento ao potassio. Feito isso, as preparagbes foram perfundidas
continuamente por uma hora com acetato de chumbo (100 uM) ou em
condigdes controle (sem acetato de chumbo) e a curva de relaxamento foi
novamente realizada. A partir desse protocolo, foi possivel analisar se os
efeitos produzidos por 100 uM de acetato de chumbo sobre a resposta
pressora a fenilefrina poderiam ser atribuidos, em parte, & inibicdo da Na* K" -
ATPase. Com o intuito de averiguar a interferéncia do tempo sobre a
estabilidade das preparagdes, o mesmo protocolo foi realizado, em um outro
grupo de animais (CT), antes e apos uma hora de infusdo continua em solugéo
sem potassio.

3.3 Expressao dos dados e analise estatistica

Os resultados estdo expressos com meédia = erro padrao da média
(EPM).

As respostas vasoconstritoras induzidas pela FE sobre o leito vascular
caudal sao expressos como mudangas na pressao de perfusdo, subtraindo o
pico de resposta pressora a FE pela pressao de perfusdo basal (APPM).

Os resultados das respostas de relaxamento induzidas pela Ach e NPS,
no leito vascular caudal, sdo expressos como porcentagem de relaxamento da
maxima pré-contragao induzida pela infusdo continua de fenilefrina (10'7-M). A
resposta de relaxamento ao potassio foi expressa como a porcentagem de
contracao residual a FE.

Para cada curva-concentragdo-resposta a FE foram calculados os

valores da resposta maxima (Rmax) e da sensibilidade (pD) (- log ECsp). Para
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isso, foi realizada uma andlise de regressdo nao-linear, obtida através das
curvas dose-resposta utilizando o programa GraphPad Prism Software (San
Diego, CA, EUA).

Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos farmacos
sobre a resposta contratii a FE em artérias caudais dos diferentes grupos
estudados, alguns resultados estdo expressos como diferenga da area sob a
curva (AUC) de dose-resposta a FE nas situagdes controle (sem farmacos) e
experimental (com inibidores). A AUC foi calculada para cada curva dose-
resposta e a diferenga esta expressa como percentagem da diferenca da AUC
(%dAUC) da curva controle correspondente, sendo utilizado o GraphPad Prism
Software (San Diego, CA, EUA).

A analise estatistica dos dados foi realizada por teste t de Student,
pareado e/ ndo pareado e analise de variancia (ANOVA), uma e/ou duas vias,
medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Turkey. Valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

3.3 Farmacos e reagentes utilizados

- Acetato de Chumbo Il (Sigma)

- Acetilcolina cloridrato (Sigma)

- Acido Etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Sigma)
- Cloreto de Calcio Dihidratado (Merck)

- Cloreto de Magnésio Hexahidratado (Merck)

- Cloreto de Potassio (Merck)

- Cloreto de Sédio (Merck)

- Enalapril (Sigma)

- KH204 ( Sigma)

- Glicose (Merck)
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- Heparina Sédica (Roche)

- HEPES (Sigma)

- 4-Hidroxi-Tempo (Sigma)

- Indometacina ( Sigma)

- L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma)

- Losartan (Sigma)

- N™\nitro-Larginina metil éster (L-NAME), cloridrato (Sigma)

- Nitroprussiato de Sédio, Dihidratado (Sigma)

- Pentobarbital Sédico (Fontover)

Todos os farmacos, exceto a indometacina, foram dissolvidos em agua deionizada
e mantidos no congelador a -20°C. A indometacina foi diluida em solugao tampao

Tris 0,1 M.
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IV. RESULTADOS

4.1 Efeito da administracao aguda de 100 uM de acetato de chumbo sobre

a resposta pressora a fenilefrina no leito arterial caudal

A fim de observar a interferéncia do tempo sobre a estabilidade das
preparagdes, doses crescentes de FE foram administradas em um grupo de
animais, antes e apés uma hora de infusdo continua com solugdo de Tyrode
modificada. Esse protocolo mostrou que o tempo nao interferiu na resposta
maxima (Rmax) (antes: 522,5 + 19,6 e apos 505,7 + 13,2) e nem na
sensibilidade (1,6 + 0,04 e apos 1,7 £ 0.03) a FE.

Por outro lado, o acetato de chumbo (100 uM) apds perfusdo por uma
hora, foi capaz de potencializar a Rmax e a pD; a FE (Figura 2; tabela 1).

A integridade do endotélio foi testada antes e apds infusdo por uma hora
com 100 uM acetato de chumbo, sendo observado lesdao endotelial e
preservagao da integridade do musculo liso vascular (Figura 3).

6001 = E* Pb2* (n=10)
= |2 CT(n=10)
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Figura 2: Mudangas na pressdo de perfusdo média (PPM, mmHg) em resposta a doses
crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar antes (E" o) e apds (E"Pb2+ m) infusdo
de 100 pM de acetato de chumbo (Pb2+), na presenca do endotélio funcional (E*). Pontos
representam a média + EPM. Teste t, *p < 0.05 E*'Pb** vs CT (com endotélio funcional e na

auséncia de acetato de chumbo), para Rmax e pD..
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Tabela 1: Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade
(pD2) das curvas dose-resposta a FE no leito arterial caudal de ratos Wistar
antes e apds a infusdo com acetato de chumbo, na presenga do endotélio

funcional (E").

Rméx (mmHg) pD, (Log mM)
cT 364.4 + 36 1.98 + 0.07
E* Pb? 480.0 + 27 238 +0.14"

Valores expressos em média + EPM. Teste t, *p < 0.05 vs CT (E") (com endotélio

funcional e na auséncia de acetato de chumbo), para Rmax e pD..

Antes Pb*2 Apds Pb*?

'80 _L

% Relaxamento
o

-100

Figura 3: Mudancas no relaxamento a acetilcolina (Ach) e ao nitroprussiato de sédio
(NPS) no leito arterial caudal de ratos Wistar antes e apés infusdo de 100 uM de acetato
de chumbo (Pb%").

