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Alteracoes Cardiovasculares da Exposicao Perinatal ao Chumbo em
Ratos Jovens e Adultos: Papel da Terapia Combinada

Combination Therapy for the Cardiovascular Effects of Perinatal Lead Exposure in Young and Adult Rats

Andfréia Fresneda Gaspar’? e Sandra Cordellini’
Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociéncias — Universidade Estadual Paulista (UNESP)', Botucatu, SP; Faculdade da Alta
Paulista (FAP)?, Tupa, SP - Brasil

Resumo

Introducao: A terapia combinada parece desempenhar papel significativo em reduzir os efeitos cardiovasculares
deletérios da exposicao ao chumbo (Pb).

Objetivo: Para investigar esta possibilidade, ratas Wistar receberam Pb (500 ppm na agua de beber) ou agua durante
a prenhez e a lactagao. Ratos com 22 e 70 dias, expostos perinatalmente ao Pb ou nao, receberam DMSA, L- arginina,
enalapril e a combinacao destes por 30 dias adicionais.

Métodos: Curvas concentracao-efeito a noradrenalina foram obtidas em aortas intactas e desnudas, de ratos com 23,
52, 70 e 100 dias expostos ou nao ao Pb, tratados ou nao.

Resultados: A pressao arterial sistélica caudal (mmHg) foi avaliada e mostrou-se aumentada em ratos expostos ao
Pb [23, 52, 70 e 100 dias, respectivamente: controle 107,1+1,8, 118,8+2,1, 126,1+1,1, 120,5+2,2; Pb 117,8+3,9%,
135,2+1,3*, 139,6+1,6* e 131,7+2,8*]. Observou-se aumento de reatividade a noradrenalina em aorta intacta,
mas nao desnudada, de ratos com 52, 70 e 100 dias expostos ao Pb [resposta maxima (g de tensao) 52 dias:
Pb 3,43+0,16*, controle 2,38+0,33; 70 dias: Pb 4,32+0,18*, controle 3,37+0,13; 100 dias: Pb 4,21+0,23*, controle
3,22+0,21]. (*) p < 0,05 em relacdo ao respectivo controle.

Conclusoes: Todos os tratamentos restauraram as alteracoes de reatividade a noradrenalina em aortas de ratos expostos
perinatalmente ao Pb. Exceto pelo enalapril em ratos jovens, a terapia combinada restaurou mais precocemente a
pressao arterial de ratos expostos ao Pb em relacao aos tratamentos isolados. Estes resultados representam uma nova
abordagem no desenvolvimento de protocolos terapéuticos no tratamento da hipertensao induzida pela exposicao ao
Pb. (Arq Bras Cardiol. 2014; 103(3):219-230)

Palavras-chave: Exposicao Perinatal; Efeitos Cardiovasculares; Chumbo / toxicidade; Ratos.

Abstract

Background: Combination therapy can play a significant role in the amelioration of several toxic effects of lead (Pb) and recovery from associated
cardiovascular changes.
Objective: To investigate the effects of combination therapy on the cardiovascular effects of perinatal lead exposure in young and adult rats
Methods: Female Wistar rats received drinking water with or without 500 ppm of Pb during pregnancy and lactation. Twenty-two- and 70-day-old
rat offspring who were or were not exposed to Pb in the perinatal period received meso-dimercaptosuccinic acid (DMSA), L-arginine, or enalapril
and a combination of these compounds for 30 additional days. Noradrenaline response curves were plotted for intact and denuded aortas from
23-, 52-, 70-, and 100-day-old rats stratified by perinatal Pb exposure (exposed/unexposed) and treatment received (treated/untreated).
Results: Systolic blood pressure was evaluated and shown to be higher in the 23-, 52-, 70-, and 100-day age groups with Pb exposure than in the
corresponding control age groups: 117.8 = 3.9% 135.2 = 1.3°, 139.6 = 1.6* and 131.7 = 2.8% respectively and 107.17 = 1.8, 118.8 = 2.1,
126.1 = 1.1, and 120.5 = 2.2, respectively (p < 0.05). Increased reactivity to noradrenaline was observed in intact, but not denuded, aortas from
52-, 70-, and 100-day-old exposed rats, and the maximum responses (g of tension) in the respective Pb-exposed and control age groups were as
follows: 3.43 = 0.16% 4.32 = 0.18*, and 4.21 = 0.23*, respectively and 2.38 = 0.33, 3.37 = 0.13, and 3.22 = 0.21, respectively (p < 0.05).
Conclusions: All treatments reversed the changes in vascular reactivity to noradrenaline in rats perinatally exposed to Pb. The combination
therapy resulted in an earlier restoration of blood pressure in Pb-exposed rats compared with the monotherapies, except for enalapril therapy in
young rats. These findings represent a new approach to the development of therapeutic protocols for the treatment of Pb-induced hypertension.
(Arq Bras Cardiol. 2014; 103(3):219-230)
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Introducao

Dados epidemioldgicos tém mostrado que o chumbo (Pb)
desempenha um papel importante no desenvolvimento da
hipertensao arterial em individuos ocupacionalmente expostos,
assim como na populagao em geral'.

A hipertensao arterial induzida pela exposicao ao Pb,
durante o periodo pés-natal, é caracterizada por um aumento
na reatividade vascular as catecolaminas?, uma diminuigao
do ndmero de receptores beta-adrenérgicos’, e uma redugao
da resposta vasodilatadora a acetilcolina e nitroprussiato
de sédio*. Por outro lado, Purdy e cols.> relataram que nao
houve alteragoes na reatividade da aorta toracica associada a
hipertensao induzida por Pb, tanto utilizando os vasoconstritores
noradrenalina e fenilefrina, como os vasodilatadores acetilcolina
e nitroprussiato de sédio.

