Exposicao cronica ao chumbo aumenta a
reatividade vascular através de mecanismos
dependentes do estresse oxidativo e da

ciclooxigenase-2: ativacao da via das MAPKs

Maylla Ronacher Simbes

Tese de Doutorado em Ciéncias Fisiologicas

Fisiologia Cardiovascular

Programa de P6s-Graduacédo em Ciéncias Fisioldgicas

Universidade Federal do Espirito Santo

Vitoria, marco de 2015



Exposicao cronica ao chumbo aumenta a
reatividade vascular através de mecanismos
dependentes do estresse oxidativo e da

ciclooxigenase-2: ativacao da via das MAPKs

Maylla Ronacher Simoes

Tese submetida ao Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas da
Universidade Federal do Espirito Santo como requisito parcial para obtencdo do
grau de Doutor em Ciéncias Fisioldgicas.

Aprovada em 06/03/2015 por:

Prof. Dr°. Dalton Valentim Vassallo — Orientador, UFES

Profa. Dr2. Mercedes Salaices — Orientadora no exterior, UAM

Profd. Dr2. Ivanita Stefanon — UFES

Prof2, Dr2. Geisamanda Pedrini Branddo Athayde - UFES

Prof. Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira - UFES

Profa. Dr2, Virginia Soares Lemos - UFMG

Prof2. Dr2. Ivanita Stefanon — UFES
Coordenador do PPGCF, UFES



Simdes, Maylla Ronacher, 1986

Exposicéo crénica ao chumbo aumenta a reatividade vascular através de
mecanismos dependentes do estresse oxidativo e da ciclooxigenase-2:
ativacdo da via das MAPKs. [Vit6ria] 2015

173 p., 29,7 cm (UFES, D. SC., Ciéncias Fisiologicas, 2015)
Tese, Universidade Federal do Espirito Santo, PPGCF.

1. Exposicdo ao chumbo; 2. Via das MAPKS; 3. Estresse oxidative; 4.

Ciclooxigenase-2; 5. Reatividade vascular; 6. Pressao arterial.




Dedico esta tese de doutorado a minha
familia que amo profundamente. O apoio de
vocés me possibilitou realizar esse sonho.

Obrigada Luiz, lvete, Rakel e Rahone.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenga constante em minha vida, guiando meus passos e mostrando

o caminho por onde seguir. Obrigada Senhor por me permitir realizar este trabalho.

Aos meus pais, Luiz e Ivete, por todo amor e incentivo. Pela forca dada durante
todos os momentos. Agradeco a minha irma Rakel, por existir na minha vida e
comemorar comigo cada vitéria. Também ao meu noivo Rahone que esteve ao meu
lado todos os dias desta caminhada. Seu apoio foi essencial. E aos demais

familiares e amigos, que compartilham sempre da minha felicidade.

Ao Prof. Dr. Dalton, meu querido Chefe, por guiar meus caminhos profissionais
desde o mestrado, oferecendo-me sua orientacdo, confianga e amizade; pelas
conversas motivadoras que me fizeram acreditar que tudo seria possivel e assim

seguir adiante em todos 0s momentos de incerteza e por acreditar em mim sempre.

A Prof2, Dr2. Mercedes, por acogerme tan bien em Madrid, por la oportunidad de
hacer mi doctorado sandwich com usted, por toda la orientacion que me ha dado
aqui en Brasil y sobre todo en Espafia duraten la ejecucion y el desarrollo de esto
trabajo; por siempre estar involucrado en mi vida profesional y sobre todo por su

amistad.

A Profé. Dr2, Maria Jesus Alonso por la ayuda en todos los momentos alli en Espafia
y aqui en Brasil, por su amistad y apoyo cientifico. Muchas gracias!

Aos professores do nosso laboratério: Prof2. Dr2lvanita, Prof2. Dr2. Alessandra, Prof°.
Dre. Leonardo e Profd. Dr2, Paula Frizera, obrigada por todo apoio, ensinamentos e

opinides. Vocés foram fundamentais para 0 meu crescimento.

A Rose, por toda ajuda e orientacéio, dadas de coracio nesses dois Ultimos anos de

doutorado.

Aos queridos companheiros de laboratério (LEMC): Aurélia, Carol, Cindy, David,
Dieli, Emilia, Emily, Fabiana Siman, Fabiana Simdes, Gilson, Kamila, Kelly, Marito,
Paula, Renata, Rogério, Samia, Teca, Tati, Thais, Thiago e Vinicius.

Gracias a las queridas companeras del L4/UAM: Ana, Andrea, Laura, Marisol, Olga,
Rosa y Sonia. A todos de los otros laboratérios de la UAM, que he trabajado durante

todo el afo. Gracias también a Angela, Raquel y Roberto que siempre estuvieron



presente para me ensefiaran todo con presteza, atencidn y paciencia. Tambien a

Javier, Laura y Ana Garcia por los momentos de gracia en la hora de la comida.

A Bruna e Priscila, que embarcaram comigo numa experiéncia impar para o exterior.
Vocés foram minha base e forca para enfrentar a distancia e a saudade. Sem vocés
jamais teria conseguido. Bruna, obrigada por todos esses anos de amizade e
parceria, vocé é uma amiga muito querida. Pri, obrigada pelo apoio e amizada ao
longo destes anos em especial pela amizade infalivel gue me concedeu em Madrid.
Agradeco também por nossas viagens inesqueciveis! Foram muitas aventuras e
momentos especiais, que me trouxeram alegria e for¢ca para continuar. Muito

obrigada meninas!

As amigas Mirian e Lorena, pelo apoio durante toda esta caminhada e pelos
momentos inesqueciveis que vivemos aqui e em Madrid. Vocés foram referéncias na

minha vida.

A Edna, obrigada por sua alegria contagiante, pela amizade e companheirismo.

Obrigada pelos dias de experimentos mais divertidos.

A Jonaina, por compartilhar comigo sua amizade, aprendizagem e todos o0s

momentos vividos nestes 7 anos de LEMC.

A Karol Zuqui e Cindy, obrigada pela amizada, convivio, cuidado e pelos adoraveis

momentos de risos.

Aos amigos, Luciana Passamani e Patrick pelo apoio nos momentos dificeis e pelos

6timos momentos vividos no exterior.

Aos queridos companheiros do PPGCF / UFES, pela amizade e companhia dentro e

fora da universidade.

Aos demais professores do PPGCF / UFES, pela contribuicdo em minha formacéao.
Aos funcionarios do PPGCF / UFES, pelos servicos prestados.

A todos los funcionarios de la UAM.

Aqueles que me esqueci de mencionar, agradeco pelo apoio.

A CAPES, CNPq e & FAPES/FUNCITEC, pelo apoio financeiro.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt 30
N O I O o 11 11 1 = T P 30
1.2 FONTES DE EXPOSICAO E UTILIZACAO ......coeveeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
1.3 CINETICA DO CHUMBO NO ORGANISMO.......c.cceeueieeeeieeieeeeeeee e 33
1.4 EFEITOS DO CHUMBO NOS DIVERSOS ORGAOS E SISTEMAS................ 34
1.5 EFEITOS NO SISTEMA CARDIOVASCULAR.......ii e 36
1.6 TONUS VASCULAR E SUA REGULACAO ......ccoooveeeieceeeeeeeeeeeeee e 39

1.6.1 OXIA0 NIEFICO cvviviniieieieieieeieiee ettt 41

1.6.2 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)..............ccuuue.e. 43

1.6.3 ProstanOides .....ccoooeeiiiiii e 44

1.6.4 Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) .........veeeiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 47

1.6.5 Relacéo reciproca entre espécies reativas de oxigénio e

PrOSTANOGIAES .. .oeiiiiiiiiiitee ettt e e e e e s e e e e e e e e e e annnreees 51
1.7 PROTEINAS QUINASES ATIVADAS POR MITOGENOS - MAPK ................. 52

22 @ 1= N 1 I Y PRSP 57
2.1 OJETIVO GERAL....oiii ittt e e e e e st e e e e e e e e s e 57
2.2 OJETIVO ESPECIFICO ...ttt 57

3 MATERIAL E METODOS ..ottt sttt sttt seese e enenas 60
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTALS ...ooiiiiieei ittt a e e 60

3.1.1 Dosagem do chumbo sanguin@o .........cccciiiii i, 60
3.1.2 Avaliacdo da pressdao arterial sistolica..........ccccceeeeeiii 61
3.1.3 Avaliagdo do peso corporal e hipertrofia .......ccccooeeeeii, 61
3.2 REATIVIDADE VASCULAR ....ooiiiiee ettt e e e e e 62
3.2.1 Avaliacdo da funcao vascular - Aorta.......cccceeeveieeiiiiiiiiiii e, 62
3.2.1.1 Avaliacao da integridade do musculo liso vascular......................... 63
3.2.1.2 Avaliacéo da integridade funcional do endotélio .............ccceevvvvnnnnn. 64
3.2.2 Avaliagcdo da funcdo vascular - Artéria mesentérica.............cccceeeee.. 65
3.2.2.1 Avaliagao da integridade do musculo liso vascular......................... 67
3.2.2.2 Avaliacéao da integridade funcional do endotélio .............ccceeevvvvnnnnnn. 67

3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS — REATIVIDADE VASCULAR................... 68



3.3.1 Efeitos da exposicao por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
resposta constritora a fenilefrina, dilatadora a acetilcolina e ao
nitroprussiato de sddio em artérias aorta e mesentérica de ratos. ............. 68
3.3.2 Efeito do tratamento por 30 dias com acetato de chumbo sobre a
modulacdo do endotélio naresposta vasoconstritora a fenilefrina............. 69
3.3.3 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos nos efeitos do tratamento
por 30 dias com acetato de chumbo sobre a resposta a fenilefrina............. 70
3.3.3.1 Influéncia do tratamento por 30 dias com acetato de chumbo na via
O OXIAO NIFICO i 71
3.3.3.2 Influéncia do tratamento por 30 dias com acetato de chumbo sobre
os radicais livres na resposta contratil a fenilefrina. ...................cccnnnn. 71
3.3.3.3 Envolvimento dos prostandides derivados do acido araquidénico

no tratamento por 30 dias com acetato de chumbo sobre a resposta

contratil a fenilefrina. ... 71
3.4 CULTURA DE CELULAS MUSCULARES LISAS DE AORTA .....c.ccoveveere. 72
3.4.1 Obtencao das células musculares lisas vasculares.............cccceevvvvnnnnn. 72
3.4.2 Crescimento das culturas primarias de células de muasculo liso........ 73
3.4.3 Caracterizacdo das células de muasculo liso vascular ......................... 74
3.4.4 Protocolos experimentais em células de musculo liso vascular. ....... 75
3.5 QUANTIFICACAO DE RNA MENSAGEIRO .......ooovioeiieeeee e, 77
3.6 MEDIDA DA PRODUGAQO DE ANION SUPEROXIDO .......cccccovvieviieiinriennen, 79
3.7 ATIVIDADE DA NADPH OXIDASE ... 81
3.8 EXPRESSAO PROTEICA PELO METODO DE WESTERN BLOT ................. 82
3.9 MIGRAGAO CELULAR ...ttt ettt 86
3.10 PROLIFERACAQO CELULAR.......oiieeee ettt 87
3.11 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA.......ccocn...... 89
3.12 FARMACOS, REAGENTES € ANTICORPOS ......cooieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 90
Y U I I I 1 TP 95
4.1 CONCENTRACAO SANGUINEA DE CHUMBO.......c.coeeveiieeeeeeceeeeeee e 95
4.2 PESO CORPORAL oottt e et e e e 95
4.3 PESO DO CORACAO E O CRESCIMENTO OSSEO DE RATOS .................. 95
4.4 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA .....cooveveieiieeeeieveees 95

4.5 EXPERIMENTOS COM AORTA E ARTERIAS MESENTERICAS DE
RESISTENCIA oot 96



4.5.1 Efeitos da exposicéo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
resposta contrétil ao cloreto de potassio em artérias aorta e mesentéricas
QO TALOS . oo 96
4.5.2 Efeitos da exposicédo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
resposta contratil a fenilefrina............cccccoiiiiiiii 97
4.5.3 Efeitos da exposicédo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
modulacédo do endotélio na resposta vasoconstritora a fenilefrina............. 98
4.5.4 Efeitos da exposicdopor 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
participacdo do 6xido nitrico na resposta vasoconstritora a fenilefrina.....99
4.5.5 Efeitos da exposicéo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
participacdo de espécies reativas de oxigénio na resposta vasoconstritora
afenilefrina. ..., 101
4.5.5.1 Efeitos da exposicéo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
producdo vascular de anion superoxido (O27) .oovvevcieeiiieee i 103
4.5.5.2 Efeitos da exposicao por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
expresséo protéica da gp91lphox, Cu/ZnSOD € MNSOD ........ccccoevveeevveeeennns 104
4.5.6 Efeitos da exposicédo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
participacdo dos prostandides derivados da via da ciclooxigenase (COX)
na resposta contratil a fenilefrina ..o 105
4.5.6.1 Expressao proteica da isoforma constitutiva da ciclooxigenase
(10 ), 2 PR 107
4.5.7 Efeitos da exposicédo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
resposta dilatadora a acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de so6dio (NPS)

€M A0rta € arteria MESENTEIICA . .cu e e 109
4.6 RESULTADOS OBTIDOS ATRAVES DE CULTURA DE CELULAS DE
MUSCULO LISO VASCULAR ... oottt e, 112

4.6.1 Efeitos da exposicéo ao acetato de chumbo sobre a viabilidade
celular de células musculares lisas vasculares...........cccccceeeeiii, 112
4.6.2 Efeitos da exposicdo ao acetato de chumbo na producéo de anion
superéxido (O27) em células musculares liSas.........ccceeuveeeeeiivieeeeciivieeeens 113
4.6.3 Efeitos do chumbo sobre a expressao génica de NOX1 e NOX4 em
células muscUlares liSaSs. ... 115
4.6.4 Efeitos do chumbo sobre a expressao proteica das isoformas da SOD

€M CAIUIAS MUSCUIAIES 1S aS .. eu it eaaeaaes 116



4.6.5 Efeitos do chumbo sobre a expressao génica e proteica de COX-2 e
COX-1 em células musculares liSas........ccccceeeeeeiii 117
4.6.6 Via de sinalizacdo das MAPK esta envolvida no aumento dos niveis
de RNAmM de NOX e COX-2 induzido pelo chumbo.........cccevvvviiiiiiiceneeeens 118

4.6.7 Efeitos do chumbo sobre a migracéo e proliferacao de células

MUSCUIAIES [IS@S ..uuuiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeenes 121
5 DISCUSSAQ ...ocviiiieieieiteieieieie ettt ettt se sttt e e et et se e e e enene e 124
5.1 AVALIACAO DA CONCENTRACAO SANGUINEA DE CHUMBO................. 124
5.2 EFEITO DO CHUMBO NO COMPORTAMENTO DA PRESSAO ARTERIAL
SISTOLICA E SOBRE PARAMETROS PONDERAIS ......coveiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee, 125
5.3 EFEITOS DA EXPOSICAO POR 30 DIAS A BAIXA CONCENTRACAO DE
CHUMBO EM ARTERIAS AORTA E MESENTERICA .....ccoeoveveeeeeeeeeeeeeece e 126
5.3.1 Efeitos do chumbo sobre a resposta vascular a fenilefrina e o papel
(o FoJr=] aTo [0 {= 1 o 127

5.3.2 Efeito da exposicado por 30 dias ao chumbo sobre o relaxamento
dependente e independente do endotelio ..........couvviiiiiiiiiiiiiiiiciie e, 129
5.3.3 Efeitos da exposicao por 30 dias ao chumbo sobre a
biodisponibilidade do 6xido nitrico em anéis de aorta toracica e de artérias
MESENTEIICAS U FALOS ..ccoi e i e 130
5.3.4 O papel das espécies reativas de oxigénio (EROs) nos efeitos do

chumbo sobre a reatividade vascular em artérias aortas e mesentéricas de

5.3.5 O papel dos prostandides derivados da ciclooxigenase (COX) no

efeito do chumbo sobre a reatividade vascular em artérias aortas e

MESENTENICAS U FALOS ...evvii ittt e e e e e e e e e era s 135

5.4 EFEITOS DA EXPOSICAO AO ACETATO DE CHUMBO EM CELULAS
MUSCULARES LISAS EXPLANTADAS DE AORTA DE RATOS........cccoveueenee. 138
6 SUMARIZACAO DOS RESULTADOS .....ooviiieieeieectecte e 143
7 CONCLUSOES ... .ottt 145
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 148

ANEXO L 176



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores do peso corporal (g) dos animais do grupos Controle (Ct) e
(03 010 a1 o Lo TN (= o) TS 95

Tabela 2: Valores de pD2 e de resposta maxima (Rmax, % de contracao) obtidos
através de curvas concentragcdo-resposta a fenilefrina em artéria aorta de ratos
controle e chumbo nas condic¢des: controle, sem endotélio (E-) e ap0s incubacao

com L-NAME, apocinina, INdOMetacing ............ccoeeeeeeiieeieiiiiiceiecireseee e 108

Tabela 3: Valores de pD2 e resposta maxima (Rmax, % de contracdo) obtidos
através de curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em artérias mesentéricas de
resisténcia de ratos controle e chumbo nas condicfes: controle, sem endotélio (E-) e

apos incubacdo com L-NAME, apocinina, SOD, Indometacina, SC-19220 ........... 109

Tabela 4: Resposta méxima (Rmax) € sensibilidade (pD2) induzidas pela acetilcolina
em anéis isolados de aorta e mesentérica intactos de animais controle (ACh Ct) e
tratados por 30 dias com chumbo (ACh Pb). A resposta maxima esta expressa como
percentual de relaxamento apos a pré-contracao com a

(=] 112 ] g = PO RRTRSRR 110

Tabela 5: Resposta maxima (Rma) € sensibilidade (pD2) induzidas pelo
nitroprussiato de soédio em anéis isolados de aorta e mesentérica intactos de
animais controle (NPS Ct) e tratados por 30 dias com chumbo (NPS Pb). A resposta
maxima esta expressa como percentual de relaxamento apds a pré-contracdo com a

(=] 1123 ] g = VTR 111



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura |I: Mecanismos de relaxamento induzidos pelo oxido nitrico. CML: célula
muscular lisa; CGs: guanilato ciclase soluvel; GTP: 5 -trifosfato de guanosina; IP3:
1,4,5-trifosfato de inositol; MLCK: quinase de cadeia leve da miosina; MLCK-P:
quinase de cadeia leve da miosina fosforilada; NO: 6xido nitrico; PKG: proteina

quinase G; SERCA: Ca2+ATPase do reticulo sarcoplasmatico............cccccceeeeeeeeennn. 42

Figura II: Sintese de prostandides e mecanismos de sinalizacdo. AA: &acido
araquidénico; AC: adenilato ciclase; AMPc: adenosina monofosfato ciclico; CML:

célula muscular lisa; COX: ciclooxigenase; PLA2: fosfolipase A2; PLC: fosfolipase

Figura lll: Expressao celular das isoformas da NADPH oxidase na parede do vaso
sanguineo. Conformacdo das isoformas NOX-1 e NOX-4 da NADPH oxidase. A)
Localizagdo celular (células endoteliais, célula do musculo liso vascular, fibroblastos,
macrofagos e células T) das isoformas da NADPH oxidase (NOX-1, NOX-2, NOX-4 e
NOX-5) através da secéo transversal de uma artéria; B) Localizacdo das isoformas
da NADPH oxidase em cada uma das suas possiveis localiza¢des intracelulares
(Drummond €t Al., 2001).....uuiiiiiiiiie e 50

Figura IV: Aorta toracica, de rato Wistar, imersa em solucéo fria de Krebs-Henseleit,
apos a remocao do tecido conectivo e adiposo, sendo dividida em segmentos de 4
mm (modificado de FIorim, 2011)........ccooiiiiiiiiiie e 62

Figura V: Esquema representativo da preparacao experimental dos anéis de aorta
em banho de 6érgdos para a realizacdo de estudos de reatividade vascular in vitro
(adaptado de Silveira, 2010).......ccccoeiiiiiiie e ——————— 63

Figura VI. Registro com curvas representativas do teste da viabilidade do musculo
liso vascular com KCl e da avaliacédo da integridade funcional do endotélio. Teste da
viabilidade do musculo liso vascular com KCI: A) Periodo de estabilizacao inicial (45
min com for¢ca basal de 1,5 gramas); B) Adicao de KCl (75 mM) ao banho; C)
Lavagem dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit; D) Periodo de estabilizagdo (30
min); E) Adicao de KCI (75 mM) ao banho; F) Contracdo induzida pelo KCI (75 mM);



G) Lavagem dos anéis com solugdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabilizacao
(30 min). Avaliacdo da integridade funcional do endotélio: I) Contragdo com
fenilefrina 1 uM; J) Contracdo induzida pela fenilefrina; K) Adicdo de acetilcolina 10
pUM. O tempo foi registrado em minutos, representado no eixo horizontal (intervalo de

80 min) e a forca registrada em gramas (g), observada no eixo vertical. (Dias,

Figura VII: Fotografia do leito mesentérico mostrando as artérias com suas

7= 10 0 1[0 = o 1= 1S USSP 66

Figura VIII: Esquema representativo do midgrafo de arame onde foram realizados
0S experimentos de reatividade VasCUIAr..............ouuuiieeiiiiiiiieer e 67

Figura IX: Esquema geral representativo de protocolo experimental realizado para
avaliar a reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos.
ACh=acetilcolina (adaptado de Wiggers, 2008)..........ccceeuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 68

Figura X: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubagédo com o
farmaco a ser estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentracao-
resposta a FE (10-10 a 3x10-4M) (adaptado Batista, 2009)............ccccccciciiiieeeeeeeneenn. 70

Figura XI: Fotografia de CMLV em que aparece as fibras de a-actina (verde)......... 75

Figura Xll: Esquema representativo do protocolo experimental utilizado em cultura
de células de MUSCUIO [ISO dE A0MA..........cceiiiiiiiiiiiiee e 76

Figura XIll: Protocolo para mensuracdo da producdo de anion superoxido pela
técnica de dihidroetideo (DHE) (Adaptado de Batista, 2014).........ccccceeeeeeeevveeiinnnnnns 80

Figura XIV: Esquema do protocolo de migracao celular (método Wound Healing): A)
ferida feita com ponta de pipeta P10; B) desenho, por fora da placa, da linha
perpendicular a ferida; C) local da foto no tempo zero, antes dos estimulos; D)
condicdo controle; E) condicdo estimulada com acetato de chumbo. (Adaptado de
2 Y] = T 0 1 S 87

Figura 1: Valores da pressdo arterial sistolica (PAS) obtidos por meio da
pletismografia de cauda em ratos dos grupos controle (Ct) e chumbo (Pb) durante
guatro semanas de tratamento. O numero de animais usados esta indicado entre

parénteses. Os resultados estdo expressos como média £ EPM. ANOVA (duas vias),



Figura 2: Resposta contratil induzida por fenilefrina, em segmentos de artéria aorta
toracica e artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos dos grupos controle
(Ct) e chumbo (Pb). Os resultados (média * EPM) estdo expressos como
porcentagem da contracdo induzida por 70mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de
KCIl. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para analise
comparativa da resposta maxima (Rmax) € da sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste
t ndo pareado: *P<0,05, Ct VS PD.....oooiiiiiiii e 97

Figura 3: Efeito da remocdo mecéanica do endotélio sobre a resposta contratil
induzida por fenilefrina, em segmentos de artéria aorta toracica (A-B) e artérias
mesentéricas de resisténcia (D-E) de ratos controle (Ct) (A-D) e chumbo (Pb) (B-E).
Em C e F, diferenca percentual da area abaixo da curva de concentracdo-resposta a
fenilefrina (dAAC) em aorta e artéria mesentérica, respectivamente, de ambos o0s
grupos experimentais. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como
porcentagem da contracdo induzida por 75mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de
KCI. O namero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para analise
comparativa da resposta maxima (Rmax), sensibilidade (pD2) e dAAC foi utilizado o
Teste t ndo pareado. *P<0,05 E+ vs E-; &P<0,05 Ct VS Ph......ovvvviiiiiiiiiiiiceciiiiees 99

Figura 4: Efeito do L-NAME (100 puM), inibidor da sintase do éxido nitrico, sobre a
resposta contratil induzida pela fenilefrina em segmentos de aorta e artérias
mesentérica de resistancia de ratos dos grupos controle (Ct) (A-D) e tratados com
chumbo (Pb) (B-E). Em C e F, diferenca percentual da area abaixo da curva de
concentragcdo-resposta a fenilefrina (dAAC) em aorta e artéria mesentérica,
respectivamente, de ambos 0s grupos experimentais. Os resultados (média + EPM)
estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM (aorta) e 120
mM (mesentérica) de KCI. O numero de animais usados esta indicado entre
parénteses. Para analise comparativa da resposta maxima (Rmax), sensibilidade
(pD2) e dAAC foi utilizado o Teste-t ndo pareado. *P<0,05 Ct/Pb vs L-NAME.
&P 0,05 CLVS Pttt e e e e e e e e e e e araa e 100



Figura 5: Efeito do inibidor da NADPH oxidase, Apocinina, sobre a resposta contratil
induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de artéria aorta toracica e mesentérica
de ratos dos grupos controle (Ct) (A-D) e chumbo (Pb) (B-E). Em C, diferenca
percentual da area abaixo da curva de concentracdo-resposta a fenilefrina (dAAC)
em aorta de ambos 0s grupos experimentais. Os resultados (média + EPM) estdo
expressos como porcentagem da contracao induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM
(mesentérica) de KCI. O numero de animais usados esté indicado entre parénteses.
Para analise comparativa da resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pD2) e dAAC

foi utilizado o Teste-t ndo pareado. *P<0,05 Ct/Pb vs Apocinina. &P<0,05 Ct vs

Figura 6: Efeito da superoxido dismutase - SOD (150 U/mL) sobre a resposta
contratil induzida por fenilefrina em segmentos de artérias mesentéricas de ratos dos
grupos controle (Ct) (A) chumbo (Pb) (B). Os resultados (média + EPM) estédo
expressos como porcentagem da contracao induzida por 120 mM de KCI. O namero
de animais usados esta indicado entre parénteses. Para analise comparativa da
resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste-t ndo pareado. *
P<0,05 PD VS SOD......ouiiiiiie ittt e et e e e et e e e e e e an e e e e e 103

Figura 7: Imagens de micrografia representam a fluorescéncia emitida por
dihidroetidio em cortes transversais de anéis de aorta de ratos controle (painel a
esquerda) e chumbo (painel a direita). O grafico representa a Intensidade de
Fluorescéncia em unidade arbitraria (UA) emitida por DHE nos dois grupos
experimentais. Os resultados (média £ EPM). O numero de animais usados esta
indicado entre parénteses. Para analise comparativa foi usado o Teste-t néo
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Figura 8: Andlise densitométrica de Western blot para expressdo protéica da
gp91phox e de duas isoformas da superéxido dismutase (SOD) de aorta de ratos
controle (Ct) e chumbo (Pb). (A) gp91phox, (B) SOD-Cuzn e (C) SOD-Mn. Na parte
superior da figura estdo demonstradas as bandas representativas da expresséo de
gp91phox, SOD-Cuzn, SOD-Mn e da a-actina. Os resultados (média £+ EPM) estédo
mostrados como expressao proteica da gp9lphox, SOD-CuzZn e SOD-Mn em
relacdo a a-actina. O numero de animais usados esta indicado entre parénteses.

Para andlise comparativa foi usado o Teste-t ndo pareado. *P<0,05 vs Ct............. 105



Figura 9: Efeitos da indometacina (10 yM), inibidor inespecifico da via do acido
araquidénico-ciclooxigenase, sobre a resposta contrétil induzida pela fenilefrina (FE)
em segmentos de aorta e artérias mesentéricas de ratos dos grupos controle (Ct) (A-
C) e chumbo (Pb) (B-D). Os resultados (média + EPM) estdo expressos como
porcentagem da contracdo induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de
KCIl. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para andlise
comparativa da resposta maxima (Rmax) foi utilizado o Teste-t ndo pareado. * P<0,05
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Figura 10: Efeitos do antagonista de receptor de prostaglandina (EP1) (10 pM),
sobre a resposta contrétil induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de artérias
mesentéricas de ratos dos grupos controle (Ct) (A) e chumbo (Pb) (B). Os resultados
(Média £ EPM) estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 120
mM de KCI. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para
andalise comparativa da resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pD2) foi utilizado o
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Figura 11: Andlise densitométrica de Western blot para expressdo protéica da
isoforma constitutiva da ciclooxigenase (COX-2) em aorta tordcica e artéria
mesentérica de ratos dos grupos controle (Ct) e chumbo (Pb). (A) COX-2-aorta, (B)
COX-2-mesentérica. Na parte superior da figura estdo demonstradas as bandas
representativas da expressdo da COX-2 e da a -actina de ambos os grupos. Os
resultados (média + EPM) estdo expressos como relacdo entre a densidade das
bandas da COX-2 e da a-actina. O nimero de animais usados esta indicado entre
parénteses. Para analise comparativa foi usado o Teste-t ndo pareado. *P<0,05 vs

Figura 12: Resposta dilatadora induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de
artéria aorta (A) e artéria mesentérica (B) de ratos dos grupos controle e chumbo. Os
resultados (Média £+ EPM) estdo expressos como porcentagem da pré-contracdo a
FE. O numero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para analise
comparativa da resposta maxima (Rmax) € da sensibilidade (pD2) foi utilizado o
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Figura 13: Resposta dilatadora induzida pelo nitroprussiato de sédio (NPS) em
segmentos de artéria aorta (A) e artéria mesentérica (B) de ratos dos grupos
controle e chumbo. Os resultados (Média + EPM) estdo expressos como
porcentagem da pré-contracdo a FE. O numero de animais usados esta indicado
entre parénteses. Para andlise comparativa da resposta maxima (Rmax) € da
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Figura 14: Efeito do acetato de chumbo na viabilidade das células do musculo liso
de aorta de rato. As CMLVs foram cultivadas em meio de crescimento celular e
depois foram tratadas com diferentes concentragcbes de chumbo (10, 20 e 100
pg/dL) durante 48 h. A porcentagem de sobrevivéncia das células foi avaliada pelo
método de MTT. Resultados (média + EPM) apresentados como valores relativos
comparados ao controle (100%). Numero de unidades experimentais utilizadas entre
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Figura 15: Efeitos do chumbo (20 pg/dL) por 48 horas na producdo de éanions
superoxidos (O2.-) em CMLVs, na presenca ou auséncia de mito-TEMPO (5
pmol/L) e Tempol (10 pmol/L). Na parte superior, encontram-se microfotografias
representativas da fluorescéncia emitida pelo dihidroetideo (DHE) em CMLVs em
situacao controle, exposta ao chumbo e expostas ao chumbo na presenca de mito-
TEMPO e Tempol. O gréfico representa a intensidade de fluorescéncia em unidade
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Figura 16: Efeitos do chumbo (20 ug/dL, 48h) sobre a atividade enzimética da
NADPH oxidase em CMLVs, na presenga ou auséncia de ML 171 (0.5 umol/L),
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Figura 17: Efeitos do chumbo (20 pg/dL) sobre os niveis de RNAmM de NOX1 e
NOX4 em CMLVs, na presenca e na auséncia de celecoxib e rofecoxib. Resultados
(média £ EPM) expressados como Unidades Relativas de Luz (URL) comparada ao
controle (1). *p < 0,05 vs Ct, &p < 0,05 vs Pb. ANOVA uma-via e pos-teste de
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Figura 18: Analise densitométrica de Western blot para expressdo protéica das
isoformas da superoxido dismutase (SOD) em CMLVs. (A) SOD-Mn, (B) SOD-CuZn
e (C) SOD-EC. Na parte superior da figura estdo demonstradas as bandas
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Figura 19: A: Efeitos do chumbo (20 pg/dL) sobre os niveis de RNAm de COX-2 em
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densitométrica de Western blot para expressdo protéica das isoformas indusivel e
constitutiva da ciclooxigenase (COX-2) em CVLMs. (B) COX-2, (B) COX-1.
Resultados (média + EPM) expressados como Unidades Relativas de Luz (URL)
comparada ao controle (1) e mostrados como expressao proteica da COX-2 e COX-
1 em relagdo a B-actina. NUumero de unidades experimentais utilizadas entre
parénteses. Para analise comparativa foi usado ANOVA uma-via e pés-teste de
Tukey e Teste-t ndo pareado. *P<0,05 vs Ct. &P<0,05 VS Pb.......coovvvvirviiiiiiinnn. 118

Figura 20: Chumbo induz a fosforilagdo das MAPKs ERK1/2 e p38. Efeitos do
chumbo sobre a ativacdo de (A) ERK1/2, (B) p-38 MAPK, (C) JNK e (D) Akt em
CMLVs. Na parte superior da figura estdo demonstradas as bandas representativas
da expressao das MAPKs ERK1/2, p-38, JNK e da Akt nos tempos de exposi¢cdo ao
chumbo. Os resultados (média £ EPM) estdo expressos como a razao entra MAPK
fosforilada e o total da MAPK e normalizados para os valores obtidos em células
controles ndo estimuladas. NUumero de unidades experimentais utilizadas entre
parénteses. Para analise comparativa foi usado ANOVA uma-via seguida por teste
Tukey. *P<0.05 VS Ct (0)..ciiiiiieiiiiiiiitiit ittt ee e 119



Figura 21: Participagdo da MAPKs na modulacdo de COX-2 e producdo de EROs.
Efeitos de U0126 (10 pymol/L) e SB203580 (10 pmol/L) sobre a expressdo de RNAm
de (A) NOX-1, (B) NOX-4 e (C) COX-2 induzida por chumbo em CMLVs. Resultados
(média + EPM) expressados como Unidades Relativas de Luz (URL) comparada ao
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apos 24 horas de estimulo com o chumbo. Resultados (média + EPM) apresentados
como valores relativos comparados ao controle (1). Numero de unidades

experimentais utilizadas entre ParENtESES........uuucieeiiiiieeeeeeeeee e 122
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Figura 24: Sumarizacdo esquematica dos resultados obtidos no presente estudo. A
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RESUMO

Alguns estudos mostram a associagdo entre exposicdo ao chumbo e o risco de
doencas cardiovasculares. A exposicdo cronica a baixas concentracdes produz
hipertensdo e, no entanto, oS mecanismos subjacentes nao estdo totalmente
esclarecidos. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi analisar se a exposicéo crbnica a
baixa concentracdo de chumbo, durante 30 dias, afeta a funcéo vascular de aorta e
mesentéricas de resisténcia, e avaliar o papel do estresse oxidativo, das vias
dependentes da ciclooxigenase-2 e das MAPKs, nas alteragbes vasculares
induzidas pela exposicdo ao chumbo. Para isso, foram utlizadas aortas e
mesentéricas de ratos Wistar tratados com chumbo (1% dose: 10 pg/100 g; doses
subsequentes: 0,125 pg/100 g, por via intramuscular, 30 dias) e cultura de células
musculares lisas vasculares (VSMCs) de aorta de ratos Sprague-Dawley
estimulados com chumbo (20 pg/dL). Os niveis de chumbo no sangue dos ratos
tratados atingiu uma concentracao de 21,7 + 2,38 pg/dL. Esta exposi¢cdo aumentou a
pressdo arterial sistOlica e a resposta contratil a fenilefrina em anéis de aorta e
mesentéricas, reduziu o relaxamento induzido pela acetilcolina em anéis de aorta e
ndo afetou o relaxamento ao nitroprussiato de sodio. A remocédo do endotélio e o L-
NAME (100 uM), deslocaram mais a resposta a fenilefrina em aorta dos animais ndo
tratados do que dos tratados com chumbo, no entanto, ndo foi observada diferenca
nos anéis de mesentéricas. A apocinina (30 uM) promoveu reducdo da resposta a
fenilefrina que foi maior em aorta de ratos tratados com chumbo do que as néo
tratadas. Em anéis de mesentéricas a apocinina nao alterou a reatividade vascular,
porém a SOD (150 U ml%) levou a uma pequena reducdo da resposta
vasocontrictora a fenilefrina. A indometacina (10 yM) promoveu uma maior reducao
na resposta a fenilefrina em anéis de aorta e mesentérica tratada com chumbo em
relacdo as ndo tratadas. O antagonista de receptores EP1, SC-19220 (10 uM)
também reduziu a resposta a fenilefrina em mesentéricas de ratos expostos ao
metal. O tratamento com chumbo promoveu aumento da expressao proteica
vascular da gp91phox, SOD-Cu/Zn, SOD-Mn e COX-2. Em cultura de CMLVs o
chumbo promoveu 1) aumento da producdo de anion superéxido, aumento da
atividade da NADPH oxidase e da expressao génica e/ou proteica de NOX1, NOX4,
SOD-Mn, SOD-EC e COX-2 e 2) ativacao das MAPKs ERK1/2 e p38. Tanto os



antioxidantes (mito-TEMPO, 5 ymol/L; tempol, 10 ymol/L e ML171, 0,5 ymol/L) como
os inibidores COX-2 (Celecoxib, 10 yM e Rofecoxib, 10 pmol/L) normalizaram a
producdo de anion superoéxido, a atividade da NADPH oxidase e os niveis de mRNA
de NOX1, NOX4 e COX-2. O bloqueio das vias de sinalizacdo de ERK1/2 e p38
aboliram a inducdo da expressao de NOX1, NOX4 e COX-2, causada pelo chumbo.
Em concluséo, os resultados aqui apresentados demonstram que o tratamento com
baixas doses de chumbo aumenta a pressao arterial sistélica, promove disfuncao
vascular e ativa vias de sinalizacdo das MAPKs. Estes efeitos estdo associados com
a ativacado de proteinas inflamatérias tais como a NADPH oxidase e COX-2 que

atuam em conjunto para contribuir com a disfuncao vascular.