As barras representam a porcentagem de relaxamento + EPM. Teste ¢, *p < 0.05 vs

antes Pb?".
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4.2 Modulagao do endotélio no efeito acetato de chumbo 100 uM sobre a

resposta pressora a fenilefrina

ApoOs a lesédo endotelial provocada pelo CHAPS houve um significante
aumento da pressao de perfusdo meédia basal de 79,5 + 2.4 para 118.10 + 2.2
(p<0.05; Teste f). No entanto, ndo houve alteragdo na Rmax e nem na pD,,
apos perfusao por uma hora com 100 uM acetato de chumbo (Figura 4; tabela
2).

600q= E-Pb%* (n=10)
= o E (n=10)
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x
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Figura 4: Mudangas na pressao de perfusdo média (PPM, mmHg) em resposta a doses
crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar antes (E” o) e apds (E* Pb** m)

infusdo de 100 uM de acetato de chumbo na auséncia do endotélio.
Pontos representam a média + EPM.
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Tabela 2: Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade
(pD2) das curvas dose-resposta a FE no leito arterial caudal de ratos Wistar
antes e apos a infusdo com acetato de chumbo e com endotélio lesado.

Rméx (mmHg) pD, (Log mM)
E 505.50 £ 32.01 2.05+0.07
E Pb** 453.00 + 13.52 1.95 + 0.09

Valores expressos em média + EPM. E” (sem endotélio funcional), E" Pb*" (sem endotélio
funcional e na presenca de acetato de chumbo).

Contudo, pode-se observar na figura 5A que a retirada do endotélio e na
auséncia de acetato de chumbo, foi capaz de aumentar a Rmax. Por outro
lado, ao compararmos o grupo sem endotélio e na presenca de acetato de
chumbo com o grupo com o endotélio funcional e na presenca de acetato de
chumbo, observamos aumento na pD, (figura 5B). Entretanto, na figura 5C
observa-se que em relagdo a situagao controle, o grupo com endotélio integro
ap6s uma hora de perfusdo com 100 uM de acetato de chumbo, apresentou
aumento na Rmax e na pD,, Essas respostas estdo melhores representadas

na figura 5D, pela diferenca percentual da area sob a curva (%dAUC).
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Figura 5 Mudancgas na pressao de perfusdo média (PPM, mmHg) em resposta a doses crescentes de FE no
leito arterial caudal de ratos Wistar. A: na presenca (E* m) e na auséncia (E o) de endotélio funcional. B: apds
uma hora de infusdo com 100 pM de acetato de chumbo com (E*) e sem (E’) o endotélio funcional (E* Pb*'m
vs E'Pb®*p). C: antes (E* o) e apos (E* Pb®* m) uma hora de infusdo com 100uM de acetato de chumbo (Pb?*)
com o endotélio funcional. D: Diferenga percentual da area sob a curva da concentragdo-resposta a FE em
artérias caudais dos trés grupos experimentais. Pontos representam a média + EPM. Teste ¢, *p < 0.05,
Rmax: E vs E*; pD, E* Pb®* vs EPb**; Rmax e pD,: E'Pb* vs. E*. Figura 4D: ANOVA (1 via), *p < 0.05vs E*
Pb”": +p < 0.05 vs E.
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4.3 Estudo dos possiveis fatores endoteliais envolvidos no efeito de 100

uM acetato de chumbo sobre a resposta pressora a fenilefrina

Os resultados até aqui apresentados demonstraram que 100 uM de
acetato de chumbo foi capaz de aumentar a Rmax e a pD; a FE e que esta
resposta é dependente do endotélio funcional. Entdo, com intuito de avaliar a
participacdo dos fatores endoteliais que poderiam estar participando nessa
resposta, foram realizados os protocolos abaixo descritos e com seus

respectivos resultados.

4.3.1 Efeito de 100 uM acetato de chumbo na via do Oxido Nitrico

A fim de avaliar o papel do 6xido nitrico (NO) na modulagao do efeito do
acetato de chumbo (100 uM) sobre a resposta pressora a FE, foi utilizado um
inibidor “ndo seletivo” da sintese do NO, L-NAME (107 M).

Na figura 6A, observa-se que o acetato de chumbo (100 uM) apds
perfusdo por uma hora, foi capaz de potencializar a Rmax e a pD, a FE. O
mesmo foi observado ao bloquear a via do NO (figura 6B). Contudo, como se
pode observar na figura 6C e na tabela 3, a presencga do acetato de chumbo foi
capaz de aumentar ainda mais essas respostas. Essas diferengas estao
melhores apresentadas na figura 6D, pela diferenca percentual da area sob a
curva (%dAUC).
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Figura 6: Mudancas na pressao de perfusdao média (PPM, mmHg) em resposta a doses crescentes de FE no
leito arterial caudal de ratos Wistar. A: antes (E+ o) e apds (E+Pb2+ m) uma hora de infusdo de 100 uM de
acetato de chumbo (Pb2+). B: antes (CT o) e apds (L-NAME e) uma hora de infusdo com L-NAME. C: efeito do
acetato de chumbo antes (CT o) e apdés (L-NAME + Pb** m) uma hora de infusdo com L-NAME + Pb?*. D:
diferenga percentual da area sob a curva da concentragao-resposta a FE em artérias caudais dos trés grupos
experimentais. Pontos representam a média £ EPM. Teste ¢, *p < 0.05, Rmax e pD.: E*Pb®* vs E*; L-NAME vs
CT L-NAME+ Pb?vs CT. Figura 5D: ANOVA (1 via), *p < 0.05 vs L-NAME+ Pb®* ; +p < 0.05 vs E"Pb**
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Tabela 3: Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade
(pD2) das curvas dose-resposta a FE no leito arterial caudal de ratos Wistar
com e sem acetato de chumbo na presenca de L-NAME, com endotélio

funcional.
Rméx (mmHg) pD, (Log mM)
CT 410.5+ 19.22 2.18 + 0.05
L-NAME 566.6 + 31.35" 2.82+0.16"
CT 490.38 + 35.77 1.89+0.10
L-NAME + Pb* . .
816.69 + 35.77 2.81+0.13

Valores expressos em média + EPM. Teste t, *p < 0.05; Rmax e pD,: L-NAME vs CT (antes

da perfusdo com L-NAME); L-NAME + Pb** (ap6s perfusdo com L-NAME + sz") vs CT (antes
da perfusdo com L-NAME + Pb*"y
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4.3.2 Efeito de 100 uM acetato de chumbo sobre os prostandides

derivados da Cicloxigenase.