Apesar dos grandes avangos cientificos relacionados as
alteragoes neuroquimicas e comportamentais induzidas pela
exposicao perinatal ao Pb®7, os efeitos cardiovasculares desta
exposicao ainda nao foram completamente esclarecidos.

Estudos tém focado principalmente nas interagbes do Pb
com: 1) processos regulatérios envolvendo Ca*™2, GMP ciclico,
e proteina quinase C'%?, 2) renina-angiotensina-aldosterona,
calicrefna-cinina, e outros sistemas autacoides (e.g., endotelina)
e os sistemas transducionais (e.g., éxido nitrico-ON)"4'°, 3)
fatores relacionados a proliferagao do endotélio e do musculo
liso'""? e 4) fatores relacionados ao estresse oxidativo'.

Apesar do grande avango cientifico, ainda estamos longe
de desenvolver um tratamento eficaz para a toxicidade
causada pela exposicdo a metais pesados. A terapia de
quelagao é o tratamento mais indicado para diminuir os efeitos
toxicos de metais, embora a utilizacao de quelantes esteja
largamente restrita a casos de envenenamento agudo''.
Vérios suplementos, tais como vitaminas, aminoacidos
contendo enxofre, antioxidantes e minerais essenciais também
sao utilizados no tratamento da toxicidade por metais'.
Além disso, a terapia combinada é uma abordagem mais
recente e mais eficaz utilizada para o tratamento de casos
de envenenamento por metais''>. Considerando a pouca
evidéncia experimental disponivel, existe a necessidade de
uma investigacao mais aprofundada nesta area.

Com base em estudos anteriores, nés investigamos
a terapia combinada no tratamento da toxicidade
cardiovascular induzida por Pb. Primeiramente, os efeitos
da exposicao ao Pb ,durante a prenhez e lactagdo, sobre
a pressao arterial e reatividade vascular da aorta toracica
foram investigados em ratos jovens e adultos, com foco na
células endoteliais e musculares lisas. Em seguida, avaliamos
o potencial terapéutico do acido dimercaptosuccinico
(DMSA, agente quelante e sequestrante de espécies
reativas de oxigénio—EROs)'®"7, da L-arginina (precursor de
ON)'®, e do enalapril (inibidor da enzima conversora de
angiotensina), seja isoladamente ou em combinacao, sobre
os efeitos cardiovasculares adversos da exposigao perinatal
de ratos jovens e adultos ao Pb.

Métodos

Animais e exposicao ao chumbo

Ratos Wistar adultos foram obtidos do biotério da
Universidade de Sao Paulo e utilizados como geracao
parental. Os animais foram acasalados aos 90 dias de idade
(duas fémeas e um macho por gaiola). No primeiro dia
de prenhez (determinado pela presenga de esperma nos
esfregacos vaginais), as fémeas gravidas foram divididas em
2 grupos: um grupo nao exposto ao Pb, e outro exposto
ao Pb, e os grupos foram separados. As fémeas gravidas
receberam agua contendo 500 ppm de Pb (na forma de
acetato de chumbo), ou apenas agua corrente. Um grupo de
animais recebeu acetato de sédio para equalizar a exposicao
do grupo experimental ao acetato. O nivel de exposicao
ao Pb foi escolhido com base em trabalhos anteriores®’'?.
Para impedir a precipitacao do Pb, 0,5 mL de &cido acético
glacial foi adicionado as solugbes de acetato de chumbo
e acetato de sédio para a preparagdo de um volume final
de 1000 mL de cada solugao. O grupo experimental foi
exposto ao Pb durante todo a prenhez e lactagao (Figura 1).
O nimero de filhotes por ninhada foi registrado e reduzido para
8 filhotes. Sempre que possivel, apenas ratos machos foram
mantidos nas ninhadas, e fémeas foram mantidas apenas
para equalizar o tamanho das ninhadas. Os filhotes foram
desmamados aos 22 dias de idade através da ingestao de
agua corrente e avaliados aos 23 e 70 dias de idade (Figura 1).
Os grupos controles pareados por idade receberam acetato
de sé6dio durante os mesmos periodos de exposicao ao Pb.
Os pesos corporais maternos foram medidos no primeiro dia
de prenhez, no dia anterior ao parto, logo apés o parto, e ao
desmame dos filhotes. O peso dos filhotes foi registrado logo
ap6s o nascimento e semanalmente até 100 dias de idade.

A iluminacao do biotério foi mantida em ciclos de
12 horas e a temperatura mantida a 22 + 1 °C. Os animais
foram alimentados com racao. Os experimentos com animais
foram realizados de acordo com os principios e diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagcao Animal
(CEEA), conforme processo n? 25/05.

Determinacao da pressao arterial

A partir dos 22 dias de vida, a pressao arterial sist6lica
foi determinada semanalmente em ratos conscientes usando
o método de pletismografia de cauda (Narco Bio-Systems,
Inc., Houston, Texas, EUA). Os ratos foram pré-aquecidos por
aproximadamente 10 minutos e confinados para a medigao
da pressao arterial. Trés determinagdes consecutivas foram
realizadas, com aproximadamente 1 minuto de intervalo
entre elas, obtendo-se a média das trés determinagdes.

Determinacao da concentracao sanguinea de Pb

O sangue total foi coletado do coragao de fémeas
anestesiadas no periodo de desmame e de filhotes com
23,52, 70, e 100 dias de idade anestesiados com uretano
(1,25 mg/kg de peso).
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o tratamento consistiu na administragao de DMSA, L-arginina, enalapril ou a

combinacao destes 3 medicamentos.
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Figura 1 - Delineamento experimental.

O sangue foi preparado para andlise de Pb por
procedimento de dissolugdo por microondas utilizando um
sistema de digestao por microondas, modelo DGT-100 plus
(Provecto, Brasil). Acido nitrico foi adicionado aos tubos de
digestao contendo 1,0 mL de sangue.