Palavras-chave: exposicdo ao chumbo; via das MAPKs, estresse oxidative,

ciclooxigenase-2, reatividade vascular, pressao arterial.



ABSTRACT

Some studies show an association between lead exposure and the risk of
cardiovascular disease. Chronic exposure to low lead concentration produces
hypertension; however, the underlying mechanisms remain unclear. Thus, the aim of
this study was to examine whether chronic exposure to low concentrations of lead for
30 days, affects the vascular function of aorta and mesenteric arteries, and evaluate
the role of oxidative stress, the cyclooxygenase-2 dependent pathways and of

MAPKSs, in vascular changes induced by lead exposure.

For this, aortas and mesentéric arteries were used from lead-treated Wistar rats (1st
dose: 10 pg/100 g; subsequent doses: 0.125 ug/100 g, intramuscular, 30 days) and
aortic vascular smooth muscle cells (VSMCs) from Sprague Dawley rats stimulated
with lead (20 pg/dL) were also used. After treatment, the blood levels attained 21.7 £
2.38 pg/dL. This exposure increased systolic blood pressure and aortic and
mesenteric rings contractile response to phenylephrine, reduced acetylcholine-

induced relaxation in aortic rings and did not affect sodium nitroprusside relaxation.

Endothelium removal and L-NAME left-shifted the response to phenylephrine more in
untreated than in aortas from lead-treated rats, however no diference was observed
in mesenteric rings. When using apocynin (30 pM), we observed that there was a
reduced response to phenylephrine which was greater in treated than in untreated
aortas. In mesenteric rings apocynin did not change the reactivity, although SOD
(150 U ml-1) led to a small reduction in vasocontriction response to phenylephrine.
Indomethacin (10 uM) decreased more the response to phenylephrine in aortas and
mesenteric arteries from treated than from untreated rats. The EP1 antagonist SC-
19220 (10 mM) reduced the response to phenylephrine only in mesenteric rings from
rats exposed to the metal. Treatment with lead caused an increased vascular protein
expression of gp91phox, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD and COX-2. In cultured VSMCs lead
1) increased superoxide anion production, NADPH oxidase activity and gene and/or
protein levels of NOX1, NOX4, Mn-SOD, EC-SOD and COX-2, and 2) activated
ERK1/2 and p38 MAPK. Both antioxidants (mito-TEMPO-5 pmol/L, tempol-10 ymol/L
e ML171-0,5 umol/L) and COX-2 inhibitors (Celecoxib- 10 yM e Rofecoxib-10
pmol/L) normalized superoxide anion production, NADPH oxidase activity and mRNA
levels of NOX1, NOX4 and COX-2. Blockade of the ERK1/2 and p38 signaling



pathways abolished lead-induced NOX1, NOX4 and COX-2 expression. In
conclusion, the results presented here demonstrated that treatment with low doses of
lead increased systolic arterial blood pressure, promoted vascular dysfunction and
activated MAPK signaling pathways. These effects are associated with the activation
of inflammatory proteins such as NADPH oxidase and COX-2 that act in concert to

contribute to vascular dysfunction.

Keywords: lead exposure; MAPK pathway; oxidative stress; cyclooxygenase-2;

vascular reactivity; blood pressure.
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1 INTRODUCAO
1.1 O CHUMBO

Historicamente, a humanidade estd intimamente relacionada com a utilizacdo de
metais pesados, como chumbo, mercurio e cadmio. Ha existéncia de relatos da
utilizacado do mercurio e chumbo para fabricacdo de utensilios e ferramentas datados
dos séculos XV e XVI a.C (Espafiol Cano, 2001).

O chumbo pertence a familia quimica dos metais do grupo IV b da tabela periddica.
Seu nimero atdmico é 82, seu simbolo quimico € o Pb (Paoliello & Chasin, 2001). E
um metal cinza-azulado, brilhante, inodoro, maleavel, insolivel nos solventes
organicos e muito resistente a corrosdo. Encontra-se em estado solido a
temperatura ambiente, se funde a 327 °C, com temperatura de vaporizagao a 1725
°C. E encontrado na natureza tanto na forma livre como em associacdo com
diversos outros metais. Estas propriedades determinam sua ampla aplicacdo na
industria e grande importancia comercial no mercado mundial (WHO, 1995; IUPAC,
2003).

O chumbo inorganico pode apresentar estados de oxidagédo +2 e +4. O ion estavel
do chumbo é o Pb?* e combinado com o enxofre forma a galena (PbS = 86,6% de
Pb e 13,4% de S) um dos mais abundantes minérios e do qual é extraido quase todo
o chumbo primario (DNPM, 2001). O Pb* forma os compostos organicos
tetrametilchumbo Pb(CHs), e tetraetichumbo Pb(C,Hs)s;, 0s mais importantes do
ponto de vista comercial, visto que ja foram amplamente empregados como aditivos

em combustiveis (Conterato, 2007).

1.2 FONTES DE EXPOSICAO E UTILIZACAO

O chumbo é relativamente abundante na crosta terrestre, sendo o quinto metal mais
abundante no planeta (Matos, 2007). Sua concentragdo média no solo é de 10 a 20
mg/kg. Na atmosfera, essa concentracéo foi estimada em cerca de 0,0005 pg/m* no
ar e em aguas superficiais a concentragdo natural do metal € em torno de 0,02 pg/L
(WHO, 1995).

As maiores fontes naturais de chumbo sdo as emissdes vulcanicas, intemperismo

geoquimico e névoas aquaticas, e as fontes geoldgicas de chumbo sdo as rochas
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igneas e metamorficas (WHO, 1995; Paoliello & Chasin, 2001). As fontes
antropogénicas sao obtidas principalmente a partir da recuperacdo do metal de
sucatas e rejeitos. A contaminacdo do solo pode se da por todas essas fontes:
natural, geoldgica ou através de atividades exercidas pelo homem (antropogénicas)
(Paoliello & Chasin, 2001). No Brasil, o chumbo secundario € obtido, principalmente,
da reciclagem de baterias automotivas, industriais e de telecomunicagbes, em
usinas refinadoras nos estados de Pernambuco, S&do Paulo e Rio de Janeiro (DNPM,
2007; Brasil, 2013).

O chumbo é utilizado em mais de 200 processos industriais diferentes. Na forma de
ligas e compostos € empregado na fabricacdo de produtos de alta tecnologia como,
por exemplo, protecdo de reatores nucleares, finas placas de componentes
eletrbnicos, bem como de baterias, tintas e corantes, ceramicas, cabos e municao
(Kreusch, 2005). Cerca de 40% do chumbo é usado como um metal, 25% em ligas e
35% em compostos quimicos (ATSDR, 1993; Parmeggiani, 1983).

Na forma de ligas, o chumbo é utilizado nos processos de soldagem. Na indastria
eletrbnica, além de promover a adesdo de componentes a superficie de placas, tém
a importante funcdo de propiciar a ligacdo elétrica entre os componentes e 0S
circuitos eletrénicos (Kreusch, 2005). O chumbo metalico é usado na forma de
lamina, canos ou cabos, proporcionando maior flexibilidade e resisténcia a corroséo.

Serve como protetor contra radiacfes ionizantes e também € utilizado como

metalizante para coberturas protetoras, na manufatura de baterias (Kreusch, 2005).

Os o6xidos de chumbo sé@o usados nas placas de baterias elétricas e acumuladores,
como componentes na manufatura de borracha (PbO), como ingredientes nas tintas
(Pb3O4) e constituintes de vitrificados, esmaltes e vidros. Estima-se que a
manufatura da bateria representa cerca de 70% do consumo mundial desse metal
(WHO, 1995).

A industria quimica utiliza amplamente o chumbo. O arseniato de chumbo é
empregado na fabricacdo de inseticida; o carbonato de chumbo é empregado na
sintese do cloreto de polivinila (PVC); o acetato de chumbo tem importante uso
como impermeabilizador, verniz, antiferrugem em pinturas, reagente analitico; o
naftenato de chumbo é um secativo (de Capitani et al., 2009; Paoliello & Chasin,
2001). Este metal também é utilizado em fertilizantes ou adubos agricola,
distribuindo-se no meio ambiente (ATSDR, 1993).
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Os sais de chumbo formam as bases de muitas tintas e pigmentos, porém muitos
paises tém restringido seu uso. Nos Estados Unidos concentracdes de chumbo em
tintas e pigmentos acima de 0,06% e na Nova Zelandia acima de 0,5% néo séo
permitidas (WHO, 1995). Apds anos sem regulamentacdo no Brasil, em agosto de
2008 foi publicada a Lei n® 11.762, que regulariza o uso de pigmentos e secantes a
base de chumbo em tintas imobilidrias. A lei estabelece que tintas imobiliarias ndo
possam conter chumbo em concentracao igual ou superior a 0,06%, em peso (Brasil,
2008).

O chumbo tetraetilico durante muito tempo no Brasil (1922) foi usado na gasolina
para aumentar a potencia dos motores de carros e obter maior economia de
combustivel (Landrigan, 2002). Porém desde 1978 foi proibido e no seu lugar utiliza-
se o etanol (Paoliello & Chasin, 2001). Esta proibicdo levou a uma reducao drastica
da populacédo em geral ao contato com o chumbo (Pirkle et al., 1998). Entretanto, em
varios paises, ainda ha locais em que a gasolina é fonte permanente de exposicéo a

este metal.

Frente a varias fontes de exposicdo ao chumbo, alguns paises estabeleceram
concentracbes maximas de chumbo no sangue para pessoas expostas e nao
expostas. A Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR)
recomenda como segura uma concentra¢do de chumbo sanguinea inferior 30 pg/dL
em adultos ndo expostos e 60 pug/dL em adultos expostos ocupacionalmente. No
Brasil, a Norma Regulamentadora n°® 7 (1988) do Ministério do Trabalho, estabelece
os valores de referéncia, para pessoas ndo ocupacionalmente expostas e os indices
Biolégicos Maximos Permitidos (IBMP) em trabalhadores expostos, de 40 ug/dL e 60
pHg/dL de sangue, respectivamente (Brasil, 1988; Jacob et al.,, 2002). A NR-7
(Portaria n° 24, de 29/12/94), também determina o monitoramento anual dos efeitos

toxicos do chumbo através de exames médicos em trabalhadores expostos.

Entretanto, € comprovado que niveis de chumbo no sangue, inferiores aos fixados
por estes Orgdos, podem provocar alteracdes de humor, disfun¢cdes da memoria, da
associacao verbal, da inteligéncia visual e da atencdo em trabalhadores expostos ao
metal, assim como alteracdes cardiovasculares (Cordeiro et al., 1996; Kasperczyk et
al., 2009).

Nos paises desenvolvidos, o controle das fontes de poluicdo de chumbo vem sendo

implementado gradativamente, com uma intensa atuagdo dos 6rgdos ambientais e
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da saude publica. No Brasil, o controle € praticamente inexistente, devido a falta de
dados sobre a real exposicdo da populacdo brasileira e interesse dos 06rgaos
nacionais de fiscalizacdo. Por isso, se faz necessario, estudos que mostrem o0s
riscos desta exposicao para maior conhecimento da nossa realidade e, desse modo,
incentivar os 6rgdos de saude publica e de meio ambiente nas a¢des de controle
(Moreira & Moreira, 2004).

1.3 CINETICA DO CHUMBO NO ORGANISMO

Em virtude da ampla utilizagdo, o chumbo é um dos contaminantes mais comuns do
ambiente, como relatamos anteriormente. Esta grande utilizagdo proporciona a
contaminacdo direta de pessoas ocupacionalmente expostas e, indiretamente, a
populacdo em geral. Assim, todos os seres humanos tém chumbo em seus
organismos como resultado da exposicao as fontes exdégenas (Moreira & Moreira,
2004). No entanto, este metal ndo possui nenhuma funcéo fisiolégica conhecida no
organismo e seus efeitos toxicos ja sdo conhecidos ha muito tempo por afetarem

praticamente todos os 6rgaos e sistemas (Xie et al., 1998).

Sabendo-se que o chumbo é um elemento téxico que se acumula no organismo, e
como o proposito de correlacionar a quantidade de chumbo no ambiente aos seus
efeitos toxicos nos diversos 6rgdos e sistemas, € importante entender a cinética

deste metal no organismo: sua absorc¢ao, distribuicdo, armazenamento e eliminacao.

O chumbo inorganico entra no organismo por inalacao (principal forma da exposicao
ocupacional) ou ingestdo (via predominante para a populacdo em geral). J& 0s
compostos organicos de chumbo sdo capazes de penetrar através da pele integra, e
0s compostos de chumbo tetra alquila podem ser absorvidos por estas trés vias. No
organismo o chumbo ndo é metabolizado, e sim, complexado por macromoléculas,
sendo diretamente absorvido, distribuido, armazenado e excretado (Paoliello &
Chasin, 2001).

A absor¢cdo de chumbo proveniente de fontes ambientais € dependente da
guantidade de metal, do seu estado fisico e quimico, além de ser influenciado por
fatores relacionados ao hospedeiro (idade, genética, estado fisiologico) e condigbes
nutricionais (Paoliello & Chasin, 2001). Uma vez absorvido, o chumbo se distribui

entre 0 sangue, os tecidos moles (rins, medula 0ssea, figado e cérebro) e os tecidos
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mineralizados (0ssos e dentes) (ATSDR, 1993). Como o chumbo é qualitativamente
um analogo bioloégico do célcio, o seu sitio primario de armazenamento no
organismo é 0 0sso, que contém aproximadamente 90% a 95% do conteudo
corporeo total de chumbo (Moreira & Moreira, 2004). A concentracdo de chumbo no
sangue € menor do que 2% do seu total no organismo, sendo que 90% a 99,8%
deste metal estédo ligados a membrana e a fracbes de proteinas (principalmente a
hemoglobina) das células vermelhas e o restante esta no plasma ligado a albumina,
az-globulina ou como ions livres (Goyer, 1991; Sanin et al., 1998). O plasma é o
componente do sangue que contém chumbo livre para cruzar as membranas
celulares e possivelmente causar seus efeitos toxicos (Moreira & Moreira, 2004).

A eliminacdo do chumbo no organismo humano é extremamente lenta (Moraes,
2014). Sua excrec¢do pode ocorrer por varias vias, porém a excrecdo renal e a
gastrointestinal sdo as de maior importancia pratica. A excrecdo gastrointestinal
acontece por secrecao pancreética e biliar, possivelmente na forma de um complexo
chumbo-glutationa. O chumbo nédo absorvido pelo trato gastrointestinal € eliminado
nas fezes (cerca de 15 %) e o que foi absorvido é amplamente excretado pela urina,
por filtracdo glomerular (75-80 %). No entanto, os mecanismos de eliminagdo pela
bile e urina ainda ndo estdo completamente elucidado (Moreira & Moreira, 2004).
Outras possiveis formas de eliminacdo do chumbo se déo através do suor,
descamacdo cutanea, cabelo, unhas (< 8 %) e através do leite materno, estas em

guantidades muito pequenas (Tsalev & Zaprianov, 1985).

Abordaremos a seguir, acerca dos efeitos toxicos desse metal nos diferentes
sistemas do organismo.

1.4 EFEITOS DO CHUMBO NOS DIVERSOS ORGAOS E SISTEMAS

O chumbo é capaz de promover efeitos adversos no organismo humano, devido a
sua alta toxicidade e capacidade cumulativa. A intoxicacdo aguda pelo chumbo é
bastante rara, mas muito perigosa, podendo levar a morte, enquanto que a
intoxicacdo crbnica € mais comum e bastante danosa ao organismo. A cronicidade
da exposicdo ao chumbo pode gerar distirbios gastrointestinais, neuromusculares e
sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), além de alterar o sistema cardiovascular e
o renal (Paoliello & Chasin, 2001; Jacob et al., 2002).
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Os mecanismos de toxicidade propostos envolvem varios processos bioquimicos,
principalmente os que estdo relacionados ao funcionamento de membranas
celulares e enzimas. As alteracbes no funcionamento de enzimas estao
principalmente relacionadas as interacfes desse metal com os grupamentos sulfidril
(-SH) de proteinas que estdo intimamente relacionadas a ativagdo de proteinas
quinases C, fazendo desse um dos principais mecanismos de toxicidade. Outro
importante mecanismo de toxicidade do chumbo se d& pela sua capacidade de
mimetizar o ion calcio e interagir com diversas proteinas, como sua interacdo com a
calmodulina através da interagdo com o0s grupamentos carboxilas (Moreira &

Moreira, 2004).

O sistema nervoso é o sistema mais sensivel a intoxicacdo por chumbo, sendo a
encefalopatia um dos mais sérios desvios toxicos induzidos por este metal em
criangas e adultos (Moreira & Moreira, 2004). Os sintomas de neurotoxicidade
incluem irritabilidade, dor de cabeca, diminuicdo de atencdo, perda de memoria,
déficit cognitivo, cefaléia, tremor muscular, alucinacdes, reducdo na velocidade de
transmissao do impulso nervoso, tontura, fraqueza e parestesia (Paoliello & Chasin,
2001; Moreira & Moreira, 2004).

Hanninen et al. (1998) estudaram 54 trabalhadores de uma fabrica de baterias e
concluiram que as alteracbes neuropsicolégicas encontradas nos sujeitos com
exposicdes passadas altas e presentes baixas indicam que concentracdes de
chumbo no sangue na faixa de 51,8 a 101,4 pg/dL podem causar danos
prolongados, ou mesmo permanentes na funcdo do sistema nervoso central. Outros
estudos, controlados, demonstraram associacdo entre os altos valores de chumbo
no sangue de criancas, com aumento de delinquéncia na juventude observada no
final da infancia e inicio da fase adulta (Needleman et al., 1996; Dietrich et al.,
2001). Contudo, ainda ndo sdo bem conhecidos os niveis em que as primeiras
anormalidades neurofisiologicas aparecem, mas alguns trabalhos sugerem que
alteracdes leves jA podem aparecer em concentracdes abaixo do que se considera
seguro pelo indice Biolégico Maximo Permitido para trabalhadores expostos (60

pg/dL) e pessoas nao ocupacionalmente expostas (40 pg/dL).

O sistema renal também € alvo do chumbo. Seus efeitos toxicos ocorrem na
presenca de niveis relativamente altos de chumbo no sangue. Sabe-se que em

trabalhadores expostos, a nefropatia por chumbo €é bem documentada e
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caracterizada por reducdo da funcdo renal e na maioria das vezes € acompanhada
por hipertensédo (Saryan & Zen, 1994; WHO, 1995). As alteracdes funcionais sao
semelhantes as encontradas em casos de lesGes nos tubulos proximais, sendo
caracterizada por diminuicdo da absor¢cdo de aminoacidos, glicose, acido citrico e
fosfato (Moraes, 2014). Clinicamente a toxicidade € verificada por proteinuria,
hematuria e presenca de cilindros na urina (Kosnett, 2003). A nefropatia aguda
ocorre principalmente em criancas sob exposicdo aguda ao chumbo, sobretudo pela
via oral e a nefropatia crénica é descrita principalmente em trabalhadores expostos,
cuja exposicdo primaria € por inalacdo (Paoliello et al., 2003; Moreira & Moreira,

2004).

Também, segundo a Agency for Research on Cancer (IARC), ha evidéncias relativas
a carcinogenicidade do chumbo e seus compostos em animais, porém em humanos
ainda é incerto. Essas evidéncias foram comprovadas em animais mediante estudos
gue apontam o acetato e o fosfato de chumbo como causa de tumores em rins de
ratos (ATSDR, 1993; Saryan & Zen, 1994). Assim, de acordo com a IARC, o chumbo
e os compostos de chumbo foram classificados como “possivelmente carcinogénicos
para humanos” (WHO, 1995).

Além destes, 0s sintomas intestinais que caracteriza a exposi¢do ao metal aparecem
como a célica, caracterizada por espasmos intestinais que provocam dor abdominal

intensa, associada com nauseas, vomito e perda de peso (Paoliello, 2003).

Quanto ao sistema hematoldgico, a forte ligacdo do chumbo ao grupamento sulfidrila
de proteinas, leva a alteracdes da via de sintese do heme, na molécula de
hemoglobina, uma vez que cerca de 99% do chumbo sanguineo esta ligado as
células vermelhas (Lawton & Donaldson, 1991). Estas alteracfes sdo observadas
nas enzimas &cido delta-aminolevulinico desidratase (4cido delta-ALAD),
ferroquelatase e coproporfirinogénio oxidase, todas envolvidas na biossintese do
heme (Paoliello & Chasin, 2001). A interferéncia na producdo do heme e a
subsequente reducdo da sua quantidade corporal € uma das principais causas da
patologia relacionadas ao chumbo, principalmente a inibicdo da eritropoiese,

provocando anemias (Souza & Tavares, 2009).

1.5 EFEITOS NO SISTEMA CARDIOVASCULAR
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A hipertensdo arterial € um dos principais fatores de risco para doencas
cardiovasculares, cerebrovasculares e renais, sendo essas doengas atualmente
responsaveis por um grande percentual de morbi-mortalidade em varios paises.
Estima-se que 20 % da populacdo mundial apresenta hipertensdo arterial, e no
Brasil esse percentual pode chegar em torno de 40 % em algumas regifes do pais
(VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo Arterial).

Dentre os fatores que contribuem para génese e/ou manutencdo da hipertenséo
estédo incluidos fatores extrinsecos como se pode citar: obesidade, sedentarismo,
consumo de &lcool, tabagismo, aumento do consumo de sal (Bakris & Mensah,
2002) e a exposicdo a metais pesados como o chumbo (Vaziri et al., 1997, 1999),
mercurio (Vassallo et al., 1999; da Cunha et al., 2000) e cadmio (Masso et al., 2007,
Gonick, 2008). E fatores intrinsecos, que incluem altera¢cdes funcionais do sistema-
renina-angiotensina, aumento da atividade simpatica, resisténcia a insulina,
hereditariedade (Harrap, 1994); modificacbes dos parametros hemodinamicos
(alteracdes no débito cardiaco e na resisténcia vascular periférica) (Folkow, 1982); e
raca (Freis, 1973).

Como descrito anteriormente, a exposi¢cao a agentes téxicos, incluindo chumbo e
outros metais, € um fator de risco e pode contribuir para o surgimento ou agravo da
hipertensdo e de doencas cardiovasculares. Entretanto, apés cem anos dos
primeiros estudos que correlacionam a exposicdo ao chumbo as alteracdes nos
parametros cardiovasculares, o papel do chumbo nos mecanismos envolvidos
nestas alteracfes ainda ndo estd completamente elucidado (Navas-Acien et al.,
2007). Estudos experimentais e epidemioldégicos sugerem uma relacdo entre
exposicao por chumbo, hipertensdo e doencas cardiovasculares (Schwartz, 1991;
Moller & Kristensen, 1992; Maheswaran et al., 1993; Cheng et al., 1998; Lustberg
and Silbergeld, 2002). Sabe-se que seus efeitos na saude humana dependem dos
niveis sanguineos e da duracdo da exposicao. Diante disso, varios estudos sao
necessarios para determinar a correlagdo entre concentragbes sanguineas de
chumbo e aumento da presséo arterial; as diferencas entre os efeitos das
exposicoes agudas e cronicas sobre a pressao arterial; as alteragcbes promovidas
pelo chumbo no sistema cardiovascular e os mecanismos intracelulares pelos quais

o chumbo provoca estas alteragoes.
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Em acordo com o exposto, estudos in vivo e in vitro com animais vém mostrando
gue a exposicao crénica ao chumbo causa hipertensédo e doencas cardiovasculares
por alterar o sistema renina-angiotensina, principalmente por aumentar a atividade
da ECA (Carmignani et al., 1999; Sharifi et al., 2004; Simdes et al., 2011), inibir a
Na®',K'-ATPase (Weiler et al., 1990), induzir o estresse oxidativo, reduzir a
biodisponibilidade de NO (Gonick et al., 1997; Grizzo & Cordelline, 2008; Vaziri,
2008; Silveira et al., 2014), e esgotar as reservas de antioxidantes (Farmand et al.,
2005). O chumbo pode agir também como substituto do calcio na via de sinalizagcéao
do calcio por interagir com calmodulina, PKC (proteina kinase C), com canais para
potassio dependentes de calcio (Goldstein, 1993; Watts et al., 1995), além de

estimular a proliferagdo das células do musculo liso vascular (Fujiwara et al., 1998).

Estudos de Vaziri e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento crénico
por 12 semanas com 100 ppm de acetato de chumbo em agua de beber, foi capaz
de aumentar a pressao arterial sistélica (PAS) no grupo de ratos que recebeu o
metal. Em outro trabalho, pesquisadores encontraram aumento de presséao arterial
sistélica a partir da segunda semana de tratamento com 100 ppm de acetato de
chumbo. Houve aumento progressivo da pressdo arterial sistélica até a oitava
semana, na qual atingiu valor aproximado de 180 mmHg (Sharifi et al, 2004). Os
trabalhos de Carmignani e colaboradores (1999 e 2000) demonstraram aumento da
pressédo arterial sistolica e diastélica de ratos tratados por 10 meses com 60 ppm de
acetato de chumbo na agua de beber. Corroborando com estes achados, Roncal e
colaboradores (2007) também demonstram que ratos submetidos ao tratamento
crénico com 150 ppm de acetato de chumbo na agua de beber, por 16 semanas,

obtiveram aumento da presséo arterial sistolica.

Ademais, trabalhos realizados por nosso grupo mostraram que o tratamento in vivo
com o chumbo agudo, promove aumento da pressédo arterial com aumento da
participacdo do sistema renina angiotensina em apenas 2 horas de exposicao
(Simdes et al., 2011). Vassallo et al., (2008) mostraram que a administracdo aguda
de chumbo (100 uM) reduz a contratilidade miocéardica. Contudo, outro estudo com
0s ratos expostos agudamente a baixa concentracdo de chumbo (8 uM) mostrou um

aumento na presséo sistolica ventricular esquerda (Fioresi et al., 2013).

A reatividade vascular também pode ser alterada pela exposicdo a esse metal

pesado. Webb et al. (1981), observaram aumento da forga contratil na presenca de
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norepinefrina e metoxamina em artéria caudal de ratos tratados com 100 pM de
acetato de chumbo em relacdo ao grupo controle. Silveira et al. (2010) em leito de
artéria caudal, mostraram que 100 uM de chumbo levou a alteracdes no endotélio,
promovendo maior liberacdo de vasoconstritores derivados da ciclooxigenase e de
espécies reativas de oxigénio, aumentando a reatividade vascular. Avaliando a
hipertensdo induzida pelo chumbo em ratos Marques e colaboradores (2001)
mostraram que esta se relaciona com o prejuizo do relaxamento vascular endotélio-
dependente e ndo-dependente. Esse fato € acompanhado de aumento da expressao
proteica que promove por um lado, ativacdo de proteinas que inibem a Ca?**,Mg*-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico, da eNOS e “downregulation” da guanilato
ciclase soluvel (sGC). Segundo esses autores, essas respostas parecem envolver as
espécies reativas de oxigénio (EROs) sobre o sistema de relaxamento NO/cGMP na
parede vascular dos ratos tratados com chumbo. Este achado foi correlacionado
com o envolvimento das EROs e da COX-2, que estdo aumentados nos animais
tratados com o chumbo (Courtois et al., 2003).

Para melhor compreender os efeitos da exposicdo ao chumbo sobre os vasos
sanguineos, € necessaria uma breve revisdo sobre os componentes vasculares e a

regulacéo do tonus vascular.

1.6 TONUS VASCULAR E SUA REGULACAO

Artérias sdo compostas basicamente por trés camadas estruturais. A camada de
células mais interna que envolve o limen, delimitada pela camada elastica interna, é
tdnica intima. Esta é composta por um arranjo linear e longitudinal de células
endoteliais e membrana basal contendo tecido conjuntivo, células sub-endoteliais
(pericitos) e esporadicas células musculares lisas vasculares (CMLVS). A tunica ou
camada média é o tecido compreendido entre a lamina elastica interna e a externa,
composto de um arranjo de células musculares lisas dispostas em forma
circunferencial embebidas em matriz extra-celular rica em colageno, elastina/fibrilina
e proteoglicanos. A camada localizada externamente a lamina elastica externa, ou
tunica adventicia, € composta de fibroblastos arrumados longitudinalmente, inseridos
na matriz extra-celular rica em coladgeno e elastina, pequenos vasos e terminagdes

nervosas (Hillebrands, et al., 2001).
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Fisiologicamente, o endotélio atua como barreira semipermedavel entre o sangue e a
musculatura lisa vascular (Ross, 1995). Particularmente, um grande volume de
investigacdes nas ultimas décadas evidenciou um papel crucial do endotélio no
controle paracrino da estrutura e funcéo vascular. Este possui importante funcdo na
homeostase, modulagdo e regulagcdo de vérias funcgbes fisioldgicas, como a
inflamacédo, agregacdo plaquetéria, fibrindlise, angiogénese e mecanorecepgao
(Jaffe, 1985; Vane et al., 1990; Ramos, 1992). Além de manter o balanco entre
vasodilatacdo e vasoconstriccdo, também exerce efeito sobre a inibicdo, promocéo

da proliferacdo e migracéo de células musculares lisas vasculares (Félétou, 2009).

O musculo liso vascular (MLV) é responsavel pelo controle da resisténcia periférica
total, pelo ténus arterial e venoso e pela distribuicdo do fluxo sanguineo. O ténus do
musculo liso vascular é um fator determinante de resisténcia vascular. A regulacéo
deste é realizada pelos fatores derivados do endotélio, pressdo sanguinea,
inervagdo e por estimulos hormonais. A ativacdo de receptores localizados na
membrana do MLV, por neurotransmissores ou horménios déa inicio a uma série de
processos celulares que lideram a contracdo desse musculo. O principal
determinante de mudanca da resisténcia vascular é a alteracdo do diametro da luz
do vaso. A alteracdo do lumen arterial pode se dar por modificacbes estruturais ou
do balanco de fatores vasodilatadores e vasoconstritores produzidos,
principalmente, pelo endotélio vascular (Deussen et al., 2006).

Para desencadear a contracao, as células musculares lisas vasculares requerem um
aumento na concentracdo de Ca*? citoplasmatico. Este aumento pode resultar tanto
do influxo do Ca* através de canais especificos da membrana citoplasmatica,
qguanto de liberacdo dos estoques intracelulares, como o reticulo sarcoplasmatico,

aumentando a oferta do Ca*? & maquinaria contrétil (Lincoln et al., 2001).

Assim, para entender a acdo do chumbo no sistema cardiovascular, em especial na
regulacdo do tbnus do musculo liso vascular através da liberacdo de substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras vamos discutir sobre algumas vias que participam
do controle do tbnus vascular. Ao final discorreremos em especial sobre a cascata
de sinalizac&o intracelular das proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKS),

um dos nossos objetivos de estudo neste trabalho.



41

1.6.1 Oxido Nitrico

Furchgott e Zawadziki, em 1980, mostraram que o endotélio liberava um fator
vasodilatador capaz de modular o ténus vascular, o qual denominou de fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDHF). Em 1984, estes mesmos pesquisadores
demonstraram que um EDHF era o oxido nitrico (NO), um gas que se difunde
facilmente pelas membranas celulares promovendo vasodilatacdo (Moncada et al.,
1991; Heller et al., 1999).

Dentre os componentes vasodilatadores do endotélio, o NO € um dos mais
importantes participantes, sendo um componente fundamental na manutencéo da
homeostase dos vasos, incluindo a modulacdo do ténus vascular através do seu
potente efeito vasodilatador. Além disso, este radical livre esta envolvido na
regulacdo do crescimento celular, além de possuir acao inibitéria sobre a adeséo e

agregacao plaquetaria (Moncada et al., 1991; Cannon lll, 1998).

O NO ¢ sintetizado nas células endoteliais, por acdo da sintase do 6xido nitrico
(NOS) pela converséao de L-arginina a L-citrulina e NO, necessitando de oxigénio,
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), FAD (flavina adenina
dinucleotideo), FMN (flavina mononucleotideo) e BH4 (tetrahidrobiopterina) (Stuehr
et al., 1991; Hevel et al., 1991; Michel & Vanhoutte., 2010). Existem trés isoformas
da sintase do NO: duas constitutivas, presentes em células endoteliais (eNOS) ou
em células neuronais (nNOS), e que tem sua ativacdo dependente do complexo
calcio-calmodulina; e outra a INOS, que ndo estd presente constitutivamente mas
que pode ser induzida por estimulos imunolégicos, que pode ser expressa em
macréfagos, células endoteliais e sdo ativadas pela concentracdo de calcio
intracelular (Forstermann et al., 1994).

A producao de NO, sob condicdes fisioldgicas, é realizada pelas células endoteliais
estimuladas por vérios fatores fisicos e quimicos, como estiramento vascular
produzido por aumento da presséo arterial, estresse de cisalhamento, agregacao
plaquetaria, histamina, catecolaminas, aldosterona, vasopressina, bradicinina,
adenosina difosfato (ADP), serotonina (5-HT), acetilcolina (ACh) entre outras
(Moncada et al.,, 1994; Marin & Rodriguez-Martinez, 1995). Para produzir
relaxamento vascular o NO se difunde para o musculo liso vascular e por ativagao
da guanilato ciclase soluvel (GCs) promove aumento da concentracdo intracelular de

GMPc (37, 5'-monofosfato ciclico de guanosina). O GMPc ativa a proteina quinase G
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(PKG) que fosforila diversas proteinas, reduzindo a sensibilidade das proteinas
contrateis ao calcio e assim o relaxamento vascular. Além disso, a PKG via canais
para K" dependentes de Ca*" e voltagem hiperpolarizam a membrana plasmatica
promovendo relaxamento. Dentre todas as acdes da PKG que também promovem
relaxamento vascular podemos ressaltar a fosforilagdo do fosfolambam (PLB) que
deixa de inibir a Ca*?-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), aumentando a
recaptacédo de calcio e a fosforilagdo da cadeia leve da miosina (MLCK) diminuindo
sua sensibilidade ao Ca** (Marin & Rodriguez-Martinez, 1995; Lincoln et al., 2001).
A PKG ativa canais para K* dependentes de Ca*?, inibindo assim a entrada de Ca*?
do contedado extracelular pelos canais de célcio dependentes de voltagem,
hiperpolarizando a membrana (Figura 1). Todos estes mecanismos contribuem para
a diminuicdo da Ca*? intracelular, e conseqiientemente o relaxamento do musculo
liso vascular (Moncada et al., 1991., Cannon lll., 1998; Lincoln et al., 2001;Triggle et
al., 2003).

Hiperpolarizagao

NO K*

Caz

—»3Na*
3 ATPase

Mchr—’PK = K >lCa?*

Ativa ab
SERCA
MLCK-P /
nativa
Relaxamento

Figura I: Mecanismos de relaxamento induzidos pelo éxido nitrico. CML: célula muscular lisa; CGs:

guanilato ciclase soluvel;, GTP: 5 -trifosfato de guanosina; IP3: 1,4,5-trifosfato de inositol; MLCK:
quinase de cadeia leve da miosina; MLCK-P: quinase de cadeia leve da miosina fosforilada; NO:

Oxido nitrico; PKG: proteina quinase G; SERCA: Ca2+ATPase do reticulo sarcoplasmatico.

Outra reacdo do NO é a formacao de S-nitrosotiois (SNO) que tem propriedade de

unir-se de forma covalente aos tidis ou aos metais de transicdo podendo modificar a
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funcdo destas proteinas. O NO também pode reagir com radicais livres derivados do
oxigénio especialmente os &nion superoxido (O,s-) e perder sua atividade
vasodilatadora e ainda produzir substancias citotdxicas como o peroxido de nitrito
(ONOO-) e radicais hidroxila (OH-) (Padmaja & Huie, 1993; Stoclet et al., 1999).
Essa perda de atividade pode contribuir com os mecanismos fisiopatol6gicos
associados a hipertensao (Kerr et al., 1999; Chatterjee & Catravas, 2008). Estudos
com exposicdo crbnica ao acetato de chumbo mostram inducdo da disfungéo
endotelial e reducdo da biodisponibilidade de NO devida a acdo das espécies
reativas de oxigénio (Ding et al., 1998; Vaziri et al., 1999; 2001; Silveira et al., 2014).

1.6.2 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)

O endotélio modula o ténus vascular ndo apenas pela vasodilatacdo promovida pelo
NO e pela prostaciclina. Estudos demonstraram que mesmo apos a utilizacdo de
inibidores da sintase do NO e da via da COX, ainda ha um relaxamento residual.
Desta forma, concluiram que existia outro vasodilatador que ndo os derivados da L-
arginina e da COX (Cowan & Cohen, 1991; Zygmunt et al., 1994; Garcia-Pascual et
al., 1995; Mombouli et al., 1997).

Apébs estudos que mostravam a existéncia de mudanca do potencial de repouso da
membrana plasméatica do musculo liso vascular, concluiram que a hiperpolarizacédo
da membrana muscular lisa é outro mecanismo que explica o relaxamento
dependente do endotélio (Nagao & Vanhoutte, 1991; Garland & McPherson, 1992).
A ativacdo dos canais para potassio do mdusculo liso vascular, por fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) leva a hiperpolarizagdo por diminuir
a atividade dos canais de Ca®" tipo L voltagem dependente, reduzindo assim o célcio
intracelular [Ca®']i promovendo o relaxamento (Nelson & Quayle, 1995). Atualmente
sabe-se que os canais de potassio envolvidos na hiperpolarizagdo promovida pelo
EDHF s&o: os canais de K* voltagem dependentes (K,); os canais de K* de larga
condutancia ativados por alteracdes de Ca*? intracelular (BKca); 0s canais de K*
retificador (K;) e os canais de K* sensiveis ao ATP (Katp) (Félétou & Vanhoutte,
2006, 2010). Todavia, a natureza quimica do EDHF ainda n&do esta bem
estabelecida e muitos sdo os estudos que especulam qual seria a substancia
responsavel pela hiperpolarizacdo (Félétou & Vanhoutte, 2004). Alguns trabalhos

apontam como possiveis candidatos a EDHF os produtos do acido araquidénico pela
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via da citocromo P450, o ion potassio, o 6xido nitrico de estoques intracelulares, o
peroxido de hidrogénio ou mesmo o acoplamento elétrico entre as células
endoteliais e musculares lisas através de juncdes comunicantes (gap junctions)
(Rabelo et al., 2003; Scotland et al., 2005; Féletou & Vanhoutte, 2006). A
contribuicdo dos EDHF € significativamente maior em vasos de pequeno diametro

gue em grandes artérias (Woolfson & Poston, 1990; Urakami-Harasawa et al.,1997).