Para analisar a via dos prostandides derivados da cicloxigenase (COX),
foi realizada a infusdo continua de Indometacina (10®° M), um inibidor da
enzima cicloxigenase, na auséncia e na presenga de acetato de chumbo.

Na figura 7A, observa-se que o acetato de chumbo (100 pyM) apds
perfusdo por uma hora, foi capaz de potencializar a resposta maxima (Rmax) e
a sensibilidade (pD;) a FE. Por outro lado, como demonstrado na figura 7B, a
infusdo com Indometacina foi capaz de aumentar a Rmax. No entanto, a
presenca da Indometacina reduziu o efeito do acetato de chumbo sobre a
resposta pressora a FE (Figura 7C, Tabela 4). Essas diferengas estao
melhores apresentadas na figura 7D, pela diferenca percentual da area sob a
curva (%dAUC).
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Figura 7: Mudangas na pressédo de perfusdo média (PPM, mmHg) em resposta a doses
crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar. A: antes (E+ o) e apos (E+Pb2+ m) uma
hora de infusdo com 100 uM de acetato de chumbo (Pb2+). B: antes (CT, o) e apods (INDO, e)
uma hora de infusdo com Indometacina. C: efeito do acetato de chumbo antes (CT o) e apds
(INDO + Pb** m) uma hora de infusdo com Indometacina + Pb*". D: diferenca percentual da area
sob a curva da concentragao-resposta a FE em artérias caudais dos trés grupos experimentais.
Pontos representam a média + EPM. Teste t, *p < 0.05, Rmax e pD,: E'Pb** vs E*; Rmax:
Indometacina. vs CT. Figura 6D: ANOVA (1 via), *p < 0.05 vs E'Pb**
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Tabela 4: Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade
(pD2) das curvas dose-resposta a FE no leito arterial caudal de ratos Wistar

com e sem acetato de chumbo na presenca de Indometacina, com endotélio

funcional.
Rmax (mmHg) pD, (Log mM)
CT 427.11 £ 35.1 2.03+014
Indometacina 52822+ 37.5 2.02 +0.11
CT 437.72 £ 36.9 2.09+0.10
Indometacina + Pb** 491.09 £ 35.4 2.37+£0.12

Valores expressos em média + EPM. Teste ¢, *p < 0.05; Rmax e pD,: Indometacina

(ap6s perfusao com indometacina). vs CT (antes da perfusdo com indometacina).
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4.4 Participagao da Angiotensina Il local no efeito de 100 um acetato de
chumbo sobre a resposta pressora a fenilefrina no leito arterial

caudal

Com intuito de avaliar uma possivel participagdo da via da Angiotensina
Il no efeito promovido pelo acetato de chumbo sobre a resposta pressora a FE
no leito arterial caudal de ratos Wistar, foi realizada a administragdo do
Enalapril (1 uM), um inibidor da enzima conversora de angiotensinogénio, bem
como a administragdo do Losartan (10 umol/l), um inibidor especifico de

receptores para Angiotensina Il, AT;.

4.4.1 Avaliagao do possivel efeito de 100 um de acetato de chumbo sobre a

enzima conversora de angiotensinogénio

Na figura 8A, observa-se que o acetato de chumbo (100 uym) apds
perfusdo por uma hora, foi capaz de potencializar a resposta maxima (Rmax) e
a sensibilidade (pD;) a FE. Entretanto, os resultados representados na figura
8B demonstram que em condi¢des controle o Enalapril ndo alterou a resposta
pressora a FE. Porém, na presenca do Enalapril, 0 aumento na pD, e na Rmax
provocado pelo acetato de chumbo foi reduzido (Figura 8C, Tabela 5). Essas
diferencas estdo melhores apresentadas na figura 8D, pela diferenga
percentual da area sob a curva (%dAUC).
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Figura 8: Mudancgas na pressao de perfusdo média (PPM, mmHg) em resposta a doses crescentes
de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar A: antes (E+ o) e apds (E"Pb2+ m) infusdo de 100 uM de
acetato de chumbo (Pb2+). B: antes (CT, o) e apds (Enalapril, ) infusdo de Enalapril. C: efeito do
acetato de chumbo antes (CT o) e apds (Enalapril + Pb** m) infusdo de Enalapril + Pb*. D: diferenca
percentual da area sob a curva da concentragao-resposta a FE em artérias caudais dos trés grupos

experimentais.Pontos representam a média + EPM. Teste t, *p <0.05; Rmax e pD.: EJ'Pb2+ vs E+;

pD»: enalapril + Pb2+ vs CT. Fiqura 7D: ANOVA (1 via), *p < 0.05 vs E*Pb*"; +p < 0.05 vs Enalapril.
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Tabela 5: Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade
(pD2) das curvas dose-resposta a FE no leito arterial caudal de ratos Wistar

com e sem acetato de chumbo na presenca de Enalapril, com endotélio

funcional.
Rméx (mmHg) pD, (Log mM)
CT 447.0+34.9 1.66 = 0.07
Enalapril 521.6 + 6.6 1.98 £ 0.07
CT 433.0 £44.7 2.78 £ 0.06
Enalapril + Pb** 580.4 + 27.3 357+021"

Valores expressos em média £ EPM. Teste ¢, *p < 0.05; pD,: Enalapril + Pb** (apds

perfusdo com Enalapril + Pb2+) vs CT (antes da perfusdo com enalapril + Pb2+).
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4.4.2 Avaliagdao do possivel efeito do acetato de chumbo sobre o

receptor da Angiotensina Il: AT,

Como foi demonstrado no resultado acima, possivelmente o acetato de
chumbo age via enzima conversora de angiotensinogénio. Entdo, a fim de
investigar se acdo do acetato de chumbo na via da angiotensina poderia ser
também sobre o receptor AT, utilizou-se o inibidor deste receptor, o losartan.