A concentragao de chumbo no sangue total foi determinada
utilizando um espectrofotémetro de absorgao atémica,
modelo GBC AA 932 (EAA-chama)®. A recuperagao do
chumbo adicionado as amostras controle foi consistentemente
superior a 96%. Um método adicional padrao foi utilizado
para a determinagao do teor de chumbo no intuito de eliminar
possivel interferéncia de matriz. A quantidade de chumbo
no sangue total foi expressa em ug/dL, e o limite maximo de
detecgao foi de 5 ug/dL.
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Tratamento

Um grupo de ratos com 22 e 70 dias de idade, expostos
ou ndo ao Pb durante o perfodo perinatal, receberam DMSA,
L-arginina, enalapril, ou a combinagdo destes compostos durante
30 dias adicionais (Figura 1). Quando DMSA foi utilizado, uma
dose de 60 mg/kg foi fornecida, via gavagem gastrica, 2 vezes ao
dia na dose de 30 mg/kg, 5 dias por semana. L-arginina a 1,0%
foi fornecida na dgua potavel ad libitum. Enalapril foi fornecido
na agua potavel na dose de aproximadamente 5 mg/dia/animal.
Os controles pareados por idade receberam agua corrente.

Protocolos experimentais

Imediatamente ap6s a coleta de sangue, a aorta toracica foi
removida, seguido da retirada de tecido adiposo e conjuntivo.
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Dois anéis transversais, cada um com aproximadamente 4 mm
de comprimento, foram cortados e preparados no comprimento
ideal para a determinacao da tensao isométrica. Um anel
serviu como controle, ao passo que o endotélio foi removido
mecanicamente do outro anel, esfregando suavemente a
superficie luminal das aortas intactas e lavadas. Os tecidos foram
imersos em 7,0 mL de uma solucao de Krebs-Henseleit, com
a seguinte composigao: 113,0 mM de NaCl, 4,7 mM de KCl,
2,5 mM de CaCl,, 25,0 mM de NaHCO,, 1,1 mM de MgSO,,
1,2 mM de KH,PO,, 0,11 mM de écido ascérbico e 11,1 mM
de glicose. A solugao de imersao foi mantida a 37 °C e saturada
com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO,. As preparagdes
foram equilibradas durante pelo menos 1 hora sob uma tensao de
repouso de 1,5 g, que € a tensdo ideal para induzir a contragao
méxima. A tensao foi registrada em um transdutor de forca,
modelo Myograph F-60 (Narco Bio Systems Inc., Houston, Texas,
EUA), conectado a um fisiégrafo. As aortas intactas e desnudas
dos animais expostos ou nao ao Pb foram avaliadas em paralelo.

As curvas cumulativas de concentracdo-efeito foram
construidas a partir da resposta da aorta a noradrenalina.
No final das curvas, acetilcolina (10 M) e nitroprussiato de
sédio (10* M) foram utilizados para testar a integridade do
endotélio e do musculo liso, respectivamente.

Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados nos experimentos:
brometo de acetilcolina, DMSA, maleato de enalapril,
L-arginina, acetato de chumbo, bitartarato de noradrenalina,
nitroprussiato de sédio e uretano (todos obtidos da Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri, EUA). Todos os reagentes
foram dissolvidos em solucdo de Krebs-Henseleit, e as
concentragoes foram expressas em molaridade. O acetato
de chumbo e o acetato de sédio foram dissolvidos em dgua
corrente acidificada conforme descrito acima. L-arginina e
enalapril foram dissolvidos em agua corrente. A solugao de
DMSA foi preparada em NaHCO, a 5% no momento da
realizacao dos ensaios.

Analise dos dados e testes estatisticos

A prole foi considerada a unidade experimental em
todas as andlises efetuadas. A concentragdao do agente
vasoativo que produziu uma resposta correspondente a
50% da resposta maxima (CE, ) foi calculada em cada
experimento. Os valores de CE,, para noradrenalina
estao representados como médias, com um intervalo de
confianga de 95%. As respostas maximas para noradrenalina
sao apresentados como média * erro padrao. A pressao
arterial, os valores de CE_ e as respostas maximas foram
comparados utilizando a andlise de variancia com dois
fatores utilizando o programa SigmaStat 3.2. A exposigao
ao Pb e os tratamentos com as drogas foram considerados
varidveis na analise. Um valor de p < 0,05 foi considerado
significativo. O teste de comparagoes multiplas de Tukey foi
utilizado para testar diferengas entre as médias. Os demais
parametros (peso, nimero de filhotes, e quantificagao de
Pb) sao apresentados como média + erro padrao, e foram
comparados pelo teste de Mann-Whitney utilizando o
programa InStat 4.0.

Resultados

Peso corporal, nimero de filhotes, concentracao
sanguinea de Pb e pressao arterial

A exposigao ao Pb nao afetou o peso corporal das fémeas
e da prole (Tabela 1), nem o nimero de filhotes por ninhada
(controle: 11,3 = 0,4, Pb: 10,5 = 0,5, p > 0,05; niimero de
ninhadas por grupo: 10-20).

Os niveis sanguineos de Pb nas fémeas e nos filhotes com
23, 52, 70, e 100 dias de idade foram significativamente
maiores comparados com os respectivos controles (Tabela 2).
Ap6s a interrupgao do tratamento com Pb, os niveis sanguineos
de Pb nos animais expostos diminuiram, mas permaneceram
mais altos do que os niveis observados no grupo controle
(Tabela 2). Apés a utilizagao dos diferentes protocolos de
tratamento, observamos a diminuicao significante dos niveis
sanguineos de Pb nos animais com 52 e 100 dias de idade
(Tabela 2). Esta diminuicdo alcangou valores semelhantes
aqueles observados nos grupos controle da mesma idade,
exceto para o tratamento com L-arginina, onde estes niveis
permaneceram altos em relagao ao controle (Tabela 2).