Diante do exposto, vemos que as respostas mediadas pelos EDHFs sédo importantes
na homeostase vascular, todavia podem ser alteradas em diversas condicbes
patologicas, como na hipertenséo arterial, aterosclerose e diabetes mellitus (Félétou
et al., 2010).

1.6.3 Prostandides

Outras substancias liberadas pelo endotélio com poder vasomotor e antiplaquetario
sdo os prostandides (Wright et al., 2001). Os mais comuns sdo prostaciclina I,
(PGIl,), prostaglandina E, (PGE2), prostaglandina D, (PD,), prostaglandina Fyq
(PGF,,) e o tromboxano A2 (TXA2). Hoje se sabe que estes fatores constritores
derivados do endotélio (EDCF) séo prostanoides derivados do acido araquidbnico
(AA), sendo este um constituinte dos fosfolipidios de membrana, que é liberado por
acdo da fosfolipase A2 (PLA2). Ap6s sua liberagdo o AA serd oxidado pela
ciclooxigenase (COX), enzima chave na sintese de prostanoides, e convertido a
prostaglandina H2 (PGH2), precursor imediato de muitos prostandides (BOS, et al.,
2004) (Figura I1).

Existem inUmeros prostandides derivados da via do AA-COX, como citados acima.
Cada prostanoide exerce sua funcdo vasoconstritora ou vasodilatadora quando
acoplado a um receptor especifico ligado a proteina Gs (estimulatéria) ou Gi
(inibitéria), que quando ativados estimulam ou inibem a adenilato ciclase (AC), e,
como consequéncia produzem, respectivamente, aumento ou reducdo dos niveis
intracelulares de AMPc e, entdo, promovem o relaxamento do musculo liso vascular

ou vasoconstricao (Félétou et al., 2010).

Cada tipo de prostandide possui seu receptor especifico de membrana, acoplados a
proteinas G. A PGI2, PGE2 e PGD2 se ligam aos receptores especificos IP,

EP2/EP4 e DP, respectivamente, que estdo acolpados a proteina Gs e sua ativacéo,



45

apos toda a sinalizacdo intracelular, produzira vasodilatacdo. Moncada et al. (1977)
descobriu a prostaciclina (PGl,), a primeira substancia vasoldilatadora dependente
do endotélio. A prostaciclina (PGIl2), uma vez liberada induz o relaxamento da
musculatura lisa vascular e agregacao plaquetaria mediados pela ativacdo da
enzima adenilato ciclase e consequentemente aumento de AMPc (monofosfato
ciclico de adenosina) formado a partir da quebra de ATP (adenosina trifosfato)
(Davidge, 2001). Esta acdo depende de receptores especificos acoplados a proteina
G no musculo liso vascular. Esta interacdo também pode estimular a proteina
quinase dependente de AMPc (PKA), que pode atuar abrindo canais de K* sensiveis
a ATP hiperpolarizando a membrana das CML e estimulando a saida de Ca** do
citosol, diminuindo a oferta deste ion a maquinaria contratil causando relaxamento

(Parkington et al., 1995).
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A PGE2 quando se une ao receptor EP3, acoplado a proteina Gi, produz
vasoconstriccdo. Em adicdo, a propria PGE2, a PGF2a e o TXA2 produzem
contracdo por unido aos receptores EP1, FP e TP, respectivamente, que estao
acoplados a proteina Gq. Esta unido ativa a fosfolipase C (PLC) formando os
segundos mensageiros inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), ativando a
mobilizacdo de célcio intracelular e PKC (proteina quinase C) e iniciando a
contracao (BOS et al., 2004) (Figura Il). A PGF,, e 0 TXA; estimulam a atividade
contratii do musculo liso vascular através do acoplamento com receptores
especificos. Esta interacdo levard& o aumento de calcio intracelular e a maior

sensibilidade as proteinas contrateis (Luscher et al., 1992; Davdge, 2001).

Nos anos 90, duas isoformas da ciclooxigenase (COX), a tipo 1 (COX-1) e tipo 2
(COX-2) foram identificadas, sendo que a primeira € constitutiva nas maioria das
células e estd relacionada com as funcdes fisioldgicas, e a segunda é a isoforma
induzida pelas citocinas, fatores mitogénicos e por estimulos pré-inflamatérios em
varios tipos de células. Em vasos sanguineos saudaveis a maioria dos prostandides
sdo formados pela isoforma constitutiva (COX-1), entretanto estes mediadores

também podem ser sintetizados pela forma induzida (COX-2).

O aumento da expressao vascular da COX-2 estd relacionada com condi¢cdes
patolégicas associadas com processos inflamatérios como aterosclerose e
hipertensdo (Antman et al., 2005; Alvarez et al., 2005). Estudos mostraram a co-
localizacdo de COX-2 em CMLVs de aorta e artérias mesentéricas de rato (Bishop-
Bailey et al, 1999; Alvarez et al., 2007). Esta presenca contribui principalmente para
a alteracdo do ténus vascular (Bishop-Bailey et al., 1999), sendo este aumento da
expresséo vascular de COX-2 associado a hipertensdo (Alvarez et al., 2007). Assim,
nao s6 o endotélio vascular contribui com a liberacdo de prostandide derivados da
COX, o musculo liso vascular também participa do aumento dos prostandides,
especialmente em situacdes patolégicas de maior estimulo da COX-2.

Em condicbes fisiolégicas ha um equilibrio da formagdo de prostandides
vasodilatadores e vasoconstritores gerados pela COX participando, deste modo, da
manutencdo do ténus vascular. No entanto, em algumas doencas vasculares 0s
prostandides vasoconstritores podem estar aumentados (Vanhoutte et al., 2005), o

que foi confirmado por Alvaréz et al. (2005) que demonstraram aumento da
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producdo vascular de prostandides vasoconstrictores sintetizados por COX-2 em
modelos experimentais de hipertensao.

Estudos mostram que o acetato de chumbo interfere no metabolismo do &cido
araquidonico (Grizzo & Cordelline, 2008; Courtois et al., 2003; Karimi et al., 2002).
Corroborando com estes achados, estudo prévio em nosso laboratério mostrou o
envolvimento de prostandides vasoconstrictores derivados da COX no leito arterial
caudal de ratos perfundidos com chumbo (100 pM) (Silveira et al., 2010), o que

parece contribuir com aumento da pressao arterial (Grizzo & Cordelline, 2008).

1.6.4 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

O termo estresse oxidativo descreve a condicdo que envolve um aumento na
producdo das espécies reativas do oxigénio, onde ha uma incapacidade das
enzimas antioxidantes controlarem essa producdoo, ocasionando também um
desequilibrio na biodisponibilidade do sistema enzimético (Paravicini, 2008). O
aumento do estresse oxidativo € evidenciado em varias doencas do sistema
cardiovascular, sendo caracterizado por aumento de espécies reativas de oxigénio
ou por uma reducao das defesas antioxidantes (Suzuki et al., 1995; Hamilton et al.,
2001; Wu et al., 2001; Lassegue et al., 2012).

Todos os tipos de células podem produzir EROs, que sdo moléculas derivadas do
metabolismo do oxigénio, altamente reativas que podem tanto retirar elétrons, doar
elétrons ou reagir com outras moléculas. Participam da ativacdo e inativacdo de
muitas vias de sinalizacdo. Em condi¢cdes normais, estas espécies sao encontradas
em baixos niveis no interior da célula e sdo constantemente geradas e destruidas
por sistemas enddgenos e estimulos ambientais. O adequado equilibrio entre a
geracdo e a inativacdo das EROs € necessario porque estas espécies modulam a
funcdo vascular, seja por acéo direta causada pelo estresse oxidativo ou por ativar
vias de sinalizacdo intracelulares que provocam a proliferacdo celular,
remodelamento vascular, desenvolvimento de processo inflamatério e alteracdo no

tbnus vascular (Szasz et al., 2007).

O anion superoxido (O»+-), a mais importante EROs, € formado pela reducéo
univalente do oxigénio que é mediada por enzimas como a NADPH oxidase e

xantinas oxidases. Apos ser formado o anion superéxido além de exercer seus
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efeitos em diferentes vasos e 6rgdos pode dar origem a outras EROs. O O,*- reage
com o NO, inativa-o e da origem ao peroxinitrito (ONOQ), este contribui com a
peroxidacgdo lipidica (Stoclet et al., 1999). A SOD dismuta o O2-- em perdxido de
hidrogénio (H.0,). O H,O, pode ser convertido em agua por acdo da glutationa
peroxidase (GPx) ou da catalase. O H,0, também pode ser metabolizado pela
mieloperoxidase e formar o acido hipocloroso (HOCI) ou reagir com metais de
transicéo e dar origem ao radical hidroxila (OH-). (Griendling et al., 2000; Szocs et
al., 2002). Dentre as EROs, o0 O,¢-, 0 peroxinitrito e o radical hidroxila sdo as mais
instaveis e reativas enquanto o peroxido de hidrogénio é a mais estavel (Droge,
2002; Taniyama & Griendling, 2003).

A mitocdndria além de ser fonte geradora de energia (ATP), pelo processo de
fosforilacdo oxidativa é também a principal geradora de espécies reativas de
oxigénio em condicBes fisioldgicas e patologicas, pela adicdo de um elétron a
molécula de oxigénio (Lee & Wei, 2007). Outras importantes fontes de EROs séo as
xantina oxidases, mieloperoxidases, ciclooxigenases, lipooxigenases, NOS na falta
de substrato ou cofatores, isoenzimas da citocromo P450 e as enzimas da familia
das NADPH oxidases (Cai & Harrison, 2000; Mueller et al., 2005; Bedard & Krause,
2007; Koh et al., 2009).

O complexo da NADPH oxidase, uma das principais fontes geradoras de anion
superéxido a nivel vascular, ¢ um heterodimero constituida por diferentes
subunidades: gp9lphox (mais conhecida como NOX, subunidade catalitica),
p22phox, p47phox, p67phox, p40phox e rac2 (proteina G de baixo peso molecular).
A p22phox é a subunidade essencial para o adequado funcionamento da NADPH
oxidase, principalmente na formacao de O,e- nas células. Subunidades homoldgas
da gp91lphox foram descritas, e estas fazem parte da familia da NOX (vem de
"Nonphagocytic NADPH oxidase"), composta pela NOX1, NOX2, NOX3, NOX4,
NOX5, DUOX1 e DUOX2 que sdo expressas em varios tecidos e estdo ligadas a
fungbes bioldgicas relacionadas com a defesa e o crescimento celular (Mcintyre et
al., 1999; Lasseégue & Clempus, 2003; Geiszt, 2006; Drummond et al., 2011). Dentro
da parede vascular, a localizacédo das isofromas da NOX varia dependendo do tipo
de célula e dos compartimentos celulares. Assim, as células endoteliais expressam
NOX1, NOX2, NOX4 e NOX5; CMLVs principalmente expressa NOX1, NOX4 e
NOX5; e fibroblastos expressam principalmente NOX2 e NOX4 (Drummond et al.,
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2011). NOX5 é apenas expresso em ceélulas humanas (Drummond et al., 2011)

(Figura IlI).

Os principais componentes do complexo enzimatico NADPH oxidase, NOX1 e
NOX4, sédo altamente expressos nas células vasculares e o aumento da expressao
de diferentes NOXs, incluindo a NOX1 e NOX4, tem sido implicada em vérias
doencas cardiovasculares, tais como aterosclerose, hipertensédo, diabetes,
isquemial/reperfusdo, restenose ou aneurismas da aorta abdominal. Assim, ROS
derivados de NOX contribuem para o stress oxidativo, inflamacdo vascular,
disfuncdo endotelial e remodelacdo vascular observado nestas patologias
cardiovasculares (Dikalova et al., 2005; Drummond et al., 2011; Lassegue et al.,
2012; Montezano & Touyz, 2014).

As NADPH oxidases sdo ativadas e reguladas por diversos fatores, como forcas
mecanicas, hormoénios e citocinas, dentre 0os quais se destacam a trombina, o Fator
de Crescimento Derivado de Plaqueta (PDGF), o Fator de Necrose Tumoral a (TNF-
a), a lactosilceramida, a Interleucina-1 e a LDL oxidada (Rueckschloss et al., 2001).
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Figura lll: Diagrama esquematico que mostra a localizacdo intracelular das diferentes isoformas de
NADPH-oxidase (a direita) e a sua localizacdo em diferentes tipos de células da parede vascular (a

esquerda) (retirado de Drummond et al., 2011).

Outra fonte geradora de EROs é a xantina oxidase que utiliza a xantina, hipoxantina
ou o NADH na geracdo de EROs enquanto a mieloperoxidase além de formar EROs
utiliza o NO para gerar espécies reativas de nitrogénio provocando reducdo da
biodisponibilidade do NO e aumento do estresse oxidativo (Harrison, 2002; Gaut et
al., 2002). As trés isoformas da NOS também podem promover a formacédo de Oae-
quando estdo desacopladas. Na eNOS o desacoplamento € causado pela auséncia
dos co-fatores L-arginina e tetrahidrobiopterina (BH4) (Vasquez-Vivar et al., 1998;
Andrew & Mayer, 1999). As mieloperoxidases sédo fontes geradores de EROs, que
além de produzir radicais livres, utilizam o NO em suas reacfes, diminuindo a
biodisponibilidade = do mesmo e produzindo espécies reativas de nitrogénio
(Taniyama & Griendling, 2003).

As trés isoformas da SOD, a catalase e a glutationa peroxidase constituem o
principal sistema antioxidante que se contrapde a acdo das EROs. As diferentes
isoformas da SOD, a SOD cobre/zinco (SOD-Cu/Zn; SOD1), SOD mitocondrial
(SOD-Mn; SOD2) e a SOD extracelular (SOD-EC; SOD3), catalisam a reacédo que
transforma de duas moléculas de anion superoxido em H,O, e oxigénio. Das quais a
SOD-EC, uma glicoproteina produzida em fibroblastos e células gliais, é a isoforma
mais encontrada em vasos (Mclintyre et al.,, 1999). Outra enzima antioxidante € a
glutationa peroxidase, importante em baixos niveis de estresse oxidativo, transforma
o H,O, em H,O. Enquanto a catalase, importante antioxidante intracelular, € mais
efetivo quando o estresse oxidativo esta em altos niveis e participa da reacdo que
transforma o H,O, em H,O e O, (Sindhu et al., 2005; Cai, 2005). Em suma, a
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes resulta em aumento da formacéo de

EROs levando a a¢des danosas aos vasos (Touyz & Schinffrin, 2004).

Quando ha um desequilibrio entre estes fatores citados, ou seja, aumento de EROs
e reducéo do sistema antioxidante, surgem alteracdes e doengas em varios sistemas
e Orgaos especialmente o sistema cardiovascular (Griendling & Fitzgerald, 2003;
Valko et al., 2006). Segundo Patrick (2006) o aumento da producao de radicais livres

e/ou deplecdo do sistema antioxidante podem ser os mecanismos pelos quais o
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chumbo induz o estresse oxidativo. E descrito que o chumbo tem a capacidade de
se ligar ao radical sufidril (-SH) de proteinas, alterando atividade enzimética como
exemplo, da glutationa peroxidase, a qual é inibida em situacdes de exposicdo ao
metal. Estudos relatam que a concentracdo sanguinea de glutationa encontra-se
reduzida em animais experimentais e humanos expostos ao chumbo (Patrick, 2006).
Corroborando estes achados, a expressdo da catalase e glutationa peroxidase esta
reduzida na exposi¢cdo ao chumbo, levando a maior formacao de H,O,, contribuindo
com a inflamacéo e remodelamento cardiovascular. Como o H,0; é substrato para a
producdo de OH’, este radical também esta aumentado em animais expostos ao
metal (Ding et al. 2000). Gil-Longo & Gonzéales-Vazquez (2005) demonstraram em
artérias mesenteéricas que o H,O, pode atuar tanto como fator vasoconstritor como

vasodilatador.

AlteracOes de fatores vasodilatadores e vasoconstritores observados na hipertenséo
podem estar relacionados com o aumento das EROs, uma vez que os radicais livres
reagem com o NO provocando oxidacdo ou inativacdo local deste fator relaxante
derivado do endotélio (Ding et al., 2000; Vaziri, 2008). Gonick et al. (1997),
mostraram que o aumento de radicais livres promove acumulo de malondialdeido
(MDA), produto de peroxidagéo lipidica, em rins de ratos expostos ao chumbo. Os
radicais livres reagem com os acidos graxos poliinsaturados da membrana celular e
lipoproteinas, transformando-os em acidos graxos peroxidados os quais sofrem
reducdo de sua cadeia lateral liberando MDA, de maneira que sua concentracao
sérica € proporcional a quantidade de &cidos graxos poliinsaturados oxidados e,
portanto um indicador de peroxidacao lipidica. Esta observacao sustenta a presenca
do estresse oxidativo em animais expostos ao chumbo. Em acordo, estudos em
trabalhadores expostos ao chumbo com aumento significante da concentracdo
sanguinea de chumbo evidenciaram o0 aumento da pressdo arterial e das

concentracfes de MDA plasmaéticas (Khan 2008; Kasperczyk et al., 2008).

1.6.5 Relacgéo reciproca entre espécies reativas de oxigénio e prostanoides.

Por outro lado, a COX pode produzir diretamente ROS, em parte devido a sua
capacidade para co-oxidar substancias como o NADPH (Tang et al., 2007; Félétou
et al.,, 2011). Além disso, os produtos derivados da COX podem funcionar como
estimulos autécrinos de ROS (Hernanz et al., 2014). Inibidores selectivos da COX-2
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e a delecdo da COX-2 diminui o estresse oxidativo vascular (Stichtenoth et al, 2005;
Wu et al, 2005;. Wu et al, 2011;. Martinez-Revelles et al., 2013). No entanto, nédo
esta claro se este efeito € mediado pela inibicdo de COX-2 que esta associada a
producdo de ROS ou por inibicdo da sintese de prostandides que podem regular

diretamente a expressao e a atividade de varias fontes de ROS.

O nosso grupo e outros tém relatado uma relagéo reciproca entre COX-2 e NOX.
Assim, em células de figado humano de forbol 12-miristato 13-acetato inicia uma via
na qual a ativacdo de NOX-1 controla a expresséo e a atividade de COX-2, que por
sua vez induz a expressdo de NOX-4 através da ativacdo dos receptores EP4
(Sancho et al., 2011). Ao nivel vascular, tratamentos com antioxidantes diminuiram a
expressdo e atividade de COX-2 em modelos de hipertensdo animais. Por outro
lado, inibidores selectivos da COX-2 diminuiram o aumento do estresse oxidativo
associado a hipertensao (Martinez-Revelles et al., 2013). Mais importante esta
relacdo reciproca teve um papel na alteracdo da funcdo vascular e hipertenséo
(Martinez-Revelles et al., 2013). No entanto, o impacto dessa relagdo na

remodelacéo vascular é desconhecido.

1.7 PROTEINAS QUINASES ATIVADAS POR MITOGENOS - MAPK

Proteinas quinases ativadas por mitbgenos (MAPKs) sao proteina Serina/Treonina
guinases que convertem estimulos extracelulares em uma ampla gama de respostas
celulares (Chang et al, 2001; Chen et ai, 2001). As MAPKs estdo entre as mais
antigas vias de transducdo de sinal e sdo amplamente utilizadas ao longo da
evolucdo em muitos processos fisiologicos (Widmann et al.,, 1999), regulando a
proliferacéo celular, diferenciacédo, inflamacdo e apoptose (Yang et al., 2003). Sua
regulacdo se da por estimulos extracelulares como fator de crescimento, citocinas e

estresse ambiental.

As MAPKs convencionais compreendem as quinases reguladas por sinal
extracelular 1/2 (ERK1/2), quinase JUN N-terminal 1/2/3 (JNK1/2/3), as isoformas de
p38 (a,B, y € &) e ERK5 (Chen et al., 2001; Kyriakis & Avruch, 2001; Pearson et al.,
2001), estando implicadas na modulagdo da sobrevivéncia ou morte celular,

proliferacdo celular, diferenciacdo e adaptacdo. As MAPKs atipicas tém
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particularidades e compreendem ERKS3/4, ERK7 e quinase Nemo-like (NLK)
(Coulombe & Meloche, 2007).

Os grupos mais estudados de MAPKs em mamiferos sdo a ERK1/2, JNKs e as
isoformas da p38. A fosforilacdo dessas proteinas € essencial para a atividade
enzimatica. ERK1 e ERK2 sdo ativadas por mitdgenos incluindo principalmente
fatores de crescimento, resposta a insulina e citocinas (Raman et al., 2007). Tem
papel central na proliferacdo celular e sobrevivéncia celular (Ferrell, 1996),
entretando, existem crescentes evidencias implicando essas quinases também na
promocdo da morte celular (Chu et al.,, 2004). ERK1/2 sdo expressas em graus
diferentes em todos os tecidos, com niveis particularmente elevados no cérebro,
musculo esquelético, timo e coracdo (Boulton et al., 1990). Sua regulacdo se da
através de MEK1/2, que por sua vez é ativada por Raf quinase, Raf-1 (Ferrell, 1996).
Em células quiescentes, todos os componentes de ERK1/2 tém uma localizacdo
citoplasmatica, mas apds estimulacdo extracelular, uma propor¢do significativa de
ERK1/2 acumula-se no nucleo (Chen et al., 1992; Lenormand et al., 1993). A
atividade de ERK1/2 é rapidamente estimulada por agentes mitogénicos, e em
células normais, a ativacdo sustentada destas quinases € necessaria para a

progressao eficiente da fase G1 para a fase S do ciclo celular.

Mecanismos de ativagdo de ERK1/2 envolve fator de crescimento ligando ao
dominio do receptor tirosina quinase extracelular, resultando na dimerizacdo do
receptor e autofosforilacdo de residuos de tirosina no dominio intracelular do
receptor. Assim, promove ativacao de Ras, proteina-G, Raf quinases, MEK1/2 e
finalmente ERK1/2. MEK1/2 ativa ERK1/2 por fosforilacdo (Burkhard et al, 2009;
Lewis et al., 1998). No nucleo, ERK1/2 sdo responsaveis pela fosforilacdo de
multiplos fatores de transcricao (Mayr and Montminy, 2001; West et al., 2002)
regulando a expressdo génica e a plasticidade sinaptica no sistema nervoso central
(Kandel 2001; Sweatt, 2004). Foi demonstrado em células astrocitomas 1321N1
humanas que o chumbo é capaz de induzir a sintese de DNA e proliferagéo celular
por ativar MEK1/2 e ERK1/2, sendo este efeito dependente de PKC (Hailing et al.,
2001).

As enzimas MAPKs p38 estdo envolvidas em eventos apoptéticos e pro-
inflamatorios (Mielke & Herdegen, 2000). Sua ativacdo esta geralmente associada

com estresse ambiental como temperatura, condicdo osmdtica, estresse oxidativo, a
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exposicdo a citocinas ou toxicos, incluindo radiacdo UV, hipoxia, isquemia,
interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) (Mielke & Herdegen,
2000). As isoformas da p38 estdo presentes nos nucleos e citoplasmas das células
quiescentes (Ben-Levy et al.,, 1998) e foi demonstrado que se acumulam nos
nacleos das células sujeitas a certas tensdes (Raingeaud et al., 1995). A MAPK p38
também tem mostrado desempenhar funcdes na proliferacdo e sobrevivéncia

celular.

As isoformas JNK sao fortemente ativadas em resposta a estresse celular, incluindo
o choque térmico, radiacao ionizante, o estresse oxidativo, agentes que danificam o
DNA, citocinas, radiacdo UV, os inibidores de sintese de proteinas e de DNA e em
menor extensao por fatores de crescimento (Bogoyevitch et al., 2010). JINK1 e JNK2
sdo bem distribuidas pelos tecidos, enquanto JNK3 parece ser primariamente
localizado em tecidos neuronais, testiculo e miécitos cardiacos (Bode & Dong,
2007). Vem sendo demonstrado que JNK1 e JNK2 desempenham papel importante
no controle da proliferacdo celular e também estdo associados com a promocao da

inflamacé&o e a morte celular programada (Tibbles et al, 1999;. Chen et al., 2001).

Alguns estudos ligam a via dos prostandides com a ativacdo das cascatas de
sinalizacdo das MAPK e a inducao do estresse oxidativo (Chen et al, 2005; Kim et ai,
2005). Segundo Schieven (2009) a expressao da COX-2 € induzida por inflamacéo e
estimulos por mitégenos (Vane et al. 1998; Lasa et al., 2000), sendo regulado pela

MAPK p38 em diferentes tipos celulares (Schieven, 2009).

Cordova et al. (2004), demonstraram que fatias de hipocampo expostas ao Pb
agudamente in vitro por 3h, ou obtidas de ratos expostos in vivo (8-12 dias pés
nascimento), mostraram ativacdo de ERK1/2 e p38. Outros trabalhos tém
demonstrado que o Pb pode modular vias das MAPKs em uma variedade de células
(Ramesh et al., 1999; Leal et al., 2002)., entretanto em CMLVs ndo tem descrito na

literatura.

Diante do exposto, vimos que varios trabalhos relacionam a exposi¢do ao chumbo
com as alteracbes cardiovasculares (Sharifi et al., 2004; Vaziri, 2008). Estas
alteracbes foram observadas em sua maioria em estudos cronicos com alta
concentracdo de chumbo avaliando principalmente artérias de condutancia.
Portanto, faz-se necessario a andlise das ac¢des do chumbo sobre artérias de

resisténcia uma vez que estas artérias contribuem de maneira importante para o
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controle da resisténcia vascular, influenciado diretamente a presséo arterial. Assim,
nosso trabalho mostra os efeitos de baixas concentracdes de chumbo sobre a

reatividade de artérias de condutancia e de resisténcia.

Além disso, e apesar da extensa documentacdo dos efeitos toxicos do chumbo no
sistema cardiovascular, uma elucidagcdo mais detalhada dos alvos celulares e
mecanismos através dos quais o chumbo exerce os seus efeitos precisa ser mais
estudado. Neste trabalho, nosso intuito também foi verificar vias intracelulares que
participam dos danos induzidos pelo chumbo, apdés exposicdo crbnica a baixa
concentracdo, em CMLVs especialmente o papel do estresse oxidativo e da
ciclooxigenase-2. Os quais promoveram alteragbes na reatividade vascular de
artérias aorta e mesentéricas induzida por 30 dias de tratamento com uma baixa
concentracdo de chumbo. Investigando também a participacdo das MAPKs ERK1/2,
p38 e JNK1/2 e suas implicacdes sobre o estresse oxidativo e via da ciclooxigenase-
2 nas alteragOes vasculares induzidas pelo chumbo.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a exposicdo crbnica a baixa concentracdo de chumbo afeta a funcéo
vascular de aorta e mesentérica de resisténcia, e avaliar o papel do estresse
oxidativo, das vias dependentes da ciclooxigenase-2 e das MAPKSs, nas alteracdes

vasculares induzidas pelo chumbo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Quantificar a concentracdo sanguinea de chumbo apo6s exposicdo ao metal, 30
dias (la dose: 10 ug/100 g; doses subsequentes: 0,125 ug/100 g, por via

intramuscular).

2. Avaliar se a exposicdo ao chumbo altera a presséo arterial sistolica, a hipertrofia

cardiaca e o peso corporal.

3. Investigar em artérias de condutancia e de resisténcia se a exposi¢cao ao chumbo
produz alteracBes nas respostas vasoconstrictoras e vasodilatadores dependentes

ou independentes do endotélio.

4. Investigar se a exposicao crénica ao chumbo altera a participacdo do 6xido nitrico,
do estresse oxidativo e dos prostandides derivados da via da COX na resposta

vasoconstrictora induzida pela fenilefrina.

5. Investigar se a exposicdo crbnica ao chumbo modifica a producéo vascular de

anion superoxido e a expressdo da SOD-Mn, SOD-Cu/Zn, gp91phox e COX-2.

6. Avaliar, em células musculares lisas vasculares de aorta de ratos, se a exposi¢ao
durante 48 horas a 20 ug/dL de chumbo modifica a produg¢ao de anion superéxido e
a atividade da NADPH oxidase.

7. Avaliar o papel de NOX1 e de prostanoides da COX-2 sobre a atividade da

NADPH oxidase em células musculares lisas expostas a chumbo.

8. Avaliar se a exposicdo ao chumbo altera a expressdo génica ou protéica da
NADPH oxidase (NOX1 e NOX4), da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) e da
superéxido dismutase (isorformas SOD-Mn, SOD-Cu/Zn e SOD-EC) em células
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musculares lisas. Estudaremos também se existe uma regulacdo reciproca na

expressao génica de NOX e COX-2.

9. Avaliar os efeitos do chumbo sobre a via de sinalizacdo das MAPKSs e seus efeitos

sobre a expressao génica de COX-2, NOX1 e NOX4.

10. Avaliar os efeitos do chumbo sobre a migracéo e proliferacéo celular.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar e Sprague-Dawley (Rattus novergicus
albinus), com 4 meses de idade. Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica Institucional da Universidade Federal do Espirito
Santo (CEUA-UFES 063/2011) e pelo Comité de Etica de Pesquisa da Universidade
Auténoma de Madrid, Espanha (CEI-UAM 31-759). Este estudo foi realizado em
estrita conformidade com as diretrizes para a pesquisa biomédica como indicado
pelas Sociedades Brasileiras de Biologia Experimental, o Guia para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratério publicados pelos Institutos Nacionais de Saude (NIH
publicacdo No. 85-23, revista em 1996) e com as atuais leis espanholas e europeias
(RD 223/88 Ministério de Administracdes Publicas, do MAPA, e 609/86).

Os animais foram mantidos em gaiolas, sob controle de temperatura, umidade e
ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e racéo. Para realizacdo dos
protocolos de reatividade vascular, os ratos foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: controle (veiculo-salina, i.m.) ou tratados com acetato de chumbo por 30
dias (12 dose: 10 pg/100 g, doses subsequentes: 0,125 pg/100 g, i.m., para cobrir as
perdas diarias). O tratamento foi realizado com injecdes intramusculares de acetato
de chumbo na face interna das patas traseiras. No final do tratamento, os ratos
foram anestesiados e eutanasiados. As aortas toracicas e mesentéricas de
resisténcia foram cuidadosamente dissecadas e o tecido adiposo e conjuntivo
removidos. As aortas foram divididas em segmentos cilindricos de 4 mm de
comprimento e as mesentéricas foram divididos em segmentos de 2 mm. Para
realizacdo dos protocolos em células musculares lisas vasculares (CMLVs), aortas
toracicas foram isoladas e processadas para a obtencdo de culturas priméarias de

células musculares lisas, e assim realizar experimentos em cultura de células.

3.1.1 Dosagem do chumbo sanguineo.

A concentragcdo sanguinea do chumbo apods 30 dias de tratamento foi analisada nas
amostras sanguineas de ratos por meio da técnica de espectrometria de massa com

plasma indutivamente acoplado (Nexlon 300D, PerkinElmer, USA) (ICP-MS) apés
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decomposicdo acida das amostras de sangue como previamente descrito (Liu et al.,
1996). As amostras foram medidas em triplicata. Estas andlises foram feitas no

Departamento de Quimica da Universidade Federal do Espirito Santo.

3.1.2 Avaliagado da presséo arterial sistolica.

Para avaliar o efeito da exposicdo ao acetato de chumbo sobre os valores
pressoricos dos animais, a pressao arterial sistélica, de animais dos grupos controle
e chumbo, foi verificada semanalmente, de maneira indireta (Grizzo & Cordelline
2008), pelo método de pletismografia de cauda (IITC Life Science non-invasible
blood pressure, versédo 1.35). Antes de fazer a primeira medida da PAS os animais
foram submetidos a um periodo de trés dias de adaptacdo para que 0s mesmos nao
ficassem estressados durante o procedimento. No dia da medida da PAS os animais
eram colocados em um cilindro de acrilico (holter), a cauda era conectada ao sensor
de pressdao do manguito (cuff) que por sua vez estava conectado ao amplificador e
este ao computador para obtencédo dos dados pressoricos. Os cilindros com os ratos
foram colocados em uma estufa a 37 °C, por um periodo de 15 minutos, a fim de
promover dilatacdo da artéria caudal, possibilitando melhor afericio da PAS. Em
seguida, um manguito de pressdo com um sensor de pulso era conectado a cauda
desses animais. Foram realizadas dez medidas em cada animal, das quais foi obtida

a média aritmética da PAS de cada animal.

3.1.3 Avaliagéo do peso corporal e hipertrofia.

O peso dos animais foi mensurado toda semana, ao longo das 4 semanas de
tratamento. Ao final de 30 dias, os animais foram anestesiados com uretana (1.2
mg/kg i.p.), em seguida, eutanaziados e exsanguinados. O térax foi aberto e o
coracdo cuidadosamente removido para obtencdo do peso do 6rgdo, com a
finalidade de se estimar a hipertrofia cardiaca. O comprimento da tibia, obtido para
estimar o crescimento 6sseo, foi mensurado com paquimetro, sendo utilizado para
normalizacdo do peso do coracdo em relacdo ao crescimento do animal e, assim,
determinar uma possivel hipertrofia cardiaca. A razao entre o peso do coracao e o
comprimento da tibia foi calculada. A tibia foi removida ap0s a extracdo da aorta,

descrita a seqguir.
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3.2 REATIVIDADE VASCULAR
3.2.1 Avaliacdo da funcéo vascular — Aorta.

Ao final dos 30 dias de tratamento com acetato de chumbo ou solucdo salina
isotdnica, a funcdo vascular foi investigada através de estudos de reatividade
vascular in vitro em segmentos de aorta em preparacao de banho de 6rgdos com a
finalidade de avaliar os efeitos de baixas concentracbes de chumbo sobre a

reatividade vascular.

A aorta toracica descendente foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente
em uma placa de petri contendo solucdo de Krebs-modificado, composta por (em
mM): NaCl 127; KCI 4,7; CaCl,.2H,0 2,5; MgS0,4.7H,0 1,2; KH,PO,4 1,17; NaHCO3
24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogénica contendo 5% de CO; e
95% de O,, como na Figura IV. Esta solucao foi mantida com pH 7,4. ApGs a retirada
do tecido conectivo e adiposo, a aorta toracica foi dividida em seis seguimentos

cilindricos de aproximadamente 4 mm de comprimento.

Figura IV: Aorta toracica, de rato Wistar, imersa em solucgéo fria de Krebs-Henseleit, apds a remoc¢éo

do tecido conectivo e adiposo, sendo dividida em segmentos de 4 mm (modificado de Fiorim, 2011).

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 mL de solucdo de Krebs-
Henseleit aquecida a 36 + 0,5 °C, continuamente gaseificada com mistura
carbogénica, mantendo o pH estavel em 7,4. Dois fios de ago inoxidavel, em forma
de triangulos, foram passados através do limen dos segmentos de forma a ficar
paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado a parede do banho e o outro conectado
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verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica. Assim, qualquer alteracdo do
diametro do vaso era captada pelo transdutor de forca (GRASS® Force-
displacement transducer FT03, Mass) conectado a um sistema de aquisicdo de
dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; CA) e este a um computador (PC Pentium)
(Figura V).

sistemade aquisicdo de

dados biolégicos
transdutor de forga

haste metalicamoével
amplificador
cubadevidro /_3
aquecidapor _//
banho-maria |
l vasoconstri¢gdo: deflexdo positiva =
anelde
%o «— J— aorta
oo
¥ haste metélica

entradade carbogénio 20 °°’,— ----- - fixa

7 95% O, + 5% CO, ' - /

vasodilatacdo: deflexdo negativa
descartede

hcl)ﬂ .

4

Figura V: Esquema representativo da preparacdo experimental dos anéis de aorta em banho de

Orgdos para a realizagao de estudos de reatividade vascular in vitro (adaptado de Silveira, 2010).

ApGs a montagem, os anéis aorticos foram submetidos a uma tensdo de repouso de
0,9 a 1,3 gramas, reajustada, quando necessario, durante 45 minutos de

estabilizacao (Figura VI A).

3.2.1.1 Avaliagéo da integridade do musculo liso vascular.

Apbs o periodo de 45 minutos de estabilizagéo, foi administrado ao banho cloreto de
potassio (KCI) 75 mM para verificar a atividade contratil do musculo liso vascular
induzida por despolarizagdo. Apds atingirem uma variagdo de um grama de forga a

partir do valor basal, estes anéis eram lavados aproximadamente trés vezes com
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solucdo de Krebs-Henseleit até retornar a tensdo de repouso (Figura VI B, C).
Assim, os anéis que ndo obtiveram tal contracdo foram descartados. Apds 30
minutos de estabilizacdo (Figura VI D), uma nova dose de KCI (75 mM) era
adicionada ao banho para a aquisicdo de uma contracdo maxima do musculo liso
vascular, aferida no periodo de aproximadamente 30 minutos, tempo necessario
para atingir um platd no registro da contracdo (Figura VI E, F). Apés este platb, os
anéis foram novamente lavados trés vezes para atingir o valor basal (0.9 a 1,3
gramas) e, depois de 30 minutos (Figura VI G, H), esses anéis foram submetidos a

avaliacdo da integridade funcional do endotélio.