Os resultados apresentados na figura 9A mostram que o acetato de
chumbo (100 uM) apos perfusdo por uma hora, foi capaz de potencializar a
resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD2) a FE. Na figura 9B observa-
se, que em condi¢des controle o Losartan ndo modificou a resposta pressora a
FE. Contudo, na presenca do Losartan, observou-se que o aumento da Rmax
e pD, provocado pelo acetato de chumbo néo foi totalmente reduzido (Figura
9C, Tabela 6). Essas diferengas estdo melhores apresentadas na figura 9D,

pela diferenca percentual da area sob a curva (%dAUC).
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Figura 9: Mudancgas na pressao de perfusdo média (PPM, mmHg) em resposta a doses crescentes
de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar. A: antes (E+ o) e apds (E"Pb2+ m) infusdo de 100 uM de
acetato de chumbo (Pb2+). B: antes (CT, o) e apos (Losartan, e) infusdo de Losartan. C: efeito do
acetato de chumbo antes (CT o) e apds (Losartan + Pb** m) infusdo de Losartan + Pb*. D: diferenca
percentual da area sob a curva da concentragao-resposta a FE em artérias caudais dos trés grupos
experimentais. Pontos representam a média + EPM. Teste t, *p < 0.05, Rmax e pD,: E'Pb* vs E* ;

losartan vs CT . Figura 8D: ANOVA (1 via), * p < 0.05 vs E‘Pb?".
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Tabela 6: Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade
(pD2) das curvas dose-resposta a FE no leito arterial caudal de ratos Wistar

com e sem acetato de chumbo na presenca de Losartan, com endotélio

funcional.
Rméax (mmHg) pD, (Log mM)
CcT 457.1 £ 32.1 1.63 £ 0.36
Losartan 407.8 £ 44.9 2.40 £0.20
CcT 523.7 £42.0 1.75+0.05
Losartan + Pb2+ 638.0 +30.1" 2.74+0.06"

Valores expressos em média + EPM. Teste f, *p < 0.05; Rmax e pD,: Losartan vs CT (antes

da perfusdo com losartan); Losartan + Pb?* (ap6s perfusdo com Losartan + Pb2+) vs CT (antes
da perfusdo com Losartan + Pb2+)
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4.5 Efeito de agentes antioxidantes sobre o efeito de 100 uM de acetato

de chumbo na resposta pressora a fenilefrina no leito arterial caudal

A fim de investigar a participacdo de anion superoxido (O,° ), sobre o

efeito do acetato de chumbo na resposta pressora a FE foi administrado
Tempol, um antioxidante exdégeno com agao mimética a enzima Superoxido
Dismutase (SOD).

Os resultados apresentados na figura 9A mostram que o acetato de
chumbo (100 uM), apés perfusdo por uma hora, foi capaz de potencializar a
resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade (pD;) a FE. Porém, em condigdes
controle o Tempol ndo alterou a resposta pressora a FE (Figura 9B). No
entanto, na presenca do Tempol observou-se que o aumento da Rmax e pD;
provocado pelo acetato de chumbo n&o foi abolido (Figura 9C, Tabela 7). Estas
respostas estdo melhores apresentadas na figura 9D, pela diferenca
percentual da area sob a curva (%dAUC).
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Figura 10: Mudangas na pressado de perfusdao média (PPM, mmHg) em resposta a doses
crescentes de FE no leito arterial caudal de ratos Wistar. A: antes (E+ o) e apos (E'Pb** m)
infusdo de 100 yM de acetato de chumbo (Pb2+). B: antes (CT, o) e apds (Tempol, e)
infusdo de Tempol. C: efeito do acetato de chumbo antes (CT o) e apés (Tempol + Pb** m)
infusdo de Tempol + Pb*. D: diferenca percentual da area sob a curva da concentragéo-
resposta a FE em artérias caudais dos trés grupos experimentais. Pontos representam a

média + EPM. Teste t, * p <0.05, Rméax e pD2: CT vs Tempol + Pb**; Figura 10 D: ANOVA
(1via) *p < 0.05, vs Tempol + Pb>*; +p < 0.05, vs E'Pb*" .
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Tabela 7: Parametros referentes a resposta maxima (Rmax) e a sensibilidade
(pD2) das curvas dose-resposta a FE no leito arterial caudal de ratos Wistar

com e sem acetato de chumbo na presenca de Tempol, com endotélio

funcional.
Rméax (mmHg) pD, (Log mM)
CcT 484.5 + 31.23 1.48 £ 0.03
Tempol 449.1 £ 16.02 2.01+0.04*
CcT 4432 +15.2 1.58 + 0.07
Tempol + Pb?* 690.1+35.4" 242 +0.06"

Valores expressos em média + EPM. Teste t, *p < 0.05; Rmax e pD,: CT (antes da
perfusdo com tempol) vs Tempol; CT (antes da perfusao com tempol + Pb2+) vs Tempol

+ Pb®* (apds perfusdo com tempol + Pb*").
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4.6 Estudo da atividade fincional da Na'K'-ATPase antes e apés da

infusao de 100 uM de acetato de chumbo.

A fim de investigar se 100 uM de acetato de chumbo seria capaz de
interferir na atividade funcional da Na'K'-ATPase foi utizada a técnica de
relaxamento induzido pelo potassio, descrita por Webb & Bohr e modificada por
Rossoni et al. (1999).

Como pode ser observado na figura 11, apés uma hora de infusdo com 100
uM de acetato de chumbo, houve reducgao significante do relaxamento induzido ao
potassio.