A pressao arterial sistdlica nao foi alterada pela exposigao
ao acetato de sédio em comparagdo com os animais que
receberam agua corrente (dados ndo apresentados), mas
apresentou aumento gradual durante o desenvolvimento
pos-natal (Figuras 2 e 3). Além disso, os valores observados
em ratos expostos ao Pb foram significativamente maiores
quando comparados ao grupo controle (Figuras 2 e 3).

Todos os tratamentos resultaram na diminuigdo da
pressao arterial de ratos jovens expostos ao Pb para
valores muito préximos aos de animais nao expostos. Esta
diminuigao na pressao arterial aconteceu aos 49, 35, 28, e
28 dias de idade utilizando L-arginina, DMSA, enalapril e
terapia combinada, respectivamente (Figura 2). Em relagao
aos ratos adultos expostos ao Pb, foi observada diminuicao
semelhante da pressao arterial utilizando L-arginina,
enalapril, e a terapia de combinacao aos 84, 84, e 77 dias
de idade, respectivamente (Figura 3). Embora o tratamento
com DMSA tenha diminuido a pressdao sanguinea de
ratos adultos expostos ao Pb, este valor foi semelhante ao
observado em animais nao tratados com DMSA, tanto os
expostos como os ndo expostos ao Pb (Figura 3).

Reatividade vascular

A reatividade vascular de aortas toracicas intactas e desnudas
ndo foi alterada pela exposigao dos animais ao acetato de sédio,
em comparagao com as aortas de animais que receberam dgua
corrente (dados ndo apresentados). A gavagem gastrica nao
causou qualquer alteragao na reatividade vascular da aorta
(dados nao apresentados). A exposicao ao Pb e os tratamentos
com as drogas nao alteraram a reatividade vascular de aortas
desnudas a noradrenalina (Tabelas 3 e 4).

A remocdo do endotélio causou um deslocamento
da curva para a esquerda para a noradrenalina, e este
deslocamento foi semelhante em aortas de animais do
grupo controle e dos grupos expostos ao Pb (tratados e nao
tratados) (Tabelas 3 e 4). Este procedimento também resultou
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Tabela 1 — Peso corporal de fémeas expostas ou ndo ao chumbo durante a prenhez e lactagao e da prole do sexo masculino tratados ou nao
com DMSA, L-arginina, enalapril, ou terapia combinada

Peso corporal (g)

Animais Grupos Prenhez Lactagédo Idade pés-desmame
0 dia 21 dias 1 dia 21 dias 52 dias 70 dias 100 dias
Fémeas f:’;”;é‘; 2122462 3788490 3046:47,0 2769456 . . .
n Ebzo) 269049 360381 293,150 2754453 . . -
Prole do sexo - Conlrole - - 62+02 39,105 2083+02 323153 357027
masculino (n=20)
(n szo) - . 58+17 400+12 1986441 327986 3571432
PRIDSA - - - 412£22 1950422 3268+6,1 3657+17
(n=20)
Pbit'ir?';)'"a . . . 430+23 2055£23 3254+25 3699+22
P%ezagg’r" - - - 42418 194842 301724 351118
Terapia
combinada - . . 430+55 206085 3147+26 3606+12
(n=20)

Os valores representam médias * erro padrdo. Pb: 500 ppm de acetato de chumbo durante a prenhez e lactagdo. Tratamento: um grupo de animais de 22
e 70 dias de idade, exposto ou ndo ao Pb durante a vida perinatal, recebeu DMSA, L-arginina, enalapril, ou a combinagédo desses compostos por 30 dias
adicionais. Quando administrado, DMSA na dose de 60 mg/kg foi fornecido, via gavagem géstrica, 2 vezes ao dia (30 mg/kg) durante 5 dias por semana.
L-arginina a 1,0% foi fornecida ad libitum em é&gua potével. Enalapril foi fornecido em dgua potéavel na dose de 5 mg/dia/animal. Os grupos controle
pareados por idade receberam agua corrente. N = nimero de animais por grupo.

Tabela 2 - Concentragao sanguinea de chumbo em fémeas expostas ou nao ao chumbo durante a prenhez e lactagao e da prole do sexo
masculino tratados ou ndo com DMSA, L-arginina, enalapril, ou terapia combinada

Concentragao sanguinea de chumbo

(mg/di)

Grupos Fémeas Idade pés-natal da prole

23 dias 52 dias 70 dias 100 dias
Coinrole <50 <50 <50 <50 <50
(n=5)
Pb_ 53,39 £ 5,88 35614743 ; B .
(n=6)
z]biag;ia ; ; 19,98 + 6,31* 13,15 £0,97* MAT £2,11%
Pb/DMSA . . <508 <50°
(n=5) ’ '
Pb/E-arginina ; _ 10,65 + 2,12 - 6,55 + 3,29*
(n=6)
Pb/enalapril $ s
s B - <50 - <50
Terapia combinada - - <50 R <508
(n=5) ’ '

Os valores representam médias + erro padréo. Pb: 500 ppm de acetato de chumbo durante a prenhez e lactagdo. Tratamento: um grupo de animais de 22
e 70 dias de idade, exposto ou ndo ao Pb durante a vida perinatal, recebeu DMSA, L-arginina, enalapril, ou a combinagdo desses compostos por 30 dias
adicionais. Quando administrado, DMSA na dose de 60 mg/kg foi fornecido, via gavagem gastrica, 2 vezes ao dia (30 mg/kg) durante 5 dias por semana.
L-arginina a 1,0% foi fornecida ad libitum em dgua potével. Enalapril foi fornecido em agua potavel na dose de 5 mg/dia/animal. Os controles pareados por
idade receberam agua corrente. ‘p < 0,05 em relagdo aos respectivos grupos controle. *p < 0,05 em relagéo aos ratos de 23 dias de idade expostos ao Pb.
p < 0,05 em relagédo aos respectivos grupos expostos ao Pb. N = nimero de animais por grupo.