3.2.1.2 Avaliacao da integridade funcional do endotélio.

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

eram descartados. Os anéis sem endotélio relaxaram no maximo 10%.
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Figura VI: Registro com curvas representativas do teste da viabilidade do musculo liso vascular com

0 240 (minutos)

KCl e da avaliagdo da integridade funcional do endotélio. Teste da viabilidade do musculo liso
vascular com KCI: A) Periodo de estabilizagao inicial (45 min com for¢a basal de 1,5 gramas); B)
Adicao de KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit; D) Periodo
de estabilizagcdo (30 min); E) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Contrag&o induzida pelo KCI (75
mM); G) Lavagem dos anéis com solugdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabilizacdo (30 min).
Avaliacdo da integridade funcional do endotélio: 1) Contracdo com fenilefrina 1 uM; J) Contracéo
induzida pela fenilefrina; K) Adicdo de acetilcolina 10 pM. O tempo foi registrado em minutos,
representado no eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forga registrada em gramas (g), observada
no eixo vertical (adaptado de Dias, 2011).

3.2.2 Avaliacédo da funcao vascular - Artéria mesentérica

A andlise da reatividade das artérias mesentéricas de ratos foi realizada de acordo
com método descrito por Mulvany & Halpern (1977). O intestino dos animais (Figura
VIl) era removido para retirar o0 mesentério. Este era mantido em solugédo de Krebs
Henseleit (em mM: NaCl 115, NaHCO; 25, KCI 4,7, MgS0,4.7H,0 1,2, CaCl,.2H,0
2,5, KH,PO, 1,2, glicose 11,1 e Na,EDTA 0,01) aerada com mistura carbogénica
contendo 5% de CO; e 95% de O, a 4°C e pH 7.4 durante o procedimento de
disseccéo. O terceiro ramo da artéria mesentérica foi isolado com o auxilio de um
microscopio de disseccdo e segmentos de, aproximadamente, 2 mm de longitude
foram cortados e mantidos a 4° C. ApoOs preencher as camaras do mibégrafo para
vasos de resisténcia (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S,
Aarhus, Dinamarca) com Krebs Henseleit, dois fios de tungsténio (40 um de
diametro) foram inseridos no limen das artérias para medida de forca isométrica.

Um dos fios estava acoplado a um transdutor de forca isométrica e o outro fio
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conectado a um micromanipulador que permitia o estiramento das artérias. Esse
miografo estava conectado a um sistema para aquisicdo de dados (Powerlab/800
ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) e a um computador (PC Pentium)
(Figura VIII).

Figura VII: Fotografia do leito mesentérico mostrando as artérias com suas ramificacdes.

ApoOs periodo de 30 minutos de estabilizacdo em solugdo de Krebs Henseleit
gaseificada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,, pH 7,4, 37 ° C), as
artérias foram estiradas a uma tensdo de repouso considerada 6tima em relacdo ao
seu diametro interno. Para isso, em cada segmento arterial a relagdo tenséo:
didmetro interno foi calculada e entdo foi determinada a circunferéncia interna
correspondente a uma pressao transmural de 100 mmHg para um vaso relaxado in
situ (L100). Para a realizacdo dos experimentos, as artérias foram mantidas com
uma circunferéncia interna L1, calculada como L1= 0,90 x L100, circunferéncia na

qual o desenvolvimento de for¢ca € maximo (Mulvany & Halpern, 1977).
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Figura VIII: Esquema representativo do miografo de arame onde foram realizados os experimentos

de reatividade vascular.

3.2.2.1 Avaliacédo da integridade do musculo liso vascular.

Apos estabilizacdo em sua tensdo de estiramento ideal, os segmentos de artérias
mesentéricas foram expostos a uma solucdo com concentracdo alta de potassio
(120 mM, a composicdo € similar ao Krebs Henseleit, no entanto o NaCl foi
substituido por KCI em concentracdo equimolar) para avaliar a capacidade contratil
dos segmentos (Figura IX). A solugéo foi novamente trocada para solucéo de Krebs-
Henseleit normal e apds retorno a sua tensdo basal, determinou-se a presenca de

endotélio.

3.2.2.2 Avaliacéo da integridade funcional do endotélio.

Para comprovar a integridade endotelial, as artérias foram pré-contraidas com uma
concentracdo de fenilefrina (FE) suficiente para produzir 50% da contracéo
produzida pela solugéo de Krebs-Henseleit com KCI 120 mM, e entdo o relaxamento
vascular foi obtido por exposicdo a 10 uM de ACh, como se observa na Figura IX.
Somente foram utilizadas nesse estudo as artérias com relaxamento superior a 80%

da contracao induzida pela FE. Os anéis sem endotélio relaxaram no maximo 10%.
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Figura IX: Esquema geral representativo de protocolo experimental realizado para avaliar a
reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos. ACh=acetilcolina (adaptado de
Wiggers, 2008).

3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS — REATIVIDADE VASCULAR

ApOs a avaliacdo da integridade do musculo liso e endotélio, os diferentes anéis de
aorta e mesentérica seguiram protocolos diferentes. Neste caso, os anéis foram
lavados trés vezes e passaram por um periodo de estabilizacdo de 30 minutos,
mantendo a tensdo basal. Os protocolos descritos a seguir, foram realizados nos

dois leitos vasculares, aorta e mesentérica.

3.3.1 Efeitos da exposicéo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a resposta
constritora a fenilefrina, dilatadora a acetilcolina e ao nitroprussiato de sodio

em artérias aorta e mesentérica de ratos.

Apds 30 minutos de estabilizacdo, para investigar o efeito do tratamento com o
chumbo sobre a resposta vasoconstritora a fenilefrina, agonista alfa-adrenérgico,
foram realizadas curvas concentracdo-resposta a fenilefrina, na concentracéo de 0,1
nM a 0,3 mM, de maneira cumulativa nos dois grupos estudados totalizando 14
distintas concentracdes (Figura X, A). O efeito frente a esta concentracdo crescente
de fenilefrina foi normalizado em funcdo da resposta contratil maxima induzida pelo

KCI (75 mM e 120 mM), que foi considerada 100% da resposta contratil.

Para estudar o efeito do tratamento sobre a resposta vasodilatadora dependente do
endotélio, foram realizadas curvas concentracdo-resposta a acetilcolina (0,01 nM a
0,3 mM). Para tal, os anéis de aorta e mesentérica com endotélio foram pré-
contraidos com fenilefrina 1 uM. Uma vez obtido o platd, foram realizadas as curvas

concentracdo-resposta, cumulativas a acetilcolina (Figura X, B). O efeito
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vasodilatador frente a acetilcolina foi calculado como percentual de relaxamento
considerando o platé de contracéo a fenilefrina, sendo este platd considerado 100%

da contracao.

A avaliacdo da vasodilatacdo ndo mediada pelo endotélio foi analisada através do
relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio. Em segmentos de artérias
controles (sem farmacos) pré-contraidas com FE 1 uM (concentracao suficiente para
produzir 50% da contracdo ao KCI) foi realizado uma curva concentracédo resposta

ao doador de NO, nitroprussiato de sédio (0,01 nM a 0,3 mM).

3.3.2 Efeito do tratamento por 30 dias com acetato de chumbo sobre a

modulacdo do endotélio na resposta vasoconstritora a fenilefrina.

Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta
constritora a fenilefrina, foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta

e mesentérica com endotélio integro (E*) e sem endotélio (E).

As células endoteliais de aorta foram removidas mecanicamente através do uso de
fio polido e rigido de aco inoxidavel, antes da adaptacdo dos anéis de aorta ao
aparato experimental. Estes foram inseridos na luz do vaso e friccionados
suavemente na parede interna do anel, ocasionando lesdo do endotélio. A auséncia
do endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina (10 uM) induzir o
relaxamento, apos a pré-contracdo com fenilefrina. Consideramos a incapacidade de
relaxamento quando inferior a 10 %, calculada em relacdo ao maximo de contracéo
a fenilefrina, como ja descrito. A preparacao foi lavada e, ap6s 30 minutos de retorno
a tensdo basal, foram realizadas curvas concentracdes-resposta a fenilefrina (0,1 nM
a 0,3 mM).

Em artérias mesentéricas o endotélio foi removido de acordo com a metodologia
descrita por Osol et al. (1989). Para isso, um fio de cabelo de cavalo era lavado com
etanol e com solucdo de Krebs. Apos a montagem das artérias na camara do
miégrafo de arames, o fio de cabelo era inserido no lumen das artérias e
movimentos de friccdo contra a parede arterial eram realizados. Depois a camara
com o anel era adaptado no equipamento e um periodo de estabilizacdo de
aproximadamente 30 minutos era feito. 120 mM de KCI eram administrados as

preparacdes com a finalidade de avaliar a viabilidade arterial e analisar uma possivel
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lesdo muscular apés a remocdo mecanica do endotélio, o qual era confirmada pela
incapacidade de contragdo apos incubacdo com KCI. Apés 30 min da contracdo ao
KCI, as preparacdes eram pré-contraidas com fenilefrina e a auséncia do endotélio
comprovada pela incapacidade da acetilcolina (10 yM) induzir relaxamento. Apés a
confirmacéo da auséncia do endotélio, as preparacdes eram lavadas e 30 minutos
apos o retorno a tenséo basal, curvas concentragdo-resposta a fenilefrina (0,1 nM a

0,3 mM) foram realizadas.

3.3.3 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos nos efeitos do tratamento por
30 dias com acetato de chumbo sobre a resposta a fenilefrina.

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram
realizados da mesma forma. Com a finalidade de avaliar a via pela qual o tratamento
com acetato de chumbo modifica a reatividade vascular, alguns farmacos foram
utilizados. Apos o teste do endotélio e dos 30 minutos de estabilizagdo da
preparacao, o farmaco a ser estudado era incubado por trinta minutos, e, logo apés,
realizada a curva concentracdo-resposta a fenilefrina (0,1 nM — 0,3 mM), (Figura X

A). Este protocolo foi realizado nos dois leitos, aorta e mesentérica.
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Figura X: Esquema representativo dos protocolos experimentais. Incubacdo com o farmaco a ser
estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentracdo-resposta a FE e/ou a ACh
(adaptado de Batista, 2014).
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3.3.3.1 Influéncia do tratamento por 30 dias com acetato de chumbo na via do

6xido nitrico.

Para avaliar se o tratamento com acetato de chumbo altera a participacdo do oxido
nitrico na resposta contratil a fenilefrina, os anéis de aorta e mesentérica foram
incubados com um inibidor da enzima 6éxido nitrico sintase (NOS), o N-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME,100 pM). Para estimar a biodisponibilidade de NO, foi
calculada a diferenca das areas abaixo da curva de fenilefrina, na auséncia e na
presenca de acetato de chumbo, associada ao L-NAME (100 uM) em relacdo a

situacao controle.

3.3.3.2 Influéncia do tratamento por 30 dias com acetato de chumbo sobre os

radicais livres na resposta contratil a fenilefrina.

Vérios estudos mostram que o aumento da producdo de EROs contribui para a
disfuncdo endotelial na hipertensdo arterial (Lassegue et al., 2012; Martinez-
Revelles et al., 2013; Dinh et al., 2014). Para verificar o envolvimento de EROs no
efeito provocado pela exposicdo ao acetato de chumbo na resposta contratil a
fenilefrina, uma vez que a producdo de espécies reativas altera a reatividade
vascular, principalmente por reduzir a biodisponibilidade de NO, foram utilizados: a
apocinina (Apo, 30 uM), um inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase, uma das
principais enzimas formadoras de radicais livres; a superéxido dismutase (SOD, 150
U ml™), um importante anti-oxidante fisiolégico, os quais foram colocados no banho
30 minutos antes da realizagdo das curvas com fenilefrina. A SOD foi utilizada

apenas em artérias mesentéricas.

3.3.4 Envolvimento dos prostandides derivados do acido araquidbénico no
tratamento por 30 dias com acetato de chumbo sobre a resposta contratil a

fenilefrina.

Com a finalidade de investigar a participacdo dos prostandides derivados da via do
acido araquidénico-ciclooxigenase na resposta contratil induzida pela fenilefrina, os
anéis isolados de aorta e mesentéricas foram incubados com indometacina (10 puM),
um inibidor inespecifico da ciclooxigenase. Em mesentéricas, incubamos ainda um

antagonista do receptor EP; (de prostaglandina E;) o SC-19220 (10 puM).
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3.6 CULTURA DE CELULAS MUSCULARES LISAS DE AORTA.

A obtencdo de células para cultura priméaria de células musculares lisas vasculares
foi realizada pelo método de explante tissular, conforme descrito por Martin e
colaboradores (2012), utilizando-se aortas de ratos Sprague-Doley (SD) controles.
Cada cultivo celular procedeu de aortas de aproximadamente trés ratos, de maneira

a minimizar a variabilidade que existe entre os animais.

3.6.1 Obtencéao das células musculares lisas vasculares.

Culturas priméarias de CMLVs foram obtidas de aortas toracicas de ratos SD de
quatro meses de idade. ApoOs eutandsia dos animais com CO,, o térax foi exposto e
a aorta toracica foi assepticamente removida e isolada, colocada em um tubo com o
meio de cultura Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM)/F-10 (HAM)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), contendo 0,1% de BSA, L-glutamina (1
g/L), 200 U/mL de penicilina, 200 pg/mL de estreptomicina (Gibco, Invitrogen |,
Paisley, Reino Unido), a fim de reduzir a possibilidade de contaminag¢do durante a

manipulacéao.

A partir desse ponto, todos os procedimentos foram realizados dentro de uma capela
de fluxo laminar NU 425-300 Classe 2 (Nuaire, Plymouth, MN, EUA), localizada
numa sala especifica para cultura celular. Para permitir uma melhor manipulacéo
das artérias, elas foram colocadas em uma placa de petri cuja superficie era
recoberta com silicone (Sylgard- silicone elastomero, Dow Corning Corporation,
Midland, MI, EUA), e fixadas nas extremidades com 2 agulhas. Assim, com auxilio
de pincas de disseccao, foram delicadamente eliminados os tecidos conectivos
perivasculares e adiposo da aorta. Uma vez limpo, e para facilitar a remocéao
mecanica da adventicia vascular, as artérias foram incubadas com colagenase Tipo
II (2 mg/mL) (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, New Jersey, EUA)
dissolvida em DMEM/F-12 suplementado com BSA (0,1%) e antibiéticos (Penicilina e
estreptomicina - P/S), durante 30 min a 37 °C em uma incubadora NU Autoflow 4750
(NUAIRE, Plymouth, Minnesota, EUA) com 95% de ar comprimido e 5% de CO..

Em seguida, a camada adventicia vascular foi removida com o auxilio pingas. A
artéria entédo foi cortada em fragmentos de 2 a 3 mm de longitude, os quais foram

colocados em placas de 6 pogos de 2 cm? de area (6-well Tissue Culture Plate,
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Sarstedt, Numbrecht, Alemanha), com 2 mL de meio de cultura DMEM/F-12 HAM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum, FBS, sigma),
descomplementado, e com uma mistura de penicilina (100 U/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL).

As placas, entdo, permaneciam na incubadora a 37 °C, em atmosfera umidificada
com 95% de ar comprimido e 5% de CO,, durante toda a cultura celular.
Diariamente, os fragmentos das aortas eram observados sob uma lupa Leica 6SD

(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).

3.6.2 Crescimento das culturas primarias de células de musculo liso.

Transcorridos 7-10 dias se comprovou o aparecimento de CMLVs aderidas a placa
procedentes dos explantes de tecidos. Durante esse tempo, 0 meio de crescimento

foi adicionado todos os dias e trocado a cada 3 dias.

Uma vez que se tenha atingido 50% de confluéncia, os fragmentos de aorta foram
retirados das placas. As células cresceram por mais 2-3 dias em meio de cultura
DMEM/F-12 HAM suplementado com FBS e P/S. Quando alcancou uma confluéncia
de 60-70%, ou seja, quando formavam uma monocamada uniforme de células, e
aproximadamente por volta do 15° dia apdés a extracdo, as células foram

despregadas das placas.

Para isto, as células foram lavadas trés vezes com solucdo tampao fosfato-salino
(PBS), sem calcio (Ca®*) e sem magnésio (Mg?") (Invitrogen), mantendo-se a
terceira lavagem de 1 min a 37 °C. O PBS sem Ca* e sem Mg?" favorece a
separacdo das células da placa e de uma das outras, pois esses céations sao
essenciais a atividade das integrinas, proteinas que promovem a ades&o celular. A
continuacéo, foi retirado o PBS das placas e foi adicionado tripsina-EDTA a 0,05%
durante 1 minuto na incubadora a 37 °C, com o objetivo de facilitar a suspenséo das
células do fundo das placas. A tripsina € uma protease que digere proteinas de
adesdo, como as que aderem as células a placa. Por sua vez, o EDTA é um
guelante dos cations, impedindo-os de agir como co-fatores da atividade das
proteinas de adesdo. Em seguida, a tripsina foi neutralizada adicionando DMEM/F-
12 HAM com FBS a 10% e as ceélulas foram ressuspendidas em meio de cultura e
colocadas em frascos de 75 cm? (T-75 Cell Culture Flask, Sarstedt, Niimbrecht,
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Alemanha), para estimular o crescimento celular e aumentar a quantidade de células

viaveis para o trabalho.

As células recém explantadas das aortas constituiam células em passagem zero (0)
e a primeira vez que eram expostas a solucdo de tripsina e ressuspendidas
tornavam-se células em passagem um (1) e assim sucessivamente. Cada
tripsinizacdo ou passagem foi realizada com uma frequéncia média de entre 5-7
dias. Os experimentos foram realizadas em subculturas de CMLV correspondentes

as passagens compreendidas apenas entre 2 e 6, para evitar a transformacao.

3.6.3 Caracterizacado das células de musculo liso vascular.

As CMLVs em cultura foram examinadas morfologicamente por microscopia otica de
contraste de fase (Zeiss microscopio invertido, Axiovert 25, Jena, Alemanha).
Durante o seu crescimento, as células formaram varias monocamadas sobreposta,
originando uma estrutura morfolégica tipico de musculo liso cultivado, chamada
estrutura "montes e vales" (hills and valleys). As células mantiveram a morfologia do
musculo liso ao longo do seu crescimento em todas as sub-culturas utilizadas para

diferentes experimentos.

O fendtipo das CMLVs em cultura foi determinado por técnicas de imunocitoquimica,
que determinou a presencga de a-actina, uma vez que é a primeira proteina que se
expressa nas células do musculo liso. Para isso, as células foram incubadas com
anticorpo primario anti-a-actina monoclonal especifico, procedente de camundongo
(1:200, Sigma Chemical Co.), seguido de incubacdo com o anticorpo secundario
fluorescente anti-comundongo FITC (isotiocianato de fluoresceina) diluido 1:100 (Ex
494 nm; Em 518 nm), possibilitando a visualizagao das fibras de a-actina, em verde.
A fluorescéncia foi visualizada usando um microscépio confocal Leica TCS SP2
(Leica Microsystem, Wetzlar, Alemanha), utilizando lente objetiva de imersao de

63Xazeite (zoOM 2X) conforme fotografia a seguir (Figura Xl).
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Figura XI: Fotografia de CMLV em que aparece as fibras de a-actina (verde).

3.6.4 Protocolos experimentais em células de musculo liso vascular.

Um dia antes do experimento com os distintos farmacos e do tratamento com
chumbo, as células eram mantidas em jejum durante 24 horas em meio isento de
soro (FBS), com o objetivo de manter as células em estado quiescente. Para isso, 0
meio DMEM/F-12 HAM com 10 % de FBS e antibidticos P/S foi removido e
substituido por 2 mL de DMEM/F-12 HAM apenas com antibioticos P/S.

Na primeira sequéncia de experimentos, as CMLVs receberam apenas estimulos
com diferentes concentracbes de acetato de chumbo (10 pg/dL, 20 pg/dL e 100
pg/dL) durante 48h e 72h, ao final do jejum, para investigar a taxa de sobrevivéncia
destas células na exposicdo ao metal e escolha da concentracdo de chumbo e
tempo de exposicdo. Para isto, usamos o0 ensaio de reducdo de MTT (Brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazdlio) seguindo o procedimento previamente
descrito por Mosmann (1983). O ensaio de proliferacdo MTT €& um ensaio
colorimétrico para medir a atividade da redutase mitocondrial em células vivas. Ele
se baseia na clivagem do sal amarelo tetrazélio (membrana permeavel) para cristais
de formazan azuis/purpura por células metabolicamente ativas. Em resumo, apos a
incubagédo com acetato de chumbo em diferentes concentragbes nos diferentes
tempos, foi adicionado 0,5 mg/mL de MTT em cada poco e a incubacao foi realizada
a 37°C durante 2 h. O sal formazan formado foi dissolvido em dimetilsulféxido
(DMSO), e a determinagéo colorimétrica foi realizada a 540 nm. Células controles
sem acetato de chumbo foram consideradas como tendo 100% de viabilidade. A
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viabilidade das CMLVs depois da exposicdo ao chumbo foi expressa como % do
controle dentro de cada experimento.

A concentracdo de 20 pg/dL foi entdo definida para os experimentos em células, pois
esta proxima da concentracdo de chumbo que encontramos no sangue dos animais
tratados por 30 dias com acetato de chumbo intramuscular, e ndo foi observado
diferencas na viabilidade celular com esta concentracdo. O tempo de 48h foi

preferido, pois ja se trata de uma exposi¢ao crbnica para cultura de células.

Para realizacdo dos protocolos experimentais, apés 24 horas de jejum (meio de
cultura DMEM/F12 HAM livre de FBS e suplementado com BSA 0,1 % e
antibiéticos), as células quiescentes eram estimuladas com acetato de chumbo (20
pg/dL) ou com veiculo (células controles), na presenca ou auséncia dos farmacos de
escolha. Estes farmacos eram colocados 30 minutos antes do estimulo com chumbo
e permanecia durante todo o tempo de incubacao, 48h. Os farmacos usados para
investigar as vias de interesse foram: o varredor de anion superéxido tempol (10
MM), o inibidor de NOX-1 ML171 (0.5 pM), um varredor especifico de anion
superéxido mitocondrial mito-TEMPO (5 uM) ou inibidores da COX-2 celecoxib (10
M) e rofecoxib (10 uM) (Figura XII).

Em outro grupo de experimentos, células foram incubadas com chumbo em
diferentes tempos de exposicao (5 min-24 h) para avaliar o efeito do chumbo sobre a
ativacdo das MAPK p38, ERK1/2, JNK e sobre a Akt. Por ultimo o efeito do inibidor
de ERK1/2 U0126 (10 yM) e do inibidor da MAPK p38 SB203580 (10 uM) sobre os
niveis de RNAmM da COX-2, NOX-1 e NOX-4 foram avaliados em células expostas a
20 pg/dL por 48h.

Jejum farmacos Pb PBS, recolher
L A A )
24h 30min 48h

Figura Xll: squema representativo do protocolo experimental utilizado em cultura de células de

musculo liso de aorta.
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Sendo assim, diversos experimentos foram realizados com a finalidade de investigar
a participacdo do chumbo em células de musculo liso de aortas de ratos
normotensos. Tais experimentos serdo descritos em seguida, sendo eles:
quantificacdo de RNAmM de NOX1, NOX4 e COX-2 por gRT-PCR; producéo de anion
superoxido; atividade da NADPH oxidase; quantificacdo de proteinas por técnica de
Western Blot; migragao celular e proliferagéo celular.

3.7 QUANTIFICACAO DE RNA MENSAGEIRO

Os niveis de RNAm foram determinados por RT-PCR (Reverse Transcription -
Polymerase Chain Reaction) em tempo real (QRT-PCR) pelo método descrito por
Chomczynski & Sacchi (1987) adaptado.

Para a extracdo de RNA de cultivos de CMLVs, uma vez finalizado os distintos
estimulos/inibicbes, era retirado o meio de cultura contendo os farmacos e/ou
inibidores das placas, sendo, em seguida, realizadas trés lavagens com PBS frio
com Ca** e com Mg*. As placas eram entdo congeladas até a realizacdo dos
experimentos. No dia da analise dos niveis de RNAm, adicionou 1 mL de TRI-
Reagent (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) aos pocos das placas,
pipetando-o para cima e para baixo continuamente, para a lise e suspenséo das
células. O TRI-Reagent € solucado especifica para a extracdo e preservacao do RNA
total, produz a ruptura das células ao dissolver lipidios e precipitar proteinas,

preservando a integridade do RNA.

Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio. Esta mistura permaneceu em
temperatura ambiente durante 5 minutos e entdo foi centrifugada a 12.000 xg,
durante 15 minutos, a 4 °C. A adic&o do cloroférmio junto a centrifugagdo permite a
separacdo das duas fases, uma organica e outra aquosa, na qual permanece 0
RNA.

Para precipitar o RNA total foram adicionados 500 pL de isopropanol e 10 ug de
glicogénio, cuja funcéo é formar complexos com os &cidos nucléicos que permitam a
formacdo de precipitados visiveis e facilmente manipulaveis. Essa mistura
permaneceu 30 minutos a temperatura ambiente e foi posteriormente centrifugada a
12.000 xg, durante 30 minutos, a 4 °C. Os precipitados foram lavados com 800 pL

de etanol preparado a 75% em agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e foram
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centrifugados a 4 °C a 10.000 xg para os lisados celulares, favorecendo, assim, a
adesédo de precipitados ao fundo do tubo evitando que se desintegrem. Dando
continuidade, o etanol foi retirado e os precipitados foram secados ao ar ambiente,
para assegurar a completa eliminacao do alcool, por se tratar de um potente inibidor
das reacgfes enziméticas a que se submetem as amostras nos processos seguintes.
Os precipitados foram ressuspendidos em 10-15 pL de &gua DEPC filtrada e a
quantificacdo do RNA total extraido foi calculado medindo-se a absorbancia a um
comprimento de onda de 260 nm em um espectofotometro (Eppendorf
Biophotometer, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). As amostras foram armazenadas

a -80 °C até realizacdo da retrotranscricao.

Para evitar possiveis contaminacées com DNA gendmico, 1 ug de RNAm total foi
tratado com DNAse. O RNA foi, entdo, retrotranscrito a DNA complementar (DNAC)
usando um kit comercial (High-Capacity cDNA Archive Kit, Applied Biosystems,
Califérnia, EUA), sendo o protocolo desenvolvido de acordo com as instrucbes
comerciais em 20 pL de volume de reacdo. A mistura foi processada em um
termociclador (Marterclycler Gradient, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), durante
dez minutos a 25 °C e a duas horas a 37 °C. Ao final, foi adicionado mais um passo,
a 70 °C durante 5 minutos para inativar a retrotranscriptase. Finalizada a
retrotranscricdo, e assumida eficacia de 100% na conversdo de RNA total em DNAc,

os DNAc obtidos se mantiveram a -20 °C até sua utilizagdo posterior.

A PCR em tempo real foi desenvolvida utilizando o sistema ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) mediante corante

fluorescente SyBR Green Supermix with ROX.

Foram realizadas curvas de concentracdo para determinar a quantidade de DNAc
necessario de cada gene, a qual foi adicionado a uma mistura com a sonda descrita
acima e o primer especifico para amplificar o gene de interesse, sendo eles: COX-2
(FW: AAGGGAGTCTGGAACATTGTGAAC; RV:
CAAATGTGATCTGGACGTCAACA), NOX-1 (FW: CGGCAGAAGGTCGTGATTA;
RV: TGGAGCAGAGGTCAGAGT), NOX-4 (FW: GCCTCCATCAAGCCAAGA; RV:
CCAGTCATCCAGTAGAGTGTT) and B2-microglobulin (FW:
ACCCTGGTCTTTCTGGTGCTT; RV: TAGCAGTTCAGTATGTTCGGCTT), sendo
todos SyBR Green (Bio-Rad LAboratories, California, EUA).
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Os resultados da amplificacdo foram normalizados em relacdo aos dados obtidos da
amplificacdo de genes cuja expressdo é constante, independente da situacéo
experimental dos tratamentos. Como controle endégeno foi utilizado o gene da (.-

microglobulina.

O programa de amplicacéo usado foi: 1°) desnaturalizac&o inicial a 95 °C, por 30
segundos; e 2°) 40 ciclos a 95 °C por 5 segundos e a 60 °C por 30 segundos. No final
da PCR, uma andlise de curva de melting foi realizada para mostrar a especificidade
do produto detectado. Para calcular o indice relativo da expressdo génica, foi
empregado o método 244

Schmittgen, 2001).

usando amostras nao tratadas para calibracdo (Livak &

3.8 MEDIDA DA PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO

Para verificar a influéncia da exposicéo ao acetato de chumbo sobre a producgéo de
O, foi utilizado a técnica de medida de fluorescéncia produzida pela oxidacdo do
dihidroetideo (DHE). O DHE é um derivado do etidio que entra em contato com O™,
oxida-se, transformando-se em brometo de etidio e posteriormente se liga ao DNA

das células emitindo fluorescéncia vermelha.

A producédo de anion superéxido em CMLVs de ratos foi avaliada segundo Martin et
al. (2012). As CMLVs utilizadas foram cultivadas conforme descricdo anterior,
entretanto, quando foram para a ultima passagem antes dos experimentos, ap0s
tripsinizadas, as células foram semeadas sobre laminulas, as quais foram colocadas

em pares dentro dos seis pocos das placas (Figura XIlII).
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Lote 1 de Lote 2 de Lote 3 de
células células células

Controle

Pb—48h

Figura Xlll: Protocolo para mensuracdo da producdo de &anion superdxido pela técnica de
dihidroetideo (DHE) (Adaptado de Batista, 2014).

Foi dada continuidade a cultura das CMLVs sobre as laminulas, e ao alcancar 60 a
80% de confluéncia, as células foram estimuladas com tempol (10 pymol/L) e mito-
TEMPO (5 ymol/L) durante 30 min, antes da exposicdo ao chumbo 20 pg/dL por
48h. Em seguida, as células foram lavadas e, entdo, incubadas com 10 uM de DHE
diluido em meio de cultura celular (DMEM/F12 HAM, sem soro) durante 30 minutos,
a 37 °C, na incubadora umida. O brometo de etidio foi excitado a 546 nm e tem

comprimento de onda de emissao de 610 nm.

As imagens foram adquiridas com um microscépio Leica TCS SP2 sistema confocal
(x40) e foram capturadas através de uma camera spot digital (Diagnostic, Spectra
Services, Nova lorque, EUA). A intensidade da fluorescéncia foi quantificada de 10 a
15 nudcleos/experimento e imagem, utilizando um software de analise de imagem

denominado Metamorph (Molecular Devices Corp., Pensilvania, EUA).

Como situagdo controle, foram utilizadas CMLVs sem estimulos ou tratamentos
prévios, as quais tiveram suas imagens obtidas ao longo do estudo, em paralelo. Os
efeitos das diferentes situagdes (Chumbo, Chumbo+mito-TEMPO e

Chumbo+tempol) foram expressados como incremento sobre a situagdo controle,
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sem estimulo ou tratamento, para a qual foi atribuido o valor de 1 (um) para a

intensidade da fluorescéncia obtida.

Em aorta, os segmentos foram retirados dos animais, em seguida, limpos e mantidos
por 1 hora em solucdo Krebs-Henseleit com sacarose 30%. Posteriormente, estes
segmentos foram congelados em meio adequado (meio de congelamento). Assim,
as amostras foram mantidas a -80°C até o dia do experimento. A producdo de anion
superoxido em aorta foi avaliada segundo Wiggers et al. (2008).

Os segmentos de aorta foram cortados no criostato em anéis com 10 um de
espessura. Posteriormente estes aneéis foram recolhidos em laminas gelatinizadas e
secos em estufa a 37°C durante 30 minutos. Apods este procedimento, as laminas
contendo os cortes foram lavadas e posteriormente incubadas com Krebs-HEPES
(Para 100 mL de Krebs: 29,4mg de CaCl,, 759mg de NacCl, 41,7mg de KCI, 4,9 mg
de MgCl,, 197,8mg de Hepes e 198,2 de glicose) por 30 minutos em uma camara
Umida a 37°C. Decorridos os 30 minutos, o Krebs foi escorrido e o excesso de agua
seco. Em seguida, foi realizada incubacdo com dihidroetidio (DHE) 2 uM por duas
horas na estufa com camara fechada a 37°C. A luminescéncia emitida foi visualizada
com microscépio fluorescéncia invertido (NIKON Eclipse Ti-S, x20 objective) e
camara fotografica (NIKON digital sigth DS-U,) com filtro de fluorescéncia para DHE
(verde). O etideo unido ao nucleo das células foi visualizado com Aexc= 546 nm e
detectado com Aem= 610 nm. As imagens foram quantificadas pelo programa

ImageJ.

3.9 ATIVIDADE DA NADPH OXIDASE

A atividade da NADPH oxidase foi determinada por um ensaio de
guimioluminescéncia emitida pela reacao entre lucigenina e anion superoxido, de
acordo com o protocolo descrito por San José e colaboradores (2009), modificado. A
lucigenina (nitrato de bis-N-metilacridina) € um composto aromatico que pode ser
reduzido pelo anion superoxido, produzindo emissdo de luz, a qual pode ser

detectada através de um lumindmetro.

Células musculares lisas vasculares foram cultivadas em placas de cultura de 6
pocos e estimuladas com acetato de chumbo (20 pg/dL). Apos as lavagens, as

células foram suspensas e homogeneizadas em um solucdo para lise celular
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contendo 50 mM KH,PO,4, 1 mM &cido etileno glicol tetraacético (EGTA), 150 nM
sacarose, em pH = 7,4.

A reacéo foi iniciada através da adicdo de uma mistura de 5 uM de lucigenina e 100
UM de NADPH a amostra de proteina obtida das CMLVs, totalizando um volume final
de 300 pL. A quimioluminescéncia foi determinada em um luminbmetro de placa
(Auto-Lumat LB 953, Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad Wildbad,
Alemanha) programado para registrar a quimioluminescéncia em unidades relativas
de luz (URL) emitidas em intervalos de 2,4 segundos durante cinco minutos. A
emisséo especifica de luz foi calculada ap0s subtrair a leitura da atividade de fundo
(branco), que foi determinada em tubos contendo todos os componentes, exceto o
homogenato protéico, que foi substituido pela solu¢do de lise celular em que

estavam tratadas as amostras.

Os dados obtidos (URL/mg proteina) foram expressados como incremento sobre a
situacdo controle, assumida para o valor de 1 URL/mg proteina.

3.10 EXPRESSAO DE PROTEINAS PELO METODO DE WESTERN BLOT

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia da exposi¢do ao
acetato de chumbo sobre a expressao proteica das isoformas COX-1 e COX-2; da
isoforma da NADPH oxidase, a gp91phox; das isoformas da superdxido dismutase
SOD-Mn, SOD-CU/Zn e SOD-EC. Para isto, foram usadas amostras de artéria aorta

toracica, artérias mesentéricas e CMLVS de ratos dos grupos controle e chumbo.

Para realizacdo destas andlises, as células eram incubadas ou ndo com acetato de
chumbo durante 48 horas. Apés estimulo com chumbo, as células foram entdo
lavadas com PBS frio sem Ca** e Mg?* e, depois de removido todo o PBS, foram
retiradas das placas com um pequeno rodo, juntamente a 100-150 puL de uma
solucdo denominada Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA), composta por: 150
mM NaCl, 1 % de octilfenoxipolietoxietanol (um detergente ndo desnaturante, o
IGEPAL® CA-630), 0,5 % de deoxicolato de sédio, 0,1 % de dodecilsulfato de sédio
(SDS), e 50 mM de tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris), em pH=8,0. A solucdo RIPA
e eficiente para a lise celular e para a solubilizacdo da proteina, evitando que esta se
degrade. A solucdo RIPA foi adicionado um coquetel inibidor de proteases e uma
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mistura de inibidores de fosfatases, contendo 1 mM de ortovanadato de sédio
(NazVO,), 20 mM de B-glicerolfosfato (BGP) e 10 mM de fluoreto de sédio (NaF).

A concentracdo de proteina dos lisados celulares foi quantificada por colorimetria,
utilizando o método de Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, llindis,
EUA). O volume da amostra necessério foi calculado em funcdo da quantidade de
proteina que se desejava colocar para analise, o qual foi misturado a um volume
igual de solucéo de tampéo de carga, o tampéo Laemmli 5X [300mM Tris-HCIl em pH
= 6,8; 10 % dodecil sulfato sodico (SDS); 25 % B-mercaptoetanol; 0,5 % azul de
bromofenol; 50 % glicerol]. Esta mistura foi incubada a 95 °C durante um minuto

para desnaturalizar as proteinas.

Os segmentos de aorta toracica e todo o mesentério a partir do primeiro ramo da
mesentérica superior foram utilizados como amostra para esta analise. Estes eram
congelados com nitrogénio liquido e mantidos a -80°C até o momento em que foram
utilizados. A extracdo de proteinas foi procedida com a homogeneizacdo das
amostras, em temperatura de 4°C, com tampéao de homogeneiza¢do contendo: Tris -
HCI (10 mM, pH 7,4); NavO3 (1 mM); SDS, 1%; DTT (0,5 mM); EDTA (5 mM , pH 8);
PMSF (1 mM); NaF (10 mM); Inibidor de protease.

Depois de homogeneizadas as amostras foram centrifugadas (Eppendorf-Neitheir-
Hinz, Gmbh22331, Alemanha) a 4°C com 6.000 rpm, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e o precipitado descartado. Em seguida, foi feita a
quantificacdo das proteinas pelo método Lowry (Peterson, 1977). Determinou-se a
densidade Optica medindo a absorbancia num espectrofotbmetro multi-canal a A =
750 nm (Cary, Varian). Para a quantificacao, foi realizada uma diluicdo da amostra
(1:25). Em seguida foram aliquotados os volumes para uma carga de 50 pg de
proteina, sendo este volume de amostra misturado, em partes iguais, com tampao
de homogeneizacdo. Aliqguotas do homogeneizado foram diluidas em solugdo de
Laemmli (Uréia 0,5 mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 yM; Tris-HCI 0,01 M pH=8 e Azul de
bromofenol 0,5 %) e apos centrifugacdo foram mantidas a temperatura de 95 °C

durante 4 minutos.