" Pb?*(n=6)

a CT (n=6)
o 100
w0 * .
& 751 *
=
c _
o 50
o
o\° 25+

0_

. . ; . .
o 1 2 4 5 6
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Figura 11: Curvas de relaxamento induzida pelo cloreto de potassio no leito arterial caudal de
ratos Wistar, na auséncia (CT o) e na presenca de 100 yM de acetato de chumbo (m apos

Pb2+). Os resultados séo expressos como porcentagem de contragdo residual mantida apés a

pré-contragdo com FE (10‘7 M) e adicdo de potassio. ANOVA duas vias: *p < 0.05 vs CT.
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V. DISCUSSAO

O principal achado deste estudo, mostrou que a perfuséo isolada com 100
MM de acetato de chumbo, no leito arterial caudal de ratos Wistar produziu
aumento na reatividade vascular a FE, sendo confirmado pela potencializagdo da
resposta maxima (Rmax) e da sensibilidade (pD;). Essa resposta foi claramente
modulada pelo endotélio, ja que na auséncia do mesmo, o efeito promovido pelo
acetato de chumbo foi abolido. Ademais, foram encontrados outros resultados
interessantes que indicam a acao desse sal sobre a via dos prostandides
derivados da ciclooxigenase, sobre a via de produgao e/ou liberagdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA), bem como o seu efeito sobre a atividade da
bomba Na'K’-ATPase. Com intuito de esclarecer os possiveis mecanismos
envolvidos na resposta promovida pelo acetato de chumbo, serdo discutidos
minuciosamente os resultados encontrados em cada protocolo realizado neste

trabalho.

5.1 Efeito do acetato de chumbo (100 uM) sobre a resposta pressora a FE no

leito arterial caudal

Um dos mecanismos propostos para explicar os efeitos do chumbo e de
seus derivados sobre a génese da hipertensao arterial se justifica no fato de que
esse metal promove alteragao nas células endoteliais (Khalil-Manesh et al., 1993;
Gonick et al., 1997) e nas células do musculo liso vascular (Webb et al.,1981;
Chai & Webb, 1988; Kopp et al., 1988; Watts et al., 1995).
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Nesse sentido, a administragdo crénica desse metal induz a producgéo e
liberagdo de endotelina, um potente vasoconstritor (Khalil-Manesh et al., 1993) e
inibe a liberagédo e/ou agao do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (Oishi
et al., 1996), e também do oxido nitrico (Mittal et al., 1995; Vaziri et al., 1997). A
combinacgao desses efeitos promovidos pelo chumbo aumenta o ténus vascular e
consequentemente a pressédo sanguinea. Por outro lado, esse cation pode atuar
diretamente sobre o musculo liso vascular contraindo-o (Tomera & Harakal, 1986;
Watts ef al., 1995) e ainda pode potencializar a resposta pressora a norepinefrina
em artérias isoladas (Skoczynska et al., 1986; Kopp et al., 1988).

No presente estudo, observou-se aumento na resposta pressora a FE no
leito vascular caudal com endotélio integro, apos perfusado por uma hora com 100
MM de acetato de chumbo, a qual foi confirmada pela potencializagdo da resposta
maxima (Rmax) e da sensibilidade (pD;). Essa resposta foi mediada pelo
endotélio, uma vez que apos a lesdo endotelial o efeito promovido pelo acetato
de chumbo foi abolido.

Diante desse resultado inicial, pode-se hipotetizar a ocorréncia de prejuizo
na liberagcdo de substancias vasodilatadoras e/ou aumento na producao de
vasoconstritores derivados do endotélio. Corroborando com esse achado, Webb
et al., (1981) observaram aumento na geragao de forga contratil na presenca de
agonistas (norepinefrina e metoxamina) no leito vascular caudal de ratos tratados
com 100 ppm de acetato de chumbo em relagdo ao grupo controle. Outros
estudos também propdem que esse metal pode atuar agudamente e promover
alteragao na reatividade vascular (Piccinini et al., 1977; Prentice & Kopp, 1985;
Tomera & Harakal, 1986). Prentice & Kopp, por exemplo, demonstraram que os
coracoes de ratos perfundidos com 30 uM de chumbo apresentaram reducgao do
fluxo coronariano em relagdo ao grupo nao tratado. Segundo esses autores, essa
resposta pode ser explicada pela agao direta do chumbo sobre a contracdo das
artérias coronarianas e também por esse metal interferir diretamente com os
estimulos metabdlicos que normalmente promovem vasodilatagdo. Por outro

lado, Shelkovnikov et al., (2001), ao estudar os efeitos do acetato de chumbo
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(concentracdes 108 até 10™° mol/l) sobre os anéis de artéria toracica de ratos com
e sem o endotélio, ndo registraram nenhuma mudanga na contragdo evocada
pela norepinefrina. Contudo, ao utilizarem 10“mol/l de acetato de chumbo (dose
semelhante a utilizada no nosso estudo) eles documentaram aumento na
contragdo submaxima dos vasos sanglineos, na presenga de baixas
concentracdes de calcio. Por fim, é notério que o chumbo é capaz de aumentar a
resposta vascular as substancias endogenas como a norepinefrina devido a
hiperatividade dos receptores aq-pos-sinapticos (Webb et al., 1981) e ainda
promove maior atividade simpatica, modifica a sensibilidade barorreflexa e induz
alteragbes no sistema de transducdo de sinais presente na membrana celular
(Carmignani et al., 2000). Ademais, semelhante aos nossos achados, Heydary et
al., (2006) documentaram que o chumbo foi capaz de aumentar Rmax e pD; na
presenca de FE em anéis da 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. Esses dados suportam a hipétese de que
chumbo induz hipertenséo, por elevar a reatividade vascular aos receptores a.
adrenérgicos.