Arq Bras Cardiol. 2014; 103(3):219-230
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Figura 2 - Presséo arterial em ratos com 52 dias de idade expostos ou ndo ao chumbo durante a prenhez e lactagéo, tratados ou ndo com DMSA, L-arginina, enalapril, ou
terapia combinada. Tratamento: um grupo de animais com 22 dias de idade recebeu DMSA, L-arginina, enalapril, ou a combinagéo desses compostos por 30 dias adicionais.
Quando administrada, DMSA foi fornecida na dose de 60 mg/kg, via gavagem géstrica, 2 vezes ao dia (30 mg/kg) durante 5 dias por semana. L-arginina a 1,0% foi fornecida
ad libitum em agua potavel. Enalapril foi fornecido em agua potavel na dose de 5 mg/dia/animal. Os controles pareados por idade receberam gua corrente. Os valores
representam média + erro padréo. *p < 0,05 em relagéo ao grupo controle; ¥p < 0,05 em relagéo ao grupo exposto ao Pb; N = nimero de animais por grupo.

no aumento da resposta maxima a noradrenalina em aortas
de animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais
(Tabelas 3 e 4). Apds a remogao do endotélio, a resposta
maxima de aortas tordcicas a noradrenalina foi semelhante
em todos os grupos experimentais (Tabelas 3 e 4).

No que diz respeito as aortas intactas, nenhuma
alteragdo na resposta maxima a noradrenalina foi observada
em filhotes com 23 dias de idade expostos ao Pb durante o
periodo perinatal (Tabela 3). Em contrapartida, o aumento

da reatividade da aorta intacta foi observado em ratos aos
52, 70, e 100 dias de idade expostos ao Pb no periodo
perinatal (Tabela 3). Independente do protocolo de
tratamento, a reatividade a noradrenalina nao diferiu em
aortas com endotélio (Tabelas 3 e 4).

Os diferentes tratamentos ndo alteraram a reatividade a
noradrenalina de aortas intactas de animais ndo expostos ao
Pb (Tabelas 3 e 4). No entanto, a L-arginina, DMSA, enalapril,
e a terapia de combinagdo foram eficazes em restabelecer
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Figura 3 - Pressdo arterial em ratos com 100 dias de idade expostos ou néo ao chumbo durante a prenhez e lactagdo, tratados ou ndo com DMSA, L-arginina,
enalapril, ou terapia combinada. Tratamento: um grupo de animais com 70 dias de idade recebeu DMSA, L-arginina, enalapril, ou a combinagdo desses compostos
por 30 dias adicionais. Quando administrada, DMSA na dose de 60 mg/kg foi fornecida, via gavagem géstrica, 2 vezes ao dia (30 mg/kg) durante 5 dias por
semana. L-arginina a 1,0% foi fornecida ad libitum em &gua potavel. Enalapril foi fornecido em égua potavel na dose de 5 mg/dia/animal. Os controles pareados
por idade receberam &gua corrente. Os valores representam média * erro padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao controle; *p < 0,05 em relagéo ao grupo exposto ao Pb;

N = ntimero de animais por grupo.

o aumento induzido por Pb na resposta maxima da aorta a
valores semelhantes aos dos respectivos controles (Tabelas 3 e 4).

Discussao

Autoridades de satde publica utilizam concentragbes altas
(40 ug/dL) para a definicao dos critérios de contaminagdo por
Pb no sangue de mulheres nao gravidas, que é o valor de
referéncia em adultos em muitos paises.
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Devemos reconhecer que uma fragao significativa de
mulheres nao gravidas com niveis sanguineos de Pb = 40 ug/dL
podera ficar gravida e potencialmente expor seus filhos aos efeitos
do Pb, adversos a satide?'. Os niveis sanguineos maternos e fetais
de Pb sdo quase idénticos porque este metal é capaz de atravessar
a placenta livremente. Isso tem gerado preocupagao com relagao
aos elevados niveis sanguineos de Pb entre mulheres em idade
fértil, pois muitas gestagdes nao sao planejadas. Além disso, as
mulheres gravidas assintomaticas permanecem frequentemente
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Tabela 3 — Respostas maximas e valores de CE,; para noradrenalina obtidos em aortas toracicas com e sem endotélio isoladas de ratos,
expostos ou ndo ao chumbo durante a prenhez e lactagao, e tratados ou ndo com L-arginina ou enalapril

Aorta Com Endotélio

Aorta Sem Endotélio

Ratos

Grupos 'Resposta maxima CE,, N 'Resposta maxima CE,, N
(g de tenséo) (x 10°M) (g de tenséo) (x 10°M)
Néo tratados
23 dias Controle 1,8+0,1 © 515’3 4) 6 26+0,2° © 31—46 4) 8
P 2102 o 22 9 6 3001 o M . 8
52 dias Controle 24%03 © 42_’(10 8) 7 4104 @ 81’_06 4) 8
Pb 34+02 ® 01_1’20 3) 6 45+0,2° © 31_04 2) 8
70 dias Controle 34+0,1 7 11f’§5 4) 5 52+04" 0 75—’036 0) 7
Pb 43+0,2* “ 7‘i’ﬁ33) 6 50+0,3 (0:’_3; 2) 8
100 dias Controle 32%0,2 n 6?’?5 6) 6 53+0,3" R 45;6£1 9) 8
Pb 42£02° 0 o3 ) 6 5204 o 22 ) 8
Tratados com L-arginina
52 dias Controle 28+0,1 R 535’7 3) 5 45+0,3 © 11_’62+9 0) 8
P 2701 “ ed ) 6 43£03 t o . 8
100 dias Controle 3,3+0,2 5 58_’:34 5) 8 48+02 3 ;_’is 3) 8
Pb 3204 (23{3’%1 4) 12 4905 © 20?7 3) 14
Tratados com Enalapril
52 dias Controle 2704 © 4:33 4 12 42+0,3 © 10f‘;3 7) 12
6,15 . 6,2"
Pb 27+02 (1.31-2891) 7 42+0,2 (1,0-380) 8
100 dias Controle 31+02 (1 05_’37 5) 8 50+04* 0 64_’1és 9) 1"
Pb 32+0,1 3 0?";0 1) 5 56+0,6 © 21_’219 3 14