Para analisar a expressao proteica da COX-2, COX-1, gp91phox, SOD-Mn, SOD-
Cu/zn, SOD-EC, B-actina e a-actina, 25 pL das amostras foram aplicadas
(carregadas) em gel SDS-poliacrilamida 10% (acrilamida 40%, Tris HCI 1,5 M (pH =

8,8), SDS 10%, persulfato aménico (APS) 10% e Temed), juntamente com um
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marcador de peso molecular de amplo espectro (6 a 180 kDa), previamete imersos
em uma cuba contendo solucdo tampao de eletroforese (Tris-HCI 25mM, glicina 190
mM, SDS 0.1 %), que € um eletrélito com alta capacidade de tamponamento, sendo
submetidas & eletroforese aplicando corrente constante de 80 V (PowerPac™ HC,
BioRad, Singapura) durante aproximadamente 2 horas, fazendo com que as
amostras (proteinas) passassem pelo gel.

Uma vez separadas, as proteinas foram transferidas para uma membranas de
difluoreto de polivinilo ou de nitrocelulose (Immun-Blot PVDF Membrane for Western
Blotting 0,2 um, BioRad Laboratories, EUA/ Amersham, GE Healthcare, UK,
respectivamente) previamente ativadas com metanol/adgua. Para isso, o gel, a
membrana e papel Whatman (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia) foram
colocados em um sistema “sanduiche”. O método realizado foi o de transferéncia
liquida na qual o sanduiche era montado em suporte Holder Cassete e acoplado a
uma cuba (Trans-Blot SD Cell Bio-Rad, USA) contendo uma solugdo tampé&o de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1% e Metanol 20%) a 8° C com

uma corrente de 60 V por 2 horas.

Uma vez transferidas as proteinas, as membranas foram deixadas durante uma hora
a temperatura ambiente em agitacdo continua com uma solucao de bloqueio para
evitar unides inespecificas do anticorpo. Esta solu¢do de bloqueio continha 5 % de
leite desnatado em p6é ou 5 % de BSA, dissolvida em solucdo de lavagem das
membranas: 10 mM de Tris-HCI a pH = 7,5; 100 mM de NaCl; e 0,1 % Tween-20
(TBS-T).

Em seguida, também sob agitacdo constante, as membranas foram incubadas por
toda a noite a 4 °C com os anticorpos primarios para a COX-2 (1:200; anticorpo
monoclonal de coelho; Cayman Chemical, Ann Arbor, Mi, USA), COX-1 (1:500,
anticorpo monoclonal de coelho; Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, USA), gp91phox
(1:2000, anticorpo monoclonal; BD transduction laboratories, San Jose, CA, USA),
SOD-Mn (células: 0.025ug/mL; StressGen Bioreagent Corp., Victoria, Canada /
vaso: 1:400; anticorpo policlonal; Millipore, Temecula, CA, USA), SOD-Cu/Zn
(células: 1:500; anticorpo policlonal; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA / vaso:
1:10000; Nventa Biopharmaceuticals, Victoria, BC, Canada); EC-SOD (1:4000;
anticorpo policlonal; Enzo life Science), phospho-ERK1/2 e ERK1/2, phospho-p38 e
p38 MAPK, phospho JNK e JNK (1:1000; anticorpo policlonal; Cell Signaling, Boston,
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MA) e anticorpo monoclonal de camundongo anti-B-actina (1:10000; Transduction
Laboratories, Lexington, UK); e a-actina (1:5000; anticorpo monoclonal; Sigma
Chemical, CO, St. Louis, USA) diluidos em solucdo a 5% de leite desnatado em po
ou 5% de albumina com tampé&o TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, Tween 20
0,1 %, pH 7,5).

Uma vez finalizada a incubagdo com os anticorpos primarios, foram feitas trés
lavagens sucessivas de dez minutos cada, com uma solucdo TBS-T, para eliminar

0s restos do anticorpo primario que nao se uniram.

A continuidade, as membranas foram incubadas durante uma hora, a temperatura
ambiente e agitacdo continua, com o correspondente anticorpo secundario
conjugado com peroxidase de rabanete: anticorpo IgG anti-coelho (1:2000; Bio-Rad,
USA and 1:5000; Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) ou anti-camundongo
(1:5000; StressGen Bioreagent Corp., Victoria, Canada).

Apés a incubacdo com o anticorpo secundario, as membranas foram novamente
lavadas por 30 minutos para remocédo do anticorpo secundario com a solucado TBS-T
e por mais 30 minutos com a solugcéo TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5)
(as solucdes foram trocadas a cada 5 minutos no TBS-T e a cada 10 minutos no
TBS).

Os imunocomplexos foram detectados por reacdao de quimioluminescéncia por meio
da exposicdo da membrana, durante 5 min a um sistema de deteccdo (ECL Plus,
Amersham™, GE Healthcare, UK). As membranas, entdo, foram expostas a
autorradiografia (Medical Film, Konica Minolta Medical Imaging, Wayne, EUA /
Hyperfilm, Amersham™, UK), sendo as bandas impregnadas posteriormente
reveladas. A andlise densitométrica foi utilizada para quantificar as bandas das
proteinas e, para isso, os filmes com as bandas proteicas impregnadas foram
escaneadas. O programa ImageJ foi utilizado para quantificacdo da area e da
densidade das bandas.

Os dados de expresséo proteica das proteinas (COX-2, COX-1, gp91phox, SOD-Mn,
SOD-Cu/Zn e SOD-EC) foram expressos como razao da expressao proteica da [3-
actina (células) e da a-actina (vaso), usadas como controle de carga. Para comparar

os resultados de expressao de proteinas a partir de células, € atribuido um valor de
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1 para a expressdo em células ndo tratadas e, em seguida, utilizada para calcular o
valor da densidade relativa de outras bandas a partir do mesmo gel.

3.11 MIGRACAO CELULAR

Para verificar se o chumbo induz a migracao celular foi realizado, in vitro, 0 ensaio
Wound Healing (cicatrizacao de ferida), adaptado de Van Der Meer e colaboradores
(2010). Para isto as CMLVs foram semeadas e cultivadas em uma placa de 24
pocos (24-well Tissue Culture Plate, Sarstedt, Numbrecht, Alemanha) apés
tripsinizacdo. Quando atingida a confluéncia aproximada de 90-100 %, o meio de
cultura foi trocado pelo meio de jejum (DMEM livre de FBS, com antibiéticos P/S), o

qual permaneceu por 24h.

Uma fina ferida vertical foi feita em cada poco da placa de 24-well com uma ponta de
pipeta P10 (estéril, com filtro) (Figura XIV A). O meio de cultura foi trocado duas
vezes (5 mL/poco) para lavar todos os restos de células remanescentes da area da
ferida. Uma linha foi desenhada no centro de cada poco, perpendicular ao sentido da
ferida (sentido horizontal), por fora da placa, sobre o maior diametro de cada poco
(Figura XIV B). Essas linhas foram desenhadas para que o mesmo ponto da placa
fosse visualizado ao microscépio na captura das imagens. Uma imagem foi captada
no tempo zero (Figura XIV C) no local exatamente acima de intersec¢ao da linha
desenhada e da ferida. Na sequéncia, as células foram tratadas com acetato de
chumbo (20 pg/dL) durante 24 h. Ao final deste tempo, outra imagem foi captada na
mesma regido de cada poco. Na situacdo controle as células ndo recebiam
tratamento com acetato de chumbo assumido o valor 1 (um) para esta condigéo.

Para as andlises foi utilizado um microscépio invertido (Zeiss, Axiovert 25, Jena,
Alemanha) acoplado a uma camera spot digital (Diagnostic, Spectra Services, Nova
lorque, EUA). O software Adobe Photoshop CS2 foi usado para determinar a area
de fechamento da ferida comparado ao tempo zero de cada tratamento e em relacao

a situacao controle, assumida como 1 (um).
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A — condicdo: .
/ controle
foto ternpo 24h
desenho da linha foto tempo Oh
perperdicular - CondICaO: e
ferida feits com
pontade pipata P10 Chumbo

foto tempo 24h

Figura XIV: Esquema do protocolo de migracdo celular (método Wound Healing): A) ferida feita com
ponta de pipeta P10; B) desenho, por fora da placa, da linha perpendicular a ferida; C) local da foto
no tempo zero, antes dos estimulos; D) condi¢do controle; E) condi¢do estimulada com acetato de
chumbo (Adaptado de Batista, 2014).

3.12 PROLIFERACAO CELULAR

A proliferagdo celular foi avaliada usando o kit CellTiter 96 AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, EUA), baseado na descricdo de Aguado
e colaboradores (2013). Este protocolo teve por objetivo de investigar se 0 acetato

de chumbo estimula a proliferacdo de CMLVs .

Para isso, ap0s a tripsinizacdo, as CMLVs foram semeadas em placas de 96 pocos
(96-well Tissue Culture Plate, Sarstedt, Nimbrecht, Alemanha) em meio de cultura
DMEM. Diferentemente dos demais protocolos experimentais, 0s pequenos pogos
da placa de 96-well recebiam uma quantidade pré-determinada de 4.000
células/poco. Para isso, apds passagem e tripsinizacdo, as células foram contadas
utilizando-se uma camera de Neubauer sob uma lupa Leica 6SD (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Apés calcular e realizar a devida diluicdo, as
células eram distribuidas nos pocos, onde cresciam por 3 a 4 dias, quando

alcancavam a confluéncia ideal (80%).

Apods confluéncia, o meio de cultura das células foi trocado por meio de jejum
(DMEM livre de FBS, suplementado com antibidticos P/S), por 24 horas. As células
foram ent&o tratadas com acetato de chumbo (20 pg/dL) ou veiculo por 48h.
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A resposta proliferativa foi quantificada pela adigcdo de 20 pL/poco de uma solucéo
formada de: composto de tetrazolio MTS, reagente de acoplamento de elétrons e
etosulfato de fenazina (PES) (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay), que apds 2 horas de incubacdo a 37 °C, a absorbancia foi medida a 490 nm
utilizando um leitor de microplacas (ASYS Hitech Gmbh, Eugendorf, Austria). Os
ensaios foram desenvolvidos em triplicado e ao controle, foi assumido o valor de 1

(um).
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3.13 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA.

Para analise dos dados e aplicagdo dos testes estatisticos foram utilizados os
programas Microsoft Oficce Excel (Redmond, Washington, EUA) e GraphPad Prism
Software 5.0 (San Diego, Califérnia, EUA).

Os resultados encontram-se expressados como meédia = erro padrdo da média
(EPM) do numero de animais ou do numero de cultivos celulares diferentes usados

em cada experimento (n).

Em relacdo aos experimentos de reatividade vascular, foram calculados os valores
de resposta maxima (Rmax) € de pD; (-log ECsp) das curvas concentracdo-resposta a
fenilefrina e a acetilcolina através da andlise de regressdo nado-linear de cada curva

individualmente.

Para comparar o efeito da remocao do endotélio ou o efeito de alguns farmacos
sobre a resposta vasoconstritora a fenilefrina, os resultados foram expressos através
da diferenca da é&rea abaixo da curva (dAAC) de concentracdo-resposta nas
situacdes controle (sem farmaco) e nas situacbes experimentais (remocdo do
endotélio ou na presenca de farmacos). As diferencas das AACs entre 0S grupos

foram expressas como porcentagem.

Para variaveis de distribuicdo normal, as diferencas foram analisadas usando o
Teste t de Student pareado ou néo pareado para comparacao de duas médias. Para
comparar trés médias ou mais, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) uma ou
duas vias para medidas repetidas ou completamente randomizadas. Quando o teste
ANOVA detectava significancia estatistica, foi realizado o pds-teste (pos-hoc) de

Bonferroni.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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3.14 FARMACOS, REAGENTES e ANTICORPOS

- Acetato de chumbo (Sigma)

- Acetilcolina, Cloridrato (Sigma)

- Acrilamida (N, N -Metilenbisacrilamida 40 % Solucéo 37, 5:1): BioRad

- Acido acético glacial (Sigma)

- Acido aminoacético (Glicina) (Sigma)

- Acido borico (Sigma)

- Acido Etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Sigma)

- Acido hidroxietilpiperazina etanosulfénico (HEPES) (Sigma)

- Acido orto-fosforico (Merck)

- Albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma)

- Anticorpo monoclonal produzido em coelho para anti-COX-2 (Cayman Chemical)

- Anticorpo monoclonal produzido em coelho para anti-COX-1 (Cayman Chemical)

- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para anti-B-actina (Transduction
laboratories)

- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para a-actina (Sigma)

- Anticorpo policlonal produzido em coelho para SOD-Mn (Millipore)

- Anticorpo policlonal produzido em coelho para SOD-Cu/Zn (Sigma)

- Anticorpo policlonal produzido em coelho para SOD-EC (Enzo life Science)

- Anticorpo policlonal produzido em coelho para SOD-Mn (StressGen)

- Anticorpo policlonal produzido em coelho para SOD-Cu/Zn (Nventa)

- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para gp91phox (Sigma)

- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para phospho-ERK1/2 e ERK1/2
(Cell Signaling)

- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para phospho-p38 e p38 MAPK
(Cell Signaling)

- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para phospho JNK e JNK (Cell
Signaling)

- Anticorpo secundario monoclonal conjugado com peroxidase de rabanete IgG anti-
camundongo (Stressgen Bioreagents)

- Anticorpo secundario policlonal conjugado com peroxidase de rabanete IgG anti-
coelho (Stressgen Bioreagents)

- Anticorpo secundario fluorescente anti-camundongo / FITC (Sigma)
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- Apocinina ((4"-Hidroxi-3"-metoxiacetofenona)) (Sigma)

- Azul brilhante de Coomassie G (Sigma)

- Azul de bromofenol - 3’, 3”, §’, 5”-tetrabromofenolsulfoneftaleina, sal sédico (Sigma)
- Bicarbonato de Sdédio (Merck)

- Carbogénio (95 % de O, e 5 % de CO,) (White Martins)

- Celecoxib (Pfizer)

- CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega)
- Cloreto de Calcio Dihidratado (Merck)

- Cloreto de magnésio (Merck)

- Cloreto de potéassio (Merck)

- Cloreto de sédio (Merck)

- Colagenase tipo Il (Invitrogen-Gibco)

- Dihidroetidio (Sigma)

- Diidrogenofotato de amonio (NH4H,PO,) (VETEC)

- Dodecil sulfato sédico (SDS) (Sigma)

- DMEM/F12 HAM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium) (Sigma)
- DMEM/F10 HAM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium) (Sigma)
- DMSO (dimetilsulféxido) (Sigma)

- DNase | recombinante, RNase free (Roche)

- Fenilmetilsulfonilflor (PMSF, Inibidor de Protease) (Sigma)

- Fosfato de Potassio Monobasico (Merck)

- Fosfato diacido de sédio (NaH2P0O4) (VETEC)

- Glicerol (Sigma)

- Glicina (Sigma)

- Glicose (VETEC)

- Heparina (Roche)

- Hidéxido de sédio (Sigma)

- Hidrogenofosfato de sédio (Na2HPO4) (Sigma)

- Indometacina (acido 1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1-H-indol-3-acético)
- Inibidores de fosfatases (Sigma)

- Inibidor de protease (Cocktail for General Use) (Sigma)

- Leite desnatado em p6 (Nestlé)

- L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma)

- Lucigenina (nitrato de bis-N-metilacridina) (Sigma)
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- Metanol (Sigma)

- Mito-TEMPO (Sigma)

- ML171 (Sigma)

- MgS0,4.7H,0 (sulfato de magnésio heptahidratado) (Merck)

- N, N, N°, N'-Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)

- NADPH (B-nicotinamida adenina dinucleo6tido fosfato reducido, sal tetrasodica)
- Nitroprussiato de sédio, dihidratado (Fluka)

- N[J-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)

- OCT tissue-tek (Sakura)

- Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen-Gibco)

- Persulfato de amonio (APS) (Sigma)

- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma)

- Reagente para deteccao de Western Blot (ECL Plus) (Amersham Life Science)
- RIPA (radioimmunoprecipitation assay): Sigma-Aldrich Co.

- Rofecoxib (LKT Laboratories)

- Sacarose: Merck

- SB203580 (Calbiochem)

- SC 19220 (4cido 2-acetilhidrazida 10(11H)-carboxilico) (Sigma Chemical Co)

- Soro bovino fetal (FBS) (Reactiva)

- streptomycin (Invitrogen)

- SDS (dodecil sulfato sodico) (Sigma-Aldrich)

- Solucdo tampdao fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) com Ca®* e com
Mg®* (Invitrogen-Gibco)

- Solucdo tampdo fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) sem Ca®" e sem
Mg** (Invitrogen-Gibco)

- Sulfato de Magnésio Heptahidratado (Merck)

- Superdxido Dismutase de eritrocito bovino (SOD) (Sigma)

- SYLGARD (Silicone elastbmero) (Dow Corning Corporation, Midland, Ml, USA)
- SyBR Green (iTag FAST SyBR Green Supermix with ROX) (Bio-Rad Laboratories)
- Temed (tetrametiletilenodiamina) (Sigma)

- Tempol (4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl) (Sigma)

- Tripsina-EDTA (Invitrogen-Gibco)

- TRI-Reagent (Sigma)

- Tris (hidroximetil)-aminomenato (Tris) (Sigma)
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- Tris-HCI (Sigma)

- Tween 20 (polioxietileno sorbitano 20) (Sigma)

- U0126 (Calbiochem)

- Uréia (Sigma)

- Uretana (Sigma)

- B-mercaptoetanol (2-Hidroxietilmercaptano) (Sigma)

Todas as solucdes e farmacos foram preparadas com agua deionizada e
mantidas no congelador a -20° C, com excec¢éo do celecoxib, rofecoxib, SC 19220,
U0126 e SB203580 que foram diluidos em DMSO. A indometacina foi diluida em
tampédo Tris 0,1M. 10 pl de DMSO nédo teve nenhum efeito sobre CMLs. Foi
realizados testes para comprovar que estes solventes ndo modificavam as respostas

vasomotoras nem a expresséo de proteinas e RNAM em nossos experimentos.
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4 RESULTADOS

4.1 CONCENTRACAO SANGUINEA DE CHUMBO

Os animais expostos ao chumbo apresentaram concentracdo sanguinea de 21,7
pg/dL £ 2,38 (n = 6). Os ratos controles (n = 5) apresentaram concentracao abaixo
do limite de detecgao (0,5 pg/dL).

4.2 PESO CORPORAL

Os animais dos grupos controle e chumbo apresentaram peso semelhante no inicio
e ao término do tratamento demonstrando que a exposicdo por 30 dias ao acetato
de chumbo néo influencia no ganho de peso corpéreo, como representado na
Tabela 1.

Tabela 1 - Valores do peso corporal (g) dos animais dos grupos
Controle (Ct) e chumbo (Pb).

Peso corporal

Grupo N Inicio tratamento Final tratamento
Ct 9 2189+ 3,0 325g+5,8
Pb 9 2179g+25 328g+7,3

4.3 PESO DO CORACAO E O CRESCIMENTO OSSEO DE RATOS.

O peso do coracao ou o comprimento da tibia ndo foram diferentes entre os grupos
estudados (Peso coracéo - controle: 0,676 + 0,003 g (n = 6); chumbo: 0,703 + 0,011
g (n =9) P>0,05), (Comprimento da tibia - controle: 3,8 + 0,1 cm (n = 6); chumbo: 3,4
+ 0,1 cm (n =9) P>0,05). A razdo peso coragcao/comprimento da tibia, obtida para se
estimar a hipertrofia cardiaca, também néao foi diferente entre os grupos (controle:
0,178 £ 0,006 g/cm; chumbo: 0,173 £+ 0,003 g/cm).

4.4 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA.
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O efeito da exposicao por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a pressao arterial foi
avaliada semanalmente em ambos o0s grupos. Antes de iniciar o tratamento os dois
grupos apresentaram valores pressoéricos semelhantes (controle, 124 + 1,9 mmHg vs
chumbo, 125 + 1,5 mmHg, n= 7. ANOVA duas vias). Durante o tratamento, a PAS
dos animais controle ndo foi alterada, o mesmo nao foi observado nos animais
chumbo que apresentaram aumento significante na PAS apds a 12 semana de
tratamento mantendo-se elevada até a 4% semana de tratamento (Figura 1),
(Controle, 127 = 0,57 mmHg vs chumbo, 144 + 1,67 mmHg, ANOVA duas vias, P <
0,05).

o Ct(n=7)
160- * Pb(n=7)

PAS (mmHg)
P = = =
N w S (o)
I R

110-

Figura 1: Valores da pressao arterial sistélica (PAS) obtidos por meio da pletismografia de cauda em
ratos dos grupos controle (Ct) e chumbo (Pb) durante quatro semanas de tratamento. O nimero de
animais usados esta indicado entre parénteses. Os resultados estdo expressos como média + EPM.

ANOVA (duas vias) seguido por pos-teste de Bonferroni, P<0, 05.

4.5 EXPERIMENTOS COM AORTA E ARTERIAS MESENTERICAS DE
RESISTENCIA

4.5.1 Efeitos da exposi¢cdo cronica ao acetato de chumbo sobre a resposta

contratil ao cloreto de potassio em artérias aorta e mesentéricas de ratos.

Com a finalidade de verificar a capacidade contratil das artérias utilizadas, todos os
segmentos arteriais, ap0s procedimento de normalizacdo, eram expostos a solucéo
rica em KCI (Aorta — 75 mM e mesentérica - 120 mM). A contragdo maxima arterial,

estimulada por alta concentragdo de KCI de cada artéria € um importante dado, ja
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que todas as contracdes aos farmacos sdo expressos como porcentagem da
contragdo méaxima induzida pelo KCI. Adicionalmente, diferengas na contragdo ao
KCI nos grupos experimentais podem ser um indicativo de leséo/alteracdo do
musculo liso vascular. No entanto, a exposicdo a baixa concentracdo acetato de
chumbo durante 30 dias ndo alterou a resposta ao KCI, tanto em anéis de aorta
(controle: 3,75 + 0,13 g vs chumbo: 3,52 + 0,19 g,(n=9). Teste t — P>0,05) quanto
em aneéis de mesentérica (controle: 2,12 £ 0,09 mN/mm vs chumbo: 2,39 £+ 0,13
mN/mm, (n=11). Teste t — P > 0,05). Estes resultados indican que o tratamento nao

prejudicou a capacidade contrétil do musculo liso vascular.

4.5.2 Efeitos da exposicao por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a resposta
contrétil a fenilefrina.

A administracdo de fenilefrina aumentou de maneira concentracdo dependente o
tbnus basal tanto dos anéis de aorta quanto dos anéis de mesentéricas isolados de
animais expostos ou ndo ao acetato de chumbo. No entanto, a resposta contratil
produzida pela fenilefrina foi diferente entre os grupos. As artérias (aorta e
mesentéricas) de ratos expostos ao chumbo contraem mais do que aquelas
retiradas de ratos controles expostos somente a salina. O efeito do chumbo alterou
tanto a resposta maxima como a pD2 em aorta e sé alterou a resposta maxima em

artérias mesentéricas (AMR) (Figura 2, Tabela 2 e 3).

Aorta AMR
180 e ci(n=16) 1504 e ct(n=7)
6 1504 A Pb (n=11) = 120- A Pb (n=8)
X * g *
© 1204 S
S S 90+
g o0 ) € 6
£ 60- g
S S 301
O 301 O
0- 0+ e
r T T T T T T T 1 r T T T T T 1
-11-10-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 9 8 -7 6 -5 -4 -3
FE log [M] FE log[M]

Figura 2: Resposta contrétil induzida por fenilefrina, em segmentos de artéria aorta toracica e artérias
mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos dos grupos controle (Ct) e tratado com chumbo (Pb). Os
resultados (média + EPM) estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM

(aorta) e 120 (mesentérica) mM de KCI. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses.
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Para analise comparativa da resposta maxima (Rys) € da sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste t
ndo pareado: *P<0,05, Ct vs Pb.

4.5.3 Efeitos da exposicdo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a

modulacado do endotélio na resposta vasoconstritora a fenilefrina.

A fim de avaliar a modulacdo endotelial na resposta vascular a fenilefrina, o
endotélio foi mecanicamente removido e, a auséncia desta estrutura foi confirmada

pela incapacidade da acetilcolina (10 puM) induzir relaxamento menor que 10%.

A auséncia do endotélio promoveu aumento significante da sensibilidade (pD2) e da
resposta maxima (Rmax) a fenilefrina em segmentos da aorta toracica em ambos os

grupos, controle e chumbo (Figura 3A-B, Tabela 2).

Em artérias mesentéricas de ratos controle a auséncia do endotélio também induziu
um significativo aumento da resposta maxima a fenilefrina, sem alterar a pD2. No
entanto, a retirada do endotélio promoveu alteracdo na sensibilidade dos animais do

grupo chumbo, sem alterar a Rmax (Figura 3D-E, Tabela 3).

A magnitude deste efeito, entre 0s grupos experimentais foi comparada utilizando-se
a dAAC e, foi observado efeito de menor magnitude nos animais do grupo chumbo
em aorta e ndo houve diferenca na dAAC em artéria mesentérica (Figura 3C-F).
Estes resultados sugerem que a exposi¢ao crbnica a baixas doses de chumbo reduz
a modulacdo endotelial na resposta vascular a fenilefrina como evidenciado pelos
valores de dAAC em aorta de ratos tratados.
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Figura 3: Efeito da remocao do endotélio sobre a resposta contratil induzida por fenilefrina, em
segmentos de artéria aorta toracica (A-B) e artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) (D-E) de ratos
controle (Ct) (A-D) e tratados com chumbo (Pb) (B-E). Em C e F, diferenca percentual da area abaixo
da curva de concentracdo-resposta a fenilefrina (dAAC) em aorta e artéria mesentérica,
respectivamente, de ambos os grupos experimentais. Os resultados (média + EPM) estdo expressos
como porcentagem da contragdo induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCI. O
namero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para andlise comparativa da resposta

maxima (Rmsy), sensibilidade (pD2) e dAAC foi utilizado o Teste t ndo pareado. *P<0,05 E+ vs E-;
&P<0,05 Ct vs Pb.

4.5.4 Efeitos da exposicdopor 30 dias ao acetato de chumbo sobre a

participacdo do 6xido nitrico na resposta vasoconstritora a fenilefrina.

Para analisar o papel do 6xido nitrico na resposta vasoconstritora a fenilefrina,
segmentos arteriais com endotélio intacto foram pré-incubados com um inibidor da
sintase de Oxido nitrico, o L-NAME (100 pM).

O L-NAME provocou aumento da sensibilidade e da resposta maxima a fenilefrina
nos anéis aorticos de ambos os grupos experimentais (Figura 4A-B, Tabela 2).

Entretanto, ao comparar a magnitude deste efeito por meio da dAAC, observou-se
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gue nos animais expostos ao acetato de chumbo, a modulacado dependente do NO
na resposta contratii a fenilefrina esta reduzida (Figura 4C). J& nas artérias
mesentéricas o L-NAME induziu aumento da sensibilidade e resposta maxima a
fenilefrina em ambos os grupos (Figura 4D-E, Tabela 3). Porém, como evidenciado
pelos valores de dAAC (Figura 4F) o efeito da inibicdo da sintese de Oxido nitrico
com L-NAME foi de igual magnitude em ambos o0s grupos, sugerindo que o
tratamento com chumbo ndo altera a via do NO sobre a resposta contratil a

fenilefrina em artérias mesentéricas.
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Figura 4: Efeito do L-NAME (100 uM), inibidor da sintase do 6xido nitrico, sobre a resposta contratil
induzida pela fenilefrina em segmentos de aorta e artérias mesentérica de resistancia de ratos dos
grupos controle (Ct) (A-D) e tratados com chumbo (Pb) (B-E). Em C e F, diferenca percentual da area
abaixo da curva de concentragdo-resposta a fenilefrina (dJAAC) em aorta e artéria mesentérica,
respectivamente, de ambos 0s grupos experimentais. Os resultados (média + EPM) estdo expressos
como porcentagem da contra¢do induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCI. O

numero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para andlise comparativa da resposta
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maxima (Rna), sensibilidade (pD2) e dAAC foi utilizado o Teste-t ndo pareado. *P<0,05 Ct/Pb vs L-
NAME. &P<0,05 Ct vs Pb.

455 Efeitos da exposicdo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
participacdo de espécies reativas de oxigénio na resposta vasoconstritora a

fenilefrina.

Sabemos que o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio leva a
reducdo da biodisponibilidade do NO e, assim, aumento da contracdo vascular.
Dados da literatura evidenciam a participacdo das espécies reativas do oxigénio na
disfuncdo endotelial e alterecdes cardiovasculares em modelos de exposicdo ao
chumbo (Khalil-Manesh et al., 1993; Vaziri & Sica, 2004). Assim nosso préximo
passo foi avaliar os efeitos das espécies reativas de oxigénio na reatividade vascular
a fenilefrina em artérias de ambos 0s grupos experimentais. Os anéis de aorta e
mesentéricas foram incubados com apocinina (30 pM), inibidor especifico da
NADPH oxidase (enzima que sintetiza do O,"). Em mesentéricas além da apocinina,
os anéis foram também incubados com um “varredor’” do anion superéxido, a
superéxido dismutase (SOD, 150 U/mL), para investigar se existiria a producao de

anion superoxido por outra via que ndo a NADPH oxidase.

A apocinina promoveu reducdo na resposta maxima a fenilefrina nos anéis de aorta
dos animais dos grupos controle e chumbo (Figura 5A-B, Tabela 2). Entretanto, o
efeito da apocinina, quando comparado pela dAAC, teve maior magnitude no grupo
chumbo (Figura 5C). Em artérias mesentéricas, ndo houve alteracdo de pD2 e Rnax
guando a NADPH oxidase foi inibida (Figura 5D-E, Tabela 3).
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Figura 5: Efeito do inibidor da NADPH oxidase, Apocinina, sobre a resposta contratil induzida pela
fenilefrina (FE) em segmentos de artéria aorta toracica e artérias mesentéricas de resisténcia (AMR)
de ratos dos grupos controle (Ct) (A-D) e tratados com chumbo (Pb) (B-E). Em C, diferenca
percentual da &rea abaixo da curva de concentracdo-resposta a fenilefrina (dAAC) em aorta de
ambos 0s grupos experimentais. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como porcentagem
da contracdo induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCI. O nimero de animais
usados esta indicado entre parénteses. Para andlise comparativa da resposta maxima (Rma) €
sensibilidade (pD2) e dAAC foi utilizado o Teste-t ndo pareado. *P<0,05 Ct/Pb vs Apocinina. &P<0,05
Ctvs Pb.

Por outro lado, nos experimentos com anéis de mesentéricas realizados na
presenca da SOD, foi observada uma pequena redugdo da resposta méxima a
fenilefrina apenas em anéis de artérias mesentéricas dos animais do grupo chumbo
(Figura 6A-B, Tabela 3).
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Figura 6: Efeito da superoxido dismutase - SOD (150 U/mL) sobre a resposta contratil induzida por
fenilefrina em segmentos de artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos dos grupos controle
(Ct) (A) e tratados com chumbo (Pb) (B). Os resultados (média + EPM) estdo expressos como
porcentagem da contragdo induzida por 120 mM de KCI. O nimero de animais usados esta indicado
entre parénteses. Para analise comparativa da resposta maxima (Rna) € sensibilidade (pD2) foi
utilizado o Teste-t ndo pareado. * P<0,05 Pb vs SOD.

4.55.1 Efeitos da exposicdo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a

producdo vascular de anion superéxido (027).

Para verificar a influéncia do tratamento com acetato de chumbo por 30 dias sobre a
producdo vascular de O, foi utilizada a técnica de fluorescéncia produzida pela
oxidacdo do DHE. Corroborando com os resultados funcionais encontrados, a
producdo de O,  foi significativamente maior nos anéis de aorta dos animais

tratados com chumbo quando comparado aos animais controle (Figura 7).
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Figura 7: Imagens de micrografia representam a fluorescéncia emitida por dihidroetidio em cortes
transversais de anéis de aorta de ratos controle (painel & esquerda) e tratados com chumbo (painel a
direita). O grafico representa a Intensidade de Fluorescéncia em unidade arbitraria (UA) emitida por
DHE nos dois grupos experimentais. Os resultados (média £+ EPM). O namero de animais usados
esta indicado entre parénteses. Para andlise comparativa foi usado o Teste-t ndo pareado.*P<0,05.

Aumento de 40x para fotografar.

4.55.2 Efeitos da exposicdo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a

expressao protéica da gp91phox, Cu/ZnSOD e MnSOD.

A isoforma da gp9lphox se expressou em aorta dos animais dos dois grupos.
Contudo, o tratamento com chumbo provocou aumento da expressao desta isoforma
como pode ser observado na Figura 8 A. Avaliando o estado antioxidante local
estudamos também a expressdo génica da SOD-Cu/Zn e SOD-Mn, que sao
importantes enzimas capazes de converter 0 anion superéxido e agua em oxigénio
molecular e H,O,. Como observado na Figura 8 B-C, o tratamento com chumbo

incrementou na expressao protéica tanto da SOD-Cu/Zn como da SOD-Mn.



105

~58 kDa - gp91phox

A 1.0 *
g 0.8
151
©
L 0.6-
3
< 044
o
P
2 0.2 ©)
(o))
0.0-
ct Pb

~16 kDa SOD-Cu/Zn ~24 kDa l SOD-Mn
~42 kDa a-actina ~42 kDa - a-actina
B C

0.6 1.59
:_i 0.4 § 1.0
E 024 i 0.5 1
o (8) a
° ® (6)

0.0 0.0~

& oo & i

Figura 8: Analise densitométrica da expressdo protéica da gp9lphox e de duas isoformas da
superoxido dismutase (SOD) de aorta de ratos controle (Ct) e chumbo (Pb). (A) gp91phox, (B) SOD-
CuZn e (C) SOD-Mn. Na parte superior da figura estdo demonstradas as bandas representativas da
expressdo de gp9lphox, SOD-CuZn, SOD-Mn e da a-actina. Os resultados (média + EPM) estao
mostrados como expressdo proteica da gp91lphox, SOD-CuZn e SOD-Mn em relagéo a a-actina. O
namero de animais usados estd indicado entre parénteses. Para andlise comparativa foi usado o

Teste-t ndo pareado. *P<0,05 vs Ct.

4.5.6 Efeitos da exposicdo por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a
participacdo dos prostandides derivados da via da ciclooxigenase (COX) na

resposta contratil a fenilefrina.

Para investigar se a exposi¢cdo cronica ao acetato de chumbo altera a participacao
dos prostandides derivados da via do acido araquiddnico-ciclooxigenase na resposta
contratil a fenilefrina em segmentos de aorta e artérias mesentéricas de resisténcia,
incubamos essas artérias com o inibidor da COX, a indometacina (10 uM). Em aorta

e artérias mesentéricas do grupo chumbo a indometacina promoveu reducédo da
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resposta contratil a fenilefrina (Figura 9B-D, Tabela 2-3), sem promover alteracfes
em aortas do grupo controle (Figura 9A, Tabela 2). No entanto, houve reducéao da
sensibilidade (pD2) em artérias mesentéricas do grupo controle (Figura 9C, Tabela
3). Nas mesentéricas, podemos observar no grafico da area abaixo da curva, que a
magnitude do efeito promovido pela indometacina foi maior nas artérias do grupo
chumbo quando comparado ao grupo controle (Figura 9E). Estes resultados
sugerem que nos animais do grupo chumbo existe maior participacdo dos

prostandides vasoconstritores derivados da ciclooxigenase na resposta a fenilefrina.

Aorta
180 = _
A : §(n| 24) . B 18074 py(en)
— + Indometacina (n= Y
O 150+ g 1504 o  Pb + Indometacina (n=8)
4 X
§ 120+ % 120-
g 904 'S 90 .
& g
% 60+ é 60-
O 301 30-
0- 0-
I T T T T T T T 1 r T T T T T T T 1
-11-10-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -11-10-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
FE log [M] FE log [M]
AMR
C 1504 a Ct (n=7) D 1507 o  m(n=9)
~ 120- A Ct+indometacina (n=8) ~ 1204 O  Pb+Indometacina (n=8)
@) O
4 N E so,
S 90 X 90 * &
o * ~ * 404
(T 18 °
S 60 < 604 o *1
= E £ 20/ —
o ©
30+ S E
O o 30 101
0- a 0- ° 0
I T T T T T 1 I T T T T T 1 ét PYb
9 8 -7 6 -5 4 -3 9 8 -7 6 -5 -4 -3
FE log[M] FE log[M]

Figura 9: Efeitos da indometacina (10 uM), inibidor da ciclooxigenase, sobre a resposta contratil
induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de aorta e artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) de
ratos dos grupos controle (Ct) (A-C) e tratados com chumbo (Pb) (B-D). Os resultados (média + EPM)
estdo expressos como porcentagem da contragdo induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM

(mesentérica) de KCI. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para analise
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comparativa da resposta maxima (Rms) foi utilizado o Teste-t ndo pareado. * P<0,05 Ct/Pb vs
Indometacina. &P<0,05 Ct vs Pb.