Ademais, outra explicacdo possivel para a resposta vasoconstritora
promovida pelo acetato de chumbo, seria a capacidade desse sal em prejudicar o
endotélio vascular. Para testar essa hipotese, foi investigada a integridade
endotelial e do musculo liso vascular, antes e apdés o tratamento agudo com
acetato de chumbo. Sendo assim, ao término de cada experimento observou-se
um prejuizo significante na resposta vasodilatadora a acetilcolina. No entanto, o
relaxamento do musculo liso vascular ao nitroprussiato de sédio nao foi
prejudicado. Esse resultando mostra claramente uma disfungdo endotelial, fato
que possivelmente esclarece os efeitos do acetato de chumbo sobre o leito
vascular caudal, ja que este evento, pode inibir a liberagdo de fatores
vasodilatadores derivados do endotélio ou estimular a liberacdo de fatores
vasoconstritores endoteliais. Corroborando com esses resultados, Cunha et al.,
(2000) encontraram a mesma resposta ao avaliar a integridade do endotélio e do
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musculo liso vascular apés perfusao do leito vascular caudal de ratos, com 5 yM
de cloreto de mercurio. Essa comparagao se faz pertinente, uma vez que os
efeitos toxicos desse metal sobre o musculo liso vascular se assemelham aos
efeitos do chumbo. Em adi¢do, os nossos achados concordam em parte, com os
resultados encontrados por Marques et al., (2001) os quais observaram prejuizo
na resposta vasodilatadora a acetilcolina e ao nitroprussiato de sédio, nos anéis
de aorta toracica de ratos tratados com chumbo por um periodo de 30 dias. Por
fim, os nossos resultados demonstram que os efeitos agudos do acetato de
chumbo tiveram efeito apenas pela via endotelial, diferindo de alguns estudos, os
quais demonstraram o envolvimento tanto do endotélio como do musculo liso
vascular na acao desse metal.

Por conseguinte, os reais mecanismos pelos quais o chumbo altera a
reatividade vascular sdo pouco conhecidos, principalmente no que se refere aos
seus efeitos agudos, bem como a modulagdo endotelial sobre os seus efeitos.
Neste sentido, este estudo se propds a estudar algumas vias que possivelmente

poderia esclarecer o efeito desse cation sobre o leito vascular caudal de ratos.

5.2 Fatores endoteliais envolvidos no efeito do acetato de chumbo (100 uM)

sobre a resposta pressora a FE no leito arterial caudal

5.2.1 Via do oxido nitrico

A fim de avaliar os possiveis fatores endoteliais envolvidos na modulagao
do efeito do acetato de chumbo (100 uM) sobre a resposta pressora a FE, foi
utilizado um inibidor “n&o seletivo” da sintese de oxido nitrico (NO), o L-NAME
(10 M).



108

Nesse protocolo, notou-se uma elevagao significativamente maior, tanto
na Rmax quanto na pD, promovida pelo acetato de chumbo na presenca do L-
NAME. Esses resultados sugerem que o efeito desse sal sobre a resposta
pressora a FE ndo deve ser atribuido totalmente a sua agao sobre a via do NO,
uma vez que a utilizacdo do L-NAME nao foi capaz de abolir a sua reposta.
Contudo, ndo se deve descartar a possibilidade desse metal em diminuir a
biodisponibilidade do NO. A exemplo disso, Vaziri et al., (1999) registraram
aumento significante na pressao sanguinea arterial de ratos, oito semanas apos
exposi¢cao ao chumbo. Esse evento foi acompanhado por uma forte redugao na
excrecdo urinaria dos metabdlicos do NO, que segundo os autores, isso se deve
a diminuig&do na produg¢ao de NO ou ao aumento no sequestro do mesmo.
Alguns estudos sugerem que o chumbo é capaz de reduzir a quantidade
de NO no sangue, contribuindo para o aumento da resisténcia arterial e
inotropismo cardiaco (Carmignani, et al., 2000). Corroborando com esses
achados, Vaziri et al (1999), reportaram que o acetato de chumbo nas
concentragdes de 10, 30 e 100 (ug/dL) foi capaz de reduzir a atividade da NOS.
Soma-se a isso, os dados encontrados por Marques et al., (2001) que reportaram
déficit na capacidade vasodilatadora do NO exdgeno nos ratos tratados com
chumbo. Esses autores justificaram os seus resultados, a existéncia de uma
dowregulation nas subunidades a4 € B¢ da GCs (principal receptor do NO,
localizado no musculo liso vascular). Por outro lado, sabe-se que a bradicinina
prové o substrato arginina para a sintese de NO endotelial (Volpe, et al., 1996).
Entretanto, baixas doses de exposicdo ao chumbo aumentaram a atividade da
cininase Il e da ECA em ratos, promovendo degradag&o da bradicinina, e com
isso reducdo na quantidade desse peptideo e consequentemente diminuicdo na
producao de NO e na vasodilatagdo (Carmignani, et al., 1999).
Sabe-se que os fatores vasoativos derivados do endotélio estao envolvidos
nos efeitos vasculares do chumbo, embora os resultados obtidos por varios
pesquisadores ainda sejam ambiguos. Khalil-Manesh et al., (1994), por exemplo,

documentaram o aumento nos niveis plasmaticos de endotelina, ja Skocznska et
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al., (2003) reportaram diminuigdo desse peptideo. Os registros de Vaziri et al.,
também s&o conflitantes, de modo que em um de seus estudos eles reportaram
diminuicdo (1997), em outro estudo eles observaram aumento (2001) na
concentracgao urinaria de NO bem como uma superexpressao da eNOS.

Seguindo o propdsito de elucidar os mecanismos de agdo do acetato de
chumbo, o proximo passo do presente estudo foi avaliar a via dos prostandides
derivados da ciclooxigenase.

5.2.1 Via dos prostandides

Para analisar a via dos prostandides derivados da ciclooxigenase (COX),
foi realizada a infusdo continua de Indometacina (10 M), um inibidor da enzima
cicloxigenase, na auséncia e na presenca de acetato de chumbo (100 uM).

Nesse protocolo observou-se que o efeito vasoconstritor do acetato de
chumbo (100 uM) sobre o leito arterial caudal foi abolido pela Indometacina. Esses
resultados indicam que esse sal pode estimular a liberacdo de prostandides
vasoconstritores derivados da COX. Corroborando com esses achados, Courtois
et al., (2003) registraram aumento na expressao da isoforma da COX-2 em anéis
de aorta perfundidos com chumbo, essa resposta foi associada a uma
dowregulation da subunidade 4 da GCs. Segundo esses autores, a explicagéo
para esse fato, se da pela participagdo das espécies reativas de oxigénio sobre o
efeito chumbo. Cunha et al., (2000), também documentaram aumento de
vasoconstritores derivados da COX no leito vascular caudal, apés administragao
aguda de cloreto de mercurio. Em contrapartida, no estudo realizado por Peganha
(2004) nao foi observado a participagdo dessa via na resposta aguda induzida
pelo mercurio.