"Valores representam médias % erro padréo. °CE,; concentragéo capaz de produzir 50% da resposta méxima e os valores representam as médias com intervalos de
confianga de 95%. °N = nimero de animais. Pb: 500 ppm de acetato de chumbo durante a prenhez e lactagéo. Tratamento: um grupo de ratos com 22 e 70 dias de idade
exposto ou ndo ao Pb durante o periodo perinatal recebeu L-arginina ou enalapril durante 30 dias adicionais. L-arginina a 1,0% foi fornecida ad libitum em gua potavel.
Enalapril foi fornecido em égua potéavel na dose de 5 mg/dia/animal. Os controles pareados por idade receberam agua corrente. *p < 0,05 em relagdo ao respectivo

grupo controle. *p< 0,05 em relagéo a respectiva aorta com endotélio.

em contato com a fonte de exposigao durante a prenhez e
lactacdo, especialmente em paises em desenvolvimento.

A gravidade dos efeitos e o grau em que o sistema
cardiovascular é afetado por Pb parecem ser influenciados
mais diretamente pela concentracao e duragao da exposicao
ao Pb e por outros fatores, incluindo a via de exposicao e
a fase de vida de cada individuo*?. No presente estudo,
investigamos as alteragdes cardiovasculares em filhotes
durante o periodo de gestacao e lactagao, provenientes de

fémeas com niveis sanguineos de Pb em torno de 50 ug/dL.
O regime de exposicao ao Pb nao teve nenhum efeito sobre o
peso das fémeas, ou sobre o peso dos filhotes ao nascimento,
no desmame, no periodo pés-natal, ou no nimero de filhotes
por ninhada. Todos os animais pareciam saudaveis e nenhum
deles mostrou sinais de toxicidade.

No entanto, os diferentes protocolos de exposicao ao Pb
resultaram no aumento da pressao arterial sistélica associada
a alteragdes na reatividade vascular. O aumento continuo
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Tabela 4 - Respostas méaximas e valores de CE,; para noradrenalina obtidos em aortas com e sem endotélio isolados de ratos, expostos ou
nédo ao chumbo durante a prenhez e lactagao, e tratadas ou nao com DMSA ou terapia combinada

Aorta Com Endotélio

Aorta Sem Endotélio

Ratos

Grupos 'Resposta maxima 2CE,, N 'Resposta maxima CE,, N
(g de tenséo) (x10°M) (g de tenséo) (x 10°M)
Nao tratados
52 dias de idade Controle 28+04 3 6%’22 9) 8 4,1+04* R 31323 3) 8
Pb 40£04° 5 S ) 8 4802 o P ) 6
100 dias de idade Controle 27403 2 ) ) 5 51404 o ;o ) 7
Pb 41+0,2° @ 81—5’;‘1 5 5 54 +04" © 41529 6) 12
Tratados com DMSA
52 dias de idade Control 28+0,3 5 713’;2 7 6 45+0,3 @ 41221 0) 7
Pb 27+03 (38%121 8) 6 43+04° © 11_’7(;7 1) 12
100 dias de idade Control 2302 “ o , 6 4604 o REW ) 7
27,6 . 11,8
Pb 2802 (116-556) 6 43405 04-1517) 14
Terapia combinada
o 71 N 03
52 dias de idade Control 31+0,2 (3.7-135) 5 49+0,3 04-17.8) 6
Pb 24+03 @ 85i09 1) 6 39+0,6° © 11?213 3) 14
100 dias de idade Control 32+03 7.0 7 48+03" i 6
e (2,2-22,5) o (1,2-18,0)
9,7 . 6,2*
Pb 28+0,2 (16-303) 6 44403 0,1-397) 8

"Valores sdo médias + erro padréo. “CE,;: concentragéo capaz de produzir 50% da resposta méxima e os valores representam as médias com intervalos de
confianga de 95%. °N = niimero de animais. Pb: 500 ppm de acetato de chumbo durante a prenhez e lactagdo. Tratamento: um grupo de ratos com 22 e 70 dias de
idade expostos ou néo ao Pb durante o periodo perinatal recebeu DMSA ou a terapia combinada durante 30 dias adicionais. Terapia combinada: L-arginina (1.0%,
em 4gua potavel) + enalapril (5 mg/dia/animal, em égua potavel) + DMSA (60 mg/kg/dia). DMSA foi fornecido via gavagem gastrica 2 vezes ao dia (30 mg/kg).
Os controles pareados por idade receberam agua corrente. *p < 0,05 em relagéo ao valores obtidos nos respectivos grupos controles. *p < 0,05 em relagéo aos

valores da respetiva aorta com endotélio.

da pressao arterial em filhotes desmamados, ratos jovens,
e adultos com exposigdo perinatal ao Pb confirmaram os
resultados de estudos anteriores que demostraram uma
correlagdo positiva entre os niveis sanguineos de Pb e
hipertensdo arterial®**.