Diante desse resultado, fomos investigar se esta resposta poderia ser associada a
participacdo do PGE2, por meio da incubacdo dos anéis de mesentéricas com SC-
19220 (10 pM), inibidor de receptor de prostaglandina (EP1). A presenca deste
farmaco reduziu a resposta contratii a fenilefrina nos segmentos de artéria
mesentérica dos ratos do grupo chumbo (Figura 10B, Tabela 3) sem promover

alteracdo nos anéis do grupo controle (Figura 10A, Tabela 3).
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Figura 10: Efeitos do antagonista de receptor de prostaglandina (EP1) (10 uM), sobre a resposta
contratil induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de artérias mesentéricas de resisténcia (AMR)
de ratos dos grupos controle (Ct) (A) e tratados com chumbo (Pb) (B). Os resultados (Média + EPM)
estdo expressos como porcentagem da contragdo induzida por 120 mM de KCI. O niumero de animais
usados esta indicado entre parénteses. Para andlise comparativa da resposta maxima (Rna) €

sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste-t ndo pareado. *P<0,05 Ct vs SC-19220.

4.5.6.1 Expressao proteica da isoforma constitutiva da ciclooxigenase (COX-2).

Os resultados funcionais evidenciam envolvimento de prostandides vasoconstritores
nos efeitos do chumbo sobre a reatividade vascular a fenilefrina em aorta e
mesentéricas. Baseando neste resultado, foi avaliada a expressdo protéica da
isoforma da COX-2 através da técnica de Western Blot nos dois leitos vasculares.
Como vemos na Figura 11 a expresséao proteica desta isoforma encontra-se elevada

nos segmentos aorticos e mesentéricos de ratos do grupo chumbo.
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Figura 11: Andlise densitométrica da expressdo protéica da isoforma induzivel da ciclooxigenase

(COX-2) em aorta toracica e artéria mesentérica de ratos dos grupos controle (Ct) e tratados com

chumbo (Pb). (A) COX-2-aorta, (B) COX-2-mesentérica. Na parte superior da figura estdo

demonstradas as bandas representativas da expressdo da COX-2 e da a -actina de ambos os grupos.

Os resultados (média + EPM) estdo expressos como relacdo entre a densidade das bandas da COX-

2 e da a-actina. O numero de animais usados estd indicado entre parénteses. Para andlise

comparativa foi usado o Teste-t ndo pareado. *P<0,05 vs Ct.

Tabela 2: Valores de pD2 e de resposta maxima (Ryax, % de contracdo) obtidos através de curvas
concentracao-resposta a fenilefrina em artéria aorta de ratos controle e chumbo nas condicdes:
controle, sem endotélio (E-) e apds incubacao com L-NAME, apocinina ou indometacina.

Controle Chumbo
Rimax pD, Rmax pD>
Control 99+3,5 6,37+0,20 127+5,2* 7,26+0,22*
E- 137+9,6* 7,11+0,07* 148+7,9t 7,87+0,301
L-NAME 13318,2* 6,95+0,12 146+2,9t 7,91+0,16F
Apocynin 84+5,54* 6,22+0,18 8946,7t 7,39+0,25
Indometacina 89+3,4 6,73%0,28 90+4,5t 7,65%0,25

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado para comparacao de médias. *p<0,05

vs Controle; 1p<0,05 vs Chumbo.
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Tabela 3: Valores de pD2 e resposta maxima (Rna, % de contracdo) obtidos através de curvas
concentracdo-resposta a fenilefrina em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos controle e
chumbo nas condic¢des: controle, sem endotélio (E-) e ap6s incubacdo com L-NAME, apocinina, SOD,
Indometacina ou SC-19220.

Controle Chumbo
Rimax pD- Rmax pD;
Control 96+3,2 5,79+0,08 110+2,7* 5,79+0,08*
E- 114+7,79* 5,66%0,23 108+3,3 6,26+0,10%
L-NAME 112+3,5* 6,39+0,13* 124+4,6F 6,26+0,091
Apocinina 102+0,86 5,48+0,02 102+4,50 5,68+0,08
SOD 101+3,87 5,51+0,10 101+3,06 5,55+0,09
Indometacina 92+2,08 5,25+0,07* 885,407t 5,45+0,09¢%
SC-19220 100+7,19 -5,43+0,03 78+6,371 -5,01+0,05%

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado para comparagdo de médias. *p<0,05 vs

controle; Tp<0,05 vs chumbo.

4.5.7 Efeitos da exposicao por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a resposta
dilatadora a acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de sédio (NPS) em aorta e

artéria mesentérica.

Para avaliar se a exposi¢cdo durante 30 dias ao chumbo seria capaz de alterar o
relaxamento dependente ou independente do endotélio, foram realizadas,
respectivamente, curvas concentracdo-resposta a acetilcolina (0.01 nM - 0.3 mM) e

ao NPS (0.01 nM-0.3 mM) em anéis de aorta e mesentérica.

A acetilcolina promoveu relaxamento da artéria aorta de maneira concentracao
dependente nos dois grupos. Porém, o tratamento com chumbo mostrou um prejuizo
da funcdo endotelial. Assim, a resposta maxima a acetilcolina e a sensibilidade
foram menores no grupo exposto ao chumbo (Figura 12A e Tabela 4). Entretanto,
em artérias mesentéricas nenhuma observacdo estatisticamente significante foi
observada nos valores de Rnax € pD2 entre os grupos estudados (Figura 12B;
Tabela 4).



110

A 0+ B 01 2
g 20+ . g -30-
g 4w £
[} Q.60+
£ 601 =
& 3
T 801 * T -90-
o A Ct(n=7) s
100+ e Pbneg A Ct(n=9)
(n=8) -120- ¢ pp(n=p)
I T T T T T T T 1 I T T T T T T T 1
-11-10-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -11-10-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
Acetilcolina log [M] Acetilcolina log [M]

Figura 12: Resposta dilatadora induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artéria aorta (A) e
artéria mesentérica (B) de ratos dos grupos controle e chumbo. Os resultados (Média + EPM) estao
expressos como porcentagem da pré-contracdo a FE. O ndmero de animais usados esta indicado
entre parénteses. Para analise comparativa da resposta méaxima (Rnyax) € da sensibilidade (pD2) foi

utilizado o Teste-t ndo pareado. * P<0,05 vs Ct.

Tabela 4: Resposta maxima (Rya) € sensibilidade (pD,) induzidas pela acetilcolina em anéis isolados
de aorta e mesentérica intactos de animais controle (ACh Ct) e tratados por 30 dias com chumbo
(ACh Pb). A resposta méaxima esta expressa como percentual de relaxamento apds a pré-contracao
com a fenilefrina.

Rmax (%) pD2
ACh CT (Aorta) 93,61 + 2,75 7,25+ 0,25
ACh Pb (Aorta) 81,48 + 3,20* 5,71+ 0,33*
ACh Ct (Mesentérica) 97,94 + 1,05 7,63 0,22
ACh Pb (Mesentérica) 98,50 + 0,61 7,99 + 0,05

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado para comparagdo de médias. *p<0,05 vs
controle.

Ao avaliar a resposta relaxante independente do endotélio, utilizando o NPS,
observamos que a resposta de relaxamento do musculo liso promovida pelo farmaco
foi igual nos grupos estudados, tanto nos anéis de aorta quanto nos anéis de
mesentéricas (Figura 13A-B, Tabela 5). Desta forma, podemos sugerir que as
alteracOes sobre o relaxamento vascular encontradas no grupo exposto ao chumbo
sao dependentes de disfuncédo do endotélio vascular, corroborando nossos achados
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em aorta. Porém, ao avaliar a participacdo do endotélio nas mesentéricas,

observamos pouca interferéncia nas alteragdes deste leito vascular.
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Figura 13: Resposta dilatadora induzida pelo nitroprussiato de s6dio (NPS) em segmentos de artéria
aorta (A) e artéria mesentérica (B) de ratos dos grupos controle e chumbo. Os resultados (Média +
EPM) estdo expressos como porcentagem da pré-contracdo a FE. O nimero de animais usados esta

indicado entre parénteses. Para analise comparativa da resposta maxima (Rs) € da sensibilidade

(pD2) foi utilizado o Teste-t ndo pareado.

Tabela 5: Resposta méaxima (Rys) € sensibilidade (pD,) induzidas pelo nitroprussiato de sédio em
anéis isolados de aorta e mesentérica intactos de animais controle (NPS Ct) e tratados por 30 dias
com chumbo (NPS Pb). A resposta méaxima esta expressa como percentual de relaxamento apdés a

pré-contracdo com a fenilefrina.

Rmax (%) pD2
NPS CT (Aorta) 105,62 £ 1,14 7,24 £ 0,19
NPS Pb (Aorta) 102,23 £ 2,21 7,06 £ 0,28
NPS Ct (Mesentérica) 77,13+ 3,57 5,85+ 0,27
NPS Pb (Mesentérica) 73,31 + 3,47 6,22 + 0,21

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado para compara¢do de médias. *p<0,05 vs
controle.



112

4.6 RESULTADOS OBTIDOS ATRAVES DE CULTURA DE CELULAS DE
MUSCULO LISO VASCULAR

4.6.1 Efeitos da exposicao ao acetato de chumbo sobre a viabilidade celular de

células musculares lisas vasculares.

Na tentativa de investigar os mecanismos subjacentes dos efeitos do chumbo nas
alteracOes da reatividade vascular, utilizamos cultura de CMLVs. Primeiro, avaliamos
a viabilidade celular, com as seguintes concentragdes de acetato de chumbo 10, 20
e 100 pg/dL, expondo as células durante 48 h, utilizando ensaio de viabilidade
celular MTT. Este experimento foi realizado para definir a concentracdo de chumbo a

ser usada em cultura de células.

ApoOs analise, ndo foram observadas alteracdes na viabilidade celular nestas
concentracfes (Figura 14). Diante deste resultado, escolhemos a concentracdo de
20 pg/dL, por ser praticamente a mesma concentracdo de chumbo que encontramos
no sangue dos ratos tratados durante 30 dias com acetato de chumbo i.m., modelo

experimental aqui usado para avaliar a reatividade vascular.
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Figura 14: Efeito do acetato de chumbo na viabilidade das células do musculo liso de aorta de rato.
As CMLVs foram cultivadas em meio de crescimento celular e depois foram tratadas com diferentes
concentracdes de chumbo (10, 20 e 100 ug/dL) durante 48 h. A porcentagem de sobrevivéncia das
células foi avaliada pelo método de MTT. Resultados (média + EPM) apresentados como valores
relativos comparados ao controle (100%). NUumero de unidades experimentais utilizadas entre

parénteses.
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4.6.2 Efeitos da exposicdo ao acetato de chumbo na producdo de anion

superéxido (O27) em células musculares lisas.

O aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio vem sendo demonstrado
por varios autores, que esta associam o efeito toxico do chumbo sobre o sistema

cardiovascular (Vaziri & Sica, 2004; Simdes et al., 2011; Silveira et al., 2014).

Baseados nestes estudos e nos resultados obtidos na reatividade vascular, esta
sequéncia de experimentos em células musculares lisas, busca avaliar a producéo
de radicais livres, principalmente anion superoéxido, utilizando a técnica do DHE. A
quantidade de espécies reativas é diretamente proporcional a intensidade de
fluorescéncia induzida pelo DHE. As células incubadas com 20 pg/dL de acetato de
chumbo durante 48 h mostraram uma emissdo de fluorescéncia maior do que as
células ndo expostas ao chumbo (controle) (Figura 15). Para verificar se a producao
de anion superoxido era modificada por antioxidantes, as células foram incubadas
com o mimético da SOD o tempol (10 pymol/L) e um antioxidante mitocondrial
especifico o mito-TEMPO (5 uM/L) 30 minutos antes de serem expostas ao chumbo.
Estes antioxidantes reduziram a emissao de fluorescéncia (Figura 15), o que esta de
acordo com a capacidade destes antioxidantes para reduzir os niveis de espécies
reativas de oxogénio. O efeito observado com mito-TEMPO nos permite sugerir

também um aumento do estresse oxidativo mitocondrial promovido pelo chumbo.
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Figura 15: Efeitos do chumbo (20 pg/dL) por 48 horas sobre a producéo de anions superdxidos (O,")
em CMLVs, na presen¢a ou auséncia de mito-TEMPO (5 umol/L) e Tempol (10 ymol/L). Na parte
superior, encontram-se microfotografias representativas da fluorescéncia emitida pelo dihidroetideo
(DHE) em CMLVs em situagdo controle, exposta ao chumbo e expostas ao chumbo na presenca de
mito-TEMPO e Tempol. O gréfico representa a intensidade de fluorescéncia em unidade arbitraria
(UA) emitida por DHE. Os resultados estdo expressos em média + EPM. *P<0,05 vs Ct, &P< 0,05 vs
Pb. ANOVA uma-via e pés-teste de Bonferroni. NOmero de unidades experimentais utilizadas entre

parénteses.

Uma vez demonstrado o incremento na producdo de EROs pela exposicdo ao
chumbo, e sabendo que as isoformas da NADPH oxidase tem sido descritas como
as maiores produtoras de EROs no tecido vascular (Griendling et al., 2000), foi
mensurada a atividade da NADPH oxidase em CMLVs, com a finalidade de
investigar se 0 aumento da producdo de anions superoxidos era via aumento da
atividade da NADPH oxidase. A Figura 16 mostra que a atividade desta enzima se
apresentara aumentada frente ao estimulo com chumbo (20 ug/dL, por 48h) e este
aumento da atividade foi reduzido na presenca do inibidor da NOX-1 (ML 171 — 0,5

pMmol/L) e com um antioxidante (Tempol - 10 ymol/L). Por outro lado, os inibidores da
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COX-2 celecoxib e rofecoxib (10 pmol/L) também reduziram o aumento da atividade
da NADPH oxidase induzido por chumbo (Figura 16). Sugerindo a participagao dos
prostonoides sintetizados pela COX-2 no mecanismo implicado neste efeito do

chumbo.
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Figura 16: Efeito do chumbo (20 pg/dL, 48h) sobre a atividade da NADPH oxidase em CMLVs, na
presenca ou auséncia de ML 171 (0,5 pmol/L), Tempol (10 ymol/L), Celecoxib (10 umol/L) ou
Rofecoxib (10 pmol/L). Resultados (média + EPM) expressados como Unidades Relativas de Luz
(URL) comparada ao controle (1). *P<0,05 vs Ct, &P<0,05 vs Ph. ANOVA uma-via e pds-teste de

Bonferroni. NUmero de unidades experimentais utilizadas entre parénteses.

4.6.3 Efeitos do chumbo sobre a expressédo génica de NOX1 e NOX4 em células

musculares lisas.

Uma vez observado que a exposicdo ao chumbo aumenta a producédo de EROs e a
atividade da NADPH oxidase o siguiente passo foi estudar o efeito do chumbo sobre
os niveis de RNAm das duas principais isoformas da NADPH oxidase a nivel
vascular, NOX1 e NOX4. Apoés incubacdo com chumbo durante 48 h encontramos
gue tanto a expressao do RNAmM da NOX1 como da NOX4 estdo aumentadas em
CMLVs (Figura 17 A-B). Este resultado sugere que em CMLVs NOX1 e NOX4
podem ser a principal fonte de producdo de espécies reativas ap0s exposi¢cdo ao
chumbo. Adicionalmente, observamos que existe uma relacdo entre o aumento da
expressdo de NOX1 e NOX4 e prostandides sintetizados por COX-2. Assim quando
pré-incubarmos as CMLVs com os inibidores de COX-2 celecoxib (10 mMI/L) e
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rofecoxib (10 mM/L), o aumento da expressdo do RNAmM de NOX1 e NOX4 induzido
pelo chumbo foi previnido (Figura 17 A-B).
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Figura 17: Efeito do chumbo (20 pg/dL, 48h) sobre os niveis de RNAmM de NOX1 e NOX4 em CMLVs,
na presenca e na auséncia de celecoxib e rofecoxib. Resultados (média £+ EPM) expressados como
Unidades Relativas de Luz (URL) comparada ao controle (1). *p < 0,05 vs Ct, & < 0,05 vs Pb.
ANOVA uma-via e pos-teste de Bonferroni. NUmero de unidades experimentais utilizadas entre

parénteses.

4.6.4 Efeitos do chumbo sobre a expressao proteica das isoformas da SOD em

células musculares lisas.

Estudamos também se o tratamento com o chumbo poderia alterar a expressao das
enzimas antioxidantes SOD-Cu/Zn, SOD-Mn e SOD-EC. Similar ao que
encontramos em artéria aorta, a expressao da proteina SOD-Mn foi aumentada em
CMLVs tratadas com chumbo (Figura 18A), assim como a expressdo da SOD-EC
(Figura 18C). No entanto, a expressdo proteica da Cu/Zn-SOD nao foi afetada
(Figura 18B).
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Figura 18:; Efeito do chumbo (20 ug/dL, 48h) sobre expressao protéica das isoformas da superéxido
dismutase (SOD) em CMLVs. Andlise densitométrica para (A) SOD-Mn, (B) SOD-Cuzn e (C) SOD-
EC. Na parte superior da figura estdo demonstradas as bandas representativas da expressédo de
SOD-Mn, SOD-CuZzn, SOD-EC e da B-actina em células com e sem estimulo. Os resultados (média +
EPM) estdo mostrados como expresséao proteica da SOD-Mn, SOD-Cu/Zn e SOD-EC em relagao a -
actina. . Namero de unidades experimentais utilizadas entre parénteses. Para analise comparativa foi

usado o Teste-t ndo pareado. *P<0,05 vs Ct.

4.6.5 Efeitos do chumbo sobre a expressao génica e proteica de COX-2 e COX-

1 em células musculares lisas.

CMLVs tratadas com chumbo, durante 48 h, também apresentaram aumento dos
niveis de RNAm de COX-2 (Figura 19A). Este aumento foi acompanhado por um
aumento da expressado proteica da COX-2, sem causar alteracdo na expressao
proteica da COX-1 (Figura 19B-C). Além disso, observamos uma relacdo entre
EROs e produtos da COX-2. Assim quando pré-incubarmos as CMLVs com o
antioxidante Tempol, o aumento da expressdo génica de COX-2 induzida pelo

chumbo foi prevenido (Figura 19 A).
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Figura 19: A: Efeito do chumbo (20 pg/dL) sobre os niveis de RNAm de COX-2 em CMLVs, na
presenca e na auséncia de Tempol (10 ymol/L). B, C: Andlise densitométrica de Western blot para
expressdo protéica das isoformas indusivel (COX-2) e constitutiva (COX-1) da ciclooxigenase em
CVLMs. Resultados (média + EPM) expressados como Unidades Relativas de Luz (URL) comparada
ao controle (1) e mostrados como expressdo proteica da COX-2 e COX-1 em relagdo a B-actina.
Numero de unidades experimentais utilizadas entre parénteses. Para analise comparativa foi usado
ANOVA uma-via e pés-teste de Tukey e Teste-t ndo pareado. *P<0,05 vs Ct. &P<0,05 vs Pb.

4.6.6 Via de sinalizagcdo das MAPK esta envolvida no aumento dos niveis de
RNAmM de NOX e COX-2 induzido pelo chumbo.

Para verificar os efeitos do chumbo (20 pg/dL) sobre a ativacdo das MAPKs e Akt,
estudamos o efeito de diferentes tempos de exposi¢ao ao metal (0,15, 30 mine 1, 3,
24h). Observamos que a estimulacdo de ERK1/2 pelo chumbo é tempo dependente,
onde sua expressao aumenta nos tempos 30-60 min, mas ndo em tempos longos de
exposicao (Figura 20A). Em contraste, a MAPK p38 foi ativada pelo chumbo

somente apos longo tempo de exposicdo ao metal (24 h) (Figura 20B). Porém, a
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exposicao ao chumbo nesta concentracdo e neste tempo, ndo foi capaz de alterar a
expressdo da MAPK JNK nem da Akt (Figura 20C-D).
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Figura 20: Chumbo induz a fosforilacdo das MAPKs ERK1/2 e p38. Efeitos do chumbo sobre a
ativacdo de (A) ERK1/2, (B) p-38 MAPK, (C) JNK e (D) Akt em CMLVs. Na parte superior da figura
estdo demonstradas as bandas representativas da expressao das MAPKs ERK1/2, p-38, JNK e da
Akt nos tempos de exposicdo ao chumbo. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como a
razdo entra MAPK fosforilada e o total da MAPK e normalizados para os valores obtidos em células
controles ndo estimuladas. NUmero de unidades experimentais utilizadas entre parénteses. Para

andlise comparativa foi usado ANOVA uma-via seguida por teste Tukey. *P<0.05 vs Ct (0).

Estudos recentes mostram que a via das MAPKs tem papel na modulagdo de COX-2
e na producdo de ROS (Ohnaka et al., 2000; Wang et al., 2013). Diante disso e
sabendo que a exposicdo ao chumbo ativa a via das MAPKs, nosso proximo passo
foi investigar se a via de sinalizagdo das MAPKs estava envolvida nos efeitos do

chumbo sobre o aumento dos niveis de RNAmM de NOX e COX-2. Para isso usamos
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os inibidores de p38 e de ERK1/2, SB203580 (10 umol/L) e U0126 (10 upmol/L),

respectivamente.

A expressao génica de NOX1 foi normalizada na presenca do inibidor de p38 (Figura

21A), assim como a expressao génica de NOX-4 e COX-2 foram normalizadas pelos

dois inibidores (Figura 21B-C). Estes resultados sugerem que a ativacdo destas

quinases pelo chumbo, estdo envolvidas em eventos que ativam a NADPH oxidase

e a ciclooxigenase-2.
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Figura 21: Participacdo da MAPKs na modulacdo de COX-2 e NOX. Efeitos de U0126 (10 uymol/L) e
SB203580 (10 umol/L) sobre a expressdo de RNAm de (A) NOX-1, (B) NOX-4 e (C) COX-2 induzida

por chumbo em CMLVs. Resultados (média + EPM) expressados como Unidades Relativas de Luz
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(URL) comparada ao controle (1). *P<0.05 vs Ct, &P<0.05 vs Ph. ANOVA uma-via e pds-teste de

Bonferroni. NUmero de unidades experimentais utilizadas entre parénteses.

4.6.7 Efeitos do chumbo sobre a migracdo e proliferacdo de células

musculares lisas.

Evidéncias mostram que a cascata de ativacdo das MAPKs € a principal via de
sinalizacdo que regula a proliferacdo, migragcédo, diferenciacdo, inflamacdo e
apoptose celular (Yang et al., 2003). Baseados nestes estudos e noS NOSSOS
resultados de ativacdo das MAPKSs pelo chumbo aqui apresentados, investigamos a

participacdo do chumbo na migracéo e proliferacdo de células musculares lisas.

Para quantificar a migracdo celular, fotos da &area de ferida, como descrita
anteriormente, foram capturadas no tempo zero (0) e, depois, foram comparadas
com fotos obtidas 24 horas apds o estimulo com chumbo. Os dados representam a
area de fechamento da ferida comparado ao tempo zero da situacdo com estimulo
(chumbo) em relacdo a situacao controle (sem o estimulo do chumbo), assumida
como 1 (um), como pode ser visto nas imagens da Figura 22. A quantificacdo da
migracdo celular apos 24 horas de exposicdo ao chumbo foi de 1,33 + 0,38,
mostrando que nesta concentracdo o chumbo n&o promove alteracdo na migragao

de células musculares lisas.

Em relacdo a proliferacao celular de CMLVs ap6s incubagcdo com chumbo (20 pg/dL,
durante 48 horas), ndo foi observada diferenca com relacdo ao grupo controle,
assumido como 1 (um) (chumbo: 1,01 £ 0,03), como podemos observar na Figura
23.
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Figura 22: Efeitos do acetato de chumbo (20 pg/dL, 24 h) na migracdo celular de CMLVs. Fotos
capturadas com auxilio de microscépio invertido, no tempo zero e apds 24 horas de estimulo com o

chumbo. Resultados (média + EPM) apresentados como valores relativos comparados ao controle

(1). Numero de unidades experimentais utilizadas entre parénteses.
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Figura 23: Efeito do acetato de chumbo (20 pg/dL, 48 h) sobre a proliferacdo celular de CMLVs.
Resultados (média + EPM) apresentados como valores relativos comparados ao controle (1). Nimero

de unidades experimentais utilizadas entre parénteses.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo mostramos que baixa concentracdo sanguinea de chumbo apo6s 30
dias de exposicéo, foi capaz de aumentar a pressao arterial sistélica, a contracao
induzida por fenilefrina e diminuir a resposta vasodilatadora em aorta e artérias
mesentéricas de ratos. Os dados sugerem que esses efeitos observados se devem
ao aumento da producédo de radicais livres derivados do oxigénio, principalmente o
anion superoéxido, ocasionando reducédo da biodisponibilidade de NO. E ainda, por
aumento da participacdo de prostandides vasoconstrictores derivados da via do
acido araquidénico-ciclooxigenase. Os nossos resultados também sugerem que as
MAPKSs p38 e ERK1/2 estdo envolvidas no aumento dos niveis vasculares de COX-2
e na producdo de EROs apés exposicdo ao chumbo, e estas atuam em conjunto
para produzir as alteracdes vasculares que podem contribuir para a ocorréncia de

hipertenséao arterial.

5.1 AVALIACAO DA CONCENTRACAO SANGUINEA DE CHUMBO

A “Agency for Toxic Substances and Disease Registry” (ATSDR) estabelece como
referéncia, niveis de chumbo no sangue na concentracédo de 60 pg/dL para pessoas
ocupacionalmente expostas. No Brasil, de acordo com a norma regulamentadora n°
7 (NR7) do Ministério do Trabalho (1988), os valores de referéncia, o qual apresenta
valor préximo de ser encontrado em uma populacédo ndo-exposta ocupacionalmente

e o Indice Biolégico Maximo Permitido sdo respectivamente 40 ug/dL e 60 pg/dL.

Estudos populacionais tém demonstrado um aumento da concentragdo sanguinea
de chumbo variando de 30 a 60 pg/dL em pessoas ocupacionalmente expostas
(Ehrlich et al., 1998; Bene et al., 2001). Corroborando esses achados, Barbosa Jr. et
al. (2005) demonstraram concentragdes medias de chumbo no sangue de 11,6 + 9,6
pMg/dL em 40 voluntarios de 18 a 60 anos de idade da cidade de Bauru (SP)

residentes proximo a uma antiga fabrica de baterias.

Neste trabalho, 30 dias de exposicdo controlada ao chumbo levou a uma
concentragdo sanguinea de 21,7 pg/dL, valor muito menor do que é considerado
seguro para pessoas expostas. Assim, este estudo se reveste de relevancia para
avaliar e elucidar os efeitos da exposicao por 30 dias a baixas concentracdes de
chumbo (21,7 pg/dL) sobre o sistema cardiovascular.
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5.2 EFEITO DO CHUMBO NO COMPORTAMENTO DA PRESSAO ARTERIAL
SISTOLICA E SOBRE PARAMETROS PONDERAIS.

A Hipertensdo Arterial € uma doenca cronica, de etiologia multifatorial, considerada
como um importante problema de saude publica por ser um dos fatores de risco para
doencas cardiovasculares (Yazbeck et al, 2009). Vem sendo demonstrado, que a
exposicdo a substancias quimicas ambientais, incluindo o chumbo, estad emergindo
como um potencial fator de risco para a hipertensédo (Weinhold, 2004; Mamtani et al
2011; Simdes et al 2011). Todavia, os mecanismos que o chumbo pode afetar a
pressdo arterial e causar hipertensdo sdo complexos (Heydari et al 2006), e sua

causa nem sempre € conhecida.

Diversos estudos associam 0s hiveis sanguineos de chumbo com a hipertenséo
(Harlan, 1988; Glenn et al., 2003; Navas-Acien et al., 2007). Estudos prévios
demonstram associacdo entre exposicdo ao chumbo e desenvolvimento de
hipertensédo arterial em humanos (Glenn, et al., 2003, 2006; Kosnett et al., 2007;
Navas-Acien et al., 2008) e em animais (Carmignani, et al., 1999, 2000; Bravo et al.,
2007; Grizzo & Cordelline, 2008). Diante destas informacdes, investigamos o efeito
da exposicéo a baixas concentracdes de chumbo sobre a presséo arterial sistélica
(PAS) nesse modelo experimental e observamos que a pressdo aumentou
significantemente no grupo tratado com chumbo ao final de trinta dias de exposigéo.

E bem estabelecido que ratos tratados cronicamente com altas concentracdes de
chumbo apresentam aumento de PA. Estudos realizados por Carmignani et al.
(1999) mostraram que a exposi¢cao a 60 ppm de chumbo em agua de beber por 10
meses aumenta a PAS e PAD. Outros trabalhos demonstram aumento da PA em
ratos expostos a 100 ppm de chumbo em &agua de beber no periodo de 2 a 8
semanas (Sharifi et al., 2004). Malvezzi et al. (2001) mostraram que ratos Wistar
expostos ao chumbo em concentragdes maiores (750 ppm em agua de beber) por
10 semanas, apresentaram uma concentracdo sanguinea de chumbo de 67,8 pg/dL
e significante aumento da PAS a partir da 52 semana quando comparados ao grupo

controle.

Corroborando estes estudos, Roncal et al. (2007) demonstraram que ratos
submetidos ao tratamento crénico com 150 ppm de acetato de chumbo na agua de
beber, por 04 semanas, apresentavam uma concentracdo sanguinea de chumbo de

26 pg/dL e obtiveram aumento na pressao arterial sistolica. Estudos em
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trabalhadores expostos ao chumbo sdo condizentes com os estudos em animais
acima citados, pois mostraram que trabalhadores expostos ao chumbo também
apresentaram aumento significativo da PA (Kasperczyk et al., 2009; Ahamed et al.,
2008). E interessante ressaltar que baixos valores e n&o altos valores de exposi¢&o
ao chumbo também tém sido fortemente associados com o desenvolvimento de

hipertensdo, como demonstrado por ndés neste estudo.

A hipertenséo arterial impde ao miocardio sobrecarga mediante 0 aumento da pos-
carga decorrente da elevacdo da resisténcia vascular periférica (RVP) (Kaito et al.,
1996). Autores relatam a correlacdo entre hipertrofia cardiaca e disfuncao ventricular
decorrentes dos elevados niveis pressorico da hipertensdo arterial (Bing et al.,
1995). Em nosso estudo, apesar do aumento da PA, os animais tratados com
chumbo néo apresentam alteracbes no peso do coracdo (normalizado pelo
comprimento da tibia), estimando-se, assim, a hipertrofia cardiaca que se manteve

inalterada entre os grupos.

Nosso grupo vem demonstrando com sucesso em modelos experimentais com
animais, que a exposicao aguda e/ou crbénica ao chumbo exerce efeitos prejudiciais
sobre a funcédo cardiaca e vascular (Simdes et al., 2011; Silveira et al., 2014; Fiorim
et al., 2011; Fioresi et al., 2014). Porém, apesar da existéncia de trabalhos que
estudam os efeitos toxicos deste metal, ainda néo esta claro os efeitos resultantes
da exposicdo a baixas doses de chumbo sobre o sistema cardiovascular e seu

comportamento na pressao arterial e funcao vascular.

Avaliando o peso corporal dos animais tratados com chumbo, este nao foi diferente
entre os grupos analisados. Esse dado confirma outros estudos que também
avaliaram o peso corporal dos ratos expostos cronicamente ao chumbo e nao
observaram alteracdo nesse parametro (Carmignani et al., 1999; Grizzo &
Cordelline, 2008). Estudo do nosso laboratério (Silveira et al. 2011), com mesmo
modelo experimental, diferindo na dose de chumbo administrada, mostrou que o

peso corporal dos animais se manteve igual entre os grupos ao final do tratamento.

5.3 EFEITOS DA EXPOSICAO POR 30 DIAS A BAIXA CONCENTRACAO DE
CHUMBO EM ARTERIAS AORTA E MESENTERICA.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kasperczyk%20S%22%5BAuthor%5D
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5.3.1 Efeitos do chumbo sobre a resposta vascular a fenilefrina e o papel do
endotélio.

Neste trabalho, avaliamos se o tratamento crénico com baixas concentracfes de
chumbo altera a funcdo da aorta e das artérias mesentéricas de resisténcia.
Observamos que a resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta toracica de
ratos do grupo chumbo revelou aumento da contragcdo vascular, confirmada pelo

aumento da sensibilidade (pD2) e da resposta maxima (Rmax) desenvolvida.

Semelhante aos nossos achados, Heydari et al. (2006), também documentaram que
o tratamento com 100 ppm de chumbo em agua de beber, foi capaz de aumentar a
resposta maxima e a sensibilidade na presenca de fenilefrina em anéis de aorta
toracica de ratos tratados com chumbo por um periodo de 8 a 12 semanas, sendo
esses valores mais expressivos no grupo tratado por oito semanas. Recentemente,
estudo desenvolvido em nosso laboratorio por Silveira e colaboradores (2014),
utilizando o mesmo modelo experimental aqui apresentado, porém com
concentracdo sanguinea de chumbo inferior, mostraram aumento da reatividade
vascular, com menor magnitude, em segmentos de aorta de animais expostos ao
chumbo. Por outro lado, Shelkovnikov et al. (2001), ao estudar os efeitos do acetato
de chumbo (concentracées de 10 até 10™ mol/L) sobre anéis de aorta toracica de
ratos com e sem endotélio, ndo registraram nenhuma mudanca na contragdo pela
norepinefrina. Karimi et al. (2002), também n&o encontraram diferenca na
sensibilidade e na resposta maxima a fenilefrina de anéis de ratos expostos a 100
ppm de acetato de chumbo por 28 dias quando comparados ao grupo controle. No
entanto, Fiorim et al. (2011), mostraram que a exposicéo por 7 dias ao acetato de
chumbo (9,98 pg/dL) promove reducdo da reatividade vascular em aorta de ratos.
Assim, os resultados conflitantes provavelmente devem-se as provaveis diferencas
nas concentracdes de chumbo as quais os animais foram expostos e também ao

tempo de exposi¢cao aos quais 0s animais foram submetidos.

As artérias com didametro menor 500 um, chamadas de artérias de resisténcia, tem
um papel fundamental na resisténcia vascular total e, portanto na manutencdo da
homeostase pressorica (Mulvany & Aalkjaer, 1990). A resisténcia vascular periférica
€ inversamente proporcional ao raio do vaso a quarta poténcia e, portanto,
diminuicbes no tamanho destas artérias, podem produzir importantes aumentos na

resisténcia periférica e, por conseguinte na pressao arterial (Mulvany & Aalkjaer,
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1990). Na literatura ha poucos relatos de que o tratamento crénico com acetato de
chumbo esta associado a alteragdes na funcéo vascular de artérias mesentéricas de
resisténcia. Por isso, neste estudo avaliamos a fungcédo vascular destas artérias de
resisténcia de terceira ordem de ratos controle e tratados com chumbo. Observamos
que a exposicdo ao chumbo induziu aumento da resposta contrati méaxima a
fenilefrina sem alterar a sensibilidade. Corroborando nossos achados, Skoczynska e
colaboradores (1986), mostraram resposta pressora a norepinefrina potencializada
em artérias mesentéricas isoladas de ratos, em animais expostos ao chumbo por 5

semanas (50,0 mg/kg/dia, gavagem).

Este aumento de reatividade vascular observado em aorta e mesentérica, ndo foi
devido a um aumento na capacidade contratil geral dos vasos, uma vez que as
respostas ao cloreto de potassio ndo foram afetadas pelo tratamento com chumbo

nem na aorta nem nas artérias mesentéricas.

Diante dos resultados de reatividade, fomos entdo investigar se o endotélio vascular
estaria envolvido nas alteracdes observadas, uma vez que este € o principal
responsavel por modular o fluxo sanguineo vascular, através da liberacdo de
substancias vasodilatadoras e vasoconstrictoras. Em algumas doengas ou na
presenca de fatores de risco como a hipercolesterolemia, tabagismo, hipertenséao,
insuficiéncia cardiaca ocorre uma alteracao na capacidade do endotélio vascular em
controlar adequadamente a resisténcia vascular. Essa situacdo € conhecida como
disfuncéo endotelial (Cai & Harrison, 2010). Recentes estudos mostraram que além
dos fatores de risco citados acima, a exposicdo a metais pesados também é um
importante deflagrador de doencas cardiovasculares por causar alteragcdes no
endotélio vascular (Silveira et al., 2010; Fiorim et al., 2011).

Para avaliar a modulacédo endotelial na resposta contratil a fenilefrina, estudamos o
efeito provocado pela retirada do endotélio vascular. Assim, foi observado um
aumento da resposta contratil a FE tanto em aorta do grupo controle como do grupo
de animais tratados com chumbo. No entanto, a magnitude dessa resposta foi menor
nos ratos tratados com chumbo. Esse dado sugere que o tratamento por 30 dias
com acetato de chumbo provavelmente esteja reduzindo a liberacdo de fatores
vasodilatadores e/ou aumentando a liberagdo de fatores vasoconstrictores
dependente do endotélio. Este efeito poderia contribuir para 0 aumento da resposta

by

vasoconstrictora a FE observada em aortas de ratos tratados com chumbo.
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Resultados similares foram encontrados por Silveira e colaboradores (2014). Em
contrapartida, Karimi et al. (2002) ndo demonstraram diferencas na sensibilidade e
na resposta maxima em anéis de aorta intactos e sem endotélio de ratos tratados

por 28 dias com 100 ppm de chumbo.

Em artérias mesentéricas, a eliminacdo do endotélio produziu um pequeno aumento,
de igual magnitude, na resposta vasoconstritora a fenilefrina em segmentos de
artérias de ratos controle e chumbo, ndo sendo estatisticamente diferente entre os
grupos. Assim, podemos sugerir que a eliminacdo do endotélio ndo modificou a
resposta contratil a fenilefrina nas artérias mesentéricas de ratos expostos ao
chumbo, sugerindo uma menor participagcdo endotelial nas alteragbes vasculares

observadas neste leito vascular.