Por outro lado, além da via dos prostandides, outras vias responsaveis

pelo aumento da resposta vasoconstritora, poderiam esta envolvidas no efeito
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pressor do acetato de chumbo sobre a artéria caudal. Nesse sentido, a proxima

substancia a ser investigada foi a angiotensina |l.

5.2.3 Via da angiotensina Il local

Para investigar essa via foi realizada a administragao do Enalapril (1 uM),
um inibidor da enzima conversora de angiotensinogénio (ECA), bem como a
administragcdo do Losartan (10umol/l), um inibidor especifico de receptores para
Angiotensina Il, o ATj.

No presente estudo observamos que na presenca do Enalapril, 0 aumento
na pD, e na Rmax provocado pelo acetato de chumbo foi abolido. Esse achado
sugere que o acetato de chumbo pode estimular a via de produgéo e/ou liberagéo
da ECA no leito arterial caudal de ratos Wistar. De acordo com esse resultado,
Sharifi et al., (2004) reportaram aumento na atividade sérica da ECA na fase
inicial de exposi¢cao ao chumbo. Porém, na fase cronica de exposi¢cao a esse
metal, houve supressado da atividade sérica e tecidual dessa enzima. Desta
forma, esses achados provéem fortes evidéncias acerca do envolvimento da ECA
durante as fases iniciais da hipertensao induzida pelo chumbo.

Contudo, ao administrarmos o Losartan, observamos que o aumento da
Rmax e da pD, provocado pelo acetato de chumbo n&o foi totalmente abolido.
Sendo assim, sugere-se que a acao desse sal sobre o leito vascular caudal ndo &
somente via receptor AT, existindo um outro componente constritor envolvido
nessa resposta. Em adigdo, o presente trabalho mostra que 100 uM de acetato
de chumbo é capaz de estimular a liberagdo de constritores derivados da
ciclooxigenase, fato que pode em parte, pode explicar essa resposta.

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a hipertensao
induzida pelo chumbo incluindo o aumento da resisténcia periférica total
(lannaccone et al., 1981). Soma-se a isso, alguns trabalhos nos quais propdem

que a vasoconstricdo resultante da exposicdo ao chumbo pode ser associada a
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superexpressao dos mecanismos vasoativos, tais como o sistema renina-
angiotensina (Boscolo & Carmignani, 1988; Tsao et al., 2000).

Sabe-se que o sistema renina-angiotensina realiza papel fundamental na
regulacdo da pressao sanglinea e no fluido homeostatico (Sealy & Laragh,
1995). Nesse contexto, diversos estudos reportaram que nos animais com
hipertensdo induzida pelo chumbo, esse sistema encontra-se alterado.
Entretanto, os dados concernentes aos efeitos desse metal sobre essa via sdo
conflitantes. A exemplo disso, varias pesquisas demonstraram que a exposi¢cao
crbnica ao chumbo aumenta a atividade plasmatica da renina, por estimular a
sintese ou a liberagdo da mesma pelo aparato justaglomerular (Boscolo &
Carmignani, 1988; Carmignani et al., 1999), bem como, estimula a produgao de
angiotensina | (Campbell et al, 1985). Adicionalmente, outros estudos
documentaram marcante alteragdo na atividade sérica da ECA (Keiser et al.,
1983; Campbell et al., 1985). Todavia, outros pesquisadores encontraram
reducdo na atividade da renina plasmatica (Victery et al., 1982; Skoczynska,
1995) bem como, diminuigdo nos niveis de angiotensina Il nos animais tratados
com chumbo e que apresentavam hipertenséo persistente (Victery et al., 1982).

E notério que a angiotensina Il promove vasoconstricdo por estimular a
liberacdo de aldosterona e producédo de EROs, além de atuar sobre outras agdes
fisiolégicas envolvidas no aumento da pressao sanguinea (Touyz & Schiffrin,
2001). Em adicdo, Griendling (2000), documentou que baixos niveis de
angiotensina Il foram capazes de aumentar as EROs derivadas da NAD(P)H.
Sendo assim, diante de uma maior oferta de angiotensina Il, espera-se maior
responsividade da enzima NAD(P)H a esse peptideo. Essa enzima atua
reduzindo o oxigénio em O," e oxida a tetrahidrobiopterina (BH4). Essa ultima,
uma vez oxidada, propicia o desacoplamento da NOS elevando a produgao de
02" (Luz, et al., 2003), os quais podem causar degradagdo do NO (White et al.,
2003) e
consequentemente potencializagdo das respostas vasoconstritoras (Cunha et al.,
2000).
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Com base em diversas pesquisas que correlacionaram os efeitos

hipertensivos do chumbo as EROs, nos propomos a investigar essa via.

5.2.4 Via dos radicais livres

A fim de investigar a participagdo do anion superéxido (O,") sobre o efeito
do acetato de chumbo na resposta pressora a FE foi administrado Tempol, um
antioxidante exdégeno com acdo mimética a enzima Superdéxido Dismutase
(SOD).

Neste estudo, observou-se que o aumento na Rmax e na pD, provocado
pelo acetato de chumbo ndo foi abolido na presenca do Tempol. A partir desse
achado, sugere-se que o acetato de chumbo (100 uM) n&o esta agindo sobre a
via de producédo e/ou liberagdo do O,", porém isso ndo descarta a possibilidade
desse sal esta atuando sobre outras fontes de radicais livres, tais como os
radicais hidroxila (OH") e o peroxido de hidrogénio (H202). Essa hipotese devera
ser investigada com melhor detalhamento, em nossos futuros estudos.