No presente estudo, objetivamos investigar os efeitos do
Pb sobre as células endoteliais vasculares e células musculares
lisas. Alteragbes no equilibrio entre os fatores de contragao
e de relaxamento derivados do endotélio contribuem para a
hipertensao arterial associada ao saturnismo. A diminuicao dos
niveis de um componente vasodilatador (ON) e o aumento
dos niveis de componentes vasoconstritores (endotelina-3 e
o horménio natriurético) ja foram reportados como sendo
responsdveis pela hipertensdo arterial em ratos expostos a
baixas concentracdes de chumbo®?>?7. Sendo assim, nossos
resultados corroboram estes estudos, pois observamos que
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a hipertensao arterial induzida pela exposigdo perinatal ao
Pb esta associada a um aumento na reatividade vascular da
aorta a noradrenalina. Além disso, esta hiper-reatividade
é consequéncia de uma disfuncao das células endoteliais,
considerando que a remogao do endotélio aboliu este efeito.

Outra observacao interessante foi a ocorréncia
tempo-dependente, no periodo pés-natal, de alteragbes na
reatividade vascular induzidas pela exposicao perinatal ao Pb,
visto que ratos com 52, 70, e 100 dias de idade, mas ndo filhotes de
23 dias de idade, apresentaram estas alteragoes. Provavelmente,
aos 23 dias de vida pés-natal, o estado hipertensivo induzido
pela exposicao perinatal ao Pb seja devido a presenga de fator(es)
circulante(s) e a alteragoes hemodinamicas.

Alteragdes da musculatura lisa vascular na hipertensao
induzida por Pb também tém sido relatadas na literatura,
e estdao associadas com: 1) aumento das concentracoes de
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célcio intracelular®?, 2) interacao com a proteina quinase C°,
3) inibicao da Na*/K*-ATPase)*?, e 4) efeito inibit6rio ou
estimulador sobre varios fatores humorais relacionados a pressao
arterial®. No entanto, nenhuma alteragdo na musculatura lisa foi
observada em aortas toracicas de ratos jovens e adultos expostos
ao Pb no periodo perinatal. Esta controvérsia pode ser devida
a diferengas nos protocolos de exposicdo ao Pb relacionadas
as doses e/ou ao tempo de exposicao.

Além disso, outros mecanismos pelos quais o Pb pode
contribuir para o desenvolvimento da hipertensao arterial
envolvem o aumento da atividade da enzima conversora de
angiotensina e 0 aumento nos niveis plasmaticos de renina,
angiotensina Il, aldosterona e quininases'.

O problema continuo e generalizado de intoxicagao por Pb
é inicialmente tratado pela remogao do individuo do ambiente
contaminado e, posteriormente, pela administragdo de um
agente quelante de Pb. Uma nova tendéncia na terapia de
quelagao de metais toxicos surgiu recentemente, através da
utilizagdo de terapia combinada, ao invés de monoterapia
com agentes quelantes'>'#2%3°, Desta forma, o suplemento
de aminoécidos durante a terapia de quelagao contribui para
aumentar a mobilidade do metal e garantir o restabelecimento
de algumas varidveis fisiolégicas alteradas**°.

DMSA é um composto hidrossolivel que forma um
complexo forte com o Pb*2 no sangue, e em seguida é secretado
pelos rins*'. Aminoécidos de enxofre, tais como a metionina
e cisteina, bem como outros aminoacidos metabolicamente
relacionados, podem aumentar a biodisponibilidade da
glutationa, que possui atividade quelante de Pb, neutralizando
os seus efeitos toxicos e podendo ser utilizados como terapia
de suporte?>*. Além disso, os metais presentes em proteinas
metaloreguladoras sdo frequentemente localizados em sitios
de ligagao e ligados a residuos de cisteina. Varios estudos
indicam que as proteinas ligantes de metais, ricas em cisteina,
bem como centros metalicos de metaloproteinas sensiveis a
reagoes redox, sdo sensores naturais de radicais biol6gicos,
tais como ON3*%. Neste sentido, Misra e cols.>® mostraram
que o ON medeia a liberagao de cadmio presente na
metalotioneina. Assim, um aumento dos niveis de ON através
do tratamento com L-arginina pode deslocar o Pb de seus
sitios de ligagao celular, conforme anteriormente descrito por
Malvezzi e cols. .

Corroborando os dados anteriores de nosso laboratory*,
a carga de Pb no corpo foi reduzida significativamente
através da remocao da fonte de Pb, embora estes niveis
nado tenham atingido os valores observados em animais nao
expostos ao Pb. No entanto, este procedimento foi ineficaz
para restabelecer a reatividade vascular e as alteragdes na
pressao arterial induzidas pela exposicao perinatal ao Pb.
Levando em consideracao estes resultados, foi avaliado o
potencial terapéutico de DMSA, L-arginina, e enalapril, tanto
isoladamente como em combinacao, sobre a mobilizagao de
Pb e sobre os efeitos cardiovasculares adversos da intoxicacao
perinatal por Pb.

Mobilidade do chumbo

Independentemente da idade, DMSA, enalapril, e a terapia
de combinagdo, mas ndo a L-arginina, foram mais eficazes do
que a interrupcao da administragao de Pb na diminuicao dos

niveis sanguineos de Pb. Estes dados corroboram resultados
anteriores de nosso laboratério que demonstraram que o
tratamento com L-arginina foi ineficaz na diminuicao dos niveis
sanguineos de Pb*. A mobilizagdo de Pb a partir de tecidos
pode provocar uma redistribuicao indesejavel do metal. Isto
pode explicar a manutencao de niveis elevados de Pb no sangue
ap6s o tratamento com L-arginina, pois L-arginina é capaz de
mobilizar Pb a partir de tecidos como fémur, figado, e rins*.