5.3.2. Efeito da exposicdo por 30 dias ao chumbo sobre o relaxamento
dependente e independente do endételio.

Para comprovar se o tratamento com chumbo alterava as respostas vasodilatadoras
dependentes do endotélio realizamos curvas concentracdo resposta a ACh em anéis
de aorta e mesentérica. O tratamento com o chumbo induziu um prejuizo nas
respostas vasodilatadoras a acetilcolina em aorta, todavia ndo houve alteracdo em
artérias mesentéricas. Do que se sabe e esta descrito na literatura, ndo ha estudos
gue demonstrem o efeito do chumbo sobre as respostas vasodilatadoras a ACh em
mesentéricas. Estes resultados preliminares mostram que nesta concentracdo e
tempo de exposicao, o chumbo ndo promove prejuizo no relaxamento dependente
do endotélio no leito mesentérico. A vasodilatacdo dependente do endotélio se
mostra prejudicada em aorta, ou seja, alterou a producdo de NO estimulada pela
acetilcolina, corroborando os dados de contracao a FE.

De forma similar aos nossos achados em aorta, foi observado prejuizo na resposta
vasodilatadora a ACh, em artéria caudal de ratos, apos a perfusdo do leito caudal
com 100 yM de acetato de chumbo (Silveira et al., 2010). Silveira et al. (2014)
também mostraram que a exposi¢ao crénica a doses baixas de chumbo (12 pg/dL)
diminui o relaxamento induzido por ACh em aorta de ratos. Em adi¢cdo, Marques et
al. (2001) observaram prejuizo na resposta vasodilatadora a ACh, nos anéis de aorta

de ratos expostos ao chumbo por 30 dias.
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Em contrapartida, Fiorim et al. (2011) demonstraram em ratos expostos por 7 dias ao
chumbo (9,98 pg/dL) que nenhuma alteracdo significante foi observada no
relaxamento promovido pela ACh em anéis de aorta controle e chumbo, sugerindo
gue a vasodilatacdo dependente do endotélio estava preservada nestes animais.
Resultados semelhantes foram encontrados por Grizzo et al. (2008), ap0s exposi¢ao
perinatal ao chumbo, em aortas de ratos Wistar jovens.

Podemos inferir que as diferencas encontradas se devam as doses de chumbo
administradas e ao tempo de exposicdo aos quais 0os animais foram submetidos.
Sabe-se que a resposta dilatadora a ACh na aorta é parcialmente dependente de
NO (Tschudi et al., 1996). Por tanto, uma alteracdo nos mecanismos de relaxamento
do NO poderia estar envolvido na diminuicdo das respostas vasodilatadoras a ACh,
0 que corroboraria também nosso achados de reatividade a fenilefrina. O incremento
na sintese de prostandides vasoconstritores derivados da COX-2 esta associado a
hipertenséo arterial podendo, também, ser responsavel pelo prejuizo no relaxamento
dependente do endotélio (Vanhoutte & Boulanger, 1995, Taddei et al., 1997).

Para avaliar se o tratamento por 30 dias com acetato de chumbo causa prejuizo no
relaxamento do mdasculo liso vascular, foram realizados experimentos com o
nitroprussiato de sodio (NPS). O NPS promoveu resposta vasodilatadora
concentracédo dependente, semelhante em ambos 0s grupos experimentais tanto em
aorta como em mesentéricas, sugerindo que neste modelo de exposicdo nao
modificou a capacidade de relaxamento do musculo liso vascular. Resultados
semelhantes foram encontrados por Zhang et al. (2007) que mostraram nao haver
diferenca no relaxamento induzido pelo NPS em anéis de aorta incubados por 0.5, 6,
12 e 24 horas com 1ppm de chumbo. Em adicdo, Karimi et al. (2002) néao
observaram diferenca estatisticamente significante no relaxamento induzido pelo
NPS em ratos tratados com 100 ppm de chumbo por 28 dias. JA Marques et al.
(2001) observaram prejuizo na resposta vasodilatadora ao NPS, nos anéis de aorta

de ratos expostos ao chumbo por 30 dias.

5.3.3 Efeitos da exposi¢cdo por 30 dias ao chumbo sobre a biodisponibilidade

do oxido nitrico em anéis de aorta toracica e de artérias mesentéricas de ratos.

Entre os fatores vasodilatadores derivados do endotélio mais importantes, esta o

6xido nitrico. E bem descrito que o NO endotelial participa no controle do ténus
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vascular e estudos de exposicao cronica ao chumbo mostram inducdo da disfuncéo
endotelial e reducdo da biodisponibilidade de NO (Ding et al., 1998; Vaziri et al.,
1999; 2001; Silveira et al., 2014). Assim, para investigar em nosso modelo
experimental de exposicdo ao chumbo se a modulacdo pelo NO nas respostas
contrateis a fenilefrina estavam alteradas, utilizamos o inibidor de sintase do Oxido
nitrico, L-NAME. De forma similar com o que ocorreu na retirada do endotélio,
observou-se que a incubacéo da artéria aorta com o L-NAME produziu um aumento
da resposta contratil a fenilefrina em ambos 0s grupos experimentais; no entanto, a
magnitude do efeito em artérias aorta com L-NAME foi menor nos ratos tratados com
chumbo. Estes resultados sugerem diminuicdo da biodisponibilidade de NO pelo

chumbo, contribuindo com o aumento da reatividade a fenilefrina em anéis da aorta.

Diferentemente ao que encontramos em aorta, aincubacdo das artérias
mesentéricas com L-NAME levou a um aumento da resposta contratil a FE de igual
magnitude nos dois grupos estudados. Estes resultados sdo condizentes com 0s
dados de reatividade em anéis de mesentéricas sem endotélio. Diante disto, sugere-
se menor participacdo do NO nas alteracdes promovidas pelo chumbo em artérias
mesentéricas. Este resultado pode ser explicado por trabalhos que demonstram que
o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) parece ser o principal
componente da vasodilatacdo dependente do endotélio nestas artérias, incluindo as
artérias coronarias, hepaticas, cerebrais e renais (Parkington et al., 1995; Brandes et
al., 2000; McNeish et al., 2002).

Alteracdes na via do NO, tém sido descritas em outros estudos experimentais de
exposicao ao chumbo (Vaziri et al., 1999; Fiorim et al., 2011). Resultados similares
aos nossos, foram encontrados em aorta de animais expostos ao chumbo com
concentracdes inferiores a do presente estudo, onde mostraram que o aumento da
reatividade vascular ¢é dependente do endotélio e deve-se a menor
biodisponibilidade de NO (Silveira et al.,, 2014). Estudo de Karimi et al. (2002)
mostrou que o tratamento com acetato de chumbo 100 ppm por 28 dias reduz a
biodisponibilidade de NO em aorta de ratos. Contudo, nosso grupo recentemente
relatou que baixas concentracdes de chumbo aumenta a biodisponibilidade de NO

nos estagios iniciais de exposi¢cédo ao chumbo (Fiorim et al 2011).

A reducdo da biodisponibilidade de NO pode ser devida as alteragdes em sua

sintese. Marques et al. (2001) comprovaram prejuizo na resposta vasodilatadora
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dependente do endotélio em ratos tratados com acetato de chumbo (5 ppm na agua
de beber durante 30 dias) e revelaram, contudo, aumento na expressao protéica da
eNOS na artéria aorta dos animais expostos ao chumbo. Este aumento da atividade
da NOS poderia ser uma resposta compensatoria a degradacdo de NO mediada por
EROs (Vaziri et al., 1997). Outro relato mostrou que a expressao proteica da eNOS
e INOS estava elevada em animais tratados com chumbo (Silveira et al., 2014). No
entanto, Fiorim et al. (2011), demonstraram que a exposi¢do ao chumbo durante 7
dias, néo alterou a expresséao proteica da eNOS em aorta, embora tenha aumentado

a fosforilagdo da eNOS na Serl1177.

No presente estudo, ndo foram realizadas medidas da atividade da NOS em aorta
nem em mesentéricas, portanto ndo podemos descartar alteracfes destas isoformas
como responsaveis por estes efeitos observados. Adicionalmente, a literatura nao
traz estudos que avaliam a expressao da NOS em artérias mesentéricas em outros
modelos experimentais, assim, ndo se sabe como essas proteinas se expressam na

exposicao ao chumbo neste leito vascular.

Contudo, sabe-se que o NO esta envolvido nos efeitos vasculares do chumbo,
embora os resultados obtidos ainda sejam controversos. Estudos prévios
demonstram que exposi¢do crénica ao chumbo esta relacionada com a diminuigdo
na concentracdo urinaria de NO (Vaziri et al., 1997,1999, 2003; Ding et al., 1998;
Heydari et al., 2006). Vaziri et al. (1999), estudaram os efeitos do chumbo em ratos
gue receberam 100 ppm de acetato de chumbo na agua de beber durante 3 meses.
Nessa pesquisa, a partir da 8% semana de exposicdo ao metal, foi demonstrada
diminuicdo significante na excrecao urinaria dos metabdlitos do NO (nitrito e nitrato)
e aumento na concentracao plasmatica do malondialdeido (produto da peroxidacao
lipidica - indicador indireto da acéo dos radicais livres). E relevante destacar que
esses achados foram correlacionados positivamente com o aumento da PAS
observado nos animais tratados com acetato de chumbo.

Os achados até aqui encontrados demonstram que além do 6xido nitrico, outras vias
podem estar envolvidas nos efeitos do chumbo no nosso modelo experimental.
Diante disso, decidimos investigar com maiores detalhes a via dos radicais livres que
poderiam elucidar e/ou ratificar os dados encontrados até 0 momento, uma vez que
o NO pode ser drasticamente reduzido pela sua reacdo com espécies reativas de

oxigénio.
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5.3.4 O papel das espécies reativas de oxigénio (EROs) nos efeitos do chumbo

sobre areatividade vascular em artérias aortas e mesentéricas de ratos.

Vérias evidéncias mostram que o estresse oxidativo € um importante participante de
desordens como hipercolesterolemia, hipertensdo, arteriosclerose, diabetes,
insuficiéncia cardiaca, alteracdo da estrutura e funcéo vascular (Gao & Mann, 2009;
Kim et al.,, 2006; Vaziri et al., 2004). Alguns autores relacionam o0 aumento da
pressdo arterial com o aumento do estresse oxidativo na exposicdo ao chumbo
(Gonick et al., 1997; Silveira et al., 2014). O aumento da geracado de radicais livres,
principalmente aqueles derivados do oxigénio, leva a redugao da biodisponibilidade
de NO e esta € a principal causa de disfuncédo endotelial (Cai & Harrison, 2010). A
inativacdo de 6xido nitrico por EROs pode resultar em diminuicdo da vasodilatacao,
aumento da vasoconstricdo, aumento da adesdo de plaquetas/leucécitos,
proliferacdo/migracdo de células musculares lisas vasculares e acumulo de matriz

levando ao remodelamento vascular (Touyz et al, 2011; Drummond et al, 2011).

O anion superoxido é produzido por uma variedade de enzimas, incluindo xantina
oxidase, ciclooxigenase e a NADPH oxidase. Esta ultima desempenha maior funcao
nas células vasculares, sendo a principal fonte vascular de O,” (Harrinson &
Gongora, 2009; Griendling et al., 2000; Mcintyre et al., 1999). Hamilton et al. (2002)
estudaram inibidores da NADPH oxidase, e demonstraram que a apocinina foi o
composto com maior potencial para reduzir a producéo de O,". Estes pesquisadores
demonstraram que o tratamento com apocinina em artérias isoladas de ratos
diminuiu a producao de radicais livres estimulados pela NADPH oxidase e aumentou
a biodisponibilidade de NO, resultados semelhantes foram encontrados em artérias
e veias de humanos. Entretanto, atualmente alguns autores tém relatado diferentes
acOes da apocinina que sao independentes da sua capacidade de inibir a NADPH
oxidase (Heumililler et al., 2008; Riganti et al., 2008), ou seja, reduz a disponibilidade

de EROs através de suas propriedades antioxidantes (Heumdller et al., 2008).

Deste modo, avaliamos o papel das EROs nos efeitos do chumbo sobre a
reatividade vascular. Nossos resultados demonstram que o tratamento por 30 dias
com acetato de chumbo aumentou a producdo de anion superoxido em aorta de
ratos. Ademais, a apocinina, usada em uma concentracdo que inibe a NADPH

oxidase, reduziu a resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina apenas nas
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aortas de ratos tratados com chumbo, sugerindo que a enzima NADPH oxidase
estaria estimulada na presenca do chumbo, produzindo assim mais anion
superéxido. Nas artérias mesentéricas a apocinina nao alterou a reatividade
vascular, o que sugere pouca participacdo da NADPH oxidase na producao de anion
superoxido neste leito vascular. Contudo, a SOD foi usada em artérias mesentéricas
e reduziu a resposta vasoconstritora a fenilefrina em anéis de ratos tratados com
chumbo. Pode-se especular, através deste resultado, que apesar da NADPH
oxidase participar pouco da producdo de espécies restivas de oxigénio em
mesentéricas, outra via produtora de O, parece esta estimulada na exposicdo ao

chumbo, mesmo que em menor magnitude.

Em acordo, Silveira et al. (2010) demonstraram a participacdo de radicais livres na
reatividade vascular do leito caudal de ratos, perfundido com 100 uM de acetato de
chumbo. Em um estudo mais recente Silveira et al. (2014) demonstraram aumento
nas EROs em modelo de tratamento crénico com chumbo em baixas doses (12
pg/dL) na reatividade vascular de aorta e este aumento foi relacionado com o
aumento da atividade da NADPH oxidase. Nossos achados também corroboram,
mesmo que em parte, os dados encontrados por Vaziri et al. (2004) os quais
demonstraram aumento na geracdo de O,” e também de H,O, em culturas de
células endoteliais e musculares lisas de artérias coronarias de humanos, tratadas
com acetato de chumbo durante um periodo que variou de 1 minuto até 60 horas de

incubacéao.

Para confirmar a maior participacdo da NADPH oxidase no aumento da producéo de
EROs em artéria aorta, a expressdo proteica da gp9lphox, isoforma da NADPH
oxidase, foi quantificada pela técnica de Western Blot. Esta se apresentou
aumentada em artéria aorta de ratos tratados quando comparado aos animais
controles, corroborando os resultados funcionais aqui apresentados. Outro possivel
mecanismo que justificaria as alteragdes vasculares seria a reducdo das defesas
antioxidantes, pois iria contribuir para aumentar a producdo de superoxido. No
entanto, a expressao proteica de SOD-Mn e SOD-Cu/Zn aumentou em artérias
tratadas com chumbo. Este mecanismo antioxidante pode estar ativado na
exposicdo ao chumbo para proteger contra o aumento do estresse oxidativo

observado.
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Os resultados funcionais e bioquimicos do presente estudo, anteriormente
discutidos, comprovam que a exposi¢cdo a baixas doses de chumbo cursam com
alteracbes na reatividade vascular. Este fenbmeno foi associado a menor
biodisponibilidade de NO e, maior producédo e liberacdo de espécies reativas de
oxigénio em artéria aorta, especialmente anion superoxido, e destaca que os efeitos
do chumbo sobre a reatividade vascular neste leito, foram dependentes do endotélio.
Ja nas mesentéricas, vimos que o0 endotélio pouco participa das alteracdes
promovidas pelo chumbo, e que as EROs produzidas neste leito se deve a outra via

de producgéo que ndo a NADPH oxidase.

Nosso proximo passo foi investigar a via dos prostandides derivados da
ciclooxigenase, pois o envolvimento dessa via também poderia explicar os efeitos do
chumbo em aumentar a resposta contratil a fenilefrina nos anéis de aorta e

mesentérica dos animais do grupo chumbo.

5.3.5 O papel dos prostanodides derivados da ciclooxigenase (COX) no efeito do
chumbo sobre a reatividade vascular em artérias aortas e mesentéricas de

ratos.

Em determinados modelos de hipertensao se tem observado um aumento na sintese
de fatores endoteliais contrateis derivados de COX (Vanhoutte, 1995; Taddei et al.,
1997; Davidge, 2001), os quais poderiam ser responsaveis pelo prejuizo no
relaxamento (Dohi et al., 1996; Zhou et al., 1999), assim como o incremento da
vasoconstricdo induzida por agonistas (Taddei & Vanhoutte, 1993). Alguns estudos
sugerem o efeito do chumbo no metabolismo do &acido araquiddnico e suas
alteracdes vasculares (Karimi et al., 2002; Courtois et al., 2003; Grizzo et al., 2008;
Silveira et al., 2010).

Portanto, analisamos o0 envolvimento de prostandides nas respostas
vasoconstritoras induzidas por chumbo, e vimos uma reducdo significativa na
resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina resultante do bloqueio da COX com
indometacina em segmentos de aorta de ratos tratados com chumbo, sugerindo a
participacdo desta via nas alteracdes vasculares observadas. O mesmo resultado foi

observado nas artérias mesentéricas, sugerindo que neste leito vascular as
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alteracOes de reatividade podem ser causadas principalmente pela ativacdo da via
da ciclooxigenase e seus derivados.

Em acordo com nossos dados, Grizzo & Cordelline (2008) demonstraram que a
incubacdo com indometacina em anéis expostos ao chumbo causou significante
diminuicdo na pD2, mas néo alterou a resposta maxima. Karimi et al. (2002) também
mostraram diminuicdo da reatividade vascular a FE em anéis incubados com
indometacina em ambos grupos experimentais. Entretanto, este decréscimo foi
maior no grupo tratado com chumbo. Estes autores sugerem a participacdo da via
da ciclooxigenase em ratos expostos ao chumbo por 28 dias. Ademais, estudo
prévio em nosso laboratério mostrou o envolvimento de prostanoides
vasoconstrictores derivados da COX no leito arterial caudal de ratos perfundidos
com chumbo (100 puM) (Silveira et al., 2010). Outro trabalho realizado em nosso
laboratério mostrou ativacdo de COX-2 na exposi¢cdo ao chumbo, e esta ativacao

contribuiu com as alteracdes cardiovasculares (Silveira et al., 2014).

A expressao vascular de COX-2 estd normalmente associada com processos
inflamatorios em muitas condi¢cdes, tais como aterosclerose e hipertensdo (Antman
et al., 2005; Alvarez Y et al., 2005; Adeagbo et al., 2005). Nossos resultados
demonstram um aumento da expressao de COX-2 em artérias de ratos tratados com
chumbo, corroborando os dados funcionais. Em acordo, Courtois et al. (2003)
registraram aumento da expressdo da COX-2 em anéis de aorta perfundidos com

chumbo.

Entdo, até o0 momento demonstramos que os efeitos desse metal sobre a resposta
contrétil a fenilefrina em aorta envolvem aumento na producao de espécies reativas
do oxigénio que por sua vez podem reagir com o NO diminuindo sua
biodisponibilidade. Além disso, vimos que a ciclooxigenase esta ativada na
exposi¢cdo ao chumbo. Em artérias mesentéricas, demonstramos que ha pequena
producdo de EROs, porém esta producdo parece ndo ser dependente da NADPH
oxidase. O aumento de EROs pode ser justificado pela ativagdo da COX na
exposicdo ao chumbo neste leito vascular, o que corrobora os achados de Martinez-
Revelles et al. (2013), que mostram uma correlacdo entre COX-2 e EROs, onde uma
estimula a producédo e/ou atividade da outra. Outros estudos confirmam o papel das
EROs em aumentar a expressdo da COX-2 (Nakamura et al., 2001; Martinez-
Revelins et al., 2013). Da Cunha et al. (2000), evidenciaram em leito arterial caudal a
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participacdo dos prostandides vasoconstritores na resposta contratil a fenilefrina

mediados pelo aumento de EROs.

Os resultados acima discutidos confirmam o envolvimento de mais uma importante
via de controle do ténus vascular que justifica os efeitos deletérios do chumbo sobre

as artérias aorta e mesentérica de ratos apos 30 dias de exposicao a esse metal.
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5.4 EFEITOS DA EXPOSICAO AO ACETATO DE CHUMBO EM CELULAS
MUSCULARES LISAS EXPLANTADAS DE AORTA DE RATOS.

Um dos mecanismos propostos para explicar os efeitos do chumbo sobre a génese
da hipertenséo arterial justifica-se no fato de que esse metal promove alteracdo 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).

Acima discutimos os dados de reatividade vascular de artérias aorta e mesentérica
de ratos expostos a baixa concentracdo de chumbo. Observamos que ha um
aumento da reatividade vascular, causado por uma disfuncdo vascular por aumento
da geracdo de EROs e prostandides vasoconstrictores. Por isso, na tentativa de
investigar os mecanismos subjacentes dos efeitos do chumbo sobre o estresse
oxidativo e a expressdo de COX-2 observados na reatividade vascular, utilizamos
CMLVs explantadas de aorta de ratos cultivadas e expostas durante 48 horas a 20

pg/dL de chumbo.

ApOs 48h de exposicdo ao chumbo vimos que ocorreu aumento na geragdo de anion
superoxido, quando avaliamos as células musculares lisas vasculares em
microscopia confocal, mensurado através do corante oxidativo DHE. O uso de
antioxidantes, mito-TEMPO e tempol, reduziram a emissdo de fluorescéncia,
sugerindo reducédo da geracdo desta espécie reativa de oxigénio. Assim, podemos
concluir que a exposi¢do ao chumbo induz ao estresse oxidativo, que é reduzido por

agentes antioxidantes em CMLVSs.

Como evidenciamos aumento na producdo de O, e os dados funcionais em artéria
aorta mostram disfuncdo vascular caracterizada principalmente pela reducdo da
biodisponibilidade de NO e aumento da producdo de EROs, mensuramos também,
em células musculares lisas, a atividade da NADPH oxidase uma vez que esta tém
sido descritas como a principal fonte de EROs no tecido vascular (Griendling et al.,
2000). Diante disso, vimos que o chumbo promove o aumento da atividade desta
enzima e o uso do inhibiodr de NOX-1 ML171 ou do antioxidante tempol foram
capazes de reduzir a atividade da NADPH oxidase a niveis semelhantes aos

encontrados em células ndo expostas ao chumbo. Vaziri & Ding (2001) também
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mostraram que a exposicdo ao chumbo em cultura de células endoteliais de
coronarias humanas, aumenta a geracao e/ou reduz a dismutacdo do superdéxido,
gue por sua vez promove estresse oxidativo, aumenta a inativacdo de NO e provoca
um aumento da expressdo da eNOS cuja expressao é regulada negativamente pelo
NO.

Além da atividade da NADPH oxidase, observamos um significativo aumento da
expressdo do RNAmM das subunidades NOX1 e NOX4 desta enzima nas CMLVSs.
Condizentes com nosso trabalho, estudos demonstram que a exposicdo ao chumbo
promove a geracdo de superoxido nos componentes celulares da parede vascular
(Ni, 2004; Aguado et al., 2013). Assim, 0 aumento da geracdo de EROs pelas
células vasculares talvez seja um elo importante para o desenvolvimento de

doencas cardiovasculares em populacdes expostas ao chumbo.

A reducdo das defesas antioxidantes pode também contribuir para o aumento do
estresse oxidativo. Um grande sistema de defesa antioxidante contra O, sdo as
superéxido dismutases, que desempenham um papel importante na regulacdo da
pressdo arterial e da funcdo endotelial por reduzir os niveis extracelulares de O™,
assim prevenindo a inativacdo oxidativa do NO liberado do endotélio (Oury et al.,
1994; Oury et al., 1996, Stralin et al., 1995). No entanto, a expressao proteica de
SOD-Mn e SOD-EC esta aumentada em CMLVs expostas ao chumbo, sugerindo
gue mecanismos antioxidantes estdo ativados em células musculares lisas
provavelmente para proteger contra o estresse oxidativo que estd aumentado na
exposicao ao metal. Estes resultados corroboram nossos dados de aorta, tanto os
dados funcionais quanto os de biologia molecular.

Em acordo com nossos achados, Ni et al. (2004) demonstraram aumento de anion
superéxido e de peréxido de hidrogénio em células endotéliais e CMLVs de artérias
coronarias humanas depois do 60 h de exposi¢cdo a acetato de chumbo (1 ppm),
sendo acompanhada por um aumento da expressao proteica da SOD-Cu/Zn. No
mesmo estudo, os autores demonstraram um aumento significativo da gp91phox de

NADPH oxidase nas células endoteliais expostas ao chumbo.

BN s

A COX-2, fonte das prostaglandinas que medeiam a inflamacdo, € rapidamente
induzida em resposta a diferentes estimulos, incluindo fatores de crescimento,
citocinas proé-inflamatérias e estresse oxidativo (Feng et al, 1995;. Martinez-Revelles
et ai, 2013;. Wang et al., 2013). Estudos anteriores demonstram a localizacado de
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COX-2 em CMLVs de aorta de ratos (Bishop-Bailey et al, 1999; Alvarez et al., 2007).
Esta presenca de COX-2 na camada muscular das artérias contribui principalmente
para a alteracdo do tdbnus vascular (Bishop-Bailey et al, 1999), e o aumento da
expressédo vascular de COX-2 esta geralmente associada a hipertensio (Alvarez et
al., 2005; 2007). Prostandides derivados da COX-2 foram também implicados nos
efeitos vasculares do chumbo (Silveira et al., 2014) e de outros metais pesados,

como mercurio (Pecanha et al., 2010).

Com o objetivo de avaliar a participacdo da COX-2 na ativacdo da NADPH oxidase e
producdo de &nion superdxido, no mesmo grupo de experimento, incubamos as
células com inibidores de COX-2, celecoxib e rofecoxib. Os resultados mostraram
reducdo da expressdo dos niveis de RNAmM de NOX1 e NOX4 e da atividade da
NADPH oxidase sugerindo a participacdo dos prostandides da COX-2 na ativagao
desta enzima. Nossos resultados corroboram o trabalho de Martinez-Revelles et al.
(2013) que mostraram em aorta de ratos tratados com angiotensina Il, a existéncia
de relacao reciproca entre as EROs e os produtos derivados da COX-2, sendo estes

responsaveis pela disfuncéo vascular observada neste modelo de hipertenséao.

De forma similar ao observado em artérias de ratos tratados com chumbo, a
exposicdo das CMLVs ao chumbo aumentou os niveis da proteina e RNAm da COX-
2. Entretanto, a COX-1 em CMLVs expostas se apresenta inalterada. Estes achados
poderiam estar relacionados com o aumento da participacdo dos prostandides que
observamos nas respostas vasoconstritoras induzidas pelo tratamento com chumbo.
Em continuacdo, usamos um varredor de anion superéoxido, o tempol, e vimos uma
reducdo na expressdo génica da COX-2, sugerindo a ativagdo desta por EROs.
Corroborando estes achados, alguns estudos na literatura mostram que o estresse
oxidativo tem sido relacionado com o aumento da expressao de COX-2 (Feng et al.,
1995; Garcia-Cohen et al., 2000; Alvarez et al., 2007) e tratamentos com
antioxidantes mostram reducdo desta expressao (Wong et al., 2010; Feng et al.,
1995; Martinez-Revelles et al., 2013). Segundo Garcia-Cohen e colaboradores
(2000) e Alvarez e colaboradores (2007), o excesso de EROs é visto como um
possivel mecanismo para o aumento da atividade vasomotora da COX-2 no

desenvolvimento da hipertenséo.

Como alguns dos estimulos e das vias de sinalizag&o intracelular que provocam a

liberacdo de COX-2 e EROs sao comuns em diversos casos, autores descrevem
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uma relacéo reciproca entre ambos os mediadores (Martinez-Revelles et al., 2013).
Neste sentido, a propria atividade da COX-2 constitui uma fonte de anion superoxido
devido a sua capacidade de oxidar substancias, como a NADPH oxidase (Félétou et
al., 2011) e alguns prostandides podem aumentar a producdo de anion superoxido
em artérias de animais hipertensos (Garcia-Redondo et al., 2009). Essa interacéo
reciproca entre as duas vias aumentaria os efeitos nocivos do chumbo ao nivel
vascular. Sancho et al. (2011) também mostraram uma regulacdo reciproca da
NADPH oxidase e a via da COX-2 em células hepaticas sob condicdes inflamatorias.
Outros estudos demonstraram recentemente que a administragdo cronica de
chumbo induz a disfuncdo endotelial em aorta de rato, devido ao aumento da
expressdo de COX-2 e um aumento da producdo de O, derivada da NADPH
oxidase (Silveira et al., 2010, 2014).

Ademais, estudos anteriores indicam que as vias das proteinas quinases ativadas
por mitbgeno (MAPKs) desempenha um papel importante ha modulacdo da COX-2
(expresséo e atividade) e producdo de EROs (Ohnaka et al., 2000; Wang et al.,
2013). No entanto, o mecanismo molecular especifico e a cascata de sinalizacédo
continuam a ser o foco de intensa pesquisa. Evidéncias mostram que cascatas das
MAPKs s@o as principais vias de sinalizacdo que regulam a proliferacéo celular,
migracdo, diferenciacao, inflamacdo e apoptose (Yang et al., 2003). Além disso,
Aguado et al. (2013) relataram que o mercuario, um metal pesado, induz ativacéo das
MAPKs em CMLVs. Diante disso, nés especulamos se as vias de sinalizacdo das
MAPKSs poderiam estar envolvidas nas alteracdes induzidas por chumbo em CMLVs,
0 que poderia explicar nossos achados funcionais. Nossos dados mostram que o
chumbo induz ativacdo precoce de ERK1/2 e uma ativacdo mais tardia da MAPK
p38 sem efeitos sobre a JNK. Posser et al. (2007) mostraram o efeito téxico de
chumbo em células C6 de glioma e uma ativacdo significativa das MAPKs p38 e
JNK. Além disso, vimos que o chumbo ndo estimula a fosforilagdo de Akt, o que
corrobora os resultados publicados por Lu et al. (2001) em células de astrocitoma

humano expostas ao chumbo.

Para investigar se as MAPKs p38 e ERK1/2 estavam envolvidos na ativagdo da
COX-2 e da NADPH oxidase nos efeitos mediados pelo chumbo, inibidores
especificos destas MAPKs foram usados para observar os efeitos sobre a expresséo
genica da COX-2, NOX1 e NOX4. O U0126 (inibidor de ERK1/2) e SB203580
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(inibidor de p38) aboliram o aumento dos niveis de RNAmM de COX-2, NOX1 e NOX4
em CMLVs expostas ao chumbo. Em conformidade com nossos estudos, Trouba &
Germolec (2004) mostraram que a via das MAPKs desempenha um importante
papel na modulacdo da expresséo e atividade da COX-2, e a inibicdo das MAPKs
ERK e p38 atenua o aumento a expressao de COX-2 induzido por outro metal, o
arsénio, em queratinécitos humanos. Leonard et al. (2004) demonstraram também
que a ativacdo das MAPKs por metais pesados pode modular os mecanismos que
induzem o stress oxidativo. Nossos achados mostram pela primeira vez que a
ativacdo de proteinas inflamatorias, tais como: NADPH oxidase e COX-2 em
resposta a exposicdo ao chumbo é mediada por vias de sinalizacdo que inclui as

MAPKs p38 e ERK1/2 em células musculares lisas vasculares.

No entanto, quando analisamos os efeitos do chumbo sobre migracéo e proliferacao
em CMLVs, nenhuma diferenca foi observada neste modelo de exposi¢cdo. Alguns
trabalhos mostram que o chumbo pode aumentar a proliferacdo de células de figado
de rato (Liu et al.,, 1997), de CMLVs (Fujiwara et al., 1995) e células do baco
(Razani-Boroujerdi et al.,, 1999). Estudos realizados por Lu et al. (2001)
demonstraram que o chumbo induz proliferacdo de células de astrocitoma 1321N1
em humano, mediado por ativacdo das vias de transducédo de sinal de MEK1/2 e
ERK1/2 de forma dependente da PKCa. As discrepancias com os nossos dados
pode ser devido as diferencas nos protocolos relacionados com doses e/ou duracéo
da exposicdo ao chumbo. Todavia, um tempo maior de exposi¢cdo ou uma dose
maior poderiam levar a diferencas de proliferagdo e migracdo em CMLVs, como

observado em outros tipos celulares.
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6 SUMARIZACAO DOS RESULTADOS

Chumbo

Figura 24: Sumarizacdo esquemética dos resultados obtidos no presente estudo. A exposicdo ao
chumbo, em baixas concentracdes, ativa vias de sinalizacdo das MAPKs (ERK1/2 e p38) que
resultam na ativagcdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) e das subunidades da NADPH oxidase, NOX1 e
NOX4, que atuam em conjunto para produzir as alteragdes vasculares que podem contribuir para a
ocorréncia de hipertensdo arterial e doengas cardiovasculares. EROs: espécies reativas de oxigénio,

CMLYV: células musculares lisas vasculares.
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7 CONCLUSOES

- O modelo experimental utilizado nesse estudo apresentou, ao término de 30 dias,
baixas concentracdes sanguineas de chumbo, concentracbes essas inferiores as
consideradas limites pela ATSDR e permitidas pelo Ministério do Trabalho Brasileiro.
Entretando, esta baixa concentracdo de chumbo j& foi capaz de aumentar a presséo
artéria sistdlica dos ratos tratados.

- Este tipo de tratamento induziu alteracdo na reatividade vascular em aorta e
artérias mesentéricas de resisténcia, com aumento da resposta vasoconstritora e
reducdo da resposta vasodilatadora. Estas alteracdes da funcao vascular parecem
ser promovidas pela reducdo da biodisponibilidade do NO, pelo aumento da
producdo de O,  derivada da NADPH oxidase em aortas; e ainda sugere a
participacdo dos prostandides derivados da COX-2 em aorta e nas alteracfes
vasculares observadas em mesentéricas de resisténcia.

- Este tratamento promoveu o aumento da producdo de &anion superoxido, da
expressdo da isoforma da COX-2 e da gp9lphox nas artérias e ainda dispara
mecanismos compensatorios para contrabalancear o aumento da producdo de

EROs, como o0 aumento da expresséo de enzimas antioxidantes como a SOD.

- A exposicdo de CMLVs ao chumbo promoveu aumento de EROs, sendo este
possivelmente devido ao aumento da atividade da NADPH oxidase.

- O tratamento concomitante com antioxidantes, reduziu a producdo de EROs e a
atividade da NADPH oxidase, assim como os inibidores da COX-2 também

reduziram sua atividade.

- De igual modo observado em aorta, a expresséo proteica da SOD-Mn e SOD-EC
estdo aumentadas em CMLVs expostas ao chumbo, possivelmente na tentativa de
conter o estresse oxidativo elevado. A expressdo génica e/ou proteica da COX-2,
NOX1 e NOX4 também foram aumentadas nas CMLVs. O efeito de antioxidantes e
inibidores da COX-2 sugere uma regulacao reciproca entre ativacdo de NOX e COX-
2.

- De forma inédita, baixas doses deste metal ativaram as MAPKSs, e estas parecem
estar envolvidas na modulacdo de COX-2 e na producdo de EROs ap0s a exposicéo

ao chumbo. Entretanto, a migracao e proliferacdo celular permaneceram inalteradas.
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Assim, o presente estudo demonstrou pela primeira vez que o tratamento com
baixas doses de chumbo, abaixo dos valores de referéncia para pessoas expostas,
foi capaz de aumentar a pressao arterial, promover disfuncdo vascular e ativar as
vias de sinalizacdo das MAPKSs. Estes efeitos estdo associados com a ativacao de
proteinas inflamatérias como NADPH oxidase e a COX-2, que agem em conjunto
para promover a disfuncdo vascular. Nossos achados suportam fortemente que a
exposicao ao chumbo deve ser considerada como um fator de risco ambiental para

doencas cardiovasculares.
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layers of blood vessels induced by direct interaction with lead cause
disturbances in the renin-angiotensin-aldosterone system, stimulation
of the sympathetic system and an excessive synthesis of reactive cogrgen
species [ROS) [Zawadzki et al, 2006). Moreover, alterations in calcum
exchangeability (Goldstein, 1993), inhibition of the Na* /K -ATPase
[Weiler et al, 1990), direct activation of smooth musce protein kinase
C [(Watts et al., 1995) and endothelial dysfunction [Siheeira et al.,
2014) have also been reported.

It has been demonstated that alterations in vascular tone are possi-
bly involved in lead-induced hypertension [Margues et al, 2001 ). ROS
hawve a key role in the pathogenesis of cardiovasoular disease, which
results inthe disturbance of the structure of biclogical cell membranes
inmany organs within an organism, the im pairment of cellular function,
alterations of MO synthase activity and increased concentrations of
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inflamm atory markers (Cai and Harrison, 2000; Elahi et al, 2009). 00-
2,a pro-inflammatory enzyme, has been described as a source of free
radicals (Virdis et al., 2013; Martinez-Revelles et al., 2013). It has been
established that (0X-2-derived prostanoids contribute to the endothe-
lial dysfunction in hypertensive animals [(Wong e al., 2010} A recent
study by our group demonstrated thatlow levelsof blood lead increased
vascular reactivity. This increase was assocated with reduced NO bio-
availability, increased ROS, increased participation of O0X-2-derivated
prostanoids and increased renin-angiotensin system activity [Silveim
et al_, 2014).

Mitogen-activated protein kinases [MAPKs) are a family of enzymes
that comprise glohal groups of signaling proteins that play citical regu-
latory roles in cell physiology (Chang and Karin, 2001; Chen et al.,
2001). The activation of extracellular signal-regulated protein kinases
[ERK1,2) is mainly associated with cell survival and proliferation
[Hetman and Gozdz, 2004 ), while cJun N-terminal kinases [JNKs)
and p38 MAPK cascades are associated with the promotion of inflam-
mation and programmed cell death [Tibbles and Woodgett, 1999;
Chen et al, 2001). S5ome studies have linked the prostanocid pathway
tothe activation of the MAPK signaling cascade and to the induction
of oxidative stress (Chen et al., 2005; Kim et al, 2005). In addition,
MAFPK activation by heavy metals may modulate mechanisms that
induce oxidative stress [Leonard et al., 2004 ). Despite the extensive
domumentation of the tooic effects of lead in the cardiovasoular system,
a complete and detailed ehcidation of the cell target and mechanisms
by which lead exerts its effects remains to be defined. This study in-
vestigates the role of coddative stress and oycloogygenase-2 in the
altered vascular reactivity induced by a 30-day treatment with a low

MR Gmies et al | Todeology end Applied Phormamlogy 283 (2015) 127-138

concentration of lead. In ad dition, we analyze the ability of lead to ach-
vate ERK1/2, p38 MARK and JNK in VS8MCs and its implication on the oo-
idative stress and cyclomgygenase-2 pathways involved in vasoular
alterations induced by lead.