Em desacordo com resultados acima, Courtois et al., (2003)
documentaram maior produ¢do de EROs nos segmentos de aorta expostos ao
chumbo. Soma-se a isso, trabalhos prévios realizados por Vaziri et al., (1997) e
Ding et al., (2000) que registraram aumento na peroxidagao lipidica e maior
producao de OH™ em culturas de células endoteliais apds exposicao ao chumbo.
Em adigdo, Pecanha (2004), reportou que o efeito do mercurio em aumentar a
reatividade vascular caudal foi modulado pelas EROs, ja que nesse estudo a
presenca de antioxidantes (Tempol e deferoxamina) aboliu a resposta pressora
desse metal. Em adicdo a esses dados, trabalhos realizados em humanos
observaram envolvimento das EROs sobre os efeitos do chumbo. Shenmin Ni et
al., (2004), por exemplo, demonstraram que o chumbo foi capaz gerar O, e H,0,
em culturas de células endoteliais e do musculo liso de artérias coronarias de
humanos.

Como podemos observar, 0s reais mecanismos pelos quais o chumbo

atua, ainda sdo uma incognita no meio cientifico, e os estudos que se
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propuseram a explica-los séo conflitantes. Nesse contexto, alguns pesquisadores
tém concentrado suas investigacbes no fato de que esse metal interfere na
atividade e no metabolismo do calcio, bem como o substitui nos processos
fisioloégicos (Piccinini et al., 1977; Favalli et al., 1977; Webb et al., 1981;
Goldstein, 1993; Watts et al., 1995).

Sendo assim, aventamos a possibilidade desse metal esta inibindo a
bomba Na*K*-ATPase no leito vascular caudal, pois caso isso acontecesse, isso
poderia ser explorado mais profundamente, apds a defesa dos resultados

encontrados até o momento.

5.3 Efeito do acetato de chumbo (100 uM) sobre a atividade fincional da
Na'K*-ATPase.

Sabe-se que a regulacdo da resisténcia vascular e da homeostasia do
sodio é fundamental para o controle da pressao arterial. Neste sentido, diversos
estudos correlacionaram a fungdo da Na’K'-ATPase na mautencdo do ténus
vascular (Webb & Bohr, 1978; Vassalle, 1987). Ja estd bem descrito que o papel
principal dessa proteina transmebrana é ativar o transporte dos ions Na* e K7,
mas esse sistema enzimatico também participa da homeostase da H,O e dos
sais (Nechay, 1977), do transporte nao eletrolitico e estimula a secregcéo de ions
K" e H" nos tubulos renais (Jorgensen, 1980).

Por outro lado a atividade enzimatica dessa bomba ¢é afetada por varios
horménios incluindo os mineraloglicocorticdides (Westenfelder et al., 1981; Mujais
et al., 1984), os horménios tireoideos (Katz et al., 1973), a insulina (Rogus et al.,
1969; Garvick et al., 1975) as catecolaminas (Herrera et al., 1963) e o hormdnio
natriuretico (Haddy et al., 1979; Buckalew et al., 1974). Ademais, postula-se que,
o chumbo, bem como outros metais pesados (vanadio, mercurio, cadmio, uranio,

prata) € um potente inibidor da atividade da Na*K*-ATPase (Nechay & Saunders,
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1978; Kramer et al., 1986). Sendo assim, a inibigdo da mesma, pode promover
aumento na contragdo do musculo liso vascular por despolarizagédo, levando
ativagdo dos canais de calcio dependentes de voltagem e influxo de calcio para o
meio intracelular (Fleming, 1980; Vassalle, 1987). Esse evento, promove acumulo
de ions sodio no mioplasma resultando em inibicdo do trocador Na*/Ca™,
aumento intracelular de Ca®" , e consequentemente elevacgdo do tdnus vascular
(Paulson & Newman, 1987; McCarron & Halpern, 1990).

Diante do exposto, o proximo objetivo desse estudo foi investigar se 100 uM
de acetato de chumbo seria capaz de interferir na atividade funcional da Na* K" -
ATPase no leito vascular caudal. Nesse protocolo obeservou-se que esse sal foi
capaz de diminuir significativamente o relaxamento induzido pelo cloreto de
potassio. A priori, este resultado sugere que o acetato de chumbo na dose
utilizada, foi capaz de inibir a bomba Na’K*-ATPase. Corroborando com os
nossos achados, Weiler, (1990) reportou que o chumbo pode contribuir na
patogénese da hipertensdo essencial via inibicdo da Na'K*-ATPase no musculo
liso vascular. Nesse trabalho foi evidenciado que esse metal age sobre esse
sistema de forma competitiva (houve competicdo desse metal com os ions Na™ e
com Mg®*) e ndo competitiva. Esses achados confirmam os dados encontrados
por Siegel & Fogt (1977), os quais revelaram que o cloreto de chumbo inibiu
fortemente a atividade da Na'K*-ATPase.

Todavia, sdo escassos os estudos acerca dos efeitos do chumbo sobre a
atividade da Na’K*-ATPase. Em contrapartida, diante do que foi encontrado no
nosso estudo, essa via representa uma fonte em potencial a ser explorada, visto
que a partir dela, possivelmente poderemos responder algumas perguntas

concernentes aos mecanismos de agao do chumbo no organismo.
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VI. CONCLUSAO

Em conclusao, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que
a administragdo aguda de 100 yM de acetato de chumbo, foi capaz de aumentar
a reatividade vascular a FE, na presenca do endotélio funcional. Essas respostas
foram confirmadas pelo aumento da Rmax e da pD,. Em adigcdo, o efeito da
administracdo aguda de 100 yM de acetato de chumbo no leito vascular caudal,
foi modulado pelo endotélio através da liberacdo de prostandides
vasoconstritores derivados da ciclooxigenase; da liberagéo de angiotensina ll, via
aumento na atividade da enzima conversora de angiotensina. Ademais, 100 uM
de acetato de chumbo, foi capaz de inibir a atividade funcional da Na* K*-ATPase.
Esses eventos, certamente, contribuem para o aumento na Rmax e na pD; a FE,
observada no leito vascular caudal desses animais.

Por fim, o presente estudo propde mais um mecanismo de agao do
chumbo, mecanismo local envolvendo a Angiotensina Il e a ciclooxigenase que

pode explicar o seu efeito hipertensor.
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