O tratamento com enalapril também foi capaz de reduzir
os niveis sanguineos de Pb, e estes niveis atingiram valores
semelhantes aqueles observados em animais nao intoxicados.
Talvez este resultado possa ser explicado pelo aumento
na excregao de Pb como resultado do aumento da taxa
de filtragao glomerular induzida por inibidores da enzima
conversora de angiotensina, em condigdes de baixa filtragao
glomerular, como observado em condigoes de intoxicagao
por Pb®. De fato, Pb também afeta as fungdes renais, e a taxa
de filtragdo glomerular parece ser afetada em baixos niveis
sanguineos de Pb. A diminuicao da taxa de filtragao glomerular
foi observada de forma sistematica em populagées com uma
média do nivel sanguineo de Pb <20 ug/dL. Além disso,
o aumento da pressao arterial e o comprometimento da taxa
de filtracao glomerular estao estreitamente relacionados e,
provavelmente, possuem efeitos sinérgicos entre si?'.

Pressao sanguinea

Independente da idade, todos os tratamentos foram
capazes de reduzir o aumento da pressao arterial induzido
pela exposigao perinatal ao Pb.

No entanto , ao contrario das outras terapias, o0 DMSA
isoladamente ndo foi totalmente eficaz em normalizar a
pressao sanguinea de ratos adultos com exposicao perinatal
ao Pb. Esse resultado corrobora dados anteriores de nosso
laboratério que indicaram que o tratamento com DMSA
durante 30 dias foi incapaz de abolir completamente o
aumento sustentado da pressao arterial sistélica observado em
ratos expostos ao Pb durante a vida adulta®. Em contrapartida,
outros estudos demonstraram que o tratamento com DMSA
foi capaz de abolir a hipertensao induzida por Pb'®%7.
Esta discrepancia nos resultados pode ser devida a diferengas
nos protocolos experimentais relacionados as doses e duragao
do tratamento, visto que estes parametros sao importantes em
reverter a hipertensao induzida por Pb*. Outra possibilidade
pode estar relacionada a diferengas nos mecanismos de
manutengao da hipertensdo induzida por Pb em diferentes
periodos de desenvolvimento dos animais. Esta hipdtese
baseia-se no fato de que o tratamento com DMSA foi eficaz
no restabelecimento integral da hipertensao induzida por Pb
em ratos jovens, mas nao em adultos.

A L-arginina causou um aumento no tempo de laténcia
para a geragao de um efeito benéfico sobre a pressao arterial
em ratos jovens quando comparados com ratos adultos.
O oposto foi observado para o tratamento com enalapril.
Além disso, o tratamento com L-arginina mostrou-se mais
eficaz do que o tratamento com DMSA em reverter a pressao
arterial de adultos, mas nao de ratos jovens. Estas observagoes
também suportam a hipétese da ocorréncia de mecanismos
distintos atuando na manutengao da hipertensao induzida
por Pb em diferentes periodos de vida.
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Além disso, a terapia combinada induziu um
restabelecimento mais precoce da pressao sanguinea de ratos
expostos ao Pb em comparagdo com todos os tratamentos
realizados isoladamente, exceto para o tratamento com
enalapril em ratos jovens. Uma explicagao possivel seria
os efeitos aditivos da L-arginina, um precursor de ON, do
DMSA, um agente quelante e sequestrante de EROs, e
do enalapril, um inibidor do sistema renina-angiotensina,
sobre a pressao arterial. Considerando que a frequéncia
cardiaca é maior em animais jovens do que em adultos, e
que a presenca de enalapril aumenta a filtragao glomerular,
pode-se esperar uma maior excrecao de Pb em ratos jovens.
Este fato pode explicar a eficacia semelhante de enalapril
e da terapia combinada no restabelecimento da pressao
arterial em ratos jovens expostos ao Pb, e a maior eficacia
da terapia de combinagdo em ratos adultos.

Reatividade vascular

Independente da idade pés-natal, todos os tratamentos
foram capazes de restabelecer as alteracoes na reatividade
vascular induzidas pela exposicao perinatal ao Pb. Especula-se
que tais alteragbes podem ser causadas pela diminuigao
dos niveis de ON e/ou de uma forma de ERO, e que o
fornecimento adicional de ON através da administracao de
L-arginina poderia atuar como sequestrante de ERO e/ou
diretamente como vasodilatador, desta forma restabelecendo
as alteracoes vasculares. Além disso, além da atividade
quelante, DMSA apresenta atividade sequestrante de ERO,
o que pode contribuir para restabelecer tais alteracoes
na reatividade vascular’®*. Alguns outros mecanismos
relacionados ao Pb que poderiam contribuir para o
desenvolvimento da hipertensao arterial envolvem o aumento
da atividade da enzima conversora de angiotensina, e o
aumento nos niveis plasmaticos de renina, angiotensina II,
aldosterona, e quininases’. No presente estudo, o enalapril foi
capaz de normalizar as alteragoes funcionais na reatividade
vascular induzida pela exposicao perinatal ao Pb. Sendo assim,
os resultados do presente estudo corroboram resultados de
estudos anteriores que mostraram que os tratamentos capazes
de interromper o sistema renina-angiotensina também podem
reduzir as alteragbes cardiovasculares em diversos estados
hipertensivos, incluindo os decorrentes da exposicao ao Pb*.
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A maioria dos agentes quelantes convencionais possuem
efeitos secundarios, especialmente no que diz respeito a sua
ligacao a metais essenciais em sistemas bioldgicos, o que reduz
a sua eficacia. Até o momento, nao hd nenhum tratamento
eficaz e seguro disponivel para o tratamento de intoxicagao
por Pb'3 Assim, a terapia combinada pode desempenhar
um papel importante em diminuir os efeitos toxicos do Pb
em comparagao com tratamentos isolados, além de ser capaz
de restabelecer a pressao arterial. Neste contexto, o presente
estudo contribuiu para elucidar os efeitos cardiovasculares da
exposicao perinatal ao Pb e pode auxiliar no desenvolvimento
de novos tratamento terapéuticos para o controle da
hipertensao induzida por Pb.
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