Materials and methods

Ethics statement and animals. Male Wistar (250-300 g) and Sprague
Dawdey (5D (4 months old ) rats were used. All experimental proce-
dures were approved by the Institutional Ethics Committee of the
Federal Liniversity of Espirito Santo (CELUA-UJFES 063,/2011) and by the
Ethical Committee of Research of the Universidad Auténoma de
Madrid, Spain [ CEI-{JAM 31-759). T his study was carried out in strict
accordance with the guidelines for biomedical research as stated by
the Brazilian Societies of Experimental Biology, the Guide for the Care
and Use of Leboramry Animals published by the US National Insttute of
Health [NIH publication Mo. 85-23, revised 1996) and with the current
Spanish and European laws (RD 22388 Ministerio de Administraciones
Pablicas, MAPA, and 609/86).

Rats were housed undera 12-h light12-h dark cycle, had free access
towater and were fed with ratchow ad libitum. In one setof experi-
ments, Wistar rats were divided into bwo groups: control [(vehicke-
saline, intramuscular) or treated with lead acetate for 30 days (15t
dose; 10 p/100 g; subsequent doses: 0L125 pg100 g intramuscular,
tooover daily loss). At the end of the treatment, rats wene anesthetized
and killed by exsanguination. The thoracic aortaswere carefully disect-
edout,and the fat and connective tissue removed . For the vascular reac-
tivity experiments, the aortas were divided into cylindrical segments
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Table 1

Pk and the masximum response ta phenylephrine in aortic s=gments from untreted
rats and rats treated with lead with or without endothelium (E- ), L-MAME, apocynin, ar
i .

Ubmtreated Lead dreated

[ il B D
Camtral 9435 637 +020 127 + 52 726 + 0"
E— 157 + 98" 1 0t 148 + 74t TE7 + 0wt
L-NAME 133 + 27 695 +012 1%+ 28" 7a1 +oas
Apocynin 84455 A2X+018 #8467t 739 0
Indameshacin 434 673 +028 a0+ 457 TES +02%

Data e expressed x the mean + SEM K values were exprssed asa perentage ofthe
maximal response induced by 75 mid KO R e Maocimal res ponse.

= P < U5 vs Control untreded.

T P (0% vs Comerol bead treated.

[4 mm in length). In another set of experiments, t horacic aortas from S0
rats were isolated and processed to obtain primary cultures of vasoular
smiooth muscle cells (VEMIs) for cell culture experiments.

Blood pressure memsurements. Indirect systolic blsod pressure was mea-
sured at the beginning and at the end of treatment using tail-cuff pleth-
ysmography (1T C Life Scence, Inc ). Conscious rats were restrained for
5-10 min in a warm and guiet room and conditioned to numenus
cuffinflation—deflation oycles by atrained operator, Systolic blood pres
sure was measured, and the mean of ten measurements was recorded.

Blopod lead level measurements Blood lead levels were measured by
inductively coupled plasma mass specrometry [MNexlon 3000,
PerkinHmer, J5A) after acid decomposition of the whole blood zam ples
as previously described [Liv et al, 1996 ). The sam ples were measured in
triplicate.

Vascular function. Vasoular function was studied in aortic segments by
isometric tension recording using an isometric force transducer [TSD
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125C, CAL USA) connected to an acquisition systemn (Biopac Systems,
Inc, Santa Barbara, USA). Segments were mounted between teo paral-
lel wires in organ baths containing Krebs-Henseleit solution (KHS, in
mM: 124 Nad, 46 K4, 2.5 CaCly, 1.2 MgS0y, 1.2 KHaP Oy, 0001 EDTA,
23 MaHCOs, 111 ghicose) at 37 *C and gassed with 95% 0:-5% C0y
[ pH 7.4). After a 45-min equilibmtion period, aortic rings were initially
exposed twice to 75 mM KO to test their functonal integrity and to as
sess the maximal developed tension The presence of endothelium was
confimmed by the effect of 10pM acetyicholine in segments previoushy
contracted with 1 pM phenylephrine. A relaxation equal to or greater
than 9% was considered demonstrative of the functional integrity of
the endothelium. After a washout period, single concentration-
response curves to phenylephrine (0.1 nM-03 mM) or acetylcholine
[ACh, 001 nM-03 mM ) were performed. In some experiments, con-
centration-response curves to sodium nitroprusside (SNP, 001 nM-
0.3 mM) were performed in segments contracted with phenylephrine
[ 1)

Farallel experiments with aortic segments from the same animal
wene performed in the absence [control ) and presenceof the nonspeciF
ic MOS inhibitor N*-nitm--arginine methyl ester [1-MAME, 100 pM),
the cyclooygenase inhibitor indomethacin (10 pM ) and the MADPH
oxidase inhibitor apocynin (30 pM). These drugs were added to the
bath 30 min before the phenylephrine curves. The influence of the
endothelium on the response to phenylephrine was investigated after
mechanical removal of this vascular component by rubbing the lumen
with a needle. The absence of endothelium was confirmed by the in-
ahility of 10 pM acetylcholine to produce relaation.

In situ detec ton of vasculor 05 production. The oxidative fluorescent
dye dihydroethidium [ DHE) was used toevaluate 03 production in
sit, as previousdy described (Wiggers et al, 2008). Hydroethidine freehy
permeates the cell membrane and is cxidized in the presence of 03 to
ethidium bromide, which is trapped by intercalation with DNAL
Ethidium bromide is excited at 546 nm and has an emission spectum
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werses untreated by Students tiest. [ota are expressad = the mean + SEM. Mumber of amimals used & ind Cated in parentheses.
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of 610 nm. Frozen tissue segments were cut into 10-pm-thick sections
and placed on aglass slide.Serial sections were equilibrated underiden-
tical conditions for 30 min at 37 °C in Krebs-HEPES buffer (in mM: 130
NaQ, 5.6 KCL 2 a1z, 024 MgCly, 8.3 HEPES, and 11.1 glucose, pH =
74). Fresh buffer containing DHE (2 uM) was applied topically to each
tissue section, covered with a cover slip, incubated for 30 min in a
light-protected humidified chamber at 37 °C and then viewed with an
inverted fluorescence microscope (NIKON Eclipse Ti-S, x 40 objective;
N.Y, USA.) using the same imagng settings in the untreated and
lead-treated rats Fluorescence was detected with a 568-nm long-pass
filter. For quantification, eight frozen tissue segments per animal were
sampled foreach experimental condition and averaged. The mean fluo-
rescence densities in the target region were calculated

Cell culture. Primary cultures of VSMCs were obtained from SD rats as
previously described (Aguado et al, 2013). Rat thoracic aortas were

Untreated
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aseptically emoved, cleaned of fat tissue and blood cells and placed
in cold (4 °C) Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM)/F-12
(HAM) medium (Sigma Chemical Co,, St. Louis, MO, USA) containing
0.1% BSA, 200 U/mL penicillin, and 200 pg/mlL streptomycin (Gibco,
Invitrogen, Paisley, UK). The aortas were digested in the same medium
containing 2 mg/ml collagenase type Il (Worthington Biochemical Cor-
poration, Lakewood, New Jersey, USA) and incubated for 30minat 37 °C
in a humidified atmosphere of CO; (5%). Then, after peeling off the ad-
ventitia using forceps, the medial smooth muscle layer was cut into
small pieces and placed on 60 x 15-mm tissue dishes in DMEM /F-12
(HAM) medium supplemented with 10% fetal calf serum (Biological In-
dustries, Kibbutz, Israel) containing 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin. Cells were allowed to reach confluence ( 10-12 days).
Confluent cells were trypsinized with PBS/trypsin-EDTA (Sigma),
washed and plated at a density of 30% in DMEM medium. Cells were
identified as smooth cells by immunocytochemical staining with
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specific monodonal ant-w-actin antibody [(Sigma Chemical Co).
We should emphasize that the cells employed here were the product
of primary culture of VEMCs studied after only 5 passages to avoid
transformation

V5EMCs were plated onto 6-well plates and cultured until 80% con-
Auence. DMEM/F-12 [HAM) medium supplemented with serum was
replaced with fresh medivm containing 100 U/'mL penicllin and
100 p'mL of streptomycin for 24 h before treatment. For the experi-
ments, quiescent cells were incubated with vehicle [control ) or with
lead acetate (20 pg/dl, during 48 h) in the absence or presnce
(30 min before and throughout lead incubation) of the ROS scavenger
tempaol [ 10 ph), the MOX-1 inhibitor ML 171 (0.5 pM), the specific scaw-
enger of mitochondrial supemxide mito-TEMPO [5pM) or the COX-2
inhibitorscelecoxdb [ 10 ph ) and rofeccedb [ 10 pM ). In another st of ex-
periments, cells were incubated with lead acetate for different stimula-
tion tmes [5 min-24 h) to evaluate the effect on the activation of p38,
ERK1/Z, JNKs MAPK and Akt Finally, the effects of the ERK 1,2 inhibitor
L0126 (10 pM) and the p38 MAPK inhibitor SE203580 [ 10 pM ) on C0X-
2, NOK-1 and MOM-4 mENA levels were evaluated in cells exposed to
20 pg/dL lead acetate for 48 h.

Cell viability amay. We used the MTT reduc tion assay following the pro-
cedure previously described [Mosmann, 1983). In brief after incubation
with lead acetate at different concentrations, 0.5 mg/mlL MTT [3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2 5-diphenyltetrazoium bromide ) was added to
eachwell, and incuhation was performed at 37 °C for 2 b The formazan
salt formed wasdissolved in DMS0, and coloimetric determination was
performed at 540 nm. Control cells without lead wer considered to
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hawe 100 viahility. VCMS viability after exposure to lead wasexpressed
as the percent of control within each individual experiment.

Detection of supergade anion production by fluoresence micsopy. VEMOs
were incubated with lead for 48 b, and intracellular 0~ produdtion
was measured by fluomscence imaging analysis using DHE as de-
scribed above. Briefly, VSMCs were plated onto glass coverslips
inserted into G-awell plates and cultured and preincubated with
tempaol (10 pM ) and mito-TEMPO (5 pM ) 30 min before lead expo-
sure. Afterwards, cells were loaded with DHE [ 10 pM ) in cell culture
medium [ DMEM/F-12 HAM, serum free) for 30 min at 37 °C. Images
were then acquired with a Leica TCS 5P2 confocal system (=40) and
processed using Metamorph image analysis software. Mon-
stimulated VEMCs were imaged daily in parallel using the zame
image settings during the course of the study. DHE Auorescence
was quantified in individual cell nudei [ 10-20 nudei/image fex peri-
mental condition ). At least 5 independent experiments were per-
formed. Then, we expressed the effects of the different drugs as
fold increases over the control.

NADPH mddase activity. Cells were grown on G-well culture plates and
incubated with lead (20 pg/dL, during 48 h). The 03 production ge-
nerated by NADPH cxtidase activity was determined by a chemilu-
minescence assay using ucgenin (5 pM) and NADFH (100 pM ). The
reaction was started by the addition of a micture of ludgenin and
NADPH to the protein sample in a final volume of 250 pl. Chemihimi-
nescence was determined every 2.4 s for 5 minin a plate nminometer
[AUTO-lumat LES53, Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad
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Wildhad, Germany). Buffer blank was subtracted from each reading. lu-
minescence was normalized by protein concentration measured by the
Lowwry assay and data were ex pressed as fold increase over the control.

Western blot analyds Proteins from homogenized aortas and cells were
separated on a 10% SD5-polyacrylamide gel and electmophoretically
transferred to polyvinylidene difluoride membm@nes [Amersham, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK that were incubated overnight at
4 *C with monoconal antbodies for COX-2 [1:200; Cayman Chemi-
cal, Ann Arbor, MI, USA), COX-1 [ 1:500, Cayman Chemical), and
gp@1[ phox) [(1:1000, Transduction Laboratories, Lexington, LK)
and polyclonal antibodies for Mp-50D (0025 pg'mL; StressGen
Bioreagents Corp., Victoria, Canada), Cu/Zn-50D [1:10000; Nventa
Biopharmaceuticals, Victoria, BC, Canada), EC-50D [1:4000; Enzo
Life Sciences), phospho ERK 1/2 and ERK1 2, phospho p38 and p38&

A
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MAFK, phospho [MK and JNK, phospho Akt and Akt (1:1000; Cell Sig-
naling, Boston, MA). Membranes were thoroug hly washed and incu-
bated with horseradish peroxidase-coupled anti-rabbit [1:2000;
Bio-Rad, USA) or anti-mouse [1:5000; StressGen Bioreagents Corp.,
Victoria, Canada) antibodies for 1 h at room temperature. After thor-
ough washing, the bands were detected using an ECL plus Westem
Blotting detection system (GE Healthcare) after exposume to X-Ray
AX film [ Konica Minolta, Tokyo, Japan and Hyperfilm ECL Interna-
tional). Signals on the immunoblot were quantified using the
Image | computer program. a-Actin [aorta) [ 1:5000, Sigma Chemical
Co) and B-actn [cells) (1:10,000; Transduction Laboratories) ex-
pressions were used as loading controls,

Quanttotive real ime PCR assay. Total RMA was obtained using TRI
Reagent [Sigma Chemical Co.) according to the manufacturer's
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recommendations and was reverse transcribed usinga High Capacity
cDNA Archive Kit [Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with
random hexamers. gRT-PCR for COX-2, NOX-1 and NOX-4 was per-
formed using the fluorescent dye SyBRGreen (iTag FAST SyBERGreen
Supermix with ROX, Bio-Rad, USA). To normalize, we amplified fa-
microglobulin asa housekeeping gene. All gRT-PCRs were performed
in duplicate. Primers sequences were as follows: COX-2 [FW: AAGG
GAGTCTGGAACATTGTGAAC; RV : CAAATGTGATCTGGACGTCAACA),
NOX-1 [FW: CGGCAGAAGGTCGTGATTA; RV: TGLGAGCAGAGGTCA
GAGT), NOX-4 [FW: GCCTCCATCAAGCCAAGA; RV: CCAGT CATCCAG
TAGAGTGTT) and Be-microglobulin [ FW: ACCCTGGTCTTTCTGETG
CTT; BV: TAGCAGTTCAGTATGTTOGGCTT). Quantfication was per-
formed on a 7500 Fast [ Applied Biosystems ). PCR oycles proceed ed as fol-
lonees: initial denaturation for 30 = at 95 °C followed by 40 opcles at 95°C
for 5 = and 60 *C for 30 = At the end of the PCR. a melting curve analysis
was performed to show the spedficity of the product detected. To calos-
late the relative indexof gne expression, we employed the 2~ meth-
od using untreated samples as a calibrator [Livak and Schmittgen, 2001 ).

In vitmo wound healing away. Toverify if lead induced cell migration, a
wound healing aszay was performed. For this assay, cells were seeded
and cultured to confluence in a 24-well plate. Then, the cells were
switched to serum-free medium for 24 h before the initation of the e
periments. A wound was made with a P10 pipette tip (CRP, with a fil-
ter). The medium was changed twice (5 mLwell} to wash away anmy
cell debris remaining in the wound area. A line was drawn through
the center of the wells, perpendicular to the wound. A picure was
taken at ime zem at the site of intersection of the line and the wound.
Then, the cells were treated for 24 h with lead (20 pgdL). At 24 b we
took a picture in the same location. Adobe Photoshop (52 was used to

A

COX-2 mRMA (fold increase)
p=

determine the area o fwound o csure com pared to time 0 for the stmu-
lus and with respect to the control situation.

Cell profiferation assxy. Cell proliferation was amessed usng a CellTiter
96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay [Promega Corpomtion,
Madison, W1, USA). VSMCs were seeded on 96-well plates (20 = 107
cellsfwell} in DMEM/F12 [HAM) medium and were allowed to attach
for 24-36 h. Afterwards, cells were switched to serum free medium
for 24-h. Cells were then treated with lead [ 20 pg/dL) or vehide for
48 h. The proliferative response was quantified by adding MTS tetazo-
lium solution [20 pLAsell). After 2-3 h of incubation, absorbance was
measured at 490 nm in a microplate reader (ASYS Hitech GmbH,
Austria). Diferent assays were each performed in triplicate

Dimugs and reagents. 1-Phenylephrine hydrochloride, acetylcholine chio-
ride, sodium nitroprussde, apocynin, hognin, mito-TEMPO, ML 171,
tempaol [4-Hydmoxy-2.26 6-tetmamethylpiperidine 1-omxyl), salts and
other reagents were purchased from Sigma Chemical Co. and Merck
[ Darmstadt, Germany). DHE, streptomycin and penicillin were obtained
from Invitrogen [ Carlshad, CA, UUSA). Celecoodib and mfecodb were ob-
tained from Phzer (Mew York, NY, USA]} or LKT Laboratories | St. Paul,
Mn, USA), respectively. L0126 and SBE203580 were obtained from
Calbiochem [ Darmstadt, Germany). Lead acetate was obtained from
Veter (Riode Janeiro, R] Brazil). All dmgs were dissolved in distilled
water except celecoxib, rofecoedh, 0126 and 58203580, which were
dissohved in DMS0. DMS0 did not have any effect on the pamameters
evalated in VM=

Data analysis and stotistics Contractile responses were expressed asa
percentage of the maximal respon= induced by 75 mM KCL Relaxation
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responses to ACh or SNP weme expressed as the percentage of the previ-
ous contraction. For each concentration-response curve, the masximal
effect [Rama) and the concentration of agonist that produced 50% of
the maximal response [ECsa) were calculated using non-linear regres-
sion analysis (GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc, 5an Diego,
CA). The sensitivities of the agonists were expressed as pDy [— log
ECza). To compare the effects of endothelium denudation, L-MAME or
apocynin on the contractile responses to phenylephrine, some results
wemre expressed as difierences in the area under the concentration re-
sponse curves [(dALC) for the control and experimental groups. AUCs
were calkulated from the individual concentration-response plots
using a computer program (GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc,
5San Diego, CA ). The differences were expressed as the percentage of
the AUC of the corresponding contmol situation

All values are expressed as the mean 4+ SEM of the number of ani-
mals or independent experiments in the case of cell cultures used in
each experiment The results were analyzed using Student's t test or
one- or two-way ANOVA, followed by the Bonferroni post hoc test or
Tukey test by using GraphPad Prism Software. Differences were con-
sidered statistically significant at P <005

Results
Rats exposed to lead for 30 days had similar body weight | Control:

before 218 4+ 308 g and after 325 4 580 g (n = 9); lead 4reated: before
217 4+ 257 gand after 328 4+ 737 g (n = 9) P> 0U05] and tibia length
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Fig. 9. Ffferts ofled onosl migration and profiferation Dot ane sxpreoed 2s te mean +
SEM. Number of ol culures & indi@ed in paenthess.

|Control: 3.8 4+ 0.1 om (n = 6); Lead-treated: 3.4 4+ 0.1 cm (n = 9)
Pz 005 ). The left ventricular mass: tibia length mtio was not affected
in lead-treated animals (0173 4+ 0,003 g/cm) when compared with
controls (0178 + 0,006 gicm ). The blood lead concentration attained
was21.7 4+ 238 ppidl (n = 6) and the systolic blood pressure [(SBP)
was increased by treatment [(Control: 127 4+ 057 mmHeg. n = 7; lead
treated: 144 + 167 mmHg, n =7, P =< 005).

Effec s of lead reatment on vasoulor reochiviy

Lead treatrnent did not afiect the response to KO [untreated: 375 4+
013g n = 9; leadtreated: 3.52 + 0.19g, n = 9; F = 005). However,
treatment increased vasooonstrictor responses to phenylephrine and
decreased the endothelium-dependent responses induced by ACh
[Figs. 1 A-B, Table 1). The vasodilator responses induced by SNP were
unaffected by lead treatment [Fig. 1C). These results suggest that lead
treatment affects endothelial function in aortic rings.

Effec s of lend treamment on endotheliol modwlation of
VISOOTSITICIOT Tespses

Toevaluate iflead treatment alters MO modulation in aortic segment
respon=s, the effect of endothelivm removal and incubation with the
NOS inhibitor L-NAME [ 100 pM) on vasooonsirictor responses wens
investgated. Both endothelium removal and NOS inhibitor addition
left-shifted the concentmation-response curves to phenylephrine in
aortic segments from both groups, but this effect was smaller in pre-
pamations from lead-treated rats than in those from control rats, as
shown by the dALC values [Figs. 2 A-B). These findings suggest that
NO production and/or bicavailability are red uced after lead treatment.

Role of madative simess and prostanoids on the effect of lead on
VISOOTSITICIOT Tespses

Reduction in NO bicavailability caused by increased ROS production
is associated with endothelial dyshinction accompanying hypertension
(Cai and Harrison, 2000). The basal 0%~ production inthe aortas from
lead-treated mts was greater than that from the untreated rats (Fig. 3
A). The participation of RO% in the vascular responses was evaliated
using the MADPH cdidase inhibitor apocynin (30 pM ). Apocynin re-
duced the vascular response to phenylephrine in both experimental
groups (Fig. 3 B, Table 1); however, this effect was greater in prepara-
tions from lead-treated rats than in those from control mts as demon-
strated by the dALIC [Fig. 3 B). gp91( phox), Cu/Zn-500 and Mn-50D
protein expression was increased in the aorta from the lead treated
group compared to contmols (Fig. 3 C).

The cyclomogygenase inhibitor indomethacin (10 ph) was vsed toin-
vestigate the mle of prostanoids on the increased response to phenyl-
ephrine in lead-treated rats. Indomethacin did not alter phenylephrine
responses in control aortic segments. Howewver, in arteries from lead-
treated mts, indomethacin reduced phenylephrine contraction (Fig. 4
A, Table 1) We investigated C0X-2 protein expression and observed
an increase in this enzyme inthe lead-treated group (Fig 4B

Altogether, these results show that chronic treatment with low con-
centrations of lead increases oxddative stress and prostancid patheays
and could contribute to the impaired vasoular function observed in
the aortas from lead-treated rats.

Effect of lead exposure on mddabve stress and O0X-2 expresion in VSMCs

In an atternpt to imeestigate the underlying mechanism of lead ef-
fects on oxidation and O00-2 expression observed invascular reactivity,
we used VEMCs.First, we evaluated cell viability with 10, 20 and 100 pg/
dL lead acetate during 48 h using a MTT cell viability as=ay. Mo differ-
ences wene ohserved in cell viability [ data not shown). Therefore, we



136 ME Gmée stal | Toxiology end Appliad Phormacology 283 [2015) 127-128

chose the concentration of 20 pg/dL because this is cose to the concen-
tration attained in blood from rats treated for 30 days with lead acetate.

Incubation of VEMCs with lead (20pg/dL, 48 h) increased 05 pro-
duction, as determined by increased DHE-induced fluorescence
[Fig. 5A). This increased production of 03~ was diminished by the S0D
mimetic termpol and by the specific scavenger of mitochondrial super-
oecide mite-TEMPO [Fig. 5 A), suggesting arolke for mitochondrial oocd a-
tive stress in the effects of lead. Lead also increased NADPH codidase
activity as well as the mEMNA levels of the NADPH oxidase subunits
NOX-1 and NOX-4 [Figs. 5 B-D). The increased NADPH activitywas nor-
malized by ML 171 (0.5 pM) and tempol (10 pM ). In addition, the
NADPH oxidase activity and MOX mREMA levels were reduced by the
C0X-2 inhibitors celecoxib [ 10 pM) and mofecodb (10 ph) (Figs. 5B-
D), which implies a role for O0X-2-derived products in MADPH oxid ase
activation. We also studied whether lead-treatment might alter the
expression of the supemxide detoxificant enzyme S00. Mn-500D and
EC-S0D protein expression was augmented in VEMOs treated with
lead (Figs. 5 Eand G). Howewer, Cu,/Zn-500 protein expression was
naot affected [Fig. 5 F).

VEMCs treated with lead for 48 h also increased C0X-2 mRNA levels
[Fig. 6 A). This increase was accompanied by an increase in 00K-2 pro-
tein expression, without changes in O0X-1 protein expression [Figs. 6
B-C). In addition, we ohserved that pre-treatment of VEMCs with the
antioxidant tempol prevented lead-induced O0X-2 gene expression,
supgesting a relationship between ROS and COX-2 products (Fig. 6 A).

MA signoling pathways imvolved in the leod-indwced NOX and
COK-2 mRNA levels

The MAFK pathway plays a role in modulating C0X-2 [expression
and activity] and RO5 production [(Ohnaka et al., 2000; Wang et al.,
2013). Thus, we investigated whether the MAPK signaling pathway
was involved in the effects induced by lead on NOX and CO0-2 mRMNA
levels. We ohserved a time-dependent stimulation of ERK1,2 by lead
at 30-60 min but not at long exposure times (3 and 24 h) (Fig. 7 A).
In contrast, p3& was activated by lead only after long exposure times
[24h) [Fig. 7 B). However, neither JNK nor Akt was activated by lead
at any time points [Figs. 7 C-0). The p3& MAPK inhibitor SB203580
[ 10 ph) but not the ERK1/2 MAFK inhibitor L0126 [ 10 pM ) normalized
lead-induced NOX-1 gne expression (Fig. 8 A); both U0126 and
SBE203580 normalized lead-induced NOX-4 and O0X-2 gene expression
[Figs. B B=C). These findings suggest that the activation of these kinases
bylead is imvoheed in events that induce MADPH oxidase and 00X-2 ac-
tvation. However, lead did not induce either cell migration or prolifer-
ation (Figs. 9 A-B).

Discussion

The exposure toemvimonmental chemicals, including lead, is emeng-
ing as a potental cardiovascular risk Botor [Weinhold, 2004 ; Mamtani
et al., 2011; Simdes et al., 2011). The main finding of the present study
isthat 30-day treatment with a low dose of lead increases blood lead
concentrations to vahes [(21.7 pg/dL) lower than the reference value
(60 pg/dL), but these concentrations are sufficient to increase systolic
blpod pressure and phenylephrine-induced contractility and to de-
crease endothelium-dependent vasodilator responses in @t aortas.
Our results also suggest that p38 and ERK1/2 MAFK:= are involved in
the increase in vascular COX-2 levels and ROS production after lead
exposure that act in concert to produce the vascular changes that
comuld contribute to the oooumence of arterial hypertension.

The effects of lead on human health depend on blood levels and on
the duration of the exposure. Several studies have supported the associ-
ation between high blopd lead levels and hypertension in humans
[Andrzejak et al, 2004; Patrick, 2006; Kosnett et al, 2007 ). The Agency
for Taxic Substances and Disease Registry [ATSDR) consdered the refer-
ence blood lead concentration level to be 60 peidL [Patrick, 2006;

Kosnett et al., 2007 ). Nevertheless, individuals with baseline blood
lead levels of 468 p/dLor 678 pg/dL have also shown increases in ar-
terial pressure [Mahvezzi et al., 2001 ; Andrzejak et al, 2004) suggesting
that even lower than recommended maximal doses might have candio-
vascular deleterious consequences. A similar association was reported
in treated rats with lead blood concentrations between 31.8 pg/dL and
425 pgidl (Gonick et al, 1997; Margues et al., 2001 ). Moreower, in the
present study, treated rats attained a blood lead concentration of
21.7 4+ 238 pg/dl that increased systolic blood pressure.

The mechanisms by which lead may cause hypertension are not en-
tirely clear (Heydarn et al, 2006). Diferentstudies have identified sever-
al candidates, including coddative stress, impaimment of the NO system,
inflammation, dysregulation of vasoactive hormones, and alterations of
cellular Ca* * transport and intracellular Ca* * distribution [Goldstein,
1993; Feng et al, 1995; Heydari et al., 2006). Using animal models,
our group has already successfully documented that chronic exposume
to lead exerts detrimental effects on the function of the heart and
aorta [Simdes et al, 2011; Fiorim et al., 201 1; Silveira et al., 2014;
Fiores etal, 2014 | In the present study, aortic reactivity to phenyeph-
rinewasincreased, whereas relaxation in response to acetylcholine was
reduced. Similar findings weme recently reported in aortas from rats
with blood lead levels smaller than those in the present study [Silveim
et al, 2014). Alterations in the reactivity of the aorta after lead treat-
ment were endothelivm dependent, as evidenced by the magnitude of
lead-induced effects being reduced in aortic rings without endothelium,
In addition, the NOS inhibitor L-MAME increased the reactivity to phen-
ylephrine to a lower extent in arteries from lead-treated rats. These
reanlts suggest that lead decreased endothelial MO binavailability, con-
sequently increasing the reactivity to phenylephrine in aortic rings. In
agreement, a previous study showed that treatment with 100 ppm
lead acetate for 28 days reduces NO bioavailability in the rat aorta
[Karimi et al, 2002). However, our group has reported that low concen-
tratonsof lead increase the NO bicavailability in the inital stagesof lead
exposure |7 days) [Fiorim et al, 2011), but thiseffect might be changed
after along expomine, as we observed in the present study. However, the
endothelium-independent relaation induced by the MO donor sodium
nitroprussde was not altered after 30 days of lead exposure, in agree-
mentwith previous reponts [Siheira etal, 2014).

Creidative stress can lead to endothelial dysfunction, vasoular struc-
tural alterations and hypertension, [Rodripuez-lurbe et al, 2004;
Vazin, 2004). The inactivation of MO by ROS can result in vasoconstric-
tiom, increased plateletleukocyte adhesion, vascular smooth muscle
cell migration, proliferaton, and matric accurmulation leading to vaso-
larremodeling [Touyz et al., 2011; Drummond etal, 2011). Itis knowen
that increased ROS production contributes to the inflammatory process
associated with lead-induced hypertension [Vaziri et al., 1997 ; Silveim
et al., 2014). Herein, we observed increased superoide anion produc-
tion in the aorta from lead-treated rats and in VEMCs exposed to lead.
In addition, the anticetidant apocynin reduced the vasooonstrictor re-
sponse induced by phenylephrine, more in aortas from lead-treated
rats, suggesting the imvolvement of superoxide anionsin the vascularef
fects of lead, in accordance with the results recently described [ Silveim
etal, 2014). On the other hand, the formed percegmitrite by the reaction
of MO with superoxide anion would als contribute to the altered vaso-
lar responses ohaerved after lead expomure, as it has been described by
other imvestigators in vascular diseases such as atheroscerceis, hyper-
tenson, ischemia, endotoxic shock, and diabetes [Zou, 2007).

NADPH recidase isoforms have been described as a major source of
ROS5 in vascular tissue (Griendling et al., 2000). Our results point to
the up-regulation of MADPH coddase as the potential source of ROS in
lead-exposed vascular cells. Thus, we found that 1) the protein expres-
sion of the gpd 1 phoo) MADPH cotid ase subunit was increased in arter-
ies from treated mats; and 2} the mEMNA levels of NOX-1 and NOX-4
subunits of MADPH coddase and NADPH activity were increased in
lead-treated VEMUIs. However, the participation of other sources of
RO, such as the mitochondria, cannot be discarded. Thus, the increased
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03 production ohserved in VSMC s treated with lead wasdiminished by
the mitochondriatargeted S500-2 mimetic mito-TEMPO. Decreased an-
tioxidant defenses would also contribute to the increased oxidative
stress A major antioxidant defense system againg 05 are the supemx-
ide dismutases which plays an important role in regulating blood pres-
sure and endothelial function by reducing extracellular 03 level,
thereby preventing oxid ative inactivation of MO released from endothe-
lium [Dury et al., 1994; Oury et al, 1996; Stralin et al, 1995). However,
the protein expression of Mn-50D, Cu/Zn-500 and EC-50D was in-
creased in kead-treated arteries or VEMCs, sugmesting that antioxidant
mechanisms are activated in lead-exposed cells probably to protect
against increased cxidative stress. In agreement, Miet al (2004 demon-
strated an increase in supercedde and hydrogen percedide inhumanen-
dothelium and VEMCs from human comnary arteries after lead acetate
[1 ppm) treatment for 60 h, accompanied by an increase in CuZn-
50D protein expression. In the same study, the aut hors dem onstrated
a significantup-regulation of the gp91( phoo) subunit of MADPH oo dase
in lead-exposed endothelial cells

00X-2, the source of the prostaglandins that mediate inflammation,
i= mpidlyinduced in response to different simuli including growth fac-
tors, proinflammatory oytokines and coddative stress (Feng et al, 1995;
Martinez-Revelles et al, 2013; Wang et al., 2013 ). Increased vascular
COX-2 expression is usually associated with hypertension [Alvarez
etal, 2007). 00X-2 derived prostanoidswere als implicated in the vas
cular effects of lead [Sikveira etal, 2014) and other heavy metals, such
asmercury [Pecanha et al, 2010). Herein, we observed an increase in
CO-2, but not in COX-1, protein or mRENA levels in aortas from lead-
treated rats and for in VEMCs exposed to lead. After 00X blockade
withindomethacin,a reduction in the phenyephrine-induced vasooon-
strictor responses in aorbic segments from lead-treated rats was ob-
served, but not incontrol rats. These findings suggest the participation
of 00X-2-derived prostanoids in the increased vasoconstrictor re-
sponses induced by lead teatment.

Some studies have reported that oxid ative stress upregulates 00X-2
expression [Feng et al, 1995; Garcia-Cohen et al., 2000; Atvarez et al.,
2007) and that anticecidant treatment reduces O0X-2 expression [Feng
et al., 1995; Martinez-Revelles et al, 2013). In B, increased ROS pro-
duction is hypothesized as one possible mechanism for the increased
vasomotor (0X-2 activity in the setting of hypertension [ Gamia-
Cohen et al, 2000; Alvarez et al, 2007; Martinez-Revelles o al, 2013).
As discussed above, we show that lead simulated COX-2 expression
and RO production. More importantly, our results also sugrest an in-
teraction between C0X-2 and ROS in VEMUOs exposed to lead. Thus,
the ROS scavenger tempol reduced the increased COX-2 mRENA levels,
whereas the O0X-2 inhibitors celecoxib and mfecoedb reduced the in-
creased NADPH activity and MOX-1 and NOX-4 mEMAlewels This recip-
rocal interaction between both pathways would increase the harmiful
effects of lead at the vascular level In aortas from angiotensin 1-
infused mice, the existence of a reciprocal relationship between ROS
and C0X-2-derived products has been described as responsible for the
vasoular dysfunction ob=rved in this hypertension model [Martinez-
Revelles et al., 2013 ). Sancho et al. (2011) also showed a reciprocal reg-
ulation of NADPH oxidase and the COX-2 pathway in liver cells under
inflammat oy conditions.

Previous reports indicate that MAPK pathways play an important
role in modulating O0X-2 (expression and activity ) and ROS producton
[Dhnakaetal, 2000; Wanget al, 2013 L However, dissection of the spe-
cific madecular mechanisms and signaling cascades continues to be the
focus of intense research. Evidence shows that MAPK cascades are the
major signaling pathnay that regulatescell proliferation, migraton, dif-
ferentiation, inflammation and apoptosis (Yang et al., 2003). Moreover,
Aguadoet al [2013) reported that mercury, another heavy metal, in-
duced MAPK activation in VSMCs, Therefore, we speculated that
MAPK signaling pat hways might be invohed in the lead-induced alter-
ations in VEMC s, Durcurrent data show that lead induces aneardy act-
vation of ERK1,2 and adelayed activation of p38 MAPKswithout effects

on JNK. Posser et al. (2007 showed the toxic effect oflead on 06 glioma
cells and a significant activation of p38 and JNK MAPK=. In addition, we
found that lead did not stimulate Akt phosphorylation, which cormbo-
rates results published by Lu et al. (2001) in human astooytoma cells.
To investigate if the p38 and ERK1/2 MAPK pathways were involved
in OC0-2 and NADPH oxidase activation, the effect of specific inhibitors
on COX-2, NOX-1 and NOX-4 expression was imestigated. 10126 (in-
hibitor of ERK1,2 ) and SB203580 (inhibitor of p38 ) abrogated lead-
induced COX-2, NOX-1 and NOX-4 mRNA expression in cultured
VEMC. These findings suggest that the activation of inflammatory pro-
teins such as NADPH oxidase and O0X-2 in response to lead exposure
is mediated through p38 and ERK1/2 signaling pathways. However,
when we analyzed the effects of lead on migration and proliferation in
VEMC s, no differences were observed in this model of exposure. There
is evidence that lead can increase the proliferation of rat liver cells
[Liu et al., 1997), VEMC (Fujiwara et al, 1995) and spleen cells
[ Razani-Boroujerdi et al., 1999). Lu et al. (2001} demonstrated that
lead induces proliferation in human 1321N1 astrocytoma cells that is
mediated by the activation of the MEK1,2 and ERK1,2 =ignal transduc-
tion pathways in a PKC -dependent manner. The discrepandes with
our data could be due to differences in the exposure protocols related
todoses and/or duration of lead exposure.

Im summary, the present study demonstrated for the first time that
treatment with low doses of lead increased systolic arterial blood pres-
sure, promoted vasoular dysfunction and activated MAPK signaling
pathways. These effects are asociated with the activation of inflamma-
tory proteins such as MADPH oxidase and COX-2 that act in concert to
contribute to vascular dysfunction. These findings strongly support
that lead exposure should be consdered an environmental risk factor
for cardiovascular disease.